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Использование специализированных добавок  
Sheff-Vax ACF для культивирования клеток  
ВНК-21/SUSP/ARRIAH и репродукции вируса ящура

РЕЗЮМЕ
Предъявляемые в настоящее время к иммунобиологическим препаратам требования чистоты и безопасности могут быть эффективно достигнуты при 
использовании бессывороточных питательных сред и специализированных добавок неживотного происхождения. В данной работе показана возмож-
ность применения добавок Sheff-Vax ACF®, производимых компанией Kerry, Inc. (Ирландия), для культивирования культуры клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH 
и репродукции вируса ящура. Было отмечено, что к седьмому пассажу в присутствии добавки Sheff-Vax Plus PF ACF концентрация клеток и кратность 
прироста были выше на 40–60%, чем при внесении добавок Sheff-Vax PF ACF и Sheff-Vax Plus ACF. Не обнаружено различий в изменении водородного 
показателя. При репродукции вируса ящура в полученных клетках определили, что в опытных образцах с 1 млн клеток 146+75S компонентов было 
больше в 2,3–2,4 раза по сравнению с контролем. При культивировании с добавкой Sheff-Vax Plus PF ACF клетки имели нормальную морфологию, 
множество динамических выростов. В присутствии данной добавки к седьмому пассажу такие показатели, как кратность прироста и концентрация 
суспензии, в контрольных и опытных образцах выравнивались. Количество иммуногенных компонентов вируса ящура, репродуцированного в клетках 
с указанной добавкой, было выше на 20–30%, чем в клетках, выросших с применением других добавок. Установлено, что концентрация клеток линии 
ВНК-21/SUSP/ARRIAH и кратность прироста в присутствии специализированных добавок была меньше, чем в контрольных образцах с добавлением 
сыворотки и гидролизата белков крови в питательную среду. При этом выход вируса с 1 млн клеток был выше в культуре, выросшей при внесении 
добавок Sheff-Vax ACF. Из трех исследованных добавок наиболее приемлемой для культивирования линии ВНК-21/SUSP/ARRIAH и репродукции вируса 
ящура в полученных клетках была Sheff-Vax Plus PF ACF.
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при  использовании бессывороточных технологий. 
Поэтому в последние два десятилетия ведутся интен-
сивные исследования по разработке бессывороточных 
питательных сред и специализированных добавок не-
животного происхождения, рецептуры которых яв-
ляются предметом интеллектуальной собственности 
компаний и недоступны для широкого использования. 
Такие среды имеют определенные преимущества: улуч-
шение воспроизводимости результатов опыта вслед-
ствие высокой стабильности состава среды; снижение 
риска контаминации культуры вирусами, грибами, ми-
коплазмами; облегчение очистки от продуктов клеточ-
ного метаболизма; снижение влияния дополнительных 
белков на результаты биологических исследований; от-
сутствие цитотоксичности [3, 4]. 

Компания Kerry, Inc. (Ирландия) разработала не-
сколько видов специализированных добавок Sheff-
Vax ACF®, содержащих в своем составе производные 
молочных продуктов, яиц, пшеницы, арахиса, про-
дукты переработки рыбы, моллюсков и др., а также 
различающихся минеральным и  аминокислотным 
составом, концентрацией факторов роста и  долей 
интактных белков.

Целью работы было исследование возможности 
применения специализированных бессывороточных 
добавок Sheff-Vax ACF для выращивания суспензион-
ной линии клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH и репродукции 
вируса ящура. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточная линия. В работе применяли перевивае-

мую суспензионную клеточную линию почки новорож-
денного сирийского хомячка ВНК-21/SUSP/ARRIAH [5].

Специализированные добавки. Для исследова-
ния использовали добавки неживотного проис-
хождения Sheff-Vax  ACF, произведенные компанией 

ВВЕДЕНИЕ
Питательная среда обеспечивает жизнедеятель-

ность, рост и развитие клеток. Она служит источником 
питательных веществ, факторов роста и  гормонов, 
а также регулирует водородный показатель (рН) и ос-
мотическое давление в культуре.

В зависимости от потребности клеток в сыворотке 
выделяют несколько типов сред: основные, или базо-
вые, (basal media) – требуют добавления 10% сыворот-
ки; улучшенные (advanced media) – требуют добавле-
ния 1–5% сыворотки; бессывороточные (serum-free 
media) – не требуют добавления сыворотки [1, 2].

