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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА ЖИВОЙ 

КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ТРИВАЛЕНТНОЙ ВАКЦИНЫ ПРОТИВ 

СЕЗОННОГО ГРИППА 

Аннотация: авторами разработана технология производства живой три-

валентной культуральной вакцины против сезонного гриппа. В качестве клеточ-

ного субстрата использована культура клеток MDCK, аттестованная в соот-

ветствии с требованиями ВОЗ. Наработаны 3 серии вакцины для доклинических 

исследований. Вакцина обладала специфической активностью, равной (7,93–8,0) lg 

ЭИД50/0,2 мл, была стерильна, не содержала микоплазм и посторонних вирусов. 

Содержание остаточной клеточной ДНК в дозе вакцины составляло менее 10 

нг. Изучение стабильности свойств вакцины в течение 6 месяцев хранения при 

температуре (4–8)°С подтвердило сохранение специфической активности на 

исходном уровне. 

Ключевые слова: вирус гриппа, вакцина, культура клеток, технология про-

изводства. 

Перспективность борьбы с гриппом с помощью вакцинации признается спе-

циалистами всего мира, что отражено в решениях Всемирной организации здра-

воохранения (ВОЗ), рекомендациях Комитета США по практике иммунизации и 

официальных документах Минздрава России. В последние годы значительно 

возрос интерес к живой гриппозной вакцине. Живые гриппозные вакцины (ЖГВ) 

включены в глобальный план ВОЗ по подготовке к пандемии, поскольку именно 

они стимулируют все звенья противогриппозного иммунитета [4; 15]. Другие 

преимущества живых вакцин – интраназальный путь введения, возможность 



быстрой наработки больших объемов вирусного материала, быстрота проведе-

ния массовой вакцинации из-за простоты ее применения, а также возможность 

защищать от дрейфовых вариантов вируса гриппа. 

Сегодня в России зарегистрированы, производятся и применяются на прак-

тике живые и инактивированные гриппозные вакцины, и для производства вак-

цин используются куриные эмбрионы; такой препарат не рекомендован для лиц 

с чувствительностью к яичному белку. В последние годы активно обсуждается 

вопрос о переводе производства гриппозных вакцин на перевиваемые клеточные 

линии, что сделает производство независимым от поставок куриных эмбрионов 

и позволит в короткие сроки нарабатывать большие объемы вирусной биомассы. 

К настоящему времени существует несколько перевиваемых клеточных линий, 

аттестованных для их использования в качестве субстрата для производства вак-

цин, в том числе и гриппозных. Преимуществом клеточной линии MDCK явля-

ется ее высокая чувствительность к вирусам гриппа, способность поддерживать 

их репликацию на высоком уровне в присутствии бессывороточных сред и др. 

Значительным преимуществом перевода производства гриппозных вакцин на 

культуру клеток является возможность быстрой наработки субстрата, что осо-

бенно важно при наступлении пандемической ситуации, когда в кратчайшие 

сроки необходимо подготовить значительные объемы вакцинного препарата. 

Цель исследований – разработка технологии производства живой культу-

ральной тривалентной вакцины против сезонного гриппа на основе холодоадап-

тированных штаммов А/17/Боливия/2013/6585 (А/H1N1), А/17/Швейца-

рия/2013/1 (H3N2) и В/60/Пхукет/2013/26, получение экспериментальных серий 

вакцины и их аттестация в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ме-

дицинским иммунобиологическим препаратам. 

Материалы и методы 

Вакцинные штаммы А/17/Боливия/2013/6585 (А/H1N1), А/17/Швейца-

рия/2013/1 (H3N2) и В/60/Пхукет/2013/26 получены в Институте эксперимен-

тальной медицины (С.-Петербург, Россия) реассортацией холодоадаптирован-



ных доноров аттенуации A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69 с эпиде-

мически актуальными штаммами. В качестве «диких» родительских штаммов 

использованы эпидемически актуальные штаммы вируса гриппа типа А/H1N1, 

А/H3N2 и В, рекомендованные ВОЗ для подготовки вакцин против гриппа. Со-

ответствие состава генома реассортантов вакцинной формуле генома 6:2 и ста-

бильность аттенуирующих мутаций определены с помощью метода секвениро-

вания. Формула генома вакцинных штаммов соответствует требованиям, предъ-

являемым к штаммам живой гриппозной вакцины: гены, кодирующие поверх-

ностные негликозилированные белки гемагглютинин (НА) и нейраминидазу 

(NA), принадлежат эпидемически актуальным штаммам, а гены, кодирующие 

внутренние белки (PB2, PB1, PA, NP, M, NS), принадлежат донорам аттенуа-

ции [4]. 

Для разработки технологии производства вакцины использовали производ-

ственные штаммы вируса гриппа, полученные после одного пассажа вакцинных 

штаммов в культуре клеток MDCK. Производственные штаммы были охаракте-

ризованы по подлинности, специфической и гемагглютинирующей активности, 

стерильности и отсутствию токсичности. Специфическую активность производ-

ственного штамма вируса гриппа определяли в соответствии с методикой [7], 

рассчитывали по методу Рида и Менча [13] и выражали в lg ЭИД50/0,2 мл. 

В качестве клеточного субстрата применяли перевиваемую линию клеток 

почки нормальной взрослой самки кокер-спаниеля MDCK из коллекции культур 

клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» [9]. 

Для культивирования клеток использовали питательную среду Игла МЕМ 

(ГУП «Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова» 

РАМН, Россия) и сыворотку крови плодов коровы (Invitrogen, США); для нара-

ботки вируса использовали бессывороточную питательную среду для культиви-

рования клеток MDCK и Vero (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», Россия); трипсин 

(Sigma, США); микроноситель из модифицированного полистерена (Solohill, 

США); стабилизатор (MP Biomedicals, США, Panreac, Испания) [8]. 



Культивирование клеток проводили в биореакторах с объемом культураль-

ного сосуда 2 л («Мультиген», США) и 10 л («Биостат», Германия). Клетки вы-

ращивали в биореакторах в питательной среде Игла МЕМ с добавлением 5% сы-

воротки крови плодов коровы и микроносителя в концентрации (10–14) г/л, нара-

ботку вируса – в бессывороточной среде в присутствии трипсина в концентрации 

(2–4) мкг/мл [8]. Ежедневно оценивали морфологию клеток, выход клеточного 

материала [1], отбирали пробы вируссодержащего материала для определения 

специфической активности вируса гриппа. Специфическую активность вируссо-

держащих сборов определяли титрованием на куриных эмбрионах [7] и выра-

жали в lg ЭИД50/0,2 мл. Через 3–5 сут. вируссодержащие сборы, полученные из 

биореакторов, освобождали от клеточного детрита, добавляли стабилизатор, раз-

ливали в ампулы по 0,2 мл и подвергали лиофилизации (установка лиофильного 

высушивания ТГ 16–50, Германия) в стандартном режиме в течение 48 час. По-

сле высушивания материала ампулы заполняли аргоном и запаивали. 

Полученные серии готовой формы вакцины контролировали на подлин-

ность, специфическую и гемагглютинирующую активность [7], стерильность, 

отсутствие аномальной токсичности, физико-химические свойства, рН [3], со-

держание остаточной клеточной ДНК [6], содержание гентамицина сульфата [2], 

потерю в массе при высушивании [11]. Для определения подлинности использо-

вали гомологичную типоспецифическую сыворотку гриппозную для РТГА по 

ТУ 938941–00–44429427–2008 и диагностикум гриппозный для РТГА 

(ООО «Предприятие по производству диагностических препаратов, С.-Петер-

бург, Россия). 

Результаты и обсуждение 

Вакцинные штаммы депонированы в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава Рос-

сии. Согласно паспорта, специфическая активность лиофилизированных вакцин-

ных штаммов А/17/Боливия/2013/6585 (А/H1N1), А/17/Швейцария/2013/1 

(H3N2) и В/60/Пхукет/2013/26 составляла 8,0 – 8,2 lg ЭИД50/0,2 мл, гемагглюти-

нирующая активность – 1:32–1:512 с 1%-ными куриными эритроцитами, ге-

магглютинин и нейраминидаза были идентичны эпидемически актуальным 



штаммам. Безвредность реассортантов доказана при подкожном и внутрибрю-

шинном введении мышам и морским свинкам, а также по результатам клиниче-

ских испытаний. 

В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» на основе вакцинных штаммов получены про-

изводственные штаммы вируса гриппа путем одного пассажа вакцинных штам-

мов в культуре клеток MDCK. При контроле производственных штаммов уста-

новлено, что они взаимодействуют с гомологичными сыворотками, обладают 

специфической активностью, равной 6,03–7,0 lg ЭИД50/0,2 мл, стерильны, не со-

держат посторонних вирусов, микоплазм и микобактерий туберкулеза, не ток-

сичны для мышей. 

