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Таблица 2. – Результаты исследования твердых частиц металла в воздухе рабочей зоны в зави-
симости от толщины разрезаемого металла на плазменной установке резки металла «Ванад»  (n = 
3) 

 
Толщина стали,  

мм 
Результат исследования 

(пыль железа), мг/м3 
2 0,33 

12 0,78 
25 0,98 
36 1,14 
50 1,32 

 
Результаты исследований говорят нам о том, что при разке металла толщиной более 40 мм пре-

дельно допустимые значения превышены. А это значит, что наличие местных установок вытяжной 
вентиляции нуждаются в более частой замене сменных фильтров. 

Исходя из результатов всех исследований, можно сделать вывод, что на протяжении работы 
установки для плазменной резке металла, вредные выбросы в воздухе рабочей зоны заготовитель-
ного участка заготовительно-сварочного цеха соответствуют нормам. 
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В настоящее время в медицине и ветеринарии нашли широкое применение иммуномодуляторы 

нового поколения – цитокины. 
Цитокины активны в очень малых концентрациях, они регулируют пролиферацию и диффе-

ренцировку клеток иммунной системы. 
Учитывая на высокую биологическую активность для клеток животного, растительного и мик-

робного происхождения in vivo и in vitro, мы провели настоящие исследования, целью которых 
было изучение возможности использования цитокинов в качестве активаторов метаболизма куль-
тур клеток животных in vitro для репродукции на них вирусов.  

В опытах использовали культуры клеток MDBK и BHK -21/13-02, полученные из коллекции 
культур клеток ФГБНУ «ФЦТРБ - ВНИВИ». Для выращивания культур клеток использовали пи-
тательные среды: Игла МЕМ, раствор Версена, трипсина, Хэнкса, сыворотки крови крупного ро-
гатого скота (СКРС), сыворотки крови плодов (СКПК). В качестве активаторов метаболизма кле-
ток использовали коммерческие цитокины: IL - 3, IL - 6, колоностимулирующий фактор – G - CSF 
производства ООО «Цитокин» (Санк - Петербург).  Экспериментальным путем определяли стиму-
лирующие и ингибирующие дозы цитокинов и добавляли в среды с культурами клеток из расчета 
30 до 500 пг/см3. 
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Установлено, что из испытанных классов цитокинов наиболее активным оказался интерлейкин 
– 6 (IL - 6), которой при внесении в ростовую среду в концентрации 30 - 60 нг/ см3

, оказывал мета-
болизмстимулирующий эффект, обеспечивая индекс пролиферации клеток линии MDBK в 1,33 
раза и линии клеток ВНК - 21/13 – 02 - в 1,17 раза соответственно. 

Ключевые слова: КУЛЬТУРА КЛЕТОК, ЦИТОКИНЫ, АНТИГЕНЫ, ГОМОГЕННОСТЬ, 
КОНФЛЮЭНТНЫЙ МОНОСЛОЙ 

Введение. К системе цитокинов в настоящее время относят около 200 индивидуальных поли-
пептидных веществ [2, 9, 10]. Все они имеют ряд общих биохимических и функциональных харак-
теристик, среди которых важнейшими считаются следующие: плейотропность и взаимозаменяе-
мость биологического действия, отсутствие антигенной специфичности, проведение сигнала пу-
тем взаимодействия со специфическими клеточными рецепторами, формирование цитокиновой 
сети [3, 7, 11]. Учитывая, что для длительного культивирования клеток крови и стволовых клеток 
костного мозга необходим ряд клеточных факторов, включающих цитокины (SCF, IL-3, IL - 6.G - 
CSF) [9], использование полимеров (поли - (И), поли - (С) и ДЭАЭ – декстрана), являющихся ин-
дукторами цитокинов и интерферона [5], позволили бы достичь значительных успехов в биотех-
нологии, клеточной и генной инженерии. 

Известно, что в настоящее время эффективными, стимулирующими рост средствами являются, 
например, рекомбинантные цитокины (интерлейкины, эритропоэтин, колониестимулирующие 
факторы), производные гликозаминогликанов (D - глюкуроновая кислота, N -ацетилнейраминовая 
кислота, глицирам), эпидермальный фактор роста, гепаринсвязывающие факторы роста и многие 
другие [6]. 

Цитокины оказывают влияние практически на все клетки, воздействуя на большинство процес-
сов, протекающих в организме [1, 8]. 

Первые методы по обнаружению цитокинов были связаны с определением их активности, 
культивированием иммунокомпетентных клеток и клеточных линий. 