При культивировании клеток в присутствии сыво-
ротки крови обнаруживается ряд существенных недо-
статков. Для большинства тканей данный компонент не 
является физиологической жидкостью, с которой они 
контактировали в исходной ткани, поэтому сыворот-
ка вызывает рост фибробластов, но тормозит разви-
тие эпидермальных кератиноцитов. Также сыворотка 
может быть цитотоксичной, так как содержит поли
аминоксидазу, действующую на полиамины (спермин, 
спермидин), являющиеся продуктами секреции быстро 
пролиферирующих клеток (эмбриональная сыворотка 
содержит относительно много такого фермента). К не-
достаткам использования относится и значительная 
вариабельность состава сывороток разных партий, 
они могут содержать недостаточное количество спе
цифических ростовых факторов, что вызывает необхо-
димость добавления их к культурам клеток. Сыворот-
ка часто бывает контаминирована вирусами, многие 
из которых хотя и не опасны для культуры клеток, но 
являются дополнительным фактором, который невоз-
можно контролировать [2].

Требования чистоты и безопасности, предъявляе-
мые в настоящее время к иммунобиологическим пре-
паратам, могут быть эффективно достигнуты только 

SUMMARY
Compliance with the existing purity and safety requirements for immunobiologicals can be effectively achieved by the use of serum-free nutrient media and spe-
cialised supplements of non-animal origin. The paper shows the possibility of using Sheff-Vax ACF® supplements (Kerry, Inc., Ireland) for ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell 
cultivation and FMDV reproduction. By passage 7, cell concentration and growth rate with Sheff-Vax Plus PF ACF were found to be 40–60% higher than with Sheff-
Vax PF ACF and Sheff-Vax Plus ACF. No differences were observed as regards changes in pH. During FMDV reproduction in the cells, it was found that the number of 
146+75S components in the test samples containing 1 million cells was 2.3–2.4 higher compared to the controls. Cells cultured with the use of Sheff-Vax Plus PF ACF 
supplement had normal morphology and multiple dynamic protrusions. In the presence of this supplement, growth rate and suspension concentration in the test 
and control samples became equal by passage 7. The number of immunogenic components of FMDV reproduced in the cells grown using Sheff-Vax Plus PF ACF 
was 20–30% higher than in the cells grown using other supplements. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell concentration and growth rate in the presence of specialised 
supplements were found to be lower than those in the control samples with serum and blood protein hydrolysate added to the nutrient medium. The virus yield from  
1 million cells was higher in the culture grown using Sheff-Vax ACF supplements. Sheff-Vax Plus PF ACF was found to be the most suitable for ВНК-21/SUSP/ARRIAH  
cell cultivation and FMDV reproduction in the said cells out of the three tested supplements.

Keywords: Sheff-Vax supplements, growth rate, ВНК-21/SUSP/ARRIAH cells, foot-and-mouth disease virus (FMDV).
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Kerry, Inc. (Ирландия): Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1); Sheff-
Vax PF ACF (№ 2); Sheff-Vax Plus ACF (№ 3).

Специализированные добавки применяли в концен-
трации 10 г/дм3 и добавляли в питательную среду для 
выращивания клеток.

Питательная среда для выращивания клеток была 
изготовлена согласно «Промышленному регламенту 
на производство вакцины против ящура сорбирован-
ной моно- и поливалентной (из вируса, выращенного 
в клетках ВНК-21)», но без добавления сыворотки. 

Сыворотка крупного рогатого скота. В опытах ис-
пользовали фетальную сыворотку фирмы Serana (Гер-
мания) в концентрации 5%. 

Кратность прироста (КП) определяли как отноше-
ние конечной концентрации клеток и исходной в пре-
делах одного пассажа за 48 ч. 

Адаптация линии клеток. На начальном этапе адап-
тации клетки были взяты из суспензии, находящейся 
в питательной среде с 5% сыворотки крови. Процесс 
адаптации клеточной линии ВНК-21/SUSP/ARRIAH про-
водили на протяжении 7 последовательных пассажей. 
Через 24 ч после пересева производили корректиров-
ку рН 7,5%-м раствором гидрокарбоната натрия. 

В качестве контролей использовали: № 1 – среду 
с постоянным содержанием сыворотки (5%), № 2 – сре-
ду со снижением процента сыворотки в 2 раза на каж-
дом следующем пассаже клеток.

