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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ СЫВОРОТОК КРОВИ  
ДЛЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ПЕРЕВИВАЕМОЙ КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ CV-1 

 

Резюме 
Изучена эффективность применения сыворотки крови производства РУП «Институт эксперименталь-

ной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского», полученной от крупного рогатого скота, для культивирования пере-
виваемой клеточной линии CV-1 c целью производства вакцин и ветеринарных иммунобиологических препара-
тов. Полученные результаты исследований свидетельствуют о том, что для перевиваемой клеточной линии 
CV-1 применение сыворотки крови крупного рогатого скота производства РУП «Институт эксперименталь-
ной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского» по своим иммунобиологическим свойствам и качественным характе-
ристикам не уступает эмбриональной сыворотке телят производства SIGMA. 
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Summary 
The effectiveness of using serum produced by the RUP «Institute of Experimental Veterinary Science of S.N. 

Vyshelessky», obtained from cattle, for culturing the transplanted cell line CV-1 for the purpose of producing vaccines 
and veterinary immunobiological preparations, was studied. The received results of researches demonstrate that for the 
intertwined cellular CV-1 line the use of serum of blood of cattle produced by the RUP «Institute of Experimental Vet-
erinary Science of S.N. Vyshelessky» on the immunobiological properties and quality characteristics doesn't concede to 
embryonic serum of calfs of production SIGMA. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В решении современных теоретиче-

ских и практических проблем ветеринарной 
биотехнологии значительное место занима-
ет культивирование клеток животных и че-
ловека [8, 4]. Современная ветеринарная 
вирусология и вся ветеринарная биопро-
мышленность невозможна без широкого 
использования культур клеток in vitro. В 
связи с этим остается актуальной проблема 
разработки условий наиболее экономиче-
ски эффективного их выращивания. 

Важнейшей составной частью пита-
тельных сред, содержащей факторы роста 
клеточных популяций, является сыворотка 
крови животных. Сыворотка является необ-
ходимым компонентом большинства пита-
тельных сред для культивирования клеток. 
Она играет роль предохранительного фи-
зиологического буфера, участвует в процес-
сах адгезии, распластывания и миграции 
клеток,  является  источником  питательных  

веществ и продолжает оставаться незаме-
нимым компонентом ростовой среды для 
большинства клеточных и органных куль-
тур [5, 11, 13]. Сыворотка крови служит 
источником защитных веществ, предохра-
няющих клетки от повреждений. 

В состав сыворотки входят факторы 
роста, которые способствуют клеточной 
пролиферации, а также факторы адгезии и 
вещества, обладающие антитрипсиновой 
активностью, способствующие прикрепле-
нию клеток к субстрату. Сыворотка явля-
ется источником минеральных веществ, 
липидов и гормонов. Эмбриональная теля-
чья сыворотка по сравнению с сывороткой 
крупного рогатого скота (КРС) содержит 
повышенное количество эстрадиола, эст-
риола и прогестерона. 

Значение сыворотки крови для ро-
ста клеток, стимулирующих их пролифера-
цию, являются предметом интереса многих 
исследователей [1, 2, 7, 10, 12]. 
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Чаще всего в культуральных средах 
используют эмбриональную сыворотку те-
лят или сыворотку крупного рогатого ско-
та. Из литературных источников [2, 5] сле-
дует, что лучшей является эмбриональная 
телячья сыворотка, но ее широкое исполь-
зование лимитировано прежде всего дефи-
цитом и высокой стоимостью. Для умень-
шения применения дорогостоящей эмбрио-
нальной сыворотки при культивировании 
производственных клеточных линий прибе-
гают к замене ее сывороткой крови взрос-
лого крупного рогатого скота [3, 4, 13], ко-
торая является менее дорогостоящей и де-
фицитной. Поиск более дешевых и доступ-
ных ростостимулирующих компонентов 
перспективен. 

Сыворотка играет роль предохрани-
тельного физиологического буфера, участ-
вует в процессах адгезии, пролиферации и 
миграции клеток, является источником пи-
тательных веществ [9, 13]. 

