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Резюме	 Расширение номенклатуры клеточных культур для вирусологии и биотехнологии повыша-
ет вероятность успешного реагирования на угрозы, связанные со вспышками известных 
и новых инфекционных заболеваний человека. Поиск восприимчивых к широкому спектру 
вирусов клеточных культур является актуальной задачей.
Цель работы: изучить чувствительность новых диплоидных клеточных культур животного 
происхождения (фибробласты почки и гортани плода свиньи) к вирусам Coxsackievirus B5 
(CVB5) и Herpes simplex virus‑1 (HSV‑1).
Материалы и методы: клеточные культуры фибробластов почки и гортани плода здоровой 
свиноматки получены методом щадящей трипсинизации. Чувствительность новых клеточ-
ных культур фибробластов почки и гортани плода свиньи (ФППС и ФГПС) к указанным 
вирусам определяли по степени цитопатического действия (ЦПД), выраженной в процент-
ном соотношении. Изучение инфекционной активности вируса CVB5 проводили методом 
ПЦР в режиме реального времени с оценкой относительной величины порогового цикла 
амплификации (Ct); HSV‑1 — количественным титрованием вируссодержащей жидкости 
(ВСЖ), значение показателя выражали в 50% тканевой цитопатической дозе (ТЦД50).
Результаты: получены диплоидные клеточные культуры ФППС и ФГПС. Выявлены высокая 
чувствительность клеток ФППС к вирусу CVB5 с ЦПД 87,5±3,3% на 3-м пассаже и удовлетво-
рительная концентрация энтеровирусной РНК в ВСЖ, характеризующаяся значением поро-
гового цикла на уровне 22–24 Ct. Чувствительность клеточной культуры ФППС к HSV‑1 соот-
ветствовала 92,1±5,5% ЦПД, инфекционная активность — 104,25 ТЦД50/0,2 мл. У клеток ФГПС 
к изучаемым вирусам определены низкие показатели ЦПД и инфекционной активности.
Выводы: новая диплоидная клеточная культура ФППС с высоким уровнем ЦПД на при-
мере вируса CVB5 штамма CB5-8100 и вируса HSV‑1 штамма HSV‑1/L-2 и подтвержденной 
чувствительностью к тестируемым вирусам имеет перспективы использования в вирусо-
логии и биотехнологии. Клеточная культура ФГПС может быть кандидатом для тестирова-
ния других представителей CVB5 и HSV‑1.
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Abstract	 The increase in the number of cell cultures for virology and biotechnology enhances the chanc-
es of a  successful response to threats related to outbreaks of well-known and new human 
infectious diseases. It is a vital task to search for cell cultures sensitive to a wide spectrum of 
viruses.
The aim of the study was to investigate the sensitivity of new diploid animal cell cultures (fi-
broblasts of a foetal pig’s kidneys and larynx) to Coxsackievirus B5 (CVB5) and Herpes simplex 
virus‑1 (HSV‑1).
Materials and methods. The cultures of porcine foetal kidney fibroblasts (PFKF) and porcine foe-
tal larynx fibroblasts (PFLF) were derived from a foetus of a healthy pig by mild trypsinisation. 
The study determined the sensitivity of these new PFKF and PFLF cultures to the above-men-
tioned viruses by the cytopathic effect (CPE) expressed as a percentage. The infectious activity 
of CVB5 was studied using real-time polymerase chain reaction (PCR) with the determination of 
amplification cycle threshold values (Ct); that of HSV‑1 was studied using quantitative titration 
of the virus-containing liquid (VCL). Infectious activity values were expressed as tissue culture 
50% infective doses (TCID50).
Results. The authors developed diploid PFKF and PFLF cell cultures. PFKF cells demonstrated 
high sensitivity to CVB5, with a CPE of 87.5±3.3% after passage 3 and a satisfactory concen-
tration of enterovirus RNA in the VCL of 22–24 Ct. The sensitivity of PFKF cells to HSV‑1 corre-
sponded to a CPE of 92.1±5.5%. In these cells, the infectious activity of HSV‑1 corresponded to 
104.25 TCID50/0.2 mL. The experiments with PFLF cells showed low CPE and infectious activity 
values for both viruses.
Conclusions. The study demonstrated high CPE values with the CVB5 (CB5-8100) and HSV‑1 
(HSV‑1/L-2) strains as examples and confirmed the sensitivity of the new diploid PFKF cell cul-
ture to these test viruses. Thus, the PFKF cell culture offers potential applications in virology 
and biotechnology and may be a candidate for testing other strains of CVB5 and HSV‑1.

Key words:	 diploid animal cell culture; porcine fetal kidney fibroblasts; porcine fetal larynx fibroblasts; 
Coxsackievirus B5; Herpes simplex virus‑1; CVB5; HSV‑1
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Введение
Пандемия новой коронавирусной инфекции 

обозначила широкие масштабы экономических 
и социальных рисков в условиях глобализации 
современного мира. Для организации эффектив-
ных противоэпидемических, профилактических 
и лечебных мероприятий лабораторная диагно-
стика все чаще опирается на экспресс-методы 
и быстрое обнаружение вирусных патогенов. 
Современные методы диагностики преимуще-
ственно основаны на полимеразной цепной 

реакции (ПЦР), секвенировании и генной инже-
нерии [1, 2]. Вместе с тем индикация вирусных 
патогенов с помощью экспресс-методов в пол-
ной мере не может заменить диагностику, осно-
ванную на работе с живой культурой клеток.

Отличительной особенностью способов выде-
ления вирусных частиц с использованием куль-
тур клеток является возможность их детального 
изучения, что чрезвычайно важно для понимания 
биологии и эволюции патогенных биологиче-
ских агентов, проведения научных эксперимен-
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тов с целью разработки новых лекарственных 
и профилактических средств, в частности, со-
временных противовирусных препаратов, анти-
септиков, дезинфектантов и вакцин [3, 4].

Оценку эффективности того или иного способа 
вирусологической диагностики оптимально про-
водить на определенные группы вирусов, харак-
теризующихся различными механизмами дей-
ствия, путями и факторами передачи и входными 
воротами инфекции. Для этих целей существуют 
определенные тест-штаммы и (или) актуальные 
клинические изоляты, как правило, кишечной 
и респираторной группы вирусных инфекций.

Активация эпидемического процесса кишеч-
ных инфекций, преимущественно норовирус-
ной, ротавирусной и энтеровирусной (непо-
лио) этиологии, в последние годы отмечается 
во всех регионах мира, включая Российскую 
Федерацию, что диктует необходимость соз-
дания оперативной системы их мониторинга. 
Coxsackievirus B5 (CVB5) является одним из наибо-
лее известных представителей неполиомиелит-
ной группы энтеровирусов. Известно, что у чело-
века заболевание, обусловленное CVB5, связано 
с серьезными неврологическими симптомами, 
в частности асептическим менингитом, реже  — 
кардиомиопатией и диабетом [5]. Классические 
подходы к обнаружению и количественной 
оценке энтеровирусов основаны на наблюдении 
их цитопатического действия (ЦПД) в клеточных 
культурах [6]. В настоящее время отсутствует 
универсальная культура клеток для выделения 
вируса CVB5. Чаще используют культуру клеток 
рабдомиосаркомы человека (RD). Некоторые 
штаммы вируса могут быть выделены исключи-
тельно с использованием чувствительных лабо-
раторных животных или эмбриональных клеток 
человека. Ввиду законодательных ограничений 
в Российской Федерации на использование эм-
брионального материала человека, получение 
таких клеток серьезно ограничено1.

По оценкам Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) к 2016 г. вирусом герпеса чело-
века Herpes simplex virus‑1 (HSV‑1), относящимся 
к респираторной группе вирусных инфекций, 
в мире инфицированы порядка 3,7 млрд че-
ловек в возрасте до 50 лет (67% населения)2. 
В настоящее время отмечается необходимость 
разработки улучшенных мер терапии и профи-
лактики герпесвирусной инфекции, создание 

1	 Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
2	 https://www.who.int/ru/news/item/28-10-2015-globally-an-estimated-two-thirds-of-the-population-under-50-are-infected-

with-herpes-simplex-virus-type-1
3	 International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals. CIOMS; 1985. https://cioms.ch/publications/

product/international-guiding-principles-for-biomedical-research-involving-animals-2/

эффективной вакцины. По данным ряда авто-
ров, в зависимости от цели исследования чув-
ствительными к HSV‑1 являются лишь первич-
ные клетки фибробластов куриного эмбриона 
(ККЭ), перевиваемые культуры клеток почек 
зеленой мартышки (Vero) [7] и легкие эмбриона 
человека (ЛЭЧ-4(81)) [8].

Таким образом, поиск новых клеточных куль-
тур человека и животных для воспроизведения 
вирусной инфекции в первичных и перевива-
емых культурах клеток является актуальной 
задачей в области практической вирусологии 
и биотехнологии. В этом направлении проведе-
ны экспериментальные сравнительные исследо-
вания клеток человеческого и животного про-
исхождения, в результате которых установлено, 
что клетки свиньи имеют сопоставимые харак-
теристики и функциональность с человеческими, 
что позволяет соотносить данные исследований 
на клеточных культурах свиньи с данными иссле-
дований на клеточных культурах человека [9, 10]. 
Следовательно, получение новой клеточной 
культуры животного происхождения и оценка ее 
чувствительности с использованием актуальных 
вирусных изолятов кишечной и респираторной 
группы, CVB5 и HSV‑1, весьма перспективно [11].

Цель работы — изучить чувствительность но-
вых диплоидных клеточных культур животного 
происхождения (фибробласты почки и гортани 
плода свиньи) к вирусам CVB5 и HSV‑1.

Материалы и методы
Клеточные культуры

Клеточные культуры фибробластов почки 
и гортани плода свиньи (ФППС и ФГПС) были 
получены от эмбрионов здоровой свиноматки 
из животноводческого хозяйства Свердловской 
области и использовались также в исследова-
нии А.В. Алимова с соавт. [12]. Принципы этиче-
ского кодекса «Международных рекомендаций 
по проведению биомедицинских исследова-
ний с использованием животных» (Council for 
International Organisations of Medical Sciences, 
CIOMS)3 были соблюдены при изъятии и транс-
портировке матки животного.

Первично-трипсинизированные клетки фи-
бробластов плода свиньи получали методом ща-
дящей трипсинизации [13]. При вскрытии матки 
эмбрионы помещали в раствор Хенкса («ПанЭ-
ко», Россия). В последующем из них извлекали 

https://www.who.int/ru/news/item/28-10-2015-globally-an-estimated-two-thirds-of-the-population-under-50-are-infected-with-herpes-simplex-virus-type-1
https://www.who.int/ru/news/item/28-10-2015-globally-an-estimated-two-thirds-of-the-population-under-50-are-infected-with-herpes-simplex-virus-type-1
https://cioms.ch/publications/product/international-guiding-principles-for-biomedical-research-involving-animals-2/
https://cioms.ch/publications/product/international-guiding-principles-for-biomedical-research-involving-animals-2/
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органы (почки, гортань). Дезагрегацию ткани 
проводили на магнитной мешалке при 37 °C с ис-
пользованием 0,25% раствора трипсина с солями 
Хенкса и средой с 0,5% содержанием гидролиза-
та лактальбумина («ПанЭко», Россия). Получен-
ный материал центрифугировали при 350 g в те-
чение 10 мин, сливали супернатант, а клеточный 
осадок культивировали в полной среде, состо-
ящей из смеси питательных сред (0,5% раствор 
гидролизата лактальбумина и Игла МЕМ в со-
отношении 1:1 с добавлением 10% фетальной 
бычьей сыворотки (ФБС) производства Biosera, 
Франция) в пластиковых флаконах с площадью 
культивирования 175 см2 (Corning, США) по тра-
диционной методике [14]. Из стабилизирован-
ных культур клеток готовили цитологические 
препараты, окрашивали гематоксилин-эозином. 
Кариологические исследования хромосомных 
пластинок проводили с использованием 0,1% 
раствора колхицина («ПанЭко», Россия) по мето-
ду Мурхеда [15] после четвертого пассажа.

Полученные первичные культуры ФППС 
и ФГПС были субкультивированы и достигли фе-
нотипической гомогенности на третьем пассаже, 
их пределы культивирования составили 26 и 22 
пассажа соответственно.

Вирусы
В качестве актуальных патогенов [6] исполь-

зовали вирусы различных таксономических 
групп: неполиомиелитный энтеровирус группы B 
Coxsackievirus B5 (CVB5) как представителя вирус-
ных кишечных инфекций и вирус простого гер-
песа первого типа Herpes simplex virus‑1 (HSV‑1) 
как представителя респираторных инфекций.

В эксперименте использовали штамм 
CB5‑8100 вируса CVB5, выделенный от больно-
го серозным менингитом на первичной культу-
ре клеток фибробластов эмбриона человека 
ЛЭЧ‑4(81); показатель инфекционной активно-
сти вируса, выраженный в 50% тканевой цитопа-
тической дозе (ТЦД50), составил 106 ТЦД50/0,2 мл. 
Штамм выделен в лаборатории энтеральных ви-
русных инфекций ЕНИИВИ ФБУН «ГНЦ ВБ “Век-
тор“» Роспотребнадзора.

Музейный штамм HSV‑1/L-2 вируса HSV‑1, по-
лученный из Института вирусологии им. Д.И. Ива-
новского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф.  Гамалеи» 
Минздрава России, культивировали на клетках 
фибробластов эмбриона человека ЛЭЧ‑3; инфек-
ционная активность вируса в вируссодержащей 
жидкости (ВСЖ) составила 105,75 ТЦД50/0,2 мл.

Видовая принадлежность обоих штаммов CB5-
8100 и HSV‑1/L-2 к вирусам CVB5 и HSV‑1 под-
тверждена молекулярно-генетическим методом: 
полимеразной цепной реакцией (ПЦР) в режиме 

реального времени с использованием набора 
реагентов c гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией «АмплиСенс® Enterovirus- FL» и «Ам-
плиСенс® HSV I, II-FL» (ФБУН «ЦНИИ эпидемио-
логии» Роспотребнадзора).

Учет результатов
Чувствительность клеточных культур ФППС 

и ФГПС к исследуемым вирусам оценивали 
на 10-м пассаже роста клеточной культуры, 
в стадии активной пролиферации. Клеточную 
культуру выращивали в стандартных услови-
ях СО2-инкубатора (с концентрацией СО2 5%) 
при 37 °C в виде монослоя в пластиковых куль-
туральных плоскодонных пробирках (TFS, США) 
объемом 15 мл. Плотность посева клеток состав-
ляла 180–200 тыс. кл/мл в среде роста объемом 
3,0 мл. В качестве среды роста использовали 
смесь питательных сред 0,5% гидролизата лак-
тальбумина и коммерческой среды «Игла МЕМ» 
в соотношении 1:1, с добавлением 10% ФБС. По-
лученный клеточный монослой после отмывки 
от полной среды заражали дозой 200 мкл ВСЖ 
в среде поддержания (среда роста без ФБС) 
объемом 1,8 мл и инкубировали в стандартных 
условиях до 5 суток. В контрольную пробирку 
(для наблюдения клеточной культуры без виру-
са) после отмывки от полной среды, добавляли 
2,0 мл среды поддержания (не содержащую дозы 
200 мкл ВСЖ), инкубировали в тех же условиях. 
Визуальную оценку признаков ЦПД проводили 
ежедневно с 1 по 5 сут инкубации как описано 
ранее  [12], включая округление клеток, деге-
нерацию монослоя, отделение от поверхности 
пластика. Степень ЦПД оценивали по количеству 
клеток (%) монослоя с характерными для воз-
действия вирусов изменениями по условной 
четырехбалльной шкале и выражали в уров-
не (%) ЦПД: «–» (0% ЦПД); «+» (<25% ЦПД); «++» 
(от 25 до 50% ЦПД); «+++» (от 50 до 75% ЦПД) 
и «++++» (от 75 до 100% ЦПД). При отсутствии 
ЦПД на 5 сут предполагали латентное размно-
жение вируса. С целью обнаружения вируса 
в последующих генерациях разрушали предпо-
ложительно зараженные клетки методом «замо-
раживания–оттаивания», получали суспензию 
разрушенных клеток, которую использовали 
в качестве ВСЖ для последующих «слепых» пас-
сажей на монослое интактных клеток. При 0% 
ЦПД после третьего слепого пассажа клеточную 
культуру считали нечувствительной к вирусу.