В качестве опытной использовали среду со специ-
ализированной добавкой Sheff-Vax ACF в концентра-
ции 10 г/дм3. В опытной среде количество сыворотки 
также снижали в 2 раза на каждом следующем пассаже 
клеток. 

Вязкость. Для создания необходимой вязкости 
использовали полимерный компонент Pluronic  F-68 
в конечной концентрации 0,125%, который добавляли 
со 2-го пассажа в контроль № 2 и опытные образцы.

Заражение клеток вирусом ящура. Заражение сус
пензионных клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH производи-
ли культуральным вирусом ящура штамма Азия-1/Тад-
жикистан/2011 в дозе 1,0 ТЦД50/кл. Суспензию клеток 
7-го пассажа сливали в роллеры, при необходимости 

разбавляли средой до объема 400–600 см3 и концен-
трации клеток 1,5 × 106 кл./см3. Репродукция вируса 
ящура проходила на протяжении 16 ч, после чего вирус 
инактивировали и проводили очистку суспензии. 

Цитохимическое изучение морфологии клеток ли-
нии ВНК-21/SUSP/ARRIAH проводили с помощью люми-
несцентного микроскопа МЛ-2Б. Нативные препараты 
окрашивали 0,001%-м раствором акридинового оран-
жевого. Фотографирование проводили камерой Leica 
на микроскопах Zeiss, Olympus, Leica.

Инактивация и очистка антигена вируса. Инакти-
вацию вируса ящура проводили с помощью 15–20%-го 
раствора аминоэтилэтиленимина. Для очистки суспен-
зии инактивированного антигена от балластных белков, 
в  том числе неструктурных протеинов возбудителя 
ящура, применяли 0,007%-й раствор «Полисепта» (по-
лигексаметиленгуанидина) с последующей декантаци-
ей надосадочной жидкости.
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Рис. 1. Динамика изменения концентрации клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH  
при использовании специализированной добавки Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1)

Fig. 1. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell concentration dynamics  
in the presence of specialised Sheff-Vax Plus PF ACF supplement (No. 1) 

Рис. 2. Динамика изменения кратности прироста  
клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH при использовании специализированной 
добавки Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1)

Fig. 2. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell growth rate dynamics  
in the presence of specialised Sheff-Vax Plus PF ACF supplement (No. 1)
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от 1,03 ± 0,03 млн/см3 в 1-м пассаже до 1,60 ± 0,05 млн/см3  
в 7-м пассаже. Кратность прироста клеток в опытных 
образцах на протяжении первых 6 пассажей была ниже 
контроля в 1,18–1,80 раза.

Внесение добавки не влияло на рН среды при куль-
тивировании. Водородный показатель изменялся во 
всех пробах одинаково: в пределах 6,84–7,11 в начале 
пассажа и уменьшался до 6,34–6,48 через 48 ч. 

При исследовании специализированной добавки 
Sheff-Vax PF ACF (№ 2) установлено, что концентрация 
клеток через 48 ч после посева в контрольных пробах 
c постоянным содержанием сыворотки варьирова-
ла от 2,74 ± 0,08 до 1,80 ± 0,10 млн/см3, а в последнем, 
7-м пассаже, составляла 2,24 ± 0,18 млн/см3. При этом 
кратность прироста клеток на разных пассажах нахо-
дилась в диапазоне 2,83–5,10 (рис. 3, 4). В контрольных 
образцах с понижением процента сыворотки в пита-
тельной среде и в опытных образцах со специализи-
рованной добавкой концентрация клеток в конце пас-
сажей была одинаковой, но к 7-му пассажу снизилась 
в 1,4–1,9 раза, когда количество сыворотки уменьша-
лось до 0,075%. Кратность прироста в контрольных об-
разцах № 2 и в опыте также была одинаковой: 2,2–3,1 
в зависимости от пассажа. 

Внесение добавки не влияло на рН среды при куль-
тивировании.

