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КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КЛЕТОК НА МИКРОНОСИТЕЛЯХ 
В БИОРЕАКТОРАХ 

Использование в производстве вакцин метода культивирования клеток и вирусов 
на микроносителях в суспензии в биореакторах позволяет увеличить выход клеточной 
популяции и вирусного материала. Культивирование клеток в суспензии требует приме-
нения бессывороточных сред с высокой концентрацией питательных веществ, обога-
щенных микроэлементами, витаминами, факторами роста и другими компонентами.  

Цель настоящего исследования – разработка технологии культивирования 
клеток 4647 в бессывороточных средах на микроносителях в биореакторах. 

Проведено сравнительное изучение эффективности бессывороточных сред 
ВекторВак-ПС2, SFM4 MegaVir и OptiМЕМ при культивировании клеток на различ-
ных микроносителях в биореакторе. 

В результате проведенных исследований отработан метод культивирования 
клеток в биореакторе. Установлено, что использование декстрановых микроноси-
телей в качестве подложки не отражается на морфологии клеток и на особенно-
стях их репродукции. Для культуры клеток 4647 оптимальным является микроноси-
тель Cytodex-1. Бессывороточные среды SFM4 MegaVir и OptiМЕМ пригодны для 
культивирования клеток и могут быть использованы в процессе получения вакцин. 

Ключевые слова: культура клеток 4647, микроносители, бессывороточная 
питательная среда, биореактор, вакцины. 
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THE CULTIVATION OF CELLS ON MICROCARRIERS 
IN BIOREACTORS 

The use of the method of cell and virus culture on microcarriers in suspension in bi-
oreactors in vaccine production allows to increase the yield of cell population and viral 
material. The cultivation of cells in suspension requires the use of serum-free nutrient me-
dium with a high concentration of nutrients enriched with trace elements, vitamins, growth 
factors and other components.  
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The purpose of this study is development of technology of cultivation of cells 4647 in 
serum free media on microcarriers in bioreactors. 

A comparative study of the effectiveness of the serum free nutrient medium 
VectorVac-PS2, SFM4 MegaVir and OptiМЕМ cells during cultivation in different 
microcarriers in the bioreactor. 

As a result of the research, the method of cell culture in the bioreactor has been 
worked out. It is established that the use of dextran microcarriers as a substrate does not 
affect the morphology of cells and the peculiarities of their reproduction.  

For cell culture 4647 optimum microcarriers Cytodex-1. Serum free medium SFM4 
MegaVir and OptiМЕМ suitable for the cultivation of cells and can be used in the process 
of receiving vaccines. 

Keywords: cell culture 4647, microcarriers, serum-free nutrient medium, bioreac-
tor, vaccines. 
 

Во ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора на основе переви-
ваемой культуры клеток 4647 получена кандидатная живая вакцина 
против натуральной оспы и других ортопоксвирусных инфекций [1–3]. 
При разработке технологии противооспенной вакцины VACΔ6 были 
использованы традиционные методы культивирования клеток в куль-
туральных флаконах и роллерных бутылях, что не отвечает в полной 
мере современным требованиям, предъявляемым к производству куль-
тур клеток, вирусов и вакцин. Метод культивирования клеток в биоре-
акторах является альтернативным методом при производстве вирусных 
вакцин, так как позволяет увеличить выход клеточной популяции и ви-
русного материала на единицу объема культурального сосуда и среды, 
существенно снизить материальные затраты [4]. 

