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рус, изолированный в 2005 г. обладает большей репродуцирующей активностью по сравнению с ви-
русом 1961 г. Отработаны оптимальные условия криоконсекрвации для сохранения генофонда Кол-
лекционных линий.

SUMMARY
There are present continuous cell lines sensitive to RNA and DNA viruses. It is studied reproduction of 
avian influenza viruses (H5N1 and H5N3) in 16 types of cells. It is shown that virus, which was isolated in 
2005 year, has more reproductive activity, than virus of 1961 year. Were work out the optimal conditions of 
cryoconservation for genofond maintenance collection cell lines.
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Успех решения проблем теоретичес-
кой и прикладной вирусологии и биотех-
нологии зависит от качественной харак-
теристики клеточных культур, исполь-
зуемых в экспериментальной, диагнос-
тической и производственной работе. В 
культурах, поддерживаемых путем дли-
тельного серийного пассирования, на-
блюдается выраженная тенденция к не-
прерывному изменению основных ха-
рактеристик, что обусловлено целым ря-
дом факторов: составом и качеством пи-
тательных сред и сыворотки, условиями 
и режимом культивирования. Изменения 
затрагивают чаще всего культуральные 
свойства клеточных линий, но нередки и 
более глубокие сдвиги, вплоть до изме-
нения кариотипа и видовой принадлеж-
ности вследствие контаминации клеток 
в процессе пассирования. С учетом это-
го особое значение приобретает не толь-
ко вопрос получения клеточных культур 
для обеспечения тех или иных экспери-
ментально - диагностических исследова-
ний и производственных разработок, но 
и задача сохранения таких культур с не-
изменными биологическими характерис-
тиками. Поэтому вполне закономерной 
является постановка вопроса о созда-
нии отраслевых стандартов клеточных 
культур с регламентированными биоло-
гическими свойствами, определяющими 
качественный уровень проводимых ис-
следований. Эти стандарты должны от-
разить главные требования к клеточно-

му субстрату и выделить основные кри-
терии для паспортизации переживаемых 
клеточных линий и штаммов.

Исследования по отдельным разде-
лам стандартизации клеточных культур, 
используемых в вирусологии, были на-
чаты в 1996 г. в соответствии с задачами, 
стоящими перед Екатеринбургским НИ-
ИВИ как головным учреждением Минз-
драва России по проблеме «Вирусология 
и вирусные заболевания». Проведены, в 
частности, исследования по разработке 
условий получения стабилизированных 
линий клеток; методов деконтаминации 
клеточных культур от микоплазм; анали-
зу криоустойчивости клеточных культур 
с целью выбора оптимального режима 
их консервации. Одной из конечных це-
лей этих разработок являлось создание 
условий обеспечения вирусологических 
лабораторий России стабилизирован-
ными клеточными культурами. Поэто-
му исследования, посвященные пробле-
ме стандартизации клеточных культур в 
последующем были расширены и прове-
дены по следующим направлениям: опти-
мизация условий культивирования пере-
виваемых клеток на основе стандартиза-
ции естественного компонента сред рос-
та и выбора критериев оценки качества 
питательных сред; разработка условий 
получения линий перевиваемых клеток, 
отличающихся выраженной стабильнос-
тью своих морфофизиогических свойств 
и высокой чувствительностью к вирусам; 
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разработка принципов паспортизации 
клеточных культур и создание паспорта-
каталога имеющихся в институте пере-
виваемых клеточных линий и штаммов; 
накопление низкотемпературного фонда 
стабилизированных клеточных культур 
с учетом данных анализа влияния сверх-
низких температур (-196° С) на биологи-
ческие свойства клеток, оценки обрати-
мости криогенных повреждений и выбо-
ра критериев контроля клеток при от-
работке оптимальных режимов их крио-
консервации.

Важным элементом стандартизации 
сывороточного компонента сред культи-
вирования была разработка и совершенс-
твование технологии получения лиофи-
лизированой сыворотки крупного рога-
того скота. Явным преимуществом ис-
пользования сухого препарата является 
его длительный срок годности, что обес-
печивает создание стандартных условий 
поддержания клеток на протяжении дли-
тельного периода работы.