Высокомолекулярные фракции сыво-
ротки служат источником защитных ве-
ществ, предохраняющих клетки от повре-
ждений. Сыворотка выполняет ряд других 
важных функций: стимулирует усвоение 
регуляторных молекул, воздействуя на кле-
точную мембрану, участвует в регуляции 
плотности культуры и контактной ингиби-
ции, стимулирует внутриклеточное содер-
жание критически необходимых для роста 
клеток питательных компонентов [5]. 

Одним из важнейших факторов в 
культивировании клеток остается выбор, 
состояние и концентрация добавляемой в 
культуральную среду сыворотки, которая 
обеспечит длительное культивирование и 
высокую пролиферативную активность раз-
личных клеток животных.  

Для культивирования клеток различ-
ного происхождения чаще используется 
эмбриональная сыворотка телят. По сравне-
нию с сыворотками особей различных воз-
растов она содержит повышенное количе-
ство эстрадиола, эстриола и прогестерона, 
хотя содержание их варьирует в широких 
пределах от партии к партии. Добавление 
сыворотки эмбрионов крупного рогатого 
скота, новорожденных телят при выращи-
вании различных клеток остается неизбеж-
ной необходимостью [11]. В связи с этим 
многие исследователи получают сыворотку 
из крови взрослого клинически здорового 
крупного рогатого скота на убойных  пунк- 

тах, благополучных по инфекционным и 
паразитарным заболеваниям [11], которая 
значительно дешевле. 

Получение сыворотки крови от 
взрослых животных и ее переработка про-
водится в соответствии с регламентом, из-
ложенным в нормативно-технических до-
кументах. 

Вновь приготовленные серии сыво-
ротки крупного рогатого скота контроли-
руют на отсутствие загрязнения вирусами 
и бактериями. Для стерилизации сыворот-
ки предложена специальная ультрафиоле-
товая обработка, которая не ухудшает ее 
ростовые свойства. 

В связи с тем, что одним из основ-
ных назначений сыворотки является спо-
собствование росту и размножению кле-
ток, необходимым параметром при контро-
ле ее качества является проверка биологи-
ческих свойств по ростовым свойствам, 
физико-химический контроль и показатель 
цитотоксичности. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Исследования были проведены в от-
деле культур клеток и питательных сред 
РУП «Институт экспериментальной вете-
ринарии им. С.Н. Вышелесского». Все ра-
боты проводились в боксовом помещении, 
непосредственно в ламинарном шкафу, с 
соблюдением всех правил асептики и анти-
септики, с использованием стерильных ма-
териалов и реактивов. 

Объектом исследований являлась го-
товая эмбриональная телячья сыворотка 
(ЭТС) производства SIGMA и сыворотка 
крупного рогатого скота, подвергнутая об-
лучению гамма-лучами. Радиационная об-
работка проводилась на гамма-установке 
УГУ-420 с использованием закрытых ра-
дионуклидных источников гамма-излуче-
ния кобальт-60. После стерилизации кон-
трольные флаконы сыворотки выдержива-
ли в термостате в течение 7 дней и прово-
дили контроль сыворотки на отсутствие 
контаминации микоплазмами, бактериями, 
грибами путем высева на селективные пи-
тательные среды МПА, МПБ, агар Сабуро. 
Физико-химические показатели, цитоток-
сичность, ростовые свойства проверяли в 
соответствии с нормативно-техническими 
документами ТУ ВY 600049853.102-2017, 
а также [6, 14]. 
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Для сравнительной характеристики 
действия этих сывороток использовали пе-
ревиваемую клеточную линию CV-1 (почка 
обезьяны). В работу брали 5 культуральных 
флаконов объемом 25 см2 с добавлением в 
ростовую питательной среду ДМЕМ 10 % 
сыворотки крови КРС и 5 культуральных 
флаконов объёмом 25 см2 с ростовой пита-
тельной средой ДМЕМ с добавлением 10 % 
эмбриональной сыворотки телят производ-
ства SIGMA. Инкубировали в термостате 
при температуре (+37,7±1) °С. Ежедневно 
вели наблюдение за качеством сформирова-
ния монослоя визуально и с помощью мик-
роскопа Nikon Eclipse TS100 в фазовом 
контрасте (объектив ×10) оценивали мор-
фологию клеток. Для определения росто-
стимулирующей активности сыворотки бы-
ло проведено 5 последовательных пасса-
жей. Пересев клеток проводили каждые 
пять суток после формирования 100%-ной 
конфлюэнтности монослоя. 