Культуры клеток способны расти в биореакторах как в суспен-
зии, так и на микроносителях (МН). МН представляют собой мелкие 
твердые микрочастицы размером 50–400 мкм. Клетки прикрепляются к 
поверхности частиц МН и, размножаясь, образуют сплошной монослой 
на каждой отдельной частице [5]. Использование МН дает клеткам, об-
ладающим адгезивными свойствами, все преимущества крупномас-
штабных суспензионных культур, так как при этом сочетаются поло-
жительные стороны монослойного и суспензионного культивирования 
в биореакторе. В настоящее время разработаны многочисленные виды 
МН, которые отличаются между собой по составу, по типу покрытия и 
по технологии получения. В зависимости от химического состава МН 
могут иметь различную консистенцию и электростатический заряд по-
верхности. При выборе МН, как правило, тестируют несколько видов, 
так как универсального микроносителя, подходящего для выращива-
ния всех типов клеточных культур, не существует [6].  
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Правильный подбор питательной среды способствует оптимизации 
процесса пролиферации клеток при культивировании клеток на 
различных типах МН. Для успешного культивирования клеток на МН 
большое значение имеет питательная среда. Состав используемой пита-
тельной среды является фактором, оказывающим большое влияние на 
клеточный метаболизм и, следовательно, на выход вируса. Если состав 
базовых (основных) вирусологических питательных сред известен и при-
водится в каталогах большинства коммерческих компаний, то прописи 
специализированных бессывороточных питательных сред (БС) являются 
предметом собственности компаний и недоступны для широкого исполь-
зования [7]. В последние годы проводятся активные исследования по 
применению БС при получении вакцинных препаратов. БС имеют опре-
деленные преимущества, они улучшают воспроизводимость результатов 
вследствие большей стабильности состава среды и облегчают очистку 
конечного продукта [8–10]. Использование БС для культивирования кле-
ток и вирусов позволяет сделать процесс получения вакцин более кон-
тролируемым, значительно уменьшить риск контаминации. 

Целью настоящей работы является разработка технологии куль-
тивирования клеток 4647 в БС на МН в биореакторах. 

Экспериментальная часть. В работе использовали перевиваемую 
культуру клеток 4647 (почка африканской зеленой мартышки) из коллек-
ции культур клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора [11].  

Клетки культивировали в стационарных условиях в ростовой пита-
тельной среде, состоящей из 90 % питательной среды Игла МЕМ (ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора) и 10 % сыворотки крови плодов 
коровы (Gibco, США). Посевная концентрация составляла 1105 клеток в 
1 мл, кратность рассева 1:3 – 1:4. Для пересева культур клеток в качестве 
диспергента применяли 0,25%-ный раствор трипсина и 0,02%-ный рас-
твор Версена (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора) в соотноше-
нии 1:2. Время снятия клеток с подложки составляло 10–15 мин. Культу-
ры клеток инкубировали при температуре 37 °С в течение 72–96 ч. Кле-
точную массу для биореактора нарабатывали до 4×108 клеток.  

В биореакторах клетки культивировали в БС ВекторВак-ПС2 
(ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора) и БС SFM4 MegaVir, 
OptiМЕМ (HyClone, США). В качестве микроносителей применяли 
Cytodex-1, Cytodex-2, Cytodex-3 фирмы Sigma (США) и Hillex II 
(Solohill, США).  

МН помещали в силиконизированную посуду, добавляли фос-
фатно-буферный раствор (рН 7,48), при легком покачивании оставляли 
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на 3 ч, раствор сливали, процедуру повторяли три раза, добавляли све-
жий раствор из расчета 50 мл на 1 г МН и стерилизовали в паровом 
стерилизаторе при 1 атм в течение 15 мин. После стерилизации раствор 
полностью удаляли, МН заливали питательной средой, встряхивали, 
осаждали, питательную среду удаляли. МН ресуспендировали в свежей 
порции питательной среды из расчета 250 мл на 1 г носителя, затем 
среду удаляли. МН были готовы для использования.  

В биореакторы «Мультиген» (Германия) с объемом культурального 
сосуда 2000 мл (рабочий объем 1000 мл) вносили по 400 мл питательной 
среды, содержащей 5 % сыворотки крови плодов коровы, МН в количест-
ве 10 г/л и культуру клеток с концентрацией (3,5–4) × 105 клеток в 1 мл. 
Осаждение клеток на МН проводили в течение 12 ч в режиме периодиче-
ского перемешивания (2 мин перемешивание, 10 мин перерыв), затем до-
полнительно в сосуд биореактора вносили по 450 мл питательной среды и 
включали постоянное перемешивание. Культуры клеток инкубировали 
при температуре 37 °С.  

Ежедневно отбирали пробы и определяли полноту заполнения 
микроносителей клетками, морфологию культуры и выход клеточного 
материала.  

Каплю суспензии помещали на предметное стекло и с помощью 
светового микроскопа (Carl Zeiss, Германия) оценивали морфологию и 
полноту заполнения микроносителей клетками. Микрофотосъемку 
проводили, используя цифровую фотокамеру и инвертированный мик-
роскоп (Carl Zeiss, Германия). 

