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CHARACTERISTICS OF CULTURAL PROPERTIES OF FLK CELLS, 
CHRONICALLY INFECTED WITH BOVINE LEUCOSIS 

 
Abstract. As a result of multiple studies on the cultivation of transplantable cell lines FLK set the optimum 

time of formation of monolayer and accumulation leukosis virus in suspension. 
Keywords: bovine leucosis virus, cell culture, monolayer, titer, cytopathogenic action, degeneration, cytolo-

gical drug. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА КУЛЬТУРАЛЬНЫХ СВОЙСТВ КЛЕТОК FLK, 
ХРОНИЧЕСКИ ИНФИЦИРОВАННЫЙ ВИРУСОМ ЛЕЙКОЗА 

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 
 

Аннотация. В результате проведенных исследований по выращиванию перевиваемой линии клеток 
FLK установлены оптимальные сроки формирования монослоя и накопления вируса лейкоза в суспензии. 

Ключевые слова: вирус лейкоза крупного рогатого скота, культура клеток, монослой, титр, цитопато-
генное действие, дегенарация, цитологический препарат.  

 
Введение. Лейкоз – хроническое инфекционное заболевание крупного рогатого скота (КРС) 

лимфопролиферативной природы. Болезнь диагностируют на всех континентах мира. Наиболее 
широко она распространена практически на всей территории постсоветского пространства с 
развитым животноводством, а также в странах Восточной и Западной Европы, Азии, Южной и 
Северной Америки.  

Многие авторы показывают ежегодный рост как больных, так и инфицированных вирусом 
лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС) животных. Так, РФ в структуре инфекционной патоло-
гии лейкоз занимает лидирующее место и составляет более 60% от числа инфекционных заболе-
ваний. В европейском континенте, где количество неблагополучных пунктов, от общемирового 
показателя составляет 84%, а количество больных животных достигает 99,6%. Американскими 
исследователями установлено, что ежегодные экономические потери, связанные с лейкозом КРС 
сельскому хозяйству США, обходятся в 91 миллион долларов [1].  

Согласно официальной статистики в некоторых стадах РК инфицированность КРС вирусом 
лейкоза составляет от 10 до 50%, гематологические сдвиги, характерные для лейкоза, у 10% жи-
вотных, а клинические признаки у 1-2% больных животных. В результате хозяйства, неблагопо-
лучные по данному заболеванию терпят существенный экономический ущерб, в первую очередь 
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по причине снижения годового надоя молока у серопозитивных коров на 10-14% и содержание 
жира на 0,09%, вынужденного забоя скота и выбраковки молодняка, а также из-за затрат на 
карантинные и противолейкозные мероприятия [2-9]. Впервые вирус лейкоза удалось обнаружить 
в краткосрочных культурах лимфоцитов крови инфицированных животных и адаптировать к раз-
множению в перевиваемых культурах клеток тканей животных разных видов, таких как АИД-15 
(фибробласты легкого эмбриона коровы), ПЭК (почки эмбриона коровы), Т 61-Lu (легкого 
эмбриона коровы), BLV-Simian (легкого макаки-резус), FLS (селезенка овцы), ТЭК МВА-766 
(тимус эмбриона коровы) [10]. 

Методы и средства специфической профилактики лейкоза не разработаны, поэтому все 
программы по профилактике и ликвидации инфекции основаны на серологической диагностике ее 
и ликвидации или изолировании инфицированных животных. В состав иммунологических диаг-
ностических тест-систем входит антиген ВЛ КРС. Наибольшее распространение для накопления 
антигена, изучения структуры и биосинтеза компонентов BLV получила перевиваемая клеточная 
линия FLK-BLV, полученная в США M.J. VanderMaatenetJ.M. Miller. Эта линия клеток отличается 
стабильностью и высоким уровнем продукции как вирионов, так и растворимого наружного 
гликопротеида gp51 и широко используется во всем мире для накопления вирусной биомассы с 
целью приготовления препаратов для серологической диагностики [11].  

В нашей стране для постановки реакций диагностические наборы закупаются из зарубежных 
стран и используются чаще всего для исследования, ограниченного количества животных. Заво-
зимые из-за рубежа диагностические наборы очень дорогие по стоимости и не всегда доступны 
для ветеринарной лаборатории РК, что не позволяет своевременно и качественно проводить диаг-
ностические исследования. Поэтому особую актуальность приобретают задачи конструирования 
отечественных диагностических наборов для серологической диагностики лейкоза, разработанные 
на основе клеточных культур, постоянно продуцирующих ВЛКРС.  

Задачей наших исследований являлась подбор оптимальной среды для культуральной сис-
темы, продуцирующий ВЛКРС, адаптированную к оптимальным лабораторным условиям культи-
вирования, накопления вирусной биомассы и получение из нее концентрированного очищенного 
вирусного антигена, необходимый для проведения исследований на лейкоз серологическими 
методами.  

