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ВЛИЯНИЕ ГИДРОДИНАМИЧЕСКИХ УСЛОВИЙ 
НА ИНТЕРФЕРОНСИНТЕЗИРУЮЩУЮ АКТИВНОСТЬ 

СПЛЕНОЦИТОВ СВИНЕИ ПРИ ПОЛУЧЕНИИ а-ИНТЕРФЕРОНА 

Определены параметры физических составляющих процессов перемешивания и 
массообменные характеристики предложенного биореактора для суспензионного куль-
тивирования спленоцитов свиней. Исследовано влияние гидродинамических условий 
на жизнеспособность и интерферонсинтезирующую активность клеток при получении 
о-интерферона свиней. Методом парной корреляции проведен анализ связи процессов 
интерфероногенеза при суспензионном и стационарном биосинтезе. 
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Известно, что из совокупности взаимосвязанных факторов, оказы-
вающих влияние на эффективность процесса биосинтеза, важное место 
занимают гидродинамические и массообменные характеристики среды 
обитания клеток-продуцентов. Из используемых в настоящее время 
способов культивирования клеток млекопитающих [1, 7, 9] перспек-
тивным и наиболее эффективным представляется суспензионный. Одна-
ко в связи с созданием условий, обеспечивающих монодисперсное со-
стояние клеток при суспензионном культивировании, необходимо опре-
деление требуемой интенсивности массообмена и времени гомогени-
зации, параметры которых должны отвечать физиологическим услови-
ям жизнедеятельности клеток. 

Цель настоящих исследований состояла в определении гидродина-
мических характеристик и интенсивности массопередачн кислорода в 
предложенной конструкции биореактора [13], а также влияния гид-
родинамических условий на жизнеспособность и интерферонсинтезиру-
ющую активность спленоцитов свиней при получении а-ннтерферона. 
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Материал и методы. Получение спленоцитов свиней — продуцентов 
а-интерферона (а-ИФН), прайминг и индукцию осуществляли соглас-
но описанной методике [1-2]. При биосинтезе исаользовали среду 199 
«М» с добавлением 1 % сыворотки КРС, пенициллина и стрептомици-
на по 100 ед/мл. Жизнеспособность клеток определяли методом исклю-
чения красителя живыми клетками при окраске 0,1 %-ным раствором 
трипанового синего в изотоническом растворе ЫаС1. Подсчет окрашен-
ных и неокрашенных клеток проводили в гемоцитометре по стандарт-
ной методике [4]. 

Антивирусную активность препарата оценивали с помощью тит-
рования на культуре клеток СПЭВ в микроплатах фирмы ЫпЬго про-
тив 100 ТЦД50 вируса везикулярного стоматита по методике (ЗгоэзЬе^ 
с соавт. [15]. 

Суспензионное культивирование осуществляли в вибрационном 
биореакторе емкостью 1,8 л в течение 18 ч при температуре 37±0у5°С, 
частоте перемешивания /=0,1—3,0 Гц и амплитуде а=6—10 мм. Ок-
сигенацию обеспечивали поверхностной аэрацией с удельным расхо-
дом воздуха 0,20—0,05 л/л-мин. 

Стационарное культивирование проводили в 0,5-литровых флако-
нах при коэффициенте заполнения 0,5; остальные параметры были та-
кими же, как и при суспензионном культивировании. 

Для определения основных гидродинамических характеристик раз-
работанной конструкции биореактора по интенсивности перемешива-
ния использовали параметры характерных времен перемешивания. 
Данные были получены при снятии кривых отклика системы на им-
пульсное возмущение путем измерения концентрации водородных ионов 
в системе с последующей регистрацией кривой отклика по ранее опи-
санным методикам [3, 11]. 

Полученные кривые отклика обрабатывали в координатах Ьп(1 — 
— •»О — х, на которых графическим методом определяли: время гомогени-
зации т^, время крупномасштабного Переноса—ткп, время микропере-
мешивания— т,,,,, время релаксации процесса гомогенизации — хр и его 
технологическую эффективность 

Время гомогенизации г„ для выбранной степени однородности т) = 
= 0,95 определяли по формуле: 

где Тщ, — время крупномасштабного переноса, с; тщ, — время микропере-
мешивания, с, 

Так как тщ зависит от достигнутой -ц, тр определяли как тангенс 
угла наклона касательной при изменении натурального логарифма 
(1—ц) На ПОРЯДОК, ЧТО СООТВеТСТВуеТ СТеПеНИ ОДНОРОДНОСТИ 1—1]=* 
=е - 1 =0 ,368 . Связь тмп и тР устанавливали из соотношения: 

= -тр1п(1-1)). (2> 

Технологическую эффективность процесса гомогенизации находили из 
уравнения: 

В = Тт = (3> 11 + Тмп \ 
Массообмениые характеристики биореакторов исследовали дина-

мическим методом, определяя объемный коэффициент массопередачи 
кислорода в системе воздух — вода с использованием полярографиче-
ского мембранного датчика парциального давления растворенного кис-
лорода по известной методике [5]. 