Микоплазма – инфекция поражает 
все типы клеточных культур: первичные 
культуры – около 4%, перевиваемые – до 
57-92%. Латентная микоплазменная ин-
фекция культур клеток не сопровожда-
ется видимыми морфологическими из-
менениями, но может влиять на характер 
роста клеток: его замедление и ухудше-
ние адгезивной способности клеток. Ос-
трая микоплазма - инфекция вызыва-
ет резкое закисление среды, раннее от-
торжение от стекла с образованием де-
фектов монослоя уже на 3-4 сутки роста. 
Происходит изменение морфологии кле-
ток: зернистость цитоплазмы, кариорек-
сис и пикноз ядер.

Деконтаминация клеток от микоп-
лазм приводит к нормализации морфо-
логии клеток, что убедительно показали 
электронно-микроскопические наблю-
дения. Происходит повышение их мито-
тической активности и нормализации 
процесса деления. Вмешательство мико-
плазм в развитие процессов клеточного 
деления, безусловно, не может не отра-
зиться на процессах взаимодействия кле-
ток с вирусами, о чем свидетельствуют 
наши исследования. Для деконтаминации 
клеточных культур от микоплазм был 
использован ряд традиционных методов, 
существенно модифицированных, приме-
нительно к нашим условиям работы. При 
использовании метода подавления роста 
микоплазм антибиотиками было отмече-

но, что оптимальной является обработка 
культур гентамицином или сочетанием 
канамицина с тетраолеаном и линкоми-
цином. Антибиотики добавляли в суспен-
зию клеток при их пересеве в течение 3-
5 пассажей.

Успех деконтаминации зависит от 
качества контроля клеток на мико-
плазмы. В настоящее время разработа-
но достаточное количество методов ин-
дикации микоплазм в клеточных куль-
турах: гистохимические, иммунологи-
ческие, биохимические, авторадиогра-
фические методы, уридин-урациловый 
метод и метод электронной микроско-
пии. По нашим данным, метод элект-
ронной микроскопии в технике ультра-
тонких срезов и негативного контрас-
тирования является одним из достовер-
ных для контроля качества деконтами-
нации. Электронная микроскопия уль-
тратонких срезов клеток культуры тка-
ни дает представление не только о на-
личии микоплазменных и вирусных об-
разований, но и об изменении структур-
ных элементов клетки.

Контаминация клеточных культур 
вирусами выявляется с большим трудом 
и может длительное время оставаться 
незамеченной. Для этих целей разрабо-
тана оригинальная методика смешанно-
го культивирования исследуемых кле-
ток с клетками, чувствительными к раз-
личным вирусам (например, первичные 
клетки почек новорожденных крольчат 
или почек эмбриона человека). Кроме 
того, использованы реакция гемадсорб-
ции с эритроцитами кур, морской свин-
ки и 0-группы человека, метод иммуно-
флуоресценции и электронной микро-
скопии в технике негативного контрас-
тирования.

Факт выявления посторонних виру-
сов в культурах клеток нами был отме-
чен только в случае заноса их с сыво-
роткой крови крупного рогатого скота, 
используемой для поддержания клеточ-
ных линий. Онкорнавирусы типов А, С 
или В были выявлены в 90% исследуе-
мых культур.

С целью выявления контаминации 
клеточных культур одних видов клетка-
ми других видов и внутривидовой кон-
таминации линий клеток человека бы-
ла изучена кариотипическая характе-
ристика и проверен анализ изоэнзимов 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и лак-
татдегидрогеназы перевиваемых кле-
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ток человеческого и животного проис-
хождения, отличающихся по длитель-
ности культивирования in vitro. Иден-
тификация клеток при помощи элект-
рофоретических вариантов ферментов 
позволила выявить контаминaцию не-
которых культур человеческого и обе-
зьяньего пpoисхождения клетками мы-
ши. Сочетанное использование указан-
ных методов позволяет провести доста-
точно четкую дифференцировку кле-
ток по их видовой принадлежности.

