


18    Известия НАН КР, 2017, №1

Таблица 1
Ростовые свойства культур клеток ВНК-21(2/17) и EL-4 при суспензионном культивировании

Питательная 
среда

Название

клона

Посевная 
концентрация 

клеток, тыс/см3

Количество клеток,

тыс/мл (X±m), n=4
1-е сут 2-е сут 3-е сут 4-е сут

ПСС ВНК-21/17 456±6 742±5 1285± 12 1425± 15 812±15
RPMI-1640 EL-4 400±12 812±0,12 1448±0,4 3230±0,2 4386±0,8

способы являются малопроизводительными, 
трудоемкими и неэкономичными при производстве 
противовирусных вакцин для животных. Наиболее 
перспективным в области крупномасштабной 
наработки вирусного сырья для приготовления 
вакцин является суспензионный способ 
выращивания клеток и вирусов. Он имеет ряд 
важных преимуществ, основными из которых 
являются: возможность быстрого масштабирования, 
культивирование большого количества клеток 
и вирусов в одном ферментере с высокой 
плотностью популяции; равномерные условия для 
клеток и вирусов по всему объему выращивания; 
эффективный контроль и регулировка условий 
культивирования, высокая экономичность метода и 
др. [11-13]. Несмотря на перспективность суспен-
зионного метода выращивания клеток и вирусов, 
до сих пор производство ветеринарных вирусных 
вакцин (кроме вакцин противоящурной и анти-
рабической) основано на использовании клеток, 
культивируемых в условиях стационарного или 
роллерного монослоя. В связи с этим представ-
ляются актуальным: получение высокоактивного 
вирусного сырья в перевиваемых культурах клеток 
BHK-21 (2/17) и EL-4, оптимизация биотехнологи-
ческих параметров суспензионного культивирова-
ния вируса блутанга, изучение и стабилизация его 
биологической и антигенной активности в процессе 
непрерывного суспензионного культивирования. 

Материалы и методы  
Проведение эксперимента
В опытах использовали 4-й и 16-й серотипы 

вируса блутанга с биологической активностью 
5,50±012 и 5,75±0,08 lg ТЦД50/мл соответ-
ственно. В качестве системы культивирования 
использовали перевиваемые линии клеток ВНК-
21/17 и EL-4. Данные линии клеток культивиро-
вали во взвешенном состоянии в лабораторных 

биореактерах БИОК-022с (рис. 1) 5-литровой 
емкости при скорости вращения мешалки 800-
1000 об/мин. Для линии клеток ВНК-21(2/17) при 
инкубировании использовали полусинтетическую 
среду (ПСС) для суспензионного культивирования, 
а клетки EL-4 (лимфомы индуцированной диме-
тилбензантраценом линии мышей M57BL/6N) 
культивировали в среде RPMI-1640 с добавлени-
ем 600 мг/л глутамина, 5% сыворотки крупного 
рогатого скота, рН-среды колебалось в пределах 
6,8-7,4. Оптимальная концентрация кислорода 
для культуры клеток находится в пределах от 9 до 
17% или 293 мм рт. столба. Остальные параметры 
культивирования вируса блутанга проводили 
согласно ранее опубликованной работе [14]. 
Инфицирование клеток проводили в дозе 0,1 ТЦД50/
кл, при температуре инкубирования (37,0±0,5)°С 
с ежедневным подсчетом количества клеток в 
камере Горяева. Биологическую активность вируса 
определяли методом титрований в культуре клеток 
ВНК-21(2/17), выращенной в культуральном 
микропланшете при температуре (37,0±0,5)°С. За 
инфицированной культурой клеток наблюдали в 
течение 8 – 10 сут. Титр вируса рассчитывали по 
методу Рида и Менча, выражали в lg ТЦД50/мл. 

Результаты исследований
Результаты экспериментов по адаптации 

культур клеток к суспензионному культивированию 

Первым этапом наших исследований являлось 
определение способности роста культур клеток 
в суспензионных условиях. При проведении 
исследований на биореакторе БИОК-022с посевная 
концентрация клеток составляла не менее 400 тыс.
кл/мл. При культивировании через каждые двое 
суток в биореактор доливали ростовую среду в 
объеме 500-1000 мл. Результаты экспериментов 
представлены в табл. 1.