Для определения концентрации энтеровирус-
ной РНК штамма CB5-8100 в ВСЖ использовали 
метод ПЦР в реальном времени, набор реаген-
тов «АмплиСенс® Enterovirus-FL» (ФБУН «ЦНИИ 
эпидемиологии» Роспотребнадзора). Величина 
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порогового цикла амплификации (Ct) в пробах 
позволяет оценивать концентрацию энтерови-
русной РНК. Значения Ct в пробах, не превы-
шающие 40 циклов, были интерпретированы 
как положительные согласно инструкции произ-
водителя набора реагентов.

Для выявления инфекционной активности ви-
руса HSV‑1/L-2, полученного при культивирова-
нии с использованием монослоя клеточной куль-
туры, выращенной в 96-луночных культуральных 
планшетах, проводили титрование ВСЖ путем 
десятикратного последовательного разведения 
(от 10-1 до 10-8). Результаты учитывали по выявле-
нию характерного ЦПД после совместного куль-
тивирования в течение 5 суток в условиях СО2-ин-
кубатора при 37 °C. Расчет титра вируса в ВСЖ 
проводили по методу Спирмена–Кербера [16].

Статистическая обработка результатов
Оценку статистической значимости различий 

средних значений ЦПД на клеточных культу-
рах при инфицировании клеток ФППС и ФГПС 
в экспериментах проводили с использованием 
t-критерия Стьюдента. Доказательство гипотезы 
H0 о несущественности различий отвергалось 
при p<0,05. Оценку соответствия нормально-
му распределению осуществляли с использо-
ванием теста Колмогорова–Смирнова. Дока-
зательство гипотезы H0 о выборке, в которой 
распределение соответствовало нормальному, 
принимали при p>0,05.

Результаты и обсуждение
Клетки диплоидной клеточной культуры 

ФППС, характеризующиеся ориентированным 
ростом, морфологически были представлены 
как эпителиоподобные клетки с четкими гра-
ницами. ФППС стабильно сохраняли модальное 
число хромосом в кариотипе (2n=38) на протя-
жении полного периода культивирования. Ко-
личество клеток с аномальными формами ин-
терфазного ядра не превышало 2,1% от числа 
делящихся клеток. Уровень митотической актив-
ности ФППС на 3 сут роста составлял 14,0±1,0%.

Диплоидная клеточная культура ФГПС была 
представлена фибробластоподобными клетками 
с четкими границами. Модальное число хромо-
сом в кариотипе (2n=38). Количество клеток с ано-
мальными формами интерфазного ядра не пре-
вышало 1,7%. Уровень митотической активности 
клеток составлял 14,8±1,56% на 3 сут роста.

Клеточные культуры исследовали на присут-
ствие микоплазменной инфекции методом лю-

4	 Паспорт культуры ФППС (идентификатор «20180503»). ЕНИИВИ ФБУН «ГНЦ ВБ “Вектор”» Роспотребнадзора; Екатеринбург. 
Паспорт культуры ФГПС (идентификатор «20180716»). ЕНИИВИ ФБУН «ГНЦ ВБ “Вектор”» Роспотребнадзора; Екатеринбург.

минесцентной микроскопии. Неспецифическая 
дегенерация монослоя клеток начиналась не ра-
нее 10 сут, что указывало на отсутствие конта-
минации клеточной культуры посторонними 
агентами. На полученные клеточные культуры 
ФППС и ФГПС разработаны паспорта4.

Первая серия экспериментов с двумя дипло-
идными клеточными культурами ФППС и ФГПС 
состояла в изучении их чувствительности 
к энтеровирусу CVB5 (штамм CB5-8100). Высо-
кая чувствительность к вирусу выявлена у ФППС 
на третьем пассаже (табл. 1), что характеризу-
ет эту клеточную культуру как высокочувстви-
тельную [12]. Цитопатическое действие штамма 
CB5‑8100 вируса CVB5 на культуру ФГПС соста-
вило 37,5±4,8% ЦПД, что характеризует культуру 
клеток как слабочувствительную.