Материалы и методы исследований. В работе использована перевиваемая линия культур 
клеток FLК-BLV, хронически инфицированные вирусом лейкоза КРС. Культура была получена из 
лаборатории культур клеток ГУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РФ.Для культивирования 
ее использовали среды Игла МЕМ, RPMI-1640, DMEMи 199 с добавлением 10% сыворотки крови 
разных видов животных, антибиотика 100 ед/мл, стрептомицина 100 мкг/мл. Пересев FLК-BLV 
проводили один раз в неделю с коэффициентом 1:3-1:4. Семисуточные культуры снимали с по-
верхности стекла с помощью смеси растворов Версена (0.025) и трипсина (0,25%) в соотношении 
9:1, предварительно подогретых до комнатной температуры, из расчета 10 мл раствора на 250 мл 
матрас. Матрасы с раствором Версена ставили в термостат на 10-15 мин., затем встряхивали. Кон-
гломераты клеток в суспензии разбивали пипетированием и отбирали 1 мл суспензии для подсчета 
клеток. Отделенные от стекла и суспендированные клетки подсчитывали в камере Горяева по 
общепринятой методике. Клетки культивировали 7 суток в термостате при температуре 370С, 
ежедневно наблюдая за ростом под микроскопом с увеличением 7х10. На 7 сутки сливали культу-
ральную жидкость для получения антигена и проводили следующий пассаж по выше описанной 
методике. Для определения активности из полученных антигенов готовили серийные разведения 
1:2, 1:4, 1:8, 1:16 и 1:32 и исследовали в РИД со стандартным коммерческим антигеном и анти-
сывороткой производства России.  

Результаты исследований и их обсуждение. В исследованиях использовали перевиваемую 
линию клеток почки эмбриона овцы (FLK), постоянно продуцирующую ВЛКРС. Для культивиро-
вания ее применяли питательную среду 199, Игла - МЕМ, ПСП и ПСС. 

При культивировании клеток и накопления вируса в высоких титрах обычно используется 
фетальная сыворотка. В связи с высокой стоимостью ее нами для замены ее с сывороткой крови 
ягненка в сравнительном аспекте изучена ее ростовые свойства с сыворотками лошадей и КРС. 
Культуру FLK выращивали в ростовой питательной среде 199 с содержанием от 10% нормальной 
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сыворотки крови ягненка, 100 мкг/см3 линкомицина и 300 мг глютамина. Посевная концентрация 
клеток в суспензии при стационарном методе культивирования в матрасах составляла в пределах 
150-300 тысяч клеток на 1 мл ростовой среды. Культуру инкубировали в термостате при темпе-
ратуре 37°С в течение 7-10 суток. Смену ростовой питательной среды на поддерживающую прово-
дили после образования плотного монослоя через 24-48 часов. Сроки формирования монослоя 
FLK, титры накопления ВЛКРС приведены в таблице 1. 

 
Таблица 1 – Результаты культивирования клеток FLK в различных видах сывороток и титры накопления вируса 

 

№ 
п/п 

Питательная  
среда 

Сроки 
культивирования, 

сут. 

Начало  
проявления ЦПД, 

сут. 

Биологическая 
активность, 
lg ТЦД50/см

3 

1 Среда 199 с использованием фетальной сыворотки 7-9 4 6,5 

2 Среда 199 с использованием сыворотки ягнят 7-10 3-4 6,25 

3 Среда 199 с использованием сыворотки лошадей 7-8 5-6 3,5 

4 Среда 199 с использованием сыворотки КРС 7-10 – – 

 
Из данных таблицы 2 видно, что начало проявления цитопатического действия и биологи-

ческая активность с использованием сыворотки ягнят незначительно уступает питательной среде с 
использованием фетальной сыворотки. При использовании сыворотки лошадей наблюдается 
накопление вируса, но в низких титрах (3,5 lgТЦД50/см

3), что не выгодно и не целесообразно при 
наработке антигена в связи с большими потерями питательной среды и других компонентов. А при 
использовании сыворотки КРС наблюдается образование монослоя и развития клеток, но отсутст-
вует проявление ЦПД, что связано с наличием в сыворотках КРС антител к вирусу лейкоза. После 
проведения серии исследований по выбору наиболее доступной по себестоимости и получению 
сыворотки нами в дальнейших исследованиях было использовано сыворотки крови ягнят. 

Дальнейшими исследованиями были отработаны оптимальные параметры по продолжитель-
ности культивирования перевиваемой линии клеток FLKс использованием питательных сред Игла-
МЕМ, ПСП, ПСС, содержащие 10% сыворотки ягненка, результаты их представлены в таблице 2. 

 
Таблица 2 – Результаты определения ростовых свойств питательных сред при выращивании клеток FLK 

 

№ 
п/п 

Питательная  
среда 

Сроки формирования 
монослоя, сут. 

Начало проявления 
ЦПД, сут. 