Использование цитокинов имеет ряд преимуществ перед другими препаратами (вакцины, сы-
воротки): во – первых, небольшие дозы цитокинов индуцируют интенсивный иммунный ответ и 
запускают синтез собственных медиаторов; во – вторых, многие цитокины обладают полифункци-
ональностью (например, интерферон – ИНФ), оказывая противовирусное, антибактериальное, 
противоопухолевое действие, в - третьих, применение цитокинов может сочетаться с другими ме-
диаторами, вакцинами, антибиотиками, сыворотками и т.д. [4]. Согласно данным ряда исследова-
телей, цитокины представляют собой регуляторные пептиды, которые продуцируются почти все-
ми кариотическими клетками. 

Поэтому есть основание предположить, что цитокины могут быть использованы в качестве 
ростстимулирующего фактора при культивировании клеток животных в искусственных условиях 
(in vitro) для репродукции  вирусов при изготовлении вакцинных препаратов. 

Однако эти исследования единичны и поэтому не дают полного представления о роли цитоки-
нов в клеточной биотехнологии.  

С учетом актуальности проблемы, проводили настоящие исследования, целью которых было 
изучение возможности использования цитокинов в качестве активаторов  метаболизма культур 
клеток животных in vitro для репродукции на них вирусов.  

Материалы и методы исследований. В исследованиях использовали питательные среды: Иг-
ла МЕМ, раствор Версена, трипсина, Хэнкса, сыворотку крови крупного рогатого скота (СККРС), 
сыворотку крови плодов коровы (СКПК). Культуры клеток пересевали с коэффициентом пассиро-
вания 1:2 – 1:3. В качестве паспортизированных клеточных культур использовали 2 линии переви-
ваемых клеток: MDBK, BHK 21/13 - 02, полученные из коллекции культур клеток ФГБНУ 
«ФЦТРБ-ВНИВИ». Рабочее растворы цитокинов готовили согласно патенту РФ [4]. 

Результаты исследований. Влияние цитокинов на культуры клеток изучали методом их сов-
местного культивирования после 24 - часового культивирования, клеточный монослой исследова-
ли с помощью инвертированного микроскопа (Nikon Eclipse TS 100) по следующим параметрам: 
процент покрытия поверхности, форма клеток, количество клеточных агрегатов. 

Результаты оценки влияния испытуемых цитокинов на культуры клеток представлены на ри-
сунке 1. 
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Рис. 1 – культуры клеток: ВНК- 21 – 13/02 – А – контроль, Б – IL -6, В- G-CSF; MDBK – Г - кон-

троль, Д- IL – 6, Е – G – CSF; (об.10×, ок. 7×, окраска по Романскому - Гимза) 
 
Из представленных на рисунке данных видно, что клетки, выращенные в цитокинсодержащей 

среде, имели форму, характерную для данного вида клеток с четко выраженными границами, без 
признаков дегенерации и морфологически не отличались от клеток, выращенных в контрольной 
среде. Монослой состоял из эпителиоподобных, плотно прилегающих друг к другу клеток, про-
лонгированной формы без зернистости цитоплазмы. 

Клетки при пересеве с коэффициентом 1:2 - 1:3 формировали конфлюэнтный монослой на 3 - 4 
сут культивирования. 

Клетки, выращенные в экспериментальной ростовой среде, имели эпителиоподобную форму, 
характерную для изучаемого вида клеток животных. 

Результаты влияния цитокинов на морфологию перевиваемых культур клеток ВНК - 21/13 - 02 
MDBK представлены на рисунке 2. 

  
А Б 

  
В Г 
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Рисунок 2. – Культуры клеток ВНК - 21/13 - 02 и MDBK, выращенные в цитокинсодержащей среде: 

А, Б – контроль; В, Г – 60 пг/ см3 IL - 6; Д, Е – 250 пг/см3 IL - 6; Ж, З – 500 пг/ см3 IL - 6 (об. 10×, ок. 7×). 
В контроле (А, Б) просматривается целостный монослой клеток. 

 
Также наблюдается морфологическая гомогенность монослоя. Плазматическая мембрана, огра-

ничивающая клетку, имеет четкое выраженные границы.  
При воздействии IL - 6 в концентрации 60 пг/см3 (В, Г) наблюдалось улучшение качества моно-

слоя. Плазматическая мембрана имела более четкие границы, плотный однородный монослой. На 
рисунке 2 (Д, Е) в монослое клеток при воздействии происходят поверхностные изменения кле-
точной морфологии, отсутствует выраженный клеточный монослой, слабо выражена плазматиче-
ская мембрана, что указывает на ослабление динамических процессов эффективного прикрепле-
ния, распластывания, пролиферации и дифференцировки. 

При увеличении дозы IL – 6 до 500 пг/см3 (Ж, З)  наблюдается большое количество клеток, ко-
торые имеют измененную форму, что свидетельствует о подавлении процесса деления и увеличе-
нии количества гибнущих клеток. 

Результаты окрашивания акридиновым оранжевым монослоя культур клеток ВНК - 21/13  -  02 
и MDBK, выращенных в цитокинсодержащей среде (60 пг/см3), представлены на рисунке 3. 