При исследовании специализированной добав-
ки Sheff-Vax  Plus  ACF  (№  3) было установлено, что 
на 7-м пассаже в опытных образцах при переходе на 
почти полностью бессывороточную среду концен-
трация клеток была 1,0 ± 0,2 млн/см3, в контроле № 1 – 
2,2 ± 0,2 млн/см3, а в контроле № 2 – 1,20 ± 0,06 млн/см3. 
При этом кратность прироста клеток в  опытных об-
разцах составляла 2,33 ± 0,03, в двух контрольных об-
разцах – 3,57 ± 0,64 и 2,00 ± 0,53 (рис. 5, 6). В контроле 
с постоянным количеством сыворотки концентрация 
клеток через 48  ч после посева в  разных пассажах 
всегда находилась в пределах 2,06–2,38 млн/см3; в об-
разцах с понижением количества сыворотки с увели-
чением количества пассажей уменьшалась с 2,32 ± 0,18 

Статистическая обработка данных. Цифровой ма-
териал статистически обрабатывали на персональном 
компьютере общепринятыми методами вариационной 
статистики с  использованием программы Microsoft 
Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На первом этапе работы исследовали динамику из-

менения концентрации клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH 
на разных пассажах при использовании специализи-
рованной добавки Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1). На ри-
сунках 1 и 2 представлены результаты данного иссле-
дования. 

Установили, что концентрация клеток в контроль-
ных образцах в конце разных пассажей варьировала 
от 1,45 ± 0,04 млн/см3 до 2,32 ± 0,29 млн/см3. В опыт-
ных образцах концентрация клеток варьировала 
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Рис. 3. Динамика изменений концентрации клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH при использовании 
специализированной добавки Sheff-Vax PF ACF (№ 2)

Fig. 3. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell concentration dynamics in the presence  
of specialised Sheff-Vax PF ACF supplement (No. 2)

Рис. 4. Динамика изменений кратности прироста  
клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH при использовании специализированной 
добавки Sheff-Vax PF ACF (№ 2)

Fig. 4. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell growth rate dynamics  
in the presence of specialised Sheff-Vax PF ACF supplement (No. 2) 
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до 1,20 ± 0,06 млн/см3. При этом кратность прироста 
в контрольных образцах с постоянным количеством 
сыворотки на разных пассажах была 3,4–5,0; в контро-
ле с уменьшением процента сыворотки в первых 5 пас-
сажах составляла 3,33–4,00, а затем снизилась до 2,0 
к 7-му пассажу. В опытной среде с добавкой № 3 после 
4-го  пассажа также наблюдали снижение кратности 
прироста клеток в 1,6–1,8 раза. 

Внесение данной добавки не влияло на рН среды 
при культивировании.

При репродукции вируса ящура в  полученных 
клетках определили, что в  контрольных образцах 
с постоянным содержанием сыворотки концентрация 
иммуногенных компонентов 146+75S была меньше, 
чем в контрольных образцах с понижением процен-
та сыворотки в 1,57; 1,87; 1,60 раза и в 2,4; 2,3; 2,4 раза 
меньше, чем в опытных образцах (см. табл.). Выявлено, 
что различия существенны (р < 0,05).

Для изучения морфологии клеток суспензию 
7-го  пассажа высевали в  матрасы объемом 50  см3 
в концентрации 100 тыс. кл./см3 и проводили цитохи-
мические исследования на  8-м  пассаже. Клетки, вы-
ращенные в присутствии добавки № 1, были частично 
адгезированы. Седиментированная популяция имела 
нормальную морфологию клеток, на которых наблю-
дали множество динамических выростов, что, в свою 
очередь, свидетельствовало о нормальной физиологи-
ческой активности (рис. 7). 

Отмечено, что в адаптированных к добавке № 2 клет-
ках на 8-м пассаже происходила частичная седимен-
тация без адгезии. С самого начала культивирования 
отмечали агрегацию популяций клеток, которая дости-
гала максимума на 2-е сутки. Пролиферации культуры 
не наблюдалось (рис. 8А).

При использовании добавки №  3 (рис.  8В) проис-
ходила индуцированная агрегация клеток до колоний 
значительного размера (до 100 клеток). Агрегирован-
ные клетки были неправильной сферической формы, 
в  них не было признаков трофической активности, 
т. е. клетки не делились, а только «переживали».
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Рис. 5. Динамика изменений концентрации клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH при использовании 
специализированной добавки Sheff-Vax Plus ACF (№ 3)

Fig. 5. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell concentration dynamics in the presence  
of specialised Sheff-Vax Plus ACF supplement (No. 3)

Рис. 6. Динамика изменений кратности прироста  
клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH при использовании специализированной 
добавки Sheff-Vax Plus ACF (№ 3)

Fig. 6. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cell growth rate dynamics  
in the presence of specialised Sheff-Vax Plus ACF supplement (No. 3)