Максимально достижимую скорость массопередачи кислорода при 
равновесной концентрации Ср, не превышающей 4—6 мкг/мл, опреде-
ляли по формуле: 

= йСШ « К1а (Ср - С) - г0г • Т, (4) 
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где Ф« — скорость массопередачи, мкг/мл-с; К1а—объемный коэффи-
циент массопередачи, с -1; Ср — равновесная концентрация насыщения 
среды кислородом, мкг/мл; С—фактическая концентрация кислорода, 
с которой встречаются клетки, или концентрация на стороне потреби-
теля, мкг/мл; го, — удельная потребность клеток (кл.) в кислороде,, 
мкг 02/Ю6 кл.-с; Т — количество клеток, 106 кл./мл. Величину удель-
ной поверхности контакта фаз «а» рассчитывали по формуле: 

а = /7У, (5> 
где ¥ — площадь свободной поверхности среды в биореакторе, м2; V — 
рабочий объем биореактора, м3. 

Для установления степени корреляции процессов интерфероногене-
за при суспензионном и стационарном культивировании использовали 
программу обработки данных методом парной корреляции [6]. 

В каждой серии параллельных опытов среднее арифметическое 
значение вычисляли по формуле: 

1 6 

=
 (6> 

1=1 

где ) — номер серии; к — число параллельных опытов, проведенных 
при равных условиях. 

Величину дисперсии вычисляли по формуле: 

З - П Г Г Г Е « " 1 - ^ ' ' (7) 1=1 
Для количественной оценки линейной корреляции использован ко-

эффициент парной корреляции Нху, который рассчитывали по формуле: 

п 
« х у 

где 
У — ад -511 

Л 

= (8) 
(=1 1=1 

Результаты экспериментов подвергали статистической обра-
ботке [2]. 

Результаты и их обсуждение. Исследования гидродинамических ха-
рактеристик вибрационного био реактор а проводили с целью определе-
ния наиболее эффективного режима его работы при суспензионном 
культивировании клеточных культур. Технологическую эффективность 
и характерные времена перемешивания определяли в диапазоне частот 
колебаний от 0,5 до 2,0 Гц. 

Анализ полученных данных (рис. 1) свидетельствует о наличии не-
устойчивого гидродинамического режима в диапазоне частот 0,5— 
1,0 Гц. Дальнейшее повышение частоты колебаний приводит к стаби-
лизации гидродинамики в биореакторе, что подтверждается соответст-
вующими значениями характерных времен перемешивания и коэффи-
циентов технологической эффективности. Полученные данные служат 
подтверждением того, что основным лимитирующим фактором биосин-
теза является перенос на микроуровне и для его интенсификации тре-
буется увеличение подводимой энергии на микроперемешивание. 

Одним из возможных лимитирующих факторов биосинтеза явля-
ется обеспечение клеточной суспензии растворенным кислородом. 
В связи с этнм определяли расчетное и экспериментальное значение 
скорости (<Э«с) и объемного коэффициента (/С/а) массопередачи кис-
лорода. Так как транспорт кислорода в среду осуществляется только 
за счет поверхностной аэрации, величина удельной поверхности кон-
такта газ—жидкость для исследованного биореактора составила 
14,Э6 мг/м3. 
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Значение коэффициента массоотдачи в жидкости Ю для данных 
условий практически не зависит от интенсивности перемешивания, и 
для биореактора с механическим перемешиванием его значение, со-
гласно публикуемым данным [8}, равно Ю-5 м/с. Расчетные зна-
чения К1а и <3^ для исследуемого биореактора составляют (3,5 X 
Х10~4) с - 1 и 2,1" 10~3 мкгДмл-с) соответственно. 

Экспериментальные значения объемного коэффициента массопере-

Рис. 1. 1 идродинамические характеристики вибрационного биореактора: а — время го-
могенизации; б—время микроперемешивания; в —время макроперемешивання; г — 

время релаксации; Ь — технологическая эффективность гомогенизации. 
Рис. 2. Значения объемного коэффициента маесопередачи а — система культиви-
рования с аэрирующим диском; б —система культивирования без аэрирующего диска. 

ко определенные на их основе значения скорости массопередачи кис-
лорода <2„с могут быть недостаточными для условий суспензионного 
культивирования спленоцитарных клеток, так как поверхность контак-
та фаз, определяемая величиной свободной поверхности жидкости, 
практически не обновляется и весьма ограниченна [16]. Для интенси-
фикации скорости массопередачи кислорода использовали поверхност-
ный дисковый аэратор, установленный на границе раздела фаз. Полу-
ченные при этом экспериментальные значения К1а закономерно воз-
растают при увеличении частоты колебаний. Скорость массопередачи 
( д л я данной системы составила (2,4—5,1) • Ю-3 мкг/(мл-с). 

Для эффективного биосинтеза а-ИФН необходимым условием яв-
ляется сохранение максимально возможного количества жизнеспособ-
ных клеток-продуцентов, участвующих в процессе интерфероногенеза. 
Это условие может быть достигнуто за счет необходимой интенсивнос-
ти массообменных и гидродинамических процессов переноса кислорода 
и компонентов питательной среды, что позволит исключить околокле-
точную гипоксию, лимитирование по субстрату и агломерацию клеток, 
наблюдаемