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Получение иммортализованной культуры клеток  
почки кролика

РЕЗЮМЕ
Получение иммортализованных клеточных линий, происходящих из органов и тканей сельскохозяйственных животных, является актуальным направле-
нием биотехнологии. В статье представлены результаты получения постоянной (иммортализованной) клеточной линии из первично трипсинизированной 
культуры клеток почки взрослого кролика. В процессе субкультивирования проводили цитоморфологические и кариологические исследования на 1, 3, 24, 
31, 38, 56, 66, 75, 86, 101-м пассажах. При проведении длительных последовательных пассажей была прослежена динамика спонтанного формирования 
постоянной клеточной линии с использованием стандартных питательных сред и эмбриональной сыворотки. В отличие от известных клеточных линий, 
произошедших от обыкновенного домашнего кролика (Oryctolagus cuniculus L.), было отмечено, что иммортализация не сопровождалась увеличени-
ем продуктивности клеток и уменьшением их размеров. Размеры клеток полученной перевиваемой линии достигали в адгезированном состоянии 
200 микрометров, продуктивность составляла 7000 клеток на квадратный сантиметр. Значительные отличия (в сравнении с известными линиями) 
в процессе пассирования обнаруживались и в кариотипе. При стабилизации культуральных свойств постоянной линии клеток на 66–101-м пассажах 
генотип сформировался как околотетраплоидный. Известные клеточные линии – почка кролика (RK-13) и роговица глаза кролика (SIRC) – по кариоти-
пу оказались псевдотриплоидные. Данная культура оказалась малочувствительной к вирусам – возбудителям болезней кроликов и чувствительной 
к гетерологичным вирусам свиней и крупного рогатого скота.
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SUMMARY
Preparation of immortalized cell lines obtained from organs and tissues of farm animals is an essential area of biotechnology. The paper presents results of continuous 
(immortalized) cell line preparation from a primary trypsinized cell culture of an adult rabbit kidney. Cytomorphologic analysis and karyotyping were performed 
during the process of subcultivation in the cell culture at passages 1, 3, 24, 31, 38, 56, 66, 75, 86, 101. Dynamics of spontaneous continuous cell line formation 
during long-term serial passaging was examined using standard nutrient media and fetal serum. Contrary to the known cell lines of rabbit origin (Oryctolagus 
cuniculus L.), immortalization was not accompanied with enhanced cell production and cell size reduction. The prepared continuous cell line in its adhesive phase 
was up to 200 µm in size and its productivity was about 7,000 cells/cm2. Significant differences (compared to the known cell lines) in the karyotype were detected 
during passaging. The formed genotype was found to be near-tetrapioid when the CCL cultural properties were stabilized at passages 66–101. The known cell 
lines – rabbit kidney (RK-13) and rabbit cornea (SIRC) – can be characterized as pseudotriploid basing on their karyotype. This culture demonstrated low sensitivity 
to viruses – causative agents of rabbit diseases and sensitivity to heterologous porcine and bovine viruses.
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Целью работы было получение первичной культу-
ры клеток, чувствительной к поражающим кроликов 
вирусам, из почки взрослого животного и поддержа-
ние субкультуры при длительных последовательных 
пересевах, а также изучение степени трансформации 
полученной линии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования были взяты почки самца домаш-

него кролика в возрасте 4–5 мес. массой 2,0–2,5 кг. Пер-
вичную культуру получили модифицированным мето-
дом дробной трипсинизации [7–9]. После тестирования 
первичных и  субкультивируемых клеток на чувстви-
тельность к  вирусам, поражающим домашнего кро-
лика, клетки субкультивировали на среде DMEM/F-12 
(рН 7,1–7,2) с 0,1% гидролизата лактальбумина (ГЛА), 
содержащей 5–10% фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота (КРС) [10]. В дальнейшем субкультуру 
адаптировали к среде ПСП (аналог МЕМ), содержащей 
тот же процент фетальной сыворотки.

Культивирование клеток из почки кролика прово-
дили по общепринятой методике в стеклянных и пла-
стиковых сосудах с  различной ростовой площадью 
в термостате при температуре (38,0 ± 0,5) °С.