Выход клеточного материала определяли через 24 и 48 ч роста 
культуры. В процессе культивирования из биореактора через пробоот-
борник брали пробу для анализа. Пробу отстаивали в течение 2–3 мин, 
осадок МН с клетками отмывали два раза диспергентом, затем вновь 
добавляли диспергент и перемешивали в течение 10 мин. Супернатант 
с отслоившимися клетками отбирали и проводили подсчет клеток [12].  

Результаты и обсуждение. При разработке противооспенной вак-
цины VACΔ6 в качестве субстрата была выбрана перевиваемая культура 
клеток 4647. Линия клеток получена из почки африканской зеленой мар-
тышки Л.Л. Мироновой с соавт. 1974 г. в Институте полиомиелита и ви-
русных энцефалитов им. М.П. Чумакова [13]. Во ФБУН ГНЦ ВБ «Век-
тор» клетки поступили в 1987 г. на 96-м пассаже. В 2002 г. были созданы, 
криоконсервированы и аттестованы посевной и рабочий банки клеток 
4647. Банки клеток сертифицированы ГИСК им. Л.А. Тарасевича МЗ РФ 
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и Комитетом МИБП МЗ РФ и рекомендованы для приготовления диагно-
стических препаратов и производства профилактических медицинских 
иммунобиологических препаратов [14]. 

Культура 4647 представлена полигональными эпителиоподобны-
ми клетками. Ядра круглые и овальные, преимущественно с 1–2 яд-
рышками и мелкими включениями хроматина, цитоплазма клеток не 
вакуолизирована, границы клеток четко различимы (рис. 1).  
 

 

Рис. 1. Культура клеток 4647  

Культура клеток 4647 субстрат- 
зависимая, способна расти как в моно-
слое, так и в псевдосуспензионных ус-
ловиях на МН в биореакторе. При мо-
нослойном культивировании после пе-
ресева клетки оседали, прикреплялись, 
распластывались на подложке изоли-
рованно друг от друга и начинали де-
литься. Через 24 ч роста островки кле-
ток  постепенно  стягивались  и  к  48  ч 

образовывали ровный слой. На 72–96 ч роста клетки формировали плот-
ный слой при кратности рассева 1:3 – 1:4. 

Для получения клеточной массы культуру пассировали, нараба-
тывали биомассу до 4×108 клеток. Дальнейшее культивирование кле-
ток проводили в биореакторе.  

Успех культивирования клеток на МН в биореакторе зависит от 
процесса адгезии клеток на МН. Низкая эффективность прикрепления 
и неоднородное распределение клеток на МН в момент посева может 
привести к пустым носителям и, следовательно, к уменьшению макси-
мальной клеточной плотности на выходе. Клетки, не прикрепившиеся 
к МН, остаются в суспензии и после нескольких часов погибают. 

Нами был оптимизирован процесс подготовки МН. Перед исполь-
зованием МН предварительно обрабатывали в течение 3 ч сывороткой 
крови плодов коровы, что способствовало равномерному прикреплению 
клеток к поверхности МН. Процесс адгезии клеток к МН длился от 6 до 
12 ч. Если к этому времени большая часть клеток не прикреплялась к но-
сителям, время адгезии увеличивали. В течение 12 ч клетки оседали на 
МН, распластывались и прикреплялись на поверхности МН, через 24 ч на 
МН появлялись очаги роста, к 48 ч образовывался монослой на каждой 
отдельной частице МН. Следует отметить, что при культивировании кле-
ток 4647 на МН в биореакторе морфология культуры не изменялась. 
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В работе использовали МН разного типа. Так, МН Hillax II пред-
ставляет собой модифицированные полистироловые сферы с закреп-
ленными на поверхности катионами триметиламмония для придания 
поверхности МН положительного заряда. МН Cytodex-1 – это декстра-
новые поперечно сшитые с пористой структурой частицы, пригодные 
для выращивания различных клеточных линий, они имеют заряд, кото-
рый равномерно распределен по всему объему частицы. МН Cytodex-2 
в отличие от Cytodex-1 обладает несколько сниженной способностью 
клеток к сорбции субстрата. МН Cytodex-3 представлен декстрановы-
ми частицами, покрытыми денатурированным коллагеном или пере-
крестно сшитым желатином [6]. 

