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Сравнительная характеристика репродукции вирусов 
рода Leporipoxvirus в перевиваемой культуре клеток 

РЕЗЮМЕ
Изучение характера взаимодействия вируса с клеткой имеет как научное, так и практическое значение. Целью настоящих исследований явилась сравни-
тельная оценка проявления ряда биологических свойств вирусов миксомы и фибромы Шоупа кроликов при репродукции в клональной перевиваемой 
линии клеток почки кролика RK-13/2-03. Показано, что развитие инфекции и длительность проявления цитопатического действия в культуре клеток 
RK-13/2-03 изучаемых вирусов различны. Видимые поражения клеточного монослоя при одинаковой множественности заражения и температуре 
культивирования для вируса миксомы наблюдали на 2-е сут, для вируса фибромы – на 3-и сут, максимальное поражение клеток с выраженной дегене-
рацией отмечали на 3-и и 6-е сут культивирования соответственно. Вирус миксомы накапливался в титре 6,25–6,50 lg ТЦД50/0,2 см3, а вирус фибромы 
Шоупа – в титре 5,50−5,75 lg ТЦД50/0,2 см3. Данную инфекционную активность регистрировали у вируса фибромы Шоупа на протяжении трех, а вируса 
миксомы – двадцати пассажных уровней. Молекулярно-генетический анализ подтвердил, что полученные культуральные материалы идентифицируются 
как вирусы миксомы кроликов и фибромы Шоупа. При определении антигенного родства было установлено, что антитела, полученные к вирусу миксомы, 
способны нейтрализовать и вирус фибромы Шоупа. Титр антител в реакции нейтрализации обоих вирусов был идентичен и составил 1:8. Установлен 
высокий уровень пермиссивности культуры клеток RK-13/2-03 к вирусу фибромы Шоупа, изолированному от больного кролика и не являющемуся 
аттенуированным вариантом вируса. 
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SUMMARY
Examination of the virus-cell interactions is of both scientific and practical importance. Our study was aimed at comparative characterization of rabbit myxoma 
virus and Shope fibroma virus biological properties that manifested during the virus reproduction in RK-13/2-03 clonal continuous rabbit kidney cell culture. It 
was demonstrated that the viruses varied in infection development and cytopathic effect duration in RK-13/2-03 cell culture. Apparent lesions in cell monolayers 
infected by myxoma virus and fibroma virus at similar multiplicity of infection and cultivation temperature were observed on day 2 and day 3 of cultivation, respec-
tively, as well as maximum cell lesions with evident degeneration were observed on day 3 and day 6 of cultivation, respectively. Myxoma virus was accumulated 
at titre of 6.25–6.50 lg TCID50/0,2 cm3, and Shope fibroma virusа was accumulated at titre of 5.50−5.75 lg TCID50/0.2 cm3. Shope fibroma virus demonstrated such 
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ние под кожей и слизистой оболочкой ограниченных 
узлов или диффузных разрастаний соединительной 
ткани (фибром).

Миксоматоз кроликов – инфекционная, остро про-
текающая высококонтагиозная вирусная болезнь, ха-
рактеризующаяся серозно-гнойным конъюнктивитом, 
отечно-студенистой инфильтрацией клетчатки в обла-
сти головы и наружных половых органов, образовани-
ем опухолевых узелков на коже.

То и другое заболевание вызывает ДНК-содержащий 
вирус. По морфологическим характеристикам эти 
возбудители существенно не отличаются от вируса 
осповакцины крупного рогатого скота. Зрелый вирус 
миксомы имеет размер 250–370 нм, а вирус фибромы 
Шоупа – 125–240 нм. Вирионы вируса миксомы имеют 
кирпичевидную форму с закругленными углами; внеш-
няя оболочка ворсинчатая; нуклеотид гантелевидной 
формы, ДНК – двунитчатая [12].

Зрелая форма вириона вируса фибромы Шоупа 
кирпичеобразная с  округленными краями. По анти-
генным и иммуногенным свойствам вирусы фибромы 
и миксомы родственны, поэтому кролики, переболев-
шие фиброматозом, устойчивы к возбудителю миксо-
матоза [13].

Оба вируса размножаются в куриных эмбрионах, но 
характер вызываемых поражений различен. При куль-
тивировании вируса миксомы на хорионаллантоисной 
оболочке образуются характерные фокусы (оспины), 
и в дальнейшем эмбрион погибает, при том как вирус 
фибромы приводит к слабовыраженным изменениям, 
и эмбрион не погибает. Вирус миксомы в первичных 
и  перевиваемых культурах клеток почек крольчат 
вызывает яркие цитопатические изменения, характе-
ризующиеся округлением клеток и дегенерацией кле-
точного пласта. При репродукции вируса фибромы как 
в первичной, так и в перевиваемой культуре клеток ци-
топатический эффект слабо выражен [12].