Живую культуральную тривалентную гриппозную вакцину получали на ос-

нове культуры клеток MDCK. Ранее во ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» были созданы 

и заложены на хранение при температуре жидкого азота посевные и рабочие 

банки клеток MDCK. Банки аттестованы в соответствии с национальными и меж-

дународными требованиями ВОЗ, получено решение Комитета иммунобиологи-

ческих препаратов МЗ РФ на использование их в производстве иммунобиологи-

ческих препаратов [9]. 

Клетки MDCK культивировали в биореакторах при температуре (37+0,5) оС. 

В течение 12 ч клетки оседали, распластывались и прикреплялись на поверхно-

сти микроносителей, через 2–3 суток образовывали монослой на каждой отдель-

ной частице. Через 2–3 суток количество клеток увеличивалось в 2–3 раза. Ис-

пользуемый метод культивирования в биореакторе на микроносителях сочетает 

в себе элементы монослойного и суспензионного выращивания клеток, при этом 

создаются равномерные условия культивирования по всему объему сосуда с вы-

сокой плотностью клеточной популяции. 

Через 2–3 суток из сосудов биореакторов удаляли питательную среду, 

клетки отмывали бессывороточной питательной средой, вносили через систему 

инокуляции вируссодержащий материал из расчета 0,1–0,0001 ЭИД50 вируса на 

клетку. Затем в культуральный сосуд биореактора закачивали бессывороточную 



питательную среду и трипсин в концентрации (2–4) мкг/мл, включали постоян-

ное перемешивание и продолжали культивирование зараженных клеток в тече-

ние 3–5 суток, поддерживая скорость вращения мешалки (70+2 об/мин), рН 

среды (7,0–7,4) и температуру (33+1) оС. На 3–5 сутки было получено максималь-

ное количество вируса, специфическая активность вируссодержащих сборов со-

ставляла 7,8–9,5 lg ЭИД50/0,2 мл, гемагглютинирующая активность – 1:64–1:128. 

Вируссодержащие сборы собирали в стерильную емкость, в культуральный со-

суд вносили порцию свежей питательной среды, равной объему слитой вируссо-

держащей жидкости. На 3–5 сутки собирали второй вируссодержащий сбор. 

Для получения лиофилизированной формы вакцины вируссодержащие 

сборы, полученные из биореакторов, объединяли в стерильную емкость, подвер-

гали фильтрации через нитроцеллюлозные фильтры, вносили стабилизатор [10], 

разливали в ампулы по 0,2 мл и подвергали лиофилизации в стандартном режиме 

в течение 48 час. После высушивания материала ампулы заполняли аргоном и 

запаивали. На ампулы наклеивали этикетки с названием и дозой вакцины, ам-

пулы укладывали в пачки картонные, далее передавали на режимное хранение. 

Ранее было показано, что вирусы гриппа, исходно выделенные в РКЭ, не 

требуют дополнительной адаптации к культуре клеток MDCK, как и реассор-

тантные вакцинные штаммы, подготовленные на основе отечественных доноров 

аттенуации – А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) и В/СССР/60/69. Это является пре-

имуществом как культуры клеток MDCK в качестве субстрата для культивиро-

вания, так и самих вакцинных штаммов [12]. В нашей работе также было уста-

новлено, что вирус быстро адаптировался к новому клеточному субстрату и до-

стигал максимальных титров через 1–2 пассажа. 

На основании проведенных исследований были разработаны проект Фарма-

копейной статьи предприятия и Лабораторный регламент получения лекарствен-

ного средства «Вакцина гриппозная тривалентная культуральная живая, лиофи-

лизат для приготовления раствора для интраназального введения» 

ЛР №05664012–029–14, которые использовались в дальнейшем для наработки 



экспериментальных серий вакцины. На технологию производства вакцины под-

готовлена заявка на патентование. 

По разработанной технологии были получены 3 экспериментальные серии 

вакцины, которые прошли контроль в производственной лаборатории и ОБТК 

ГНЦ ВБ «Вектор» на соответствие требованиям нормативной документации. Ха-

рактеристика экспериментальных серий вакцины представлена в таблице 1. 

