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Резюме. В обзоре  рассмотрены требования к производству лекарственных веществ, современные направления в тести-
ровании токсичности получаемых препаратов. Приведены результаты исследований использования клеточных линий 
для оценки биоактивных веществ, в том числе и холерного токсина. Оценены  преимущества использования методов in 
vitro, в частности применения перевиваемых клеточных линий на этапах производства холерной химической вакцины.
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Abstract. The paper considers the requirements to the production of pharmaceutical substances and the current trends in the toxicity 
assessment of the preparations obtained. The results of research of the use cell cultures for test bioactive substances, including cholera 
toxin are given. Evaluated are the advantages of in vitro methods application, in particular, continuous cell lines at some stages of 
cholera chemical vaccine manufacturing. 

Keywords: vaccines, toxigenicity, cell culture. 

УДК 616.932; 615.371

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в практическом здраво-

охранении применяются вакцины, разработан-
ные много лет назад, но усовершенствованные 
по мере развития медицинской науки. Усовер-
шенствование вакцин обусловлено необходи-
мостью повышения их безопасности, переноси-
мости и эффективности. 

Основные типы вакцин, лицензированных 
для клинического использования, содержат жи-
вые ослабленные, убитые или инактивирован-
ные микроорганизмы. Меньшее количество пре-
паратов основано на очищенных компонентах 
микроорганизмов, а совсем немногочисленная 
группа – на белках, синтезированных с помощью 
метода рекомбинантных ДНК [1].

Современное производство вакцин, как и 
других медицинских иммунобиологических пре-
паратов (МИБП), должно основываться на со-
блюдении санитарных правил СП 3.3.2.015-94 
«Производство и контроль медицинских имму-
нобиологических препаратов для обеспечения 
их качества» – документа, соответствующего за-

рубежным Good Manufacture Practice (GMP). Этот 
нормативный документ включает комплекс тре-
бований к производству и контролю МИБП, га-
рантированно обеспечивающих их активность, 
безопасность и стабильность, и распространя-
ется на все предприятия, производящие МИБП. 
Безопасность вакцин оценивается системой из 
пяти уровней контроля, один из которых, конт- 
роль качества вакцин на предприятии-изготови-
теле, предусматривает обязательный поэтапный 
контроль материала на безопасность на разных 
стадиях технологического процесса (контроль 
исходного сырья, полуфабриката, готовой про-
дукции) [2]. 

Основным нормативным документом, опре-
деляющим требования к качеству МИБП и мето-
ды его контроля, является фармакопейная статья 
(ФС), утверждаемая Министерством здравоох-
ранения РФ. Фармакопейная статья, являющая-
ся государственным стандартом, содержит тре-
бования, предъявляемые ВОЗ к биологическим 
продуктам, что позволяет осуществлять выпуск 
отечественных препаратов на уровне мировых 
стандартов. 
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Документом, определяющим технологию произ-
водства МИБП, является регламент производства пре-
парата (РП), который согласовывается с контролирую-
щей организацией. 

Требования к безопасности испытуемого препа-
рата касаются подтверждения безвредности и от-
сутствия токсичности, токсигенности и вирулент-
ности. Для определения безопасности испытуемого 
препарата используют биологические методы in vivo.

Проведение теста на безвредность позволяет вы-
явить негативные воздействия испытуемого препара-
та на организм животного. Контроль препарата по дан-
ному показателю является обязательным при отборе и 
хранении производственных штаммов, отработке но-
вых технологий производства лекарственного средст- 
ва, при предварительном и сертификационном конт- 
роле, при оценке качества и проверке стабильности 
лекарственных форм в процессе установления срока 
годности [3].

Холерная химическая вакцина, разработанная 
в РосНИПЧИ «Микроб» и лицензированная на тер-
ритории России, состоит из холерогена-анатоксина 
и О-антигенов холерного вибриона сероваров Ина-
ба и Огава. Актуальным вопросом производства вак-
цин остается усовершенствование методов конт- 
роля. Вакцинный штамм должен быть проверен на 
остаточную вирулентность и токсигенность по ком-
плексу тестов in vivo и in vitro. К числу тестов in vivo 
относятся определение вирулентности на модели 
кроликов-сосунков; определение остаточной ток-
сигенности (выявление фактора сосудистой прони-
цаемости и дерматонекротического фактора) в кож-
ной пробе; определение остаточной токсигенности 
в лигированных петлях тонкого кишечника взрослых 
кроликов; определение остаточной токсигенности, 
реактогенности и приживаемости штамма при внут- 
рижелудочном заражении взрослых кроликов  [4]. 
На промежуточных стадиях производства вакци-
ны (контроль полуфабрикатов, готовой продукции) 
используют общепринятые методы проверки ток-
сичности на лабораторных животных. Качество по-
луфабриката холерогена-анатоксина определяется 
специфической активностью холерного токсина, ко-
торая тестируется в соответствии с промышленным 
регламентом на производство методом кожной про-
бы по Craig, иммунохимическими методами РПИГ и 
GM1-ELISA. Количество холерогена-анатоксина в таб- 
летках вакцины определяется по специфической ак-
тивности антигена в реакции анатоксиносвязывания. 
В данных реакциях, а также для получения антихоле-
рогенной сыворотки используется холерный токсин. 
На многих этапах производства холерной вакцины 
используют несколько видов лабораторных живот-
ных. В то же время в литературных источниках приво-
дятся результаты исследований, свидетельствующие 

о возможности использования альтернативных мето-
дов, таких как применение перевиваемых клеточных 
культур [5–7].

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ МЕТОДЫ  
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИЧНОСТИ  
IN VITRO: АКТУАЛЬНОСТЬ,  
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ МОДЕЛИ

Исторически сложилось, что токсикологическая 
экспертиза проводится на основании данных острых, 
подострых, хронических и других специальных иссле-
дований на теплокровных животных (мыши, крысы, 
кролики, морские свинки, реже – собаки, кошки, обезь- 
яны) [8, 9]. 

Эксперименты с использованием животных яв-
ляются трудоемкими и дорогостоящими, в результа-
те подопытные животные травмируются и гибнут. Од-
нако эти исследования крайне важны для сохранения 
здоровья человека. 

В связи с этим сегодня вполне обоснованы разра-
ботки ученых, направленные на максимальное сокра-
щение количества животных и замену их альтернатив-
ными моделями и тест-системами в условиях in vitro.

В 1959 году микробиолог R. Birch и зоолог 
W.  Russel в Лондоне издали книгу «The principle of 
humane experimental technique», в которой сформули-
рована концепция «трех R» (Replacement, Reduction, 
Refinement). В книге отражены общепризнанные прин-
ципы гуманного использования животных в исследо-
вательских и образовательных целях. Сегодня кон-
цепция «трех R» является самой передовой в области 
научных исследований. В данной теории Replacement 
означает замену на методы, позволяющие получить 
результаты без проведения экспериментов на живот-
ных. Reduction включает методические подходы, поз- 
воляющие получать сравнительную информацию при 
использовании меньшего числа животных либо боль-
шее количество данных на том же количестве живот-
ных. Refinement включает методы, исключающие или 
вызывающие минимальную боль, страдания и стресс 
у животных. Благодаря этой концепции удалось при-
влечь внимание к данной проблеме академических 
центров, что привело к существенному изменению 
техники исследований, испытаний и обучения с поль-
зой как для науки, здоровья общества и образования, 
так и в интересах защиты экспериментальных живот-
ных [10–12]. 

Всемирная организация здравоохранения, меж-
дународное медико-биологическое общество настоя-
тельно рекомендуют и поддерживают использование 
альтернативных моделей и методов. Сегодня вопросы 
этического, разумного и экономного использования 
животных в исследованиях в области медицины, био-
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логии и ветеринарии привлекают все большее внима-
ние специалистов и общественности. Использование 
альтернативных методов in vitro снимает целый ряд 
этических проблем, возникающих при использовании 
большой группы животных. Кроме того, что экспери-
менты на животных не всегда обеспечивают результа-
ты, которые можно экстраполировать на людей [13].

Одним из важных и необходимых этапов при от-
боре бактериальных антигенов в качестве возможных 
компонентов химических вакцин является изучение 
их токсических свойств. Токсичность – комплекс явле-
ний, среди которых могут быть прямое повреждение 
клеток (как в случае цитотоксического действия про-
тивораковых препаратов), физиологические эффекты 
(мембранный транспорт в почках, нейротоксичность 
в мозге), воспалительное действие (как местное, так и 
общее). Большинство исследований определяют ток-
сическое действие на клеточном уровне – цитотоксич-
ность. Определения цитотоксичности разнообразны: 
в зависимости от природы исследования, а также от 
того, убивает препарат клетки или просто изменяет их 
метаболизм [14].