Особенностью репродукции поксвирусов в культу-
ре клеток является размножение в цитоплазме и выход 
зрелых вирионов из клетки путем ее разрушения либо 
без разрыва клеточной оболочки (экзоцитоз). Сам ци-
топатический эффект характеризуется пикнозом, смор-

ВВЕДЕНИЕ
Использование в  качестве клеточного субстрата 

перевиваемых линий клеток  (ПЛК) для накопления 
вирусного и  антигенного сырья при разработке ве-
теринарных противовирусных вакцин с значительно 
повысило эффективность и  стабильность биотехно
логических процессов. Применение ПЛК позволило 
значительно снизить связанные с возможной эндоген-
ной контаминацией риски, которые могут иметь место 
при использовании первичных культур клеток, решить 
ряд этических проблем, возникающих при отборе до-
норской ткани млекопитающих, и в целом повысить 
биобезопасность целевого продукта. 

Возможность использования ПЛК для культивиро-
вания определяется прежде всего пермиссивностью 
выбранной клеточной системы к вирусу.

В связи с этим изучение характера взаимодействия 
вируса с клеткой и последующая оптимизация условий 
и параметров культивирования имеет как научное, так 
и практическое значение.

Вирусы семейства Poxviridae инфицируют многие 
виды млекопитающих, репродуцируются в цитоплаз-
ме клеток-мишеней, поражая как кожные покровы, 
так и внутренние органы, и способны вызывать эпи-
зоотии, наносящие значительный экономический 
ущерб [1, 2]. Семейство подразделяют на 2 подсемей-
ства: Chordopoxvirinae и Entomopoxvirinae [3]. В первое 
входит 11 родов вирусов, которые вызывают заболе-
вания как у животных (оспа коров, оспа обезьян [4], 
оспа буйволов [5], оспа овец и оспа коз [6], заразный 
узелковый дерматит крупного рогатого скота [7], оспа 
птиц [8], миксоматоз и фиброматоз кроликов [9, 10], 
оспа белок [11] и т. д.), так и у человека (натуральная 
оспа). Второе подсемейство включает 3 рода вирусов, 
циркулирующих среди насекомых. Среди предста-
вителей Chordopoxvirinae есть рода, которые имеют 
ограниченный круг хозяев. Такими являются вирусы 
рода Leporipoxvirus, вызывающие заболевания только 
у кроликов, зайцев и белок.

Фиброматоз кроликов (фиброма Шоупа) – вирусная 
болезнь домашних и диких кроликов, основным пато
гномоничным признаком которой является появле-
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infectivity during three passages and myxoma virus demonstrated such infectivity during twenty passages. Prepared cultures were identified as myxoma virus and 
Shope fibroma virus with molecular genetic analysis. Tests of the viruses for their antigenic relatedness showed that antibodies against myxoma virus were able 
to neutralize Shope fibroma virus also. NT titres of antibodies against both viruses were similar (1:8). RK-13/2-03 cell culture was found to be highly permissive to 
Shope fibroma virus that had been isolated from the diseased rabbit and not been an attenuated variant.

Keywords: continuous cell culture, myxoma virus, Shope fibroma virus, virus-specific cytopathic effect
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щиванием и деструкцией клетки. Однако представите-
ли этого семейства вирусов имеют свои особенности 
проявления при взаимодействии с  клеткой in  vitro. 
Хинце и Уокер при культивировании вируса фибромы 
Шоупа в клетках почки кролика выявляли слабый ци-
тоцидный эффект [14].

В отечественной литературе информация о культи-
вировании вирусов рода Leporipoxvirus немногочис-
ленна.

