
3

ВЕТЕРИНАРНАЯ МЕДИЦИНА
УДК 619:658.51:615.373:578:579

ПОЛУЧЕНИЕ ОЧИЩЕННОЙ СЫВОРОТКИ КРОВИ
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Амосова Л.А., Бабак В.А., Пунтус И.А., Шпилевский Д.О.
РУП «Институт экспериментальной ветеринарии
им. С.Н. Вышелесского»
г. Минск, Республика Беларусь

Сыворотка крови является необходимой составляющей сред для
культивирования перевиваемых линий клеток [1]. Она служит как ис-
точником ростовых факторов, так и источником микоплазм, вирусов,
бактерий, токсинов, антител, представленных γ-глобулиновой фракци-
ей. Целью исследований являлась разработка технологии получения
очищенной сыворотки крови крупного рогатого скота от высокомоле-
кулярных белков, по свойствам максимально близкой к эмбриональ-
ной сыворотке крови.

Для работы использовали нормальную сыворотку крови КРС. В
качестве сорбентов использовали: гель гидроокиси алюминия (ГОА) в
концентрациях 0,25%; 0,5% и 1,0%; уголь активированный (0,5% к
объему); полиэтиленгликоль (ПЭГ) (6-14%) [2, 3, 4]; метод ультра-
фильтрации в тангенциальном потоке с порами мембраны 100 кДт;
метод высокоскоростного центрифугирования при 17000 об/мин. По-
лученную сыворотку оценивали по внешнему виду, оптической плот-
ности, общему белку (г/л), фракционному составу белков (%).

Проведенные исследования показали, что применение ГОА в
концентрации 0,25-1,0% и угля активированного 0,5% позволило
уменьшить количество белковых продуктов на 6,2-14,0% по сравне-
нию с исходной, однако глобулиновая фракция осталась практически
не тронутой. Центрифугирование при 17000 об/мин позволило убрать
до 23% белковых компонентов сыворотки крови.

Во второй серии экспериментов использовали нормальную сыво-
ротку крови, которую очищали добавлением 14% ПЭГ (6000 кДт), вы-
держивали 4 часа при +22-240С  с 2-кратным перемешиванием и 12 ча-
сов при +8оС, после чего декантировали надосадок и центрифугировали
15 мин. при 3000 об/мин. Контрольную нормальную сыворотку крови
очищали добавлением 12% ПЭГ и далее по вышеописанной схеме.

Результаты опытов показали, что использование 12-14% ПЭГ
удаляет чрезмерно большое количество общего белка – до 9,71-
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22,63 г/л. 14% концентрация ПЭГ в большей степени осадила альбу-
миновую и α-, β-глобулиновые фракции и в низком количестве γ-
глобу-лины. 12% концентрация ПЭГ позволила более равномерно оса-
дить белковые фракции, при этом содержание γ-глобулинов было ми-
нимальным. Очищенная сыворотка была опалесцирующая, с неболь-
шим осадком после хранения, конечная концентрация ПЭГ составила
7,5 и 10% соответственно, что является высоким для использования
такой сыворотки при работе с культурами клеток в следствии их инги-
биции, при условии использования 10-15% сыворотки.

В третьей серии испытаний концентрация ПЭГ была уменьшена
до 6-8-10% и изменена схема осаждения белков: образцы сывороток
выдерживали 2 часа при +22-240С  с однократным перемешиванием,
12 часов при +8оС, после чего декантировали надосадок. Затем пробы
замораживали на 24-48 часов, размораживали и центрифугировали по
15 мин. при 3000 об/мин., и надосадок использовали для исследования.

Результаты применения раствора ПЭГ для очистки сыворотки по-
казали, что с увеличением концентрации ПЭГ с 6% до 10% увеличива-
ется осаждение γ- и β-глобулинов, в меньшей степени α-глобулинов, а
альбумины оставались на одном уровне. Наиболее близкой к эмбрио-
нальной сыворотке по составу была сыворотка очищенная с использо-
ванием 10% ПЭГ, однако 8% ПЭГ в меньшей степени осаждал фракции
α- и
β-глобулинов. Снижение содержания общего белка при использовании
10% ПЭГ составило в 1,9 раза, 8% ПЭГ – в 1,5 раза, 6% ПЭГ – в 1,1 раза.
Сыворотка, полученная с использованием 6-8-10% ПЭГ, была слабоопа-
лесцирующая, с незначительным осадком после хранения, а конечная
концентрация ПЭГ составила 4,0, 5,2 и 6,4% соответственно. При добав-
лении такой сыворотки в питательные среды в количестве 10% конечная
концентрация ПЭГ составит 0,4, 0,52 и 0,64% соответственно.

На заключительном этапе мы увеличили время осаждения белков
при низкой температуре: после 2-часового контакта при 22-24 0С об-
разцы ставили при +8 оС на «тающий лед» на 12 ч, затем центрифуги-
ровали 15 мин при 3000 об/мин, и замораживали на 24-48 ч. Размора-
живали пробы в холодильнике при +8 оС на «тающем льде» в течение
10-12 часов, после чего центрифугировали 15 мин при 3000 об/мин и
определяли содержание белковых фракций. Данные изменения позво-
лили уменьшить содержание белковых фракций, особенно γ-глобули-
нов. По сравнению с третьей серией исследований содержание γ-гло-
булинов уменьшилось в 6,5 раз при 6% ПЭГ, в 2,8 раза при 8% ПЭГ. В
сравнении с нормальной сывороткой получили осаждение γ-глобули-
новой фракции до 94,65-95,79% (6, 8% ПЭГ), и до 97,52% при 10%
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ПЭГ. Полученная сыворотка была прозрачная, светло-желтая, с незна-
чительным осадком после длительного хранения, а конечная концен-
трация ПЭГ в сыворотке составила 3,2, 4,0 и 5,6% соответственно.

Сыворотки, полученные с использованием 6 и 8% ПЭГ, после
гамма-стерилизации испытывали на ростостимулирующие свойства на
культурах клеток СПЭВ, Vero, BHK-21/13, МДВК. Установлено, что
очистка сыворотки с использованием 6 и 8% ПЭГ не изменяет росто-
стимулирующие свойства, а остаточное количество ПЭГ не является
токсичным.
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Клеточная линия – культура однородных клеток, происходящих
чаще всего от одной родительской пары клеток, обладающих опреде-
ленными и относительно постоянными свойствами и характеристика-
ми. Процесс деления клетки с момента ее активации называется про-
лиферацией, или клеточным циклом [2, 3, 5]. Жизненный цикл культу-
ры разделен на периоды: латентный (лаг-фаза), становления (логариф-
мическая фаза), расцвета (стационарная фаза), старения (дегенерации)
[1, 3]. При изучении клеточной линии особое внимание уделяется
апоптозу, так называемой программируемой клеточной смерти, сопро-
вождаемой проявлением характерных цитологических признаков
(маркеров апоптоза) и молекулярных процессов (изменения в строении
и функционировании клетки). Суть апоптоза заключается в том, что
это программируемая клеточная гибель, т.е. это комплекс механизмов,
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