Исследование морфологии клеток. Морфология 
нативных клеток из первично трипсинизированной 
культуры изучалась с помощью фазово-контрастной 
микроскопии.

Для идентификации клеточных культур использо-
вали кариологический метод получения метафазных 
пластинок по методике P. S. Moorhead (1960).

Прижизненное цитохимическое выявление мико-
плазменной контаминации и  изучение морфологии 
клеток проводились с использованием красителя акри-
динового оранжевого в концентрации 0,001%.

В сравнительном аспекте изучались две стабильные 
широко распространенные постоянные клеточные ли-
нии кроличьего происхождения: RK-13 – почка кролика 
и SIRC – клетки роговицы глаза кролика.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Любое субкультивирование первичных клеток 

предполагает изучение возможности длительного не-
прерывного пассирования полученных популяций [11]. 
В связи с этим проводили мониторинг изменения цито- 
генетических и культуральных свойств клеток, полу-
ченных из почек взрослого кролика. Для этого начи-
ная с  4-го  пассажа субкультивирование проводили 
2 раза в неделю с кратностью рассева 1:2, 1:3. Конфлю-
энция монослоя при этом была 100%, размеры кле-
ток оставались крупными – до 50 мкм в диаметре [10]. 
С 4-го пассажа в среду культивирования кроме среды 
DMEM/F-12 добавляли ПСП  (1/3), а  с  45-го пассажа 

ВВЕДЕНИЕ
Иммортализация субкультивируемых клеток орга-

нов млекопитающих может рассматриваться как уход 
от терминальной остановки пролиферации, которая 
в конце концов настигает все нормальные соматиче-
ские клетки. В начале 60-х гг. прошлого века L. Hayflick 
и P. S. Moorhead было сделано открытие, что нормаль-
ные диплоидные фибробласты человека пролифери-
руют in  vitro только определенное число раз, после 
чего они навсегда прекращают деление и  начинают 
стареть  [1–3]. Поскольку процесс старения четко от-
личается от любой формы смерти клетки, например 
апоптоза, эти состояния в процессе проведения после-
довательных пассажей необходимо различать. Иссле-
дования, проведенные учеными в 1990-х гг., показали, 
что иммортализация связана с активацией механизма 
поддержания теломер с участием теломеразы или ино-
го неизвестного процесса [2, 4]. Иммортализация пред-
ставляется сложным процессом, связанным со многими 
генетическими изменениями, часть из которых может 
быть и не связана с поддержанием теломер [4]. Пред-
полагается существование трех основных компенсатор-
ных механизмов поддержания жизнеспособности и сти-
муляции пролиферации клеточных линий при потере 
генетического материала (теломер): полиплоидизация 
исходного клона клеток, амплификация онкогенов 
и экстракопирование целых аутосом или их фрагментов.

Специалистам, работающим с клеточными культу-
рами, известно небольшое количество стабильных 
и технологичных постоянных линий клеток (ПЛК), про-
изошедших от обыкновенного домашнего кролика 
(Oryctolagus cuniculus  L.). Самыми распространенны-
ми линиями являются: RК-13 (почка кролика, получе-
на в 1963 г.), SIRС (роговица глаза кролика, получена 
в 1965 г.), RSK (кожа кролика). При проведении иссле-
дований по идентификации постоянной линии клеток 
RSK, полученной из ВИЭВ, кариологическими методами 
установлена ее принадлежность к линиям свиного про-
исхождения [5]. Остальные клеточные линии из ката-
лога Российской коллекции клеточных культур (РККК) 
с кратностью рассева 1:2 имеют статус субкультур [6]. 
Получение немалигнизированных постоянных (им-
мортализованных) клеточных линий млекопитающих, 
в том числе и из органов домашнего кролика, не вос-
производится стереотипными манипуляциями. Форми-
рование стабильных ПЛК происходит спонтанно: при 
длительном пассировании в постоянных условиях либо 
при изменении условий культивирования – смене пита-
тельных сред, сывороток и других компонентов.