С целью выявления репликации РНК CVB5 в ис-
следуемых клеточных культурах определена 
относительная концентрация энтеровирусной 
РНК штамма CB5-8100 в ВСЖ, полученной в ци-
кле «замораживания–оттаивания» проб после 
третьего пассажа на клеточных культурах. По-
лученные результаты (табл. 2) подтверждают 
репликацию РНК энтеровируса штамма CB5-
8100 в клетках ФППС и ФГПС, при этом наи-
большая относительная концентрация копий 
энтеровирусной РНК зарегистрирована в куль-
туре клеток ФППС [12].

Результаты указывают на возможность ис-
пользования диплоидной культуры ФППС 
для репродукции энтеровируса CVB5. Уста-
новлены высокие показатели цитопатического 
действия вируса (87,5±3,3% ЦПД), подтверж-
денные низкой величиной порогового цикла 
(22,0– 24,0  Ct), указывающей на удовлетвори-
тельную концентрацию копий вируса при ам-
плификации энтеровирусной РНК (1000–4000 
копий в пробе 0,2 мл). Клеточная культура ФГПС 
показала слабую чувствительность к штамму 
CB5-8100 (37,5±4,8% ЦПД; 33,4–36,6 Ct и 1–5 ко-
пий соответственно).

Вторая серия экспериментов с клеточными 
культурами ФППС и ФГПС состояла в изучении 
их чувствительности к штамму HSV‑1/L-2 герпес
вируса HSV‑1. Уровень 92,1±5,5% ЦПД вируса 
на клеточную культуру выявлен у ФППС на треть-
ем пассаже, что характеризует эту клеточную 
культуру как высокочувствительную (табл. 3). 
Показатель цитопатического действия штамма 
HSV‑1/L-2 на клеточной культуре ФГПС составил 
45,7±5,9% ЦПД и характеризует ее как слабочув-
ствительную.
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С целью подтверждения достоверности ре-
зультатов, а также выявления инфекционной ак-
тивности штамма HSV‑1/L-2 вируса HSV‑1 прово-
дили титрование ВСЖ после 3-го пассажа путем 
десятикратного последовательного разведения 
(от 10-1 до 10-8) для определения показателя 
ТЦД50 как наибольшего разведения ВСЖ, при ко-
тором вирус способен вызвать ЦПД у 50% инфи-
цированных клеток (табл. 4).

Уровень инфекционной активности штам-
ма HSV‑1/L-2 в клетках ФППС (табл. 4) признан 
как удовлетворительный, а в клетках ФГПС 
как низкий относительно исходной инфекцион-
ной активности вируса в ВСЖ музейного штам-
ма HSV‑1/L-2, культивированного на клетках 
ЛЭЧ‑3 (105,75 ТЦД50/0,2 мл).

Полученные данные указывают на возмож-
ность использования диплоидной культуры ФППС 
для репродукции HSV‑1: установлены высокие 
показатели цитопатического действия (92,1±5,5% 
ЦПД) на фоне удовлетворительного уровня ин-
фекционной активности (104,25 ТЦД50/0,2 мл). 
Клеточная культура ФГПС показала слабую чув-

ствительность к штамму HSV‑1/L-2 (45,7±5,9% 
ЦПД и 102,75 ТЦД соответственно).

Таким образом, в серии экспериментов, по-
священных изучению чувствительности дипло-
идных клеточных культур животного проис-
хождения (ФГПС и ФППС) к вирусам кишечной 
группы CVB5 и респираторной группы HSV‑1, 
установлено, что культура клеток ФППС ха-
рактеризуется удовлетворительной восприим-
чивостью в отношении этих вирусов, отвечает 
заявленным целям и будет востребована в ви-
русологической практике с целью выделения 
и изучения актуальных и наиболее распростра-
ненных на территории Российской Федерации 
вирусных патогенов. Клеточная культура ФГПС 
имела низкую чувствительность к изучаемым 
штаммам вирусов, однако ввиду отсутствия 
полной резистентности может быть кандидатом 
для оценки спектра чувствительности к дру-
гим представителям CVB5 и HSV‑1. Клеточные 
культуры ФГПС и ФППС паспортизированы 
для вирусологического применения. Главный 
банк клеток культуры ФППС (56 ампул, 224 млн 