Об адгезивных свойствах исследуе-
мой культуры судили по двум показателям: 
эффективности прикрепления и скорости 
распластывания клеток. Эффективность 
прикрепления определяли путем подсчета 
неприкрепившихся клеток через 24 ч после 
посева, скорость распластывания культу- 
ры – путем подсчета клеток, находящихся в 
разной степени распластанности через 1,5; 
3,5 и 24 ч после посева. В указанные сроки 
клеточный монослой фиксировали и окра-
шивали гематоксилином. Степень распла-
стывания оценивали визуально в световом 
микроскопе по площади, занимаемой клет-
кой данного субстрата, и ее форме. 

Для дезагрегации клеток использо-
вали растворы Версена и трипсина в соот-
ношении 1:4. Удаляли ростовую питатель-
ную среду из культуральных флаконов, 
вносили раствор Версен-трипсина, инкуби-
ровали в термостате при температуре 
(+37,7±1) °С до полного отслоения клеток 
от стекла. В суспензию клеток вносили ро-
стовую среду, ресуспензировали клетки пи-
петированиием. Для определения жизне-
способности клеток и с целью их подсчета 
отбирали клеточную суспензию в пеницил-
линовый флакон, добавляли к ней равный 
объём 0,1 %-ного раствора трипанового си-
него, который окрашивает только мертвые 
клетки (живые остаются неокрашенными). 
В приготовленной суспензии определяли 
концентрацию живых клеток путем их под- 

счета в камере Горяева. Предварительно 
необходимо подготовить гемоцитометр, 
протерев покровное стекло камеры бумаж-
ной салфеткой, смоченной в 70%-ном эти-
ловом спирте с целью обезжиривания стек-
ла. Покровное стекло необходимо плотно 
притереть к предметному стеклу до появ-
ления колец Ньютона так, чтобы прикрыть 
заштрихованные области. Количество жи-
вых клеток из расчета на 1,0 см³ среды пи-
тательной определяли по формуле 1: 
 

 
 

где   x – количество клеток; 
А – среднее арифметическое значе-

ние количества клеток трех проб; 
1000 – коэффициент пересчета, см3; 
2 – коэффициент разведения клеточ-

ной культуры красителем; 
0,9 – объем счетной камеры Горяе- 

ва, мм3. 
Индекс пролиферации клеток опреде- 

ляли по формуле 2: 
 
 
 

где   ИП – индекс пролиферации; 
х – количество клеток из расчета на 

1,0 см³ среды питательной (или на 1,0 см² 
рабочей поверхности матраса) после куль-
тивирования культуры клеток; 

у – количество засеянных клеток из 
расчета на 1,0 см³ среды питательной (или 
на 1,0 см² рабочей поверхности матраса). 

Сравнительное изучение клеток про-
водили на одной стадии роста и одинако-
вой клеточной плотности, на одной и той 
же среде и субстрате. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

При культивировании клеток CV-1 
было установлено, что вскоре наблюдае-
мое уменьшение популяции клеток легко 
может быть устранено, если для последую-
щего субкультивирования использовать 
клетки в период логарифмического роста с 
добавлением 10%-ной сыворотки крупного 
рогатого скота. Если при первичном куль-
тивировании клеток при посеве 5×104 кле-
ток/мл логарифмическая фаза роста насту-
пала после лаг-периода, длящегося в тече-
ние 24 ч, то клетки, перенесенные из такой 
культуры в любой период лог-фазы (кон- 
центрация не ниже 5×104 клеток/мл),  сразу 