Биологическая активность, 
lg ТЦД50/см

3 

1 Среда 199 1-2 4 6,25 

2 Среда Игла-МЕМ 2-3 3-4 4,75 

3 Среда ПСП 2-4 5-6 3,5 

4 Среда ПСС 3-4 6 3,75 

 
Данные таблицы 2 показывают, что использование всех питательных сред дают рост клеток и 

накопление вируса, но наблюдаются разные сроки формирования плотного монослоя и начала 
проявления ЦПД. Накопление вируса в более высоких титрах наблюдается только в среде 199. Из 
всех использованных питательных сред выбор был остановлен на среде 199.  

После проведения серии исследований по определению наиболее доступной по себестоимости 
сыворотки и питательной среды наши дальнейшие исследования были направлены на отработку 
оптимальных параметров и продолжительности культивирования клеток FLK. Для чего ранее 
полученные суспензии клеток разбавляли в ростовой среде 199 и добавляли 10% сыворотки 
ягненка. Суспензию клеток разливали в 50, 100 и 1500 мл матрасы в объеме по 10, 20 и 180 мл 
соответственно и инкубировали в термостате с температурой 36,6-37С в течение 4-10 дней со 
сменой среды через каждые 1 или 2 суток. Если за этот промежуток времени монослой не сформи-
руется, то проводили повторную смену ростовой среды с 10% сывороткой на 4-5 сутки после за-
сева клеток. Коэффициент пересева составлял 1:2-1:3. Посевная концентрация клеток 150-300 ты-
сяч на 1 мл ростовой среды. Наблюдения за культурами проводили до момента образования 
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монослоя. При таком способе культивирования образование сплошного монослоя клеток проис-
ходило на 3 сутки. При просмотре матрасов под микроскопом на другой день наблюдали обра-
зование островков в результате размножения, прикрепившихся к стенке клеток FLK (рисунок 1).  

 

 
 

Рисунок 1 – Культура клеток FLK через 24 часа культивирования 
 

В процессе культивирования размеры островков постепенно увеличивались, далее они 
сливались, образуя сплошной слой. Культура в основном состояла из фибробластоподобных кле-
ток. Содержало центрально расположенное ядро овальной формы, в котором различали 4-6 ядры-
шек и имели нежно-зернистую структуру. Рост клеток начинался с прикрепления и распласты-
вания через 4-6 часов после засева из единичных или собранных в группу клеток с большими 
разнообразиями в форме. С течением срока культивирования в культуре все более преобладало 
вытянутые клетки (фибробластоподобные) и отмечались образования монослойных пластов 
(рисунок 2). 

 

 
 

Рисунок 2 – 2-3-х суточная монослойная культура клеток FLK 
 

К 7-8 суткам культивирования культура представляла собой очень плотный клеточный пласт, 
имеющий в проходящем свете типичный рисунок «зимнего окна» (рисунок 2).  

К указанному сроку культивирования на поверхности клеток начинался дегенеративные из-
менения, проявляющаяся в отслоении от стенки стела посуды части клеточного пласта (рисунок 3). 
Дегенеративные изменения начинались обычно на периферии поверхности роста к 8-9 суткам 
культивирования. Без смены среды окончательная дегенерация и отслоения культуры происходила 
к 20-25 суткам.  
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Рисунок 3 – Дегенерация монослоя клеток FLKчерез 7 суток культивирования 
 

Заключение. При выращивании клеток FLK на среде 199 с заменой традиционно применяе-
мой эмбриональной сыворотки коров на 10% сыворотки ягнят на 3-4 сутки отмечались стабильный 
рост и формирования плотного монослоя. Большинство клеток содержали центрально расположен-
ное ядро овальной формы, в котором различали от 1 до 4 ядрышек. На цитологических препаратах 
культура клеток представляла клетками фибробластоподобного типа и небольшое количество 
клеток имело эпителиоподобную форму. На 6-7 сутки происходило полное разрушение клеточного 
пласта под цитопатогенным действием вируса. Биологическая активность в суспензии FLK клеток 
составляла более 6,0lg. 
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МҮЙІЗДІ ІРІ ҚАРАНЫҢ СОЗЫЛМАЛЫ ЛЕЙКОЗЫ ВИРУСЫМЕН ЖҰҚТЫРЫЛҒАН  

FLK ТОРШАЛАРЫНЫҢ ӨСІНДІК ҚАСИЕТТЕРІ 
 

Аннотация. Мақаладажүргізілген зерттеу нəтижесінде FLK дамылсыз өсетін торша өсіндісінің, торша 
қабатының қалыптасуы жəне суспензиясынада лейкоз вирусының жиналуының тиімді уақыты анықтау де-
ректері берілген. 

Түйін сөздер: мүйізді ірі қаралейкозының вирусы, жасуша өсіндері, моноқабат, титр, цитопатогендік 
əсер, дегенарация, цитологиялық препарат. 
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