Для длительного пассирования клеток млекопитаю-
щих обычно используют органы новорожденных живот-
ных или их эмбрионов. Статус этих клеток предполагает 
более длительную митотическую активность in vitro. 
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 культуру  выращивали на среде ПСП с добавлением 10% 
фетальной сыворотки КРС (производство Германия).

В процессе субкультивирования проводились цито-
морфологические и кариологические исследования 
на 1, 3, 24, 31, 38, 56, 66, 75, 86, 101-м пассажах. При-
мерно на этих же пассажах клетки криоконсервиро-
вали и затем изучали возможность их восстановления. 
Ампулы с клетками, полученными из почки взрослого 
кролика  (ПКр), сконцентрированными до плотности 
(2,0–5,0)×106 кл./мл в  свежей ростовой среде с  10% 
диметилсульфоксида, замораживали на программном 
устройстве и хранили в жидком азоте. Клетки размора-
живали при интенсивном перемешивании в водяной 
бане с температурой 37–38 °С. Выживаемость состав-
ляла 80–90%. Оптимальный уровень пролиферативной 
активности клеточной культуры, отмеченный перед за-
мораживанием, достигался уже на 2-м пассаже после 
оттаивания (рис. 1).

Уровень и динамика пролиферации стабилизирова-
лись к 38-му пассажу. К этому же пассажу отмечалось 
уменьшение полиморфизма популяций. В отличие от 
первичных субкультивируемых популяций стали пре-
обладать эпителиоподобные и  веретенообразные 
клетки (рис. 2). В случае передержки культуры более 
3 суток формировался псевдосинцитий (рис. 3), кото-
рый не позволял просматривать и изучать цитоплаз-
матические структуры. Клетки, выращенные в культу-
ральных сосудах разной емкости, имели одинаковый 
морфологический статус. 

На 101-м пассаже была проведена микрометрия кле-
ток конфлюэнтного монослоя ПКр. На рисунке 4 приве-
дена микрометрическая сетка, по которой определяются 
размеры клеток (минимальное деление – 10 мкм). Сред-
ний размер эпителиоподобных клеток варьировал от 30 
до 50 мкм. Веретенообразные клетки достигали размера 
до 100 мкм. При формировании псевдосинцития коли-
чество клеток не увеличивалось, клетки переживали до 
10 суток при температуре 37 °С, показатель рН при этом 
сильно не изменялся и был на уровне 6,9–7,0.

Как видно из таблицы, продуктивность субкультуры 
и формирующейся постоянной клеточной линии была 
не очень высокой. Кратность прироста на развернутой 
поверхности (300 см2) достигала 4,1 за четверо суток 
и 1,7 – во вращающихся сосудах (800 см2) за трое суток. 
При посевной концентрации 40 000 клеток в 1 мл через 
4 ч адгезированные клетки занимали всю поверхность 
культурального флакона. Через 72 ч произошло уплот-
нение монослоя, продуктивность достигла 100 000 кле-
ток в 1 мл.

Данные микрометрии клеток коррелировали с про-
дуктивностью полученной клеточной линии, которая 
не превышала 130 000 на см2.

Полученная клеточная культура использовалась 
в различных подразделениях ФГБУ «ВНИИЗЖ» для про-
ведения вирусологических исследований. Она оказа-
лась чувствительной к вирусам инфекционного рино-
трахеита крупного рогатого скота, классической чумы 
свиней, болезни Ауески. Были выявлены  цитопатические 
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Рис. 1. Морфология клеток ПКр, 2-й пассаж

Fig. 1. Morphology of RK cells, passage 2

Рис. 2. Морфология клеток ПКр, 38–56-й пассаж

Fig. 2. Morphology of RK cells, passage 38–56

Рис. 3. Псевдосинцитий ПКр

Fig. 3. RK pseudosyncytium

Рис. 4. Микрометрическая сетка,  
размер одного деления 10 мкм

Fig. 4. Micrometer grid, cell size – 10 µm
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изменения в культуре клеток ПКр после первого пас-
сажа вируса миксоматоза кроликов. При дальнейшем 
пассировании происходило снижение цитопатическо-
го действия (ЦПД) вируса. ЦПД вируса геморрагической 
болезни кроликов на ПКр отсутствовало. 