,                        (2) 
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начинали размножаться в субкультуре с 
логарифмической скоростью. Культура 
клеток могла длительно поддерживаться в 
логарифмической фазе роста при периоди-
ческом замещении культуральной среды с 
добавлением сыворотки крупного рогатого 
скота, чтобы поддерживать концентрацию 
клеток в пределах 105–106. Клетки сохраня-
ли стабильность всех биологических 
свойств в течение всего срока культивиро-
вания (количества пассажей). Культура кле-
ток представляла собой гомогенную попу-
ляцию фибробластоподобных веретеновид-
ных клеток мультиполярной формы с чет-
кими границами. Ядра овальные, удлинен-
ные, ядрышки крупные, от 1 до 5 штук в 
ядре. Цитоплазма имела характерную мел-
кую зернистость. Ядро содержало 1–4 яд-
рышка. Клетки прозрачные, расположен-
ные параллельными группами в различных 
направлениях. Хроматин распределен в яд-
ре в виде мелкой зернистости. Отсутствова-
ла грануляция и вакуолизация вокруг ядра. 
Среднее время генерации (105 клеток/мл) в 
логарифмической фазе роста равнялось 70–
80 ч. При пересеве монослой образовывал-
ся на 2-3-и сутки роста. На 5-6-е сутки 
культивирования образовывался монослой 
клеток с конфлюэнтностью 100 %. Исполь-
зуя стандартные условия культивирования 
клеток, удавалось поддерживать культуру 
клеток в состоянии активного размножения 
на протяжении многих пассажей. 

При культивировании клеток с добав-
лением эмбриональной телячьей сыворотки 
клетки также сохраняли  морфологическую 

стабильность всех биологических свойств 
в течение всего срока культивирования, 
показывали высокую пролиферативную 
активность, на 5-6-е сутки образовывали 
100%-ный конфлюэнтный монослой. Клет-
ки обладали высокой адгезивной способ-
ностью к субстрату в течении 24–60 ч. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате проведенных исследо-
ваний нами установлено, что клетки дан-
ной линии в логарифмической фазе роста с 
добавлением сыворотки крупного рогатого 
скота и эмбриональной телячьей сыворот-
ки размножаются с постоянной скоростью 
при одинаковых условиях выращивания. В 
ходе проведенных последующих пассажей 
выявлено, что замещение эмбриональной 
сыворотки телят производства SIGMA на 
сыворотку крупного рогатого скота произ-
водства РУП «Институт эксперименталь-
ной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского» 
при культивировании перевиваемой кле-
точной линии CV-1 приводит к результа-
там, не уступающим по пролиферативной 
активности и ростообеспечивающей актив-
ности. Ее применение показывает высокий 
индекс пролиферации и не вызывает в те-
стируемых клетках дегенеративных изме-
нений.  

Замещение эмбриональной телячьей 
сыворотки производства SIGMA на сыво-
ротку крупного рогатого скота позволит 
значительно удешевить производство вете-
ринарных иммунобиологических препа-
ратов. 
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ НАНО- И КОЛЛОИДНЫХ ЧАСТИЦ СЕРЕБРА  

ПРИ РЕСПИРАТОРТНЫХ БОЛЕЗНЯХ ТЕЛЯТ 
 

Резюме 
Цель исследований – изучение лечебно-профилактической эффективности комплексного препарата на 

основе нано- и коллоидных частиц серебра «Наноарговир» для профилактики и терапии респираторных инфек-
ций телят. Установлено, что данный препарат имеет 85–91,7%-ную профилактическую и 88,4–92%-ную ле-
чебную эффективность для телят. 

Ключевые слова: наночастицы, коллоидные серебро, пневмоэнтериты, лечебная эффективность, про-
филактическая эффективность. 

 

Summary 
The purpose of the research is to study the therapeutic and prophylactic effectiveness of a complex drug based 

on nano- and colloidal silver particles «Nanoargovir» for the prevention and treatment of respiratory infections in 
calves. It was established that this preparation has 85-91.7% preventive and 88.4-92% therapeutic effectiveness for 
calves. 

Keywords: nanoparticles, colloidal silver, pneumoenteritis, therapeutic effectiveness, preventive effectiveness. 
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ВВЕДЕНИЕ 
За последнее десятилетие в научно-

технических кругах практически всех раз-
витых стран мира наноматериалы и нано-
технологии рассматриваются как факторы, 
обладающие огромным потенциалом для 
дальнейшего развития науки и техники. В 
то  же  время широкомасштабному их внед- 

рению способствует открытие уникальных 
свойств наночастиц металлов и воздей-
ствие их на качество среды обитания чело-
века, сельскохозяйственной продукции, 
животный и растительный мир. Это связа-
но с особенностью наночастиц и наномате-
риалов, так как они легче вступают в хи-
мические превращения, чем более крупные 