В связи с  вышеизложенным целью настоящих ис-
следований явилась сравнительная оценка проявле-
ния ряда биологических свойств вирусов миксомы 
и фибромы Шоупа кроликов при репродукции в кло-
нальной перевиваемой линии клеток почки кролика 
RK-13/2-03 как основы совершенствования технологии 
производства вакцинных препаратов против болезней, 
вызываемых этими патогенами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали: клон сублинии перевива-

емых клеток почки кролика RK-13/2-03 (кат.  №  36.2) 
коллекции клеточных культур ФГБНУ ФИЦВиМ [15]; па-
тогенный для кроликов вирус фибромы Шоупа, выде-
ленный из патматериала, с инфекционной активностью 
на кроликах на уровне 5-го пассажа 4,11  lg  ИД50/мл; 
вирус миксомы кроликов (вакцинный штамм В-82) 
с инфекционной активностью 6,5 lg ТЦД50/см3. Исполь-
зуемые штаммы вирусов получали из «Государственной 
коллекции микроорганизмов, вызывающих опасные, 
особо опасные, в том числе зооантропонозные и не 
встречающиеся на территории страны болезни живот-
ных» (реестровый номер ЦКП – 441429, http://ckp-rf.ru/
ckp/441429/).

Специфическая сыворотка крови кролика к вирусу 
миксомы с титром в реакции нейтрализации – 1:8.

Питательные среды: Игла DMEM жидкая с аланил-
глутамином и  глюкозой 4,5  г/л и  раствор Дюльбек-
ко (НПП «ПанЭко», Россия); Игла МЕМ (Sigma, США); фе-
тальная сыворотка крови КРС (Biological Ind., Израиль).

Культуру клеток почки кролика RK-13/2-03 выращи-
вали в культуральных флаконах с ростовой площадью 
25 см2 и 96-луночных планшетах (Corning, США).

Клонирование сублинии клеток RK-13 с целью по-
вышения уровня ее генетической однородности про-
водили методом предельных разведений в 96-луноч-
ных пластиковых планшетах [16]. Полученные клоны 
клеток культивировали в среде Игла МЕМ с 20%-м со-
держанием фетальной сыворотки крови КРС и 50%-м 
содержанием кондиционированной среды с антибио-
тиком пефлоксацином (20 мкг/мл) в течение 10–14 сут. 
На основании оценки ростовых и вирусрепродуциру-
ющих свойств из 42 клонов линии для дальнейшего 
культивирования отобран наиболее перспективный 
клон RK-13/2-03. По результатам кариологического 
анализа на уровне 18-го  пассажа модальному чис-
лу соответствовали клетки с 56 хромосомами, а его 
величина составила 22%. Цитоморфологические ис-
следования показали, что монослой клональной куль-
туры представлен эпителиоподобными клетками по-
лигональной формы. При посадочной концентрации 
100 тыс. кл./мл монослой формировался через 48–72 ч. 
Полученная клональная сублиния клеток RK-13/2-03 
сохраняла исходные ростовые свойства и морфоло-
гические характеристики в течение 50 пассажей (срок 
наблюдения).
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Вирусы фибромы Шоупа и миксомы кроликов штам-
ма В-82 культивировали в двухсуточной культуре кле-
ток RK-13/2-03, выращенной в среде DМЕМ с 10% фе-
тальной сыворотки крови КРС. Перед заражением из 
флаконов удаляли ростовую среду, монослой клеток 
дважды отмывали раствором Дюльбекко для удаления 
остатков сыворотки и вносили вирусы с множествен-
ностью заражения 0,002−0,003 ТЦД50/кл. Адсорбцию 
вируса проводили при температуре (33,0 ± 0,5) °С в те-
чение 60 мин. Затем во флаконы вносили поддержи-
вающую среду Игла DМЕМ с 2% фетальной сыворотки 
крови КРС. Зараженную культуру клеток инкубировали 
при температуре (33,0 ± 0,5) °С до полного проявления 
цитопатического действия (ЦПД) вирусов. Состояние 
монослоя клеток для выявления поражения его виру-
сами оценивали при просмотре культуральных фла-
конов под инвертированным микроскопом Olympus 
(Olympus, Япония).

Инфекционную активность вирусов фибромы Шо-
упа и миксомы определяли общепринятым методом 
путем титрования в культуре клеток RK-13/2-03. Для 
этого клетки RK-13/2-03 рассевали в  96-луночные 
планшеты с  концентрацией 150  тыс.  кл./см3. После 
формирования через 2 сут конфлюэнтного монослоя 
клетки заражали 10-кратными разведениями (10-1−10-7) 
вирусов фибромы Шоупа и миксомы кролика и инку-
бировали при температуре (33,0 ± 0,5) °С в атмосфере 
с  повышенным до  5% содержанием  СО2 и  95%-й  от-
носительной влажности. Длительность наблюдения 
составляла 10 сут. Результаты титрования оценивали 
по ЦПД вирусов, титр рассчитывали по Риду и Менчу 
и выражали в lg ТЦД50/0,2 см3.

Выделение ДНК вирусов проводили с использова-
нием набора QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Германия) 
согласно инструкции производителя.