Основная цель работы не была достигнута, т. к. полу-
ченная клеточная линия оказалась малочувствитель-
ной к вирусам – возбудителям болезней кроликов. Но 
многие гетерологичные вирусы эффективно репроду-
цировались с увеличением титров в пассажах. Поэтому 
изучение цитологических и кариологических измене-
ний в новой ПЛК было продолжено.

Цитокариологическая трансформация. При изу-
чении цитокариологических признаков самых рас-
пространенных ПЛК, полученных из органов и тканей 
кролика, – RK-13 (почка кролика) и SIRC (роговица глаза 
кролика) – было выявлено, что обе эти культуры име-
ют околотриплоидный кариотип (рис. 5, 6) и отличи-
мую морфологию клеток с преобладанием эпителио-
подобных клеток у RK-13 (рис. 7) и веретенообразных 
у SIRC (рис. 8).

У клеточной линии SIRC в  оптимальных услови-
ях культивирования продуцируется внеклеточный 
 матрикс (вероятно, белкового происхождения), 
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Таблица
Динамика пролиферации постоянной линии клеток ПКр в разных культуральных сосудах
Table
Dynamics of the RK continuous cell line proliferation in different culture media

Условия выращивания клеток 
в монослое

Посевная концентрация, 
млн/см3

Время 
культивирования, сут

Продуктивность клеток, 
млн 

Продуктивность
клеток в 1 см2

Кратность
прироста

Стеклянный культуральный 
сосуд (клинский матрас), 
объем 1500 мл (300 см2)

0,02 4 25,0 ± 0,2 83 000 4,1

0,04 3 30,0 ± 0,2 100 000 2,5

0,05 3 40,0 ± 0,1 130 000 2,6

Вращающийся
сосуд, объем 3000 мл 

(800 см2)

0,07 3 50,0 ± 0,2 62 000 1,7

0,1 3 70,0 ± 0,2 87 000 1,7

Рис. 5. Метафаза RK-13 (62 хромосомы)

Fig. 5. RK-13 Metaphase (62 chromosomes)

Рис. 6. Метафаза SIRС (65 хромосом)

Fig. 6. SIRС metaphase (65 chromosomes)

Рис. 7. Морфология ПЛК RK-13

Fig. 7. RK-13 CCL morphology
Рис. 8. Морфология ПЛК SIRС

Fig. 8. SIRС CCL morphology
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 который агрегирует клетки при трипсинизации и фор-
мировании монослоя. В данном случае одной из при-
чин формирования постоянных клеточных линий, 
полученных из разных органов кролика, является уве-

личение генетического материала на 40–47% за счет 
экстракопирования аутосом. Вероятно, по этой при-
чине увеличивается теломеразная активность клеток 
и формируется стабильный фактор иммортализации 
клеточных линий. 

Околотриплоидный набор хромосом, по сравнению 
с нормальным, диплоидным, кариотипом, является ста-
бильным и маркерным признаком длительного пасси-
рования постоянных клеточных культур RK-13 и SIRC. 
Кратность рассева этих «старых» ПЛК достигает 1:4, 1:8.

Иммортализация клеточных линий значительно 
меняет цитоморфологические и  физиологические 
свойства исходных клеток, полученных из тканей орга-
низма. Особенно это сказывается на чувствительности 
ПЛК к вирусам. Часто постоянные клеточные линии ста-
новятся нечувствительными к вирусам гомологичного 
происхождения и чувствительными (пермиссивными) 
к вирусам гетерологичного происхождения. 

Так, клетки RK-13 чувствительны к  вирусам афри-
канской чумы лошадей, везикулярной болезни свиней, 
оспы КРС и в то же время к вирусам миксоматоза и оспы 
кроликов. Постоянная клеточная линия SIRC использу-
ется при репродукции вируса краснухи человека.

