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Статья посвящена исследованиям по культивированию вируса 
Висна-Маеди на культуре клеток синовиальной мембраны яг-
ненка. Приводятся результаты проявления цитопатического 
эффекта действия вируса на клетки на 5-7 день культивиро-
вания.

Для выращивания вируса Висна-Маеди, накопления вируссодер-
жащего материала проводили заражение диплоидной культуры клеток 
синовиальной мембраны ягненка (СМЯ Ovis aries). Научный экспери-
мент проводился на базе ГНУ ВНИИВВиМ Россельхозакадемии в лабо-
ратории Ретровирусных инфекций животных. Для заражения использо-
вали пластиковые и стеклянные матрасы с 90% клеточным монослоем. 
Для исследования мы брали сублинию клеток синовиальной мембраны 
ягненка (СМЯ Ovisaries), культивировали на питательной среде ДМЕМ 
с глютамином, содержащей 10% фетальной сыворотки телят в пласти-
ковых матрасах объемом 25 см³, 50 см³ и 75 см³, pH ростовой среды 
7,1-7,2 с помощью добавления необходимого количества 7,5% NaHCО3.
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Культивирование СМЯ Ovisaries  проводили при условиях стацио-
нарного монослоя при температуре 37°С ± 0,5°С.

Пассирование клеток осуществляли в следующем порядке: из 
культуры со сплошным монослоем клеток удаляли ростовую среду и 
вносили предварительно подогретую до 37°С смесь 0,02%-ного рас-
твора версена и 0,25%-ного раствора трипсина в соотношении 1:1. Ко-
личество диспергирующей жидкости зависело от объема культураль-
ной посуды (5, 10 и 20 мл соответственно на 25 см³, 50 см³ и 75 см³ 
матрас). 

Культуру клеток СМЯ с 90%-м монослоем, не отличающуюся по 
морфологическим признакам от исходной популяции, использовали 
для получения вирусных антигенов. Клетки культивировали в пласти-
ковых матрасах, объемом 0,5 л. Заражение проводили путем контак-
та 2-3 см вируссодержащей культуральной жидкости (штамм К796 
и штамм М-88 вируса ВМ) с инфекционной активностью 105,0 lgТЦД 
50/см3 с монослоем клеточной культуры в течение 1,5-2 часов при 
37±0,5°С. Затем добавляли поддерживающую среду ДМЕМ с 2% FBS. 
Культуру клеток СМЯ культивировали до проявления характерного 
ЦПД-вируса. После этого проводили 3-кратное замораживание и от-
таивание вируссодержащего материала и культуральную жидкость 
подвергали низкоскоростному центрифугированию (600 g) для осаж-
дения клеточного детрита. 

Контролем служила интактная культура клеток. Культуры инку-
бировали в СО2–инкубаторе при 37°±0,5°С с повышенным до 5 % СО2, 
относительной влажностью 95% до проявления максимально выражен-
ного ЦПЭ в опытных образцах при неизменном контроле. Наблюдение 
проводили с помощью светового микроскопа под увеличением (´150) 
и (´380). 

На 5-е, 7-е и 9-е сутки культивирования после фиксации и окраски 
гемотаксилин-эозином учитывали цитопатическое изменение в инфи-
цированной культуре клеток по сравнению с интактными клетками.

Отмечали интенсивный рост фибробластоподобных клеток. Дан-
ные клетки средних размеров с мелкозернистой цитоплазмой и четко 
очерченными границами. Ядро округлой формы с 1-3 ядрышками (рис. 
1).

На 7-8-е сутки образовывался конфлюэнтный монослой. При ко-
эффициенте пересева 1:2 монослой формировался на 3-5 сутки и сохра-
нялся без смены среды на пластике – до 3-х недель (рис. 2).
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Наиболее характерное цитопатогенное действие было обнаруже-
но при суспензионном методе заражения на 5-7-е сутки культивирова-
ния, проявляющееся симпластообразованием. В этот же период культи-
вирования вирусов в стационарных условиях значительных морфологи-
ческих изменений нами не было отмечено.

Рисунок 1 - Микроскопия 
первичной культуры СМЯ.

Рисунок 2 - Перевиваемая 
культура СМЯ.

На 7-е сутки после заражения культура клеток СМЯ в 1,5-3 раза 
увеличивались в размере.

Таким образом, при заражении культуры клеток цитопатопатоген-
ное действие, заключающее в симпластообразовании, разрушении и 
гибели клеток, проявлялось на 5-7 сутки. 
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THE CULTIVATION OF VISNA VIRUS-MAEDI 
ON A DIPLOID CELL CULTURE SYNOVIAL 

MEMBRANE OF A LAMB
Antoshkin P.A., Vorotnikov A.P.
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Abstract: the article is devoted to research on cultivation of Visna 
virus-Maedi in cell culture synovial membrane of a lamb. The results 
of the manifestation of the cytopathic effect of the virus on the cells 
at 5-7 days of cultivation.