Проведенные исследования показали, что 
в течение четырех суток (срок наблюдения) 
наблюдается активный рост количества клеток, 
затем динамика накопления резко снижается из-за 
избыточного накопления продуктов метаболизма, 
что оказывает негативное влияние на клетки. Опыты 
по отработке метода культивирования культуры 
клеток ВНК-21(2/17) в биореакторе показали, 
что для достижения дальнейшего роста клеток 

необходимо увеличить объемы культурального 
сосуда. Проведенные исследования показали, что 
линия клеток EL-4 пригодна для культивирования 
в суспензионных условиях на биореакторе БИОК-
022с. При этом удается достичь концентрации 
клеток до 4,3-5,0 млн.кл/мл. Таким образом, ука-
занный метод  позволяет культивировать клетки в 
суспензионных условиях.
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Таблица 2
Биологическая активность вируса блутанга, выращенного в культурах клеток EL-4 и ВНК-21 при 

культивировании в биореакторе БИОК-022 с

Пассажный 
уровень

Биологическая активность, lg ТЦД50/см3 (Х±m), n=3 p-значение
EL-4 ВНК-21(2/17)

4-серотип 16-серотип 4-серотип 16-серотип
1 4,12±0,07 4,25±0,08 6,75±0,10 6,81±0,16 <0.0001
2 6,58±0,22 6,81±0,12 6,33±0,22 6,55±0,12 0.02
3 6,16±0,22 6,75±0,07 6,75±0,14 7,00±0,08 <0.0001
4 5,83±0,08 5,91±0,16 7,75±0,10 7,25±0,11 <0.0001
5 4,91±0,16 5,12±0,13 6,75±0,14 7,00±0,08 <0.0001
6 4,83±0,08 5,25±0,11 7,66±0,08 7,25±0,11 <0.0001

В результате проведенных опытов по 
культивированию вируса блутанга в суспензионных 
линиях клеток EL-4 и ВНК-21(2/17) установлено, 
что начиная с первого пассажа в использованных 
линиях клеток отмечена активная репродукция 
вируса, но более высокий уровень накопления 
вируса наблюдали в культуре клеток ВНК-21, чем 
в линии EL-4. При этом титр вируса в зависимости 
от культуры клеток имеет существенную разницу 
(p<0.0001). 

В дальнейших экспериментах по определению 
стабильности уровня накопления вируса блутанга 
при пассировании установлено, что по мере 
увеличения количества пассажей в культуре клеток 
EL-4 биологическая активность вируса с каждым 
пассажным уровнем снижается. 

Таким образом, показано, что линии клеток 
EL-4 и ВНК-21(2/17) пригодны для культивирова-
ния вируса блутанга в суспензионных условиях.

Обсуждение 

Необходимость индустриализации процесса 
изготовления вакцин, получения биологически 
активных веществ клеточной природы привела к 
созданию ряда высокопроизводительных способов 
культивирования клеток млекопитающих. Одним 
из наиболее эффективных является суспензионный 
способ культивирования, предложенный в 1953 

году Оуенс с сотрудниками. Они впервые пока-
зали способность клеток размножаться в жидкой 
среде в свободно суспендированном состоянии. С 
тех пор метод суспензионного культивирования 
привлекает внимание исследователей в связи с его 
высокой эффективностью при накоплении больших 
количеств клеток и вируссодержащего материала, 
при изготовлении вакцин и диагностических 
препаратов.

Известен способ культивирования вируса 
блутанга в культурах клеток почки овцы (ПО), 
сайгака (ПС), сирийских хомячков (ВНК-21), 
сибирского горного козерога (ПСГК-60) и свиньи 
(ППК-66б), в стационарных, роллерных условиях 
в культуральных сосудах и на микроносителях 
(сферические шарики диаметром от 100 до 250 
мкм) при постоянном их перемешивании [8, 14].

Указанные стационарный и роллерный способы 
культивирования позволяют нарабатывать 
клеточную и вирусную биомассу на ограниченной 
поверхности культуральных сосудов, что является 
трудоемким способом. Метод суспензионного 
культивирования позволяет культивировать 
отдельные изолированные клетки во взвешенном 
состоянии и достигать их концентрации до 
нескольких миллионов на мл, что позволяет 
в конечном итоге получать высокоактивную 
суспензию, так как уровень накопления вируса 
зависит от концентрации клеток, поэтому чем 

Результаты культивирования вируса блутанга 
в культурах клеток ЕL-4 и ВНК-21(2/17) в суспен-
зионных условиях

При определении условий культивирования 
вируса блутанга в вихревом биореакторе изучали 
такие параметры, как: скорость перемешивания, 
концентрация клеток и длительность 
культивирования вируса. Во время эксперимента 
рН-среды колебалась в пределах 6,9 до 7,4, 
перемешивание среды проводилось в пределах 
800-1100 об/мин, концентрация клеток от 1,5 до 
36 млн.кл/см3 при длительности культивирования 
от трех до шести суток с ежедневным взятием 

пробы для определения уровня накопления вируса. 
Результаты проведенных работ показали, что на 
уровень накопления вируса существенное влияние 
оказывает рН, также концентрация клеток очень 
важна для достаточного накопления вируса при 
суспензионных условиях культивирования. Так, 
было установлено, что при посевной концентрации 
клеток 1,5 млн/см3 на третьи – четвертые сутки 
культивирования вирус блутанга накапливается в 
титрах 4,12-7,75 lg ТЦД50/см3. При этом скорость 
перемешивания и длительность культивирования 
не оказывают влияния на накопление вируса. Ре-
зультаты этих опытов представлены в табл. 2. 