С целью выбора оптимальных МН для культивирования клеток 
4647 проводили сравнительную оценку качества МН разного типа, при 
этом определяли динамику прикрепления и распластывания клеток, 
сроки формирования монослоя, а также выход клеточного материала.  

Наибольшую адгезивную активность клеток через 6 ч после по-
сева отмечали на МН Hillex II, клетки собирались в конгломераты по 
периметру частиц, при этом пустые МН отсутствовали, в то время как 
на МН Cytodex-1, Cytodex-2, Cytodex-3 наблюдали равномерное оседа-
ние отдельных клеток. Через 24 ч роста клеток картина резко менялась, 
на частицах Hillex II монослой не формировался, около 50 % МН были 
пустыми, а к 48 ч количество пустых МН достигало 100 % (рис. 2). 
 

     
                                                а                                               б  

Рис. 2. Культивирование клеток 4647 в биореакторе на МН Hillex II: 
через 6 ч (а) и 24 ч (б) роста клеток 

При культивировании клеток 4647 на МН Cytodex-1, Cytodex-2 и 
Cytodex-3 существенного различия между кратностью прироста клеток 
не обнаружено. В течение 24 ч клетки оседали, прикреплялись и рас-
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пластывались на МН, появились очаги роста, через 48 ч клетки зани-
мали более 80 % МН, образовывали монослой, количество клеточного 
материала увеличивалось до (1,0–1,2)×109 клеток (рис. 3). Следует от-
метить, что при культивировании клеток в биореакторе на МН 
Cytodex-1 была отмечена наиболее интенсивная пролиферация клеток, 
процент заполнения МН достигал 90 %.  
 

     
                                                а                                               б 

Рис. 3. Культивирование клеток 4647 в биореакторе на МН Cytodex-1 
через 6 ч (а) 24 ч (б) роста клеток 

В результате проведенных исследований было установлено, что 
пригодными для культивирования субстратзависимых клеток 4647 в 
биореакторе являются декстрановые МН. 

При создании и производстве вирусных вакцин одним из важ-
нейших факторов является состав питательной среды. Культивирова-
ние клеток в суспензии требует применения более сложной среды с 
высокой концентрацией питательных веществ, обогащенной микро-
элементами, витаминами, факторами роста и другими компонентами. 
Использование в производстве вакцин БС позволяет избежать присут-
ствия чужеродного белка и, как следствие, значительно снизить затра-
ты по очистке препарата [8–10]. 

Проведено сравнительное изучение эффективности бессыворо-
точных сред ВекторВак-ПС2, SFM4 MegaVir и OptiМЕМ при культи-
вировании клеток 4647 на МН в биореакторе (рис. 4). 

БС SFM4 MegaVir и OptiМЕМ обеспечивают рост клеток на МН, 
клетки имеют типичную для данной культуры морфологию, МН запол-
нены клетками, культура обладает высокой пролиферативной активно-
стью (индекс пролиферации через 48 ч составляет 3,0). При культивиро-
вании в БС ВекторВак-ПС2 клетками были закрыты почти все МН, но 
при этом наблюдали снижение пролиферативной активности до 1,5. 
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Рис. 4. Культивирование клеток 4647 на МН Cytodex-1 в различных БС: 
а – БС ВекторВак-ПС2; б – БС SFM4 MegaVir 

Таким образом, отработан метод культивирования клеток 4647 в 
БС на МН в биореакторе. Установлено, что использование декстрано-
вых МН Cytodex-1, Cytodex-2 и Cytodex-3 в качестве подложки не от-
ражается на морфологии клеток и на особенностях их репродукции. 
Для культуры клеток 4647 оптимальным является МН Cytodex-1. 
БС SFM4 MegaVir и OptiМЕМ пригодны для культивирования клеток 
и могут быть использованы в процессе получения вакцин. 
 

Исследование проводилось в рамках выполнения государственного 
задания ГЗ-10/19 «Разработка технологии высокоэффективного 
производства противооспенной вакцины VACΔ6 на микроносителях в 
биореакторах». 
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