Для выявления генома вирусов фибромы Шоупа 
и миксомы кроликов использовали праймеры, пред-
ложенные Y. Li et al. [17] и S. Albini et al. [18].

Очистка продуктов полимеразной цепной реак-
ции  (ПЦР) была произведена с  использованием на-
бора Cleanup Standard kit  (ЗАО  «Евроген», Россия) 
с последующим прямым секвенированием по методу 
Сэнгера на приборе Applied Biosystem 3130 XL DNA 
Analyser (Applied Biosystems, СШA) с реагентами Big-
DyeTM Terminator  v3.1 Cycle Sequencing  kit  (Applied 
Biosystems, США).

Антигенное родство между вирусами миксомы и фи-
бромы Шоупа устанавливали в реакции нейтрализации, 
постановку которой проводили общепринятым мето-
дом. В 96-луночные планшеты вносили суспензию кле-
ток RK-13/02-03 с концентрацией 100 тыс. кл./см3 и ин-
кубировали при температуре (37,0 ± 0,5) °С в атмосфере 
с  повышенным до  5% содержанием  СО2 и  95%-й  от-
носительной влажности в течение 48 ч. Нормальную 
и специфическую к вирусу миксомы сыворотки кро-
ви кроликов раститровывали с  двукратным шагом 
(1:2−1:64) в двух планшетах, затем в первый вносили 
1000 доз вируса миксомы, во второй – 1000 доз вируса 
фибромы Шоупа. Смесь сыворотки и  вируса выдер-
живали при температуре (33,0 ± 0,5)  °С в атмосфере 
с  повышенным до  5% содержанием  СО2 и  95%-й  от-
носительной влажности, переносили ее в планшеты 
с культурой клеток и инкубировали при вышеуказан-
ном режиме в течение 10 сут. Начиная с 3-х сут прово-
дили учет результатов.
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поражение клеток с выраженной дегенерацией – на 
5–6-е сут культивирования (рис. E). В интактной куль-
туре  (контроль) RK-13/2-03 подобных изменений не 
отмечено (рис. F).

Таким образом, динамика проявления ЦПД в куль-
туре клеток RK-13/2-03 для вирусов миксомы кролика 
и фибромы Шоупа различна и составила 3 и 6 сут соот-
ветственно. Характер поражения монослоя клеток на 
протяжении всего цикла культивирования был иден-
тичен.

При оценке накопления вируса в  процессе куль-
тивирования наблюдали некоторые различия. Ин-
фекционная активность вируса миксомы за пери-
од культивирования  (3  сут) достигала значений 
6,25–6,50 lg ТЦД50/0,2 см3, в то время как титр вируса фи-
бромы Шоупа (6 сут) составил 5,50−5,75 lg ТЦД50/0,2 см3. 
Данную инфекционную активность регистрировали 
у вируса фибромы Шоупа на протяжении трех, а вируса 
миксомы – двадцати пассажных уровней.

В результате проведенной ПЦР были наработаны 
ампликоны поксвирусов, для определения их при-

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
При культивировании вирусов миксомы (штамм 

В-82) и фибромы Шоупа в культуре клеток RK-13/2-03 
видимое проявление репродукции вирусов отмечали 
на 2-е (рис. А) и 3-и сут (рис. B) инкубирования соот-
ветственно. Поражение культуры вирусами в начале 
развития инфекции характеризовалось скоплением 
округлых клеток и формированием из них небольших 
гроздей-стяжек. В инфицированной вирусом миксомы 
культуре наблюдали характерное появление неболь-
ших разрывов клеточного пласта. На 3-и сут выращи-
вания данного вируса отмечали нарастание степени 
выраженности изменений инфицированного моно-
слоя, проявляющихся в виде деструкции клеточного 
пласта с образованием «сетки» из вытянутых клеточ-
ных элементов, по краям которой находились округлые 
клетки с резко контурированными уплотненными стен-
ками (рис. С).