 

 
А Б 
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В Г 
Рисунок 3. – Люминесцентная микроскопия. Окраска акридиновым оранжевым: А - перевиваемая 

линия клеток MDBK (контроль); Б - перевиваемая линия клеток MDBK (цитокинстимулированная); 
В - перевиваемая линия клеток ВНК - 21/13-02 (контроль); Г – перевиваемая линия клеток ВНК – 

21/13 – 02 (цитокинстимулированная) – ок.10,×об. 
 

При люминесцентной микроскопии препаратов культур клеток MDBK и ВНК - 21/13-02 отме-
чается интенсивная люминесценция молекулярных компонентов. Зеленое свечение в большой 
степени излучает окрашенная флуорохромом ДНК, а оранжево – красное свечение – РНК. На ри-
сунке 3 (А, Б) в экспериментальных образцах клеточного монослоя, окрашенного акридиновым 
оранжевым, мертвых клеток не выявлено. 

Ядра в клетках, выращенных в средах с добавлением цитокинов, имеют ровные контуры, клет-
ки с кариорексисом и кариопикнозом отсутствуют. Клетки с 2 и более ядрами в эксперименталь-
ном монослое не выявлены, что свидетельствует о нормальном митозе клеток. 

Заключение. Таким образом, в результате проведенных исследований установлена оптималь-
ная метаболизмстимулирующая концентрация IL - 6 - 30 - 60 пг/см3 обеспечивающая стимуляцию 
метаболизма клеток линии MDBK и BHK – 21/13 – 02 с индексом пролиферации клеток в 1,33 раза 
и 1,17 раза соответственно по сравнению с контролем. 
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Эфирное масло является источником различных групп биологически активных соединений об-

ладающих фармакологическим эффектом [1]. В среднем количество компонентов в эфирном мас-
ле довольно сильно варьируется (от 10 до 170 компонентов), в связи с чем не представляется воз-
можным проанализировать их для определения эффективности в качестве лекарственного препа-
рата. Разработка лекарств занимает значительный период времени и в ходе трудоемких процессов 
открытий, синтеза и тестирования новых компонентов происходит их оценка по разным парамет-
рам. Так, молекулы должны проявлять высокую биологическую активность при низкой токсично-
сти, также важны показатели их доступа и концентрации для терапевтической мишени в организ-
ме. Традиционный способ рассмотрения фармокинетики состоит в том, чтобы выделить опреде-
лённые параметры (поглощение, распределение, метаболизм и выделение). Для того чтобы облег-
чить и значительно удешевить поиск потенциальных лекарственных компонентов появились ме-
тоды тестирования in silico, в частности для поиска компонента (лиганда) используют скрининг на 
основе ЯМР, фармакофорный анализ, виртуальный скрининг, тотальный докинг, методы хемо- и 
биоинформатики [2].  

Основываясь на результатах ранних работ, были определены основные компоненты эфирного 
масла хмеля: мирцен содержание которого варьируется в пределах 32.88±3,85%, гумулен 
(20,11±5,17%), кариофиллен (7,61±1,05%), β-фарнезен (9,78 ± 0,92%), также часто встречаемым 
компонентами являются γ-кадинен (1,8±0,27%), δ-кадинен (1,65±0,01%), кариофиллен оксид (3,45 
±0,19 %), β-пинен (0,845 ± 0,23%) [3]. Данные компоненты были использованы для метода вирту-
ального скрининга с использованием бесплатного веб - инструмента SwissADME [4].  

Учитывалось шесть физико-химических свойств молекулы: липофильность, размер, поляр-
ность, растворимость, гибкость, также рассматривались и другие критерии.  

Липофильность является одной из ключевых характеристик биологически активных веществ, 
зная её можно успешно предсказывать кинетику и динамику поведения вещества в организме, 
способность попадать в клетки через фосфолипидные мембранные барьеры, поэтому важно опре-
делить логарифм коэффициента распределения незаряженных форм субстрата, обозначающийся 
как logP [5]. Наличие растворимости молекулы значительно облегчает многие виды деятельности 
по разработке лекарств, в первую очередь простоту обращения и составления рецептуры [6]. По 
этим критериям был проведен анализ и данные представлены в таблице 1. 

Из данных таблицы 1 следует, что почти все молекулы являются липофильными, за исключе-
нием фарнезена, он незначительно отклоняется от оптимального диапазона. Также все молекулы 
являются растворимыми, но при этом не обладают необходимой полярностью. Размер же таких 
молекул как мирцен и бета-пинен не достигает нужного предела. Несмотря на эти показатели, 
важными являются также и другие.  

При оценке фармокинетики одним из критериев является коэффициент проницаемости кожи 
(log Kp), чем более отрицательное значение логарифма, тем менее проникающей через кожу явля-
ется молекула. Также необходимы знания о взаимодействии молекул с цитохромами P450, а 
именно с пятью основными изоформами (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4). 
  