Современные научные технологии создают ши-
рокие возможности для использования в токсиколо-
гических исследованиях альтернативных методов на 
клеточном и молекулярном уровнях, которые заме-
няют классические методы определения опасности и 
оценки риска химических веществ. Показано, что они 
являются достаточно точными, простыми, перспектив-
ными, универсальными, экономически рентабельны-
ми [10, 15].

В качестве моделей in vitro используются системы 
различной биологической организации: беспозвоноч-
ные животные, гидробионты, микроорганизмы, расте-
ния, культуры клеток человека и животных, бесклеточ-
ные физико-химические тест-системы [11].

В настоящее время проводятся исследования по 
сравнению ряда генотипических, фенотипических и 
биологических методов определения активности раз-
личных токсинов (дифтерийный, холерный, микоток-
сины). Генетические методы на основе полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) позволяют выявить наличие в 
бактериях гена токсигенности, однако основной недо-
статок данных методов состоит в том, что они не да-
ют информацию о способности микроорганизма к экс-
прессии биологически активного токсина. Поэтому 
ПЦР рекомендуется применять как дополнительный к 
фенотипическим тестам метод [16, 17]. 

Иммунохимические методы обнаружения и ко-
личественного анализа различных токсинов, в част-
ности ИФА-системы, остаются наиболее использу-
емыми, достоверными. На их основе разработаны 
коммерческие тест-системы, некоторые из них име-
ют высокую чувствительность [18, 19]. Проведен ряд 

исследований по разработке наиболее удобных ме-
тодов тестирования in vitro токсинов различных 
бактерий (Corynebacterium diphtheriae, Burkholderia 
pseudomallei, Vibrio cholerae). К таким тестам относятся 
варианты иммуноферментного анализа, тест с имму-
нохроматографическими полосками (ICS), тест имму-
нопреципитации Элека, тест с использованием метил-
тетразолиевого красителя (МТТ), показана корреляция 
результатов, полученных при использовании методов 
in vivo и in vitro [20, 21]. Для определения активности 
холерного токсина (ХТ) широко апробированным яв-
ляется метод иммуноферментного анализа. При этом 
наибольшей чувствительностью отличаются методы, 
связанные с использованием ганглиозидов GM1, об-
ладающих сродством к иммуногенной В-субъединице 
ХТ [22–25]. В качестве экспрессного метода при опре-
делении активности ХТ используется также метод ра-
диального пассивного иммунного гемолиза (РПИГ) 
на чашках. Данный метод отличается высокой чувст- 
вительностью, простотой и быстротой постанов-
ки [26]. Классический метод нейтрализации, проводи-
мый на животных, весьма трудоемок, сложен в поста-
новке, дорог по материальным затратам и занимает 
несколько дней [27]. 

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК В ИЗУЧЕНИИ 
БИОАКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ

Для оценки потенциально токсичных биоло-
гических и химических веществ в настоящее время 
широко используют метод клеточной биоиндикации 
взамен общепринятой модели in vivo. Определение 
потенциальной токсичности антигенов возбудителей 
опасных инфекционных заболеваний in vitro на моде-
ли перевиваемых клеточных линий – чувствительный, 
простой в исполнении и информативный тест, который 
можно использовать на этапах лабораторного анализа 
различных внеклеточных или ассоциированных с кле-
точными структурами биополимеров. Установлено, 
что по чувствительности эти тесты сопоставимы с раз-
решающей способностью биопробы [14, 28, 29]. 

Культуры клеток представляют собой гомогенную 
популяцию генетически однородных клеток, растущих 
в постоянных условиях. Условия можно менять в опре-
деленных пределах, что позволяет оценивать влияние 
на рост клеток различных факторов: рН, температуры, 
концентрации аминокислот, витаминов и т.д. [14].

Так как клетки в культуре легко доступны для раз-
личных биохимических манипуляций, то при работе 
с ними вещества (яды, токсины, гормоны) могут быть 
введены в разной концентрации и в течение заданно-
го количества времени. 