Как было отмечено выше, полученная клеточная 
линия ПКр стала проявлять признаки иммортализации 
после 30-го пассажа. Проведенный кариологический 
анализ показал тенденцию к гипердиплоидизации по-
пуляции клеток ПКр начиная с 38-го пассажа (рис. 9). 
С 56-го пассажа наблюдали преобладание околотетра-
плоидной популяции (рис. 10). Проведенные кариоло-
гические тестирования на 66, 75, 86 и 101-м пассажах 
показали стабильность околотетраплоидной популя-
ции (от 77 до 83 хромосом) в кариотипе (рис. 11). 

Вариабельность популяций ПЛК ПКр по количе-
ству хромосом соответствовала вариабельности им-
мортализованной клеточной линии со стабильными 
цитоморфологическими и культуральными свойства-
ми. Надо отметить, что количество полиплоидов при 
длительном пассировании в стандартных оптимальных 
условиях и передержке при температуре 37 °С до 10 су-
ток было менее 1%.

При цитохимическом исследовании полученной 
из почки взрослого кролика ПЛК прослеживался по-
лиморфизм как клеток, так и ядер (рис. 12). Этим мето-
дом не были обнаружены микоплазмы в межклеточном 
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Рис. 12. Цитохимический препарат ПКр.  
Окраска акридиновым оранжевым, объектив ×40

Fig. 12. RK cytochemical preparation.  
Staining with acridine orange, lens ×40 

Рис. 9. Кариограмма клеточной линии ПКр, 38-й пассаж

Fig. 9. RK cell line ideogram, passage 38 

Рис. 10. Кариограмма клеточной линии ПКр, 56-й пассаж

Fig. 10. RK cell line ideogram, passage 56

Рис. 11. Метафазная пластинка клеточной линии ПКр, 
56-й пассаж, 83 хромосомы

Fig. 11. Metaphase plate of the RK cell line,  
passage 56, 83 chromosomes 
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нологии). Под ред. Л. П. Дьяконова; Рос. акад. с.-х. наук. 2-е изд. доп.  
М.: Спутник+; 2009. 656 с. 

9. Плотникова Э. М., Кириллова Ю. М., Глаголева И. С. Подбор оп-
тимальных условий роста первичной культуры клеток почек ново-
рожденных кроликов. Веткорм. 2012; 4: 42–44. eLIBRARY ID: 20356980.

10. Вологина И. В., Манин Б. Л., Коропова Н. В. Оптимизация условий 
трипсинизации и культивирования первичных клеток почек кролик. 
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пространстве и на мембранах клеток. Отсутствие ла-
тентной контаминации позволяет длительно пересе-
вать (пассировать) данную ПЛК без изменения кратно-
сти рассева, условий культивирования и без криопаузы.

Данная культура оказалась чувствительной к виру-
сам инфекционного ринотрахеита крупного рогато-
го скота, классической чумы свиней, болезни Ауески. 
Были выявлены цитопатические изменения в культуре 
ПКр в результате действия вируса миксоматоза кроли-
ков без нарастания титров в пассажах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммортализация клеточных культур, получаемых из 

органов сельскохозяйственных животных, имеет ряд 
закономерностей, которые являются причиной отно-
сительно небольшого количества постоянных культур. 
Например, постоянных линий клеток, произошедших 
от обыкновенного домашнего кролика (Oryctolagus 
cuniculus L.), всего пять. Общепризнано, что вероятность 
спонтанного получения постоянных клеточных линий из 
органов эмбрионов и новорожденных животных выше, 
чем из органов взрослых животных, и такие клеточные 
линии предпочтительнее, поскольку содержат большое 
количество стволовых клеток с повышенной пролифе-
ративной активностью [3]. Как показали Э. Л. Дункан 
и Р. Р. Реддел, спонтанная иммортализация нетумороген-
ного происхождения имеет непредсказуемые направле-
ния трансформации клеток in vitro [2, 11]. Полученные 
в данном исследовании результаты по стабилизации 
кариотипа ПЛК почки кролика на уровне тетраплоид-
ности вносят новые перспективы в использование ор-
ганов взрослых животных. Установлено, что полученная 
субкультура не отличалась высокой продуктивностью, 
но может служить субстратом для культивирования гете-
рологичных вирусов свиней и крупного рогатого скота.
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