Таблица
Репродукция вируса ящура в клетках, выращенных в присутствии 
специализированных добавок Sheff-Vax ACF
Table
FMDV reproduction in cells grown using specialised Sheff-Vax ACF supplements

Наименование добавки

Концентрация 146+75S, мкг/см3

(в пересчете с 1,0 × 106 кл./см3)

контроль № 1 контроль № 2 опытная группа

Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1) 0,58 ± 0,09 0,91 ± 0,10 1,40 ± 0,10

Sheff-Vax PF ACF (№ 2) 0,47 ± 0,07 0,88 ± 0,08 1,08 ± 0,09

Sheff-Vax Plus ACF (№ 3) 0,50 ± 0,05 0,80 ± 0,08 1,20 ± 0,09

р < 0,05
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2,4 раза больше по сравнению с контролем № 1 и в 1,54; 
1,23; 1,50 раза – по сравнению с контролем № 2 (раз-
личия существенны, р < 0,05).

Клетки в  присутствии добавки Sheff-Vax Plus PF 
ACF (№ 1) имели нормальную морфологию, множество 
динамических выростов. К  7-му  пассажу выравнива-
лась кратность прироста и концентрация клеток в сус
пензии контрольных и опытных образцов. Количество 
иммуногенных компонентов вируса ящура в образцах 
с добавкой № 1 было выше на 20–30%, чем в клетках, 
выросших в присутствии добавок № 2 и № 3. 

Установлено, что концентрация клеток линии 
ВНК-21/SUSP/ARRIAH и кратность прироста при куль-
тивировании с добавками Sheff-Vax ACF была меньше, 
чем в контрольных образцах в присутствии сыворот-
ки и гидролизата белков крови. Однако выход вируса 
с 1 млн клеток был выше в клетках, выросших с при-
менением специализированных добавок. 

Таким образом, бессывороточные добавки Sheff-Vax 
ACF компании Kerry пригодны для культивирования 
клеток ВНК-21/SUSP/ARRIAH и  репродукции вируса 
ящура. Более высокие результаты по накоплению им-
муногенных компонентов вируса были получены с до-
бавкой Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1).

В контроле с сывороткой крови (рис. 7А) наблюдалась 
100%-я конфлюэнция, клетки были адгезированы на 60–
80%, имели адаптивные признаки монослойной культу-
ры, часть из них принимали веретенообразную форму.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была проведена адаптация линии клеток 

ВНК-21/SUSP/ARRIAH к  специализированным добав-
кам Sheff-Vax ACF (Kerry, Inc., Ирландия). В присутствии 
добавки Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1) к 7-му пассажу кон-
центрация клеток и кратность прироста были выше на 
40–60%, чем при внесении других добавок. В опытных 
и контрольных образцах концентрация клеток и крат-
ность прироста в присутствии добавки № 1 были рав-
ными: 1,6 ± 0,2 млн/см3; 1,90 ± 0,18 и 2,0 ± 0,2 млн/см3 со-
ответственно, различия несущественны. При внесении 
других добавок клетки росли хуже, чем в контрольных 
образцах – концентрация клеток и кратность прироста 
была ниже в 2,0–2,2 раза.

Различий в  изменении водородного показателя 
в процессе исследования не установлено. 

При репродукции вируса ящура в полученных клет-
ках определили, что в опытных образцах с 1 млн кле-
ток концентрация 146+75S компонентов была в 2,4; 2,3; 
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Рис. 7. Клетки ВНК-21/SUSP/ARRIAH, адаптированные  
к специализированной добавке Sheff-Vax Plus PF ACF (№ 1).
А – клетки, выращенные в присутствии сыворотки (контроль),  
В – клетки, выращенные в присутствии добавки № 1 (опыт)

Fig. 7. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cells adapted to specialised Sheff-Vax Plus PF ACF supplement (No. 1).
А – cells grown in the presence of serum (control), В – cells grown in the presence of supplement 1 (test)

Рис. 8. Клетки ВНК-21/SUSP/ARRIAH, адаптированные к специализированным добавкам:  
А – Sheff-Vax PF ACF (№ 2) и В – Sheff-Vax Plus ACF (№ 3)

Fig. 8. ВНК-21/SUSP/ARRIAH cells adapted to specialised supplements:  
А – Sheff-Vax PF ACF (No. 2) and В – Sheff-Vax Plus ACF (No. 3)

B

B

A

A
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