Развитие деструктивных процессов в  монослое 
клеток, инфицированных вирусом фибромы, отмеча-
ли на 4-е сут инкубирования (рис. D), максимальное 
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Рис. Динамика и характер ЦПД вирусов миксомы и фибромы Шоупа в культуре клеток RK-13/2-03  
(увеличение ×100). Проявление вируса миксомы на 2-е сут (А), проявление вируса фибромы на 3-и сут (B), 
поражение вирусом миксомы на 3-и сут (C), поражение вирусом фибромы на 4-е сут (D), поражение вирусом 
фибромы на 5-е сут (E), интактная культура клеток RK-13/2-03 (F)

Fig. Dynamics and nature of CPE caused by myxoma viruses and Shope fibroma virus in RK-13/2-03 cell culture 
(magnification 100×). Myxoma virus manifestations on day 2 (A), Shope fibroma virus manifestations on day 3 (B),  
myxoma virus-associated lesions on day 3 (C), fibroma virus-associated lesions on day 4 (D), fibroma virus-associated 
lesions on day 5 (E), intact RK-13/2-03 cell (F) 
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надлежности провели нуклеотидное секвенирование. 
Полученные последовательности сравнивали с  опу-
бликованными последовательностями генов, пред-
ставленными в  базе данных GenBank, при помощи 
программы Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). Молекулярно-генетический анализ подтвердил, 
что полученные вируссодержащие материалы иден-
тифицируются как вирус миксомы кроликов и вирус 
фибромы Шоупа.

При определении в реакции нейтрализации анти-
генного родства было установлено, что антитела, полу-
ченные к вирусу миксомы, способны нейтрализовать 
и  вирус фибромы Шоупа. Титры антител к  вирусам 
миксомы и фибромы Шоупа были идентичны и соста-
вили 1:8. Таким образом, подтверждается антигенное 
родство между вирусами миксомы и фибромы Шоупа.

Установлено, что динамика развития ЦПД в культуре 
клеток RK-13/2-03 вирусами фибромы Шоупа и миксо-
мы существенно различаются. Видимые проявления 
поражения клеточного монослоя при одинаковой 
множественности заражения и температуре культиви-
рования наблюдаются на 2-е сут для вируса миксомы 
и на 3-и сут для вируса фибромы, что согласуется с дан-
ными, полученными при изучении репродукции этих 
вирусов в первичных культурах клеток [12].

Цитоморфологические исследования показали, что 
картина изменений в культуре клеток, вызванных ис-
следуемыми вирусами, характерна для представите-
лей семейства Poxviridae, при воздействии которых 
основным эффектом проявления ЦПД является обра-
зование округлых клеток и их скоплений виде оспин-
бляшек [19].

Подобный эффект отличается от ЦПД, наблюдаемо-
го при репродукции штамма Микс-98 вируса миксомы 
и проявляющегося стягиванием округлых клеток к цен-
тру поражения в виде стяжек в форме «паучка» [20].

Инфекционная активность двух антигенно родствен-
ных вирусов, полученных при сходных параметрах 
культивирования, различна. Вирус миксомы кроликов 
накапливался в более высоких титрах, это связано с тем, 
что вакцинный штамм В-82 адаптирован к данной кле-
точной культуре. В то же время вирус фибромы Шоупа, 
выделенный из органного патологического материала, 
без предварительной адаптации к клеткам RK-13/2-03 
также активно репродуцировался по сравнению с дру-
гими вирусами из семейства Poxviridae. Например, ви-
рус заразного узелкового дерматита крупного рогатого 
скота требовал более длительного периода адаптации 
к  перевиваемым культурам клеток. Характерное по-
ражение монослоя клеток RK-13/2-03 исследователи 
регистрировали начиная с третьего пассажа, в первом 
пассаже видимых изменений не наблюдали, а во вто-
ром поражения были незначительные [21].

В процессе изучения двух вирусов, при отсутствии 
четко различимых особенностей культивирования, 
подтверждено их антигенное родство, а  при секве-
нировании культуральных вируссодержащих мате-
риалов установлено соответствие таксономическому 
положению.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнительный анализ репродукции вирусов мик-

сомы и фибромы Шоупа в перевиваемой линии клеток 
почки кролика показал различия в динамике развития 
цитопатического эффекта. Вирусы вызывают идентич-

ные поражения культуры клеток RK-13/2-03, которые 
характеризуются округлением эпителиоподобных кле-
ток монослоя с последующим их скоплением в виде 
оспин. Нарастание деструктивных процессов приводит 
к разрушению клеточного пласта, образованию струк-
тур в виде «сетки», края которой окаймлены округлыми 
клетками.

Показано, что инфекционная активность получен-
ного вирусного материала была выше у вируса мик-
сомы, который является культуральным вакцинным 
штаммом (В-82).

В реакции нейтрализации подтверждено антиген-
ное родство вирусов миксомы и фибромы Шоупа, от-
носящихся к роду Leporipoxvirus.

Установлен высокий уровень пермиссивности куль-
туры клеток RK-13/2-03 к вирулентному изоляту вируса 
фибромы Шоупа, выделенному от больного кролика.
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