 

Таблица 1 

Характеристика экспериментальных серий живой культуральной тривалентной 

вакцины против сезонного гриппа 

Параметр контроля 

вакцины 

Номер серии вакцины 

1 2 3 

Количество ампул в 

серии 
1005 1002 1001 

Специфическая 

активность, lg 

ЭИД50/0,2 мл 

8,0 7,93 7,97 

Подлинность  

взаимодействует с 

гомологичной ти-

поспецифической 

сывороткой  

Взаимодействует 

с гомологичной 

типоспецифической 

сывороткой  

Взаимодействует 

с гомологичной 

типоспецифической 

сывороткой 

Стерильность стерильна стерильна стерильна 

Отсутствие 

посторонних 

вирусов, микоплазм 

соответствует соответствует соответствует 

Потеря в массе при 

высушивании, % 
0,8 0,8 0,8 

Время растворения, 

мин 
0,5 0,5 0,6 

Содержание 

остаточной 

клеточной ДНК, 

нг/доза 

<10 <10 <10 

Аномальная 

токсичность 

для лабораторных 

животных 

не токсична не токсична не токсична 

Содержание 

гентамицина 

сульфата 

не обнаружен не обнаружен не обнаружен 

рН 

восстановленного 

препарата, ед. рН 

6,9 6,9 6,9 



 

Вакцина имела вид аморфной массы светло-коричневатого цвета, растворя-

лась в течение 30 сек при внесении в ампулу 0,5 мл (1 доза) дистиллированной 

воды при встряхивании. При растворении вакцина имела вид прозрачной жидко-

сти светло-коричневого цвета без осадка и посторонних включений, показатель 

рН составлял 6,9. Потеря в массе при высушивании вакцины составляла 0,8%. 

При определении подлинности было показано, что вакцина взаимодействовала с 

гомологичнымы типоспецифическими сыворотками и не взаимодействовала с 

гетерологичными сыворотками других типов и подтипов вируса гриппа. Об-

разцы живой культуральной гриппозной вакцины были стерильны, не содержали 

микоплазм и посторонних вирусов. Специфическая активность вируса гриппа в 

вакцине составляла (7,93 – 8,0) lg ЭИД50/0,2 мл. В тесте «ускоренного старения» 

при сравнении титра вируса в исходных образцах вакцины и в образцах, прогре-

тых в течение 7 суток при температуре (35–37) оС, падение активности состав-

ляло менее 1 lg ЭИД50/0,2 мл, что подтверждает термостабильность вакцины [5]. 

Содержание остаточной клеточной ДНК составляло менее 10 нг в дозе вакцины, 

что соответствует требованиям ВОЗ, предъявляемым к препаратам, в производ-

стве которых в качестве клеточного субстрата используются перевиваемые 

клетки животных [14]. Изучение стабильности свойств вакцины в течение 6 ме-

сяцев хранения (срок наблюдения) при температуре (4–8) оС подтвердило сохра-

нение специфической активности и других показателей на уровне исходных. 

Использование в технологии производства вакцины культуры аттестован-

ных клеток обладает неоспоримым преимуществом в первую очередь благодаря 

способности сохранять при пассировании стабильные генетические и биологи-

ческие характеристики. Замена в производстве гриппозной вакцины куриных эм-

брионов на культуру клеток позволяет избежать аллергических реакций при им-

мунизации лиц, страдающих аллергией к белкам куриных яиц. Использование 

для наработки вируса гриппа в биореакторах бессывороточных питательных 

сред, не содержащих продукты животного происхождения, также позволяет сни-

зить возможные аллергические реакции на вакцину и исключить контаминацию 



посторонними вирусами, микоплазмами и прионами, которые могут присутство-

вать в сыворотке крови плодов крупного рогатого скота. Использование аттесто-

ванных клеток из посевного и рабочего банков, заложенных на хранение при 

температуре жидкого азота в коллекции культур клеток ГНЦ ВБ «Вектор», поз-

волит в течение нескольких десятков лет обеспечить производство вакцины 

стандартным клеточным материалом. 

Выводы 

В результате проведенных исследований впервые в России разработана тех-

нология производства живой культуральной тривалентной вакцины против се-

зонного гриппа. Получены 3 экспериментальные серии вакцины, которые по 

всем изученным показателям соответствовали требованиям нормативной доку-

ментации. Технология является универсальной и может быть использована для 

получения живой культуральной вакцины на основе различных штаммов вируса 

гриппа. 
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