Была использована количественная 
кариотипичская характеристика кле-
точных культур как один из критери-
ев их специфичности. Применяли так-
же метод дифференциальной окраски 
хромосом при анализе клеточных куль-
тур, составляющих фонд низкотемпера-
турного банка. В результате использо-
вания комплекса этих методов нам уда-
лось выявить изменение видовой прина-
длежности линии клеток СОЦ, А-1 (ам-
нион человека), которые оказались кон-
таминиро-ванными клетками мышино-
го типа, клетки линии ФК (фиробласты 
крысы) оказались котаминированны-
ми клетками типа НеLa. Окраска по С-
методу показала, что кариотип клеток 
СОЦ и А-1 представлен акроцентричес-
кими хромосомами, характерными для 
клеток мышиного происхождения.

Поиски путей стабилизации свойств 
перевиваемых клеток привели к необ-
ходимости разработки оптимальных ус-
ловий их длительной консервации в жид-
ком азоте (-196° С).

Использование низких температур 
для консервации тканевых и клеточ-
ных культур обусловило целесообраз-
ность проведения анализа характера и 
длительности адаптационного перио-
да клеток, восстановленных после хра-
нения в замороженном состоянии, с це-
лью выбора критериев оценки их крио-
устойчивости.

Наши эксперименты показали, что 
криоустойчивость клеток в значитель-
ной степени обусловлена морфо-физио-
логическими особенностями культуры. 
Поэтому для создания фонда клеточных 
культур необходимо было использовать 
клоновые линии клеток, свободные от 
микоплазм-контаминантов и посторон-
них вирусов, что является одним из обя-
зательных условий стабилизации биоо-
логических характеристик клеток.

Результаты, полученные нами с ис-

пользованием стабилизированных ли-
ний клеток СПЭВ, НеLa и НЕр-2 пока-
зали, что в период адаптации клеток пос-
ле длительного хранения в жидком азоте 
происходит повышение пролифератив-
ного пула и интенсивности генерацион-
ных процессов востановленной культу-
ры. Сделан вывод о более высокой кри-
оустойчивости  клеток стволовой линии. 
В качестве критериев оценки криоустой-
чивости клеток были использованы дан-
ные их ультраструктурной характерис-
тики, показатели интенсивности клеточ-
ного деления, продолжительность гене-
рационного цикла, кариотипическая ха-
рактеристика популяции. Сделано экспе-
риментальное обоснование выбора опти-
мальных режимов замораживания кле-
ток при создании низкотемпературного 
банка-музея клеточных культур. Показа-
но, что выживаемость клеток в условиях 
глубокого охлаждения зависит от их ис-
ходных физиологических свойств, соста-
ва консервирующей среды, а также ре-
жима замораживания.

Ультраструктура восстановленных 
после криоконсервации клеток рез-
ко отличается от контрольных, не под-
вергавшихся замораживанию: хроматин 
образует хлопья на фоне просветлен-
ного матрикса ядра, ядерная мембрана 
местами расслаивается, цитоплазма ва-
куолизирована, митохондрии набухшие 
с фрагментированными кристами, ри-
босомы свободно располагаются в мат-
риксе цитоплазмы. Эти явления обрати-
мые. Клетки 3-5-го пассажа после вос-
становления уже не отличаются от кле-
ток исходной культуры. Индекс проли-
ферации восстановленной культуры со-
ответствует исходному, характерному 
для данной линии клеток.

Исследованные нами линии клеток 
отличались присущим им спектром чувс-
твительности к вирусам человека. Чувс-
твительность клеточных линий к виру-
сам ECHO, Коксаки А и В, респиратор-
но-синцитиальному и парагриппозным 
вирусам, аденовирусам и арбовирусам в 
процессе длительного хранения в жид-
ком азоте практически не изменялась.

Проведение паспортизации клеточ-
ных культур, входящих в фонд банка-му-
зея клеточных культур, явилось одним из 
первых начинаний в плане организации 
специализированной коллекции клеточ-
ных культур, используемых в практичес-
кой вирусологии и биотехнологии.
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