Таблица 2. Концентрация копий вирусной РНК в пробах энтеровируса CVB5 штамма CB5-8100 на культурах клеток 
(по А.В. Алимову с соавт. [12] с изменениями)
Table 2. Concentration of viral RNA copies in the samples of enterovirus CVB5 strain CB5-8100 in cell cultures (adapted from A.V. 
Alimov et al. [12])

Культура клеток
Cell culture

Проба
Sample Ct

Концентрация копий вирусной РНК в пробе 0,2 мл
Concentration of viral RNA copies in a 0.2 mL sample

Фибробласты почки плода свиньи (ФППС)
Porcine fetal kidney fibroblasts (PFKF)

1 24,0 1000

2 22,0 4000

Фибробласты гортани плода свиньи (ФГПС)
Porcine fetal larynx fibroblasts (PFLF)

1 33,4 5

2 36,6 1

Примечание. Ct — величина порогового цикла амплификации.
Note. Ct, threshold amplification cycle value.

Таблица 1. Уровень цитопатического действия (ЦПД) энтеровируса CVB5 штамма CB5-8100 на культурах клеток (по А.В. Али-
мову с соавт. [12] с изменениями)
Table 1. Cytopathic effect (CPE) of enterovirus CVB5 strain CB5-8100 on cell cultures (adapted from A.V. Alimov et al. [12])

Культура клеток
Сell culture

ЦПД CB5-8100, %±m
CPE of CB5-8100, %±m

1 пассаж
Passage 1

2 пассаж
Passage 2

3 пассаж
Passage 3 

Фибробласты почки плода свиньи (ФППС)
Porcine fetal kidney fibroblasts (PFKF)

25,0±4,3 37,5±4,8 87,5±3,3

Фибробласты гортани плода свиньи (ФГПС)
Porcine fetal larynx fibroblasts (PFLF)

12,5±3,3 25±4,3 37,5±4,8

Примечание. m — ошибка репрезентативности. Статистически значимые различия средних значений ЦПД при инфициро-
вании клеток ФППС и ФГПС вирусом CB5-8100 в экспериментах подтверждены с использованием t-критерия Стьюдента. 
Доказательство гипотезы H0 о несущественных различиях отвергнута при p=0,00001 (p<0,05). Нормальное распределение 
данных подтверждено при p=0,10 для ФППС и p=0,28 для ФГПС (гипотеза H0 подтверждается для p>0,05).
Note. m, selecting bias. The statistical significance of differences in mean CPE values observed in experiments with PFKF and PFLF 
cells infected with CB5-8100 was confirmed using Student’s t-test. The null hypothesis (H0) of insignificant difference was rejected 
at p=0.00001 (p<0.05). Normal data distribution was confirmed at p=0.10 for PFKF cells and p=0.28 for PFLF cells (H0 is confirmed 
for p>0.05).
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клеток, идентификатор «20180503») и культуры 
ФГПС (56 ампул, 180 млн клеток, идентифика-
тор «20180716») депонирован в криохранилище 
банка-музея клеточных культур ЕНИИВИ ФБУН 
«ГНЦ  ВБ “Вектор”» Роспотребнадзора г. Екате-
ринбурга, входящего в состав «Коллекции пе-
ревиваемых соматических клеток позвоночных 
медицинского назначения» Российской коллек-
ции клеточных культур (РККК)5.

Выводы
1)	 Получены новые диплоидные культуры кле-

ток ФГПС и ФППС. ФППС представляют собой 
эпителиоподобные клетки с четкими грани-
цами, уровнем митотической активности 
14,0±1,0% при патологии митоза не более 
2,1% от числа делящихся клеток и модаль-
ным числом хромосом в кариотипе 2n=38. 
ФГПС — фибробластоподобные клетки с чет-
кими границами, уровнем митотической ак-
тивности 14,8±1,56% с патологией митоза 

5	 Российская коллекция клеточных культур ФГБУН «Институт цитологии Российской академии наук». https://www.incras.
ru/institut/struktura/ckp/rossijskaja-kollekcija-kletochnyh-kultur/

не более 1,7% и аналогичным модальным 
числом хромосом (2n=38).