Главным направлением использования клеточ-
ных культур представляется тестирование и изучение 
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механизма действия различных веществ, которые мо-
гут быть использованы в качестве лекарственных пре-
паратов, детергентов, косметических средств, инсек-
тицидов, консервантов. Результаты, полученные на 
клеточных культурах, нельзя, безусловно, экстраполи-
ровать на целые организмы, тем не менее, если препа-
рат оказывает повреждающее действие в нескольких 
линиях культивируемых клеток, то следует ожидать 
неблагоприятного эффекта и при введении этого ве-
щества целому животному. Помимо того, что исполь-
зование культур клеток избавляет от страданий боль-
шое количество животных, использование культур 
клеток человека позволяет оценивать повреждающее 
действие веществ у вида, недоступного для экспери-
ментов такого рода, то есть у человека. Более того, ре-
зультаты тестов оказываются более воспроизводимы-
ми, когда они проводятся in vitro [30]. 

Для обеспечения системного подхода к оцен-
ке биологического действия изделий медицинс- 
кого назначения, разрабатываемых для примене-
ния in vivo, в нашей стране введен в действие ГОСТ 
ISO 10993-5-2011  [31]. Стандарты этой серии являют-
ся руководящими документами для прогнозирова-
ния биологического действия медицинских изделий 
на стадии выбора материалов, предназначенных для 
их изготовления, а также для исследований готовых 
образцов. 

Одним из преимуществ применения клеточных 
культур является возможность прижизненного на-
блюдения и оценка результатов взаимодействия ком-
понентов сложных антигенных комплексов бактерий 
с клетками-мишенями по изменению морфофунк-
циональных параметров клеток под действием по-
тенциально токсических веществ [16, 32–34]. В мире 
накоплен большой объем информации о преимущест- 
вах этих методов как наиболее технологичных, объ-
ективных, точных и удовлетворяющих требованиям 
биоэтики.

Результаты исследований дифтерийного токсина, 
проведенных параллельно с помощью кожной пробы 
на кроликах и в культуре клеток Vero, оказались со-
поставимы, вместе с тем реакция нейтрализации на 
культуре клеток проще, дешевле, доступнее, стандарт- 
нее и нагляднее, чем реакция нейтрализации на жи-
вотных [35]. Однако результат и в этом же тесте можно 
получить лишь спустя несколько дней, что ограничи-
вает его применение при проведении исследований 
в клинической лаборатории, где результат должен 
быть получен в минимально короткие сроки. В связи с 
этим в практической лабораторной практике преиму-
щество получили тесты определения токсинопродук-
ции в реакциях агглютинации, преципитации, а также 
при использовании иммуноферментных и генетичес- 
ких тест-систем. В работе Е.В. Пименовой (2015) [28] 
получены достоверные доказательства эффективнос- 

ти использования перевиваемых клеточных линий 
CHO-K1 и L-929 для качественной и количественной 
оценки биологической активности растворимых анти-
генов Burkholderia pseudomallei в тесте микроцитоток-
сичности взамен общепринятого метода с использова-
нием лабораторных животных.

Исследованы культуры клеток различных линий 
для оценки биологической активности токсинов хо-
лерного вибриона (CHO-K1, CaCo2, L-929, HeLa, McCoy, 
Vero, MDCK, Hep-2) [33, 36, 37]. Наиболее чувствитель-
ной линией в отношении ХТ является культура СНО-К1, 
позволяющая выявлять до 20–30 пг/мл токсина, в то же 
время моделью, наиболее приближенной к условиям 
in vivo, является культура эпителиальных клеток тон-
кого кишечника человека СаСо2, образующая моно-
слои, подобные нормальному эпителию кишечника [5, 
6, 38]. О.И. Сальникова с соавт. (2002) [33] показали, что 
оптимальными приемами тестирования токсина in 
vitro в бесклеточных супернатантах бульонных культур 
холерных вибрионов является сочетание двух высо-
кочувствительных и специфичных методов: ИФА в ва-
рианте «двойных» антител на основе моноклональных 
антител к холерному токсину и кроличьей антитокси-
ческой сыворотки и титрование токсина в микрокуль-
туре клеток CHO-K1.