20    Известия НАН КР, 2017, №1

больше клеток, тем выше урожай вирусной 
биомассы. Эффективность использования этого 
метода для биотехнологии противовирусных 
препаратов во многом определяется 
биологическими характеристиками выбранного 
клеточного субстрата и тщательностью отработки 
параметров выращивания, оптимизацией 
условий культивирования вируса с сохранением 
его иммунобиологических свойств. В данном 
эксперименте нами сравнительно изучены  
культуры клеток ВНК-21(2/17) и EL-4, способность 
их роста в суспензии и чувствительность к вирусу 
блутанга. 

Установлено, что обе линии клетки являются 
пригодными для суспензионного культивирования 
вируса блутанга. При пассировании вируса 
блутанга в культуре клеток EL-4 его биологическая 
активность с каждым пассажным уровнем снижа-
ется. В доступной литературе при поиске вопроса, 
касающегося чувствительности культуры клеток 
EL-4 по отношению к другим вирусам, в том числе 
к вирусу блутанга, не обнаружено, за исключением 
единичных данных по  вирусу бешенства [15]. Где 
указано, что крупномасштабного выращивания 
вируса бешенства в культуре клеток EL-4 не про-
водилось, и эти исследования остались на уровне 
лабораторного эксперимента. 

Всем известно, что в настоящие время 
в производстве биологических препаратов 
используют культуру клеток ВНК-21 в качестве 
субстрата для репродукции вирусов ящура и 
бешенства в суспензионных условиях. В доступной 
литературе мало информации, касающийся 
адаптации к суспензионному способу выращивания 
вируса блутанга в культуре клеток ВНК-21 и 
использования ее в производстве вакцин против 
данной болезни. Только в одной научной статье 
представлены результаты крупномасштабного 
культивирования вируса блутанга в культуре клеток 
ВНК-21, выращенных на микроносителях [16]. 
Данный способ на микроносителях заключается 
в культивировании клеток при их постоянном 
перемешивании, что является близким аналогом 
суспензионного метода культивирования. Однако 
указанный метод имеет существенные недостатки, к 
которым относятся: использование дополнительных 
дорогостоящих микросфер, которые в свою очередь 
имеют ограничения в поверхности, существуют 
дополнительные трудности при их перемешивании 
– в связи с их массой они постоянно оседают на дно 
сосудов и слипаются, что в конце концов приводит 
к удорожанию стоимости получаемой вирусной 
биомассы.

Применение биологических препаратов, 
полученных на основе перевиваемых клеточных 
линий, не всегда безопасно. Согласно 
существовавшему мнению, использование 
постоянных клеточных линий для репликации 
вирусов и векторных рекомбинатов в производстве 
вирусных вакцин, заключалось в их возможной 
онкогенности [17] из-за контаминации вакцин 

клеточной ДНК или генными продуктами. 
Прежде всего это было связано с клетками ВНК-
21 и противоящурной вакциной. По литературным 
данным, онкогенность клеток ВНК-21 для 
лабораторных и домашних животных хорошо 
изучено и установлено, что у животных (крупный 
рогатый скот, овцы, свиньи, крысы, кролики, 
морские свинки и мыши) клетки ВНК-21 не 
вызывают образование опухолей. Постоянный 
технический комитет экспертов Европейской 
комиссии по борьбе с ящуром FAO рекомендовал 
клетки ВНК-21 для изготовления вакцины, признав 
их безопасными для сельскохозяйственных 
животных. Сведений об онкогенности культуры 
клеток EL-4 в доступной литературе нами не обна-
ружено, и использование данной культуры клеток 
в производстве вакцинных препаратов остается от-
крытым и требует дополнительных исследований. 
Поэтому культура клеток ВНК-21 на сегодняшний 
день является актуальной для суспензионного 
культивирования вируса блутанга. 

Выводы 

Таким образом, анализируя вышеуказанные 
литературные данные и результаты проведенных 
исследований, можно сделать вывод: актуально 
крупномасштабное выращивание вируса блутанга 
в перевиваемой линии культуры клеток ВНК-21, 
так как данная культура является безопасной, не-
онкогенной и, самое главное, чувствительной для 
вируса блутанга.
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