2)	 Установлен высокий уровень цитопатиче-
ского действия вирусов CVB5 (штамм CB5-
8100) — 87,5±3,3% и HSV‑1 (штамм HSV‑1/L-2) — 
92,1±5,5% на клеточную культуру ФППС 
при более низких показателях (37,5±4,8% 
и 45,7±5,9%) цитопатического действия тести-
руемых вирусов на клеточную культуру ФГПС.

3)	 Высокая чувствительность диплоидной кле-
точной культуры ФППС подтверждена значи-
тельной концентрацией в ВСЖ энтеровируса 
CVB5 (штамм CB5-8100) — от 1000 до 4000 
копий вирусной РНК/0,2 мл и инфекционной 
активностью HSV‑1 (штамм HSV‑1/L-2) — 104,25 
ТЦД50/0,2 мл. Чувствительность диплоид-
ной клеточной культуры ФГПС к CB5-8100 
не превысила 1−5 копий вирусных РНК/0,2 мл, 
к HSV‑1/L-2 — 102,75 ТЦД50/0,2 мл, что харак-
теризует изучаемую культуру как слабочув-
ствительную.

Таблица 3. Уровень цитопатического действия (ЦПД) герпесвируса HSV‑1 штамма HSV‑1/L-2 на культурах клеток
Table 3. Cytopathic effect (CPE) of herpesvirus HSV‑1 strain HSV‑1/L-2 on cell cultures

Культура клеток
Cell culture

ЦПД HSV‑1/L-2, %±m
CPE of HSV‑1/L-2, %±m

1 пассаж
Passage 1

2 пассаж
Passage 2 

3 пассаж
Passage 3 

Фибробласты почки плода свиньи (ФППС)
Porcine fetal kidney fibroblasts (PFKF)

35,6±5,3 54,6±5,9 92,1±5,5

Фибробласты гортани плода свиньи (ФГПС)
Porcine fetal larynx fibroblasts (PFLF)

19,9±5,6 30,5±5,7 45,7±5,9

Примечание. m — ошибка репрезентативности. Статистически значимые различия средних значений ЦПД при инфицирова-
нии клеток ФППС и ФГПС вирусом HSV‑1/L-2 в экспериментах были подтверждены с использованием t-критерия Стьюден-
та при p=0,0001 (гипотеза H0 опровергнута для p<0,05); распределение данных выборки соответствует нормальному при 
p=0,11 для ФППС и p=0,12 для ФГПС (гипотеза H0 подтверждена для p>0,05).
Note. m, selecting bias. The statistical significance of differences in mean CPE values observed in experiments with PFKF and PFLF 
cells infected with HSV‑1/L-2 was confirmed using Student’s t-test at p=0.0001 (H0 was rejected at p<0.05); the sample data distri-
bution corresponded to normal at p=0.11 for PFKF and p=0.12 for PFLF (H0 was confirmed at p>0.05).

Таблица 4. Инфекционная активность герпесвируса HSV‑1 штамма HSV‑1/L-2 в вируссодержащей жидкости (ВСЖ), получен-
ной при культивировании вируса на культурах клеток
Table 4. Infectious activity of herpesvirus HSV‑1 strain HSV‑1/L-2 in the virus-containing liquid (VCL) from virus cultivation in cell 
cultures

Культура клеток
Cell culture

Инфекционная активность HSV‑1/L-2 после 3 пассажа, ТЦД50/0,2 мл
Infectious activity of HSV‑1/L-2 after passage 3, TCID50/0.2 mL

Фибробласты почки плода свиньи (ФППС)
Porcine fetal kidney fibroblasts (PFKF)

104,25

Фибробласты гортани плода свиньи (ФГПС)
Porcine fetal larynx fibroblasts (PFLF)

102,75

Примечание. ТЦД50 — тканевая цитопатическая доза: наибольшее разведение ВСЖ, в которой вирус способен вызвать цито-
патическое действие у 50% инфицированных клеток.
Note. TCID50 (tissue cytopathic dose): the highest VCL dilution at which the virus is able to cause a cytopathic effect in 50% of 
the infected cells.

https://www.incras.ru/institut/struktura/ckp/rossijskaja-kollekcija-kletochnyh-kultur/
https://www.incras.ru/institut/struktura/ckp/rossijskaja-kollekcija-kletochnyh-kultur/
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