Современные технологии позволяют разрабаты-
вать новые альтернативные модели для токсикологи-
ческих исследований. Так, система для клеточного ана-
лиза в режиме реального времени RTCA iCELLigence 
основана на микроэлектронных биосенсорах, которые 
позволяют динамически и в реальном времени анали-
зировать клеточный ответ без использования допол-
нительных маркеров или меток. Прибор применяется 
для широкого диапазона клеточных исследований, в 
том числе для определения адгезии и прилегания кле-
ток, пролиферации и дифференциации клеток, цито-
токсичности различных компонентов и их влияния на 
апоптоз, рецепторной передачи сигнала, контроля ка-
чества клеток, цитопатогенных свойств вирусов. Сис- 
тема позволяет получать количественные результа-
ты высокого качества, с высокой степенью точнос- 
ти, воспроизводимости. В работе D. Jin с соавт. 
(2013) [37] использовали четыре клеточные линии для 
определения цитотоксичности холерного токсина. 
При изучении 200 изолятов холерного вибриона выяв-
лено изменение клеточной морфологии исключитель-
но для образцов токсигенных штаммов. Применение 
метода ХТ-RTCA выявило чувствительность и специ-
фичность 97,5% и 100% соответственно для штаммов 
холерного вибриона. Ранее эта система была исполь-
зована для определения токсинов Clostridium difficile в 
качестве альтернативного определения цитотоксич-
ности [37].

Способ оценки токсичности на одноклеточных 
организмах – инфузориях также используется в ме-
дицинских исследованиях, отличается достаточной 
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простотой и может применяться в любой санитарно-
бактериологической лаборатории. Инфузории, будучи 
клеткой и организмом одновременно, позволяют оце-
нить разнообразные воздействия как на клеточном, 
так и на более высоком организменном уровне. Опи-
сан метод определения токсичности на культуре ин-
фузорий Tetrachymena pyriformis по степени задержки 
роста культуры под воздействием исследуемых анти-
генов чумы и холеры [39]. Получен патент на изобре-
тение по определению токсической концентрации 
бактериального антигена по степени угнетения выде-
лительной функции инфузорий [40].

Еще одно из направлений использования со-
временных технологий в изучении токсических вли-
яний возможных компонентов вакцин – разработка 
вариантов микробиореакторов. Микробиореакторы 
представляют собой микрофлюидные системы, со-
держащие модули для совместного культивирова-
ния нескольких органоспецифических клеточных ли-
ний (ОСКЛ) и моделирующие взаимодействия между 
ними в условиях близкого к физиологическому то-
ка жидкости. Их применение является альтернативой 
традиционным методам скрининга с использованием 
клеточных культур и последующими доклинически-
ми испытаниями на животных. С помощью клеточных 
культур может быть получена информация о терапев-
тических эффектах определенного соединения на це-
левую ткань, но не на весь организм в целом, а данные, 
полученные на животных моделях, не всегда могут 
быть экстраполированы на человека. Микробиореак-
торы, моделирующие физиологические взаимодейст- 
вия между органами, позволяют проводить более эф-
фективный скрининг лекарственных веществ и их ком-
бинаций [41, 42]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В соответствии с принципом «три R» эксперимен-

ты на животных, как ожидалось, должны иметь тенден-
цию к сокращению по разным соображениям, в том 
числе этическим. Однако на практике эта тенденция 
не находит кардинального воплощения. По-прежнему, 
несмотря на значительный прогресс в использовании 
принципиально новых и тонких методов эксперимен-
тальных медико-биологических исследований, стан-
дартные эксперименты in vivo остаются незамени-
мыми и наиболее релевантными для экстраполяции 
экспериментальных эффектов лекарственных средств 
на человека [43].

Традиционные тест-системы, такие как клеточные 
культуры in vitro, дают первичное представление об 
эффективности и токсичности вещества. Эти данные 
пока еще нуждаются в дальнейшей проверке на моде-
лях животных, и на конечном этапе производства дан-
ные о безвредности и эффективности компонентов 
требуют проверки на моделях животных (in vivo).

Вместе с тем очевидны преимущество, целесо- 
образность и даже вынужденная необходимость ис-
пользования альтернативных методов исследования 
in vitro. В связи с вышеизложенным замена методов 
определения специфической активности ХТ на био-
моделях при производстве холерной химической вак-
цины на высокочувствительные, воспроизводимые, 
простые в постановке методы in vitro является акту-
альной задачей и определяет необходимость их внед- 
рения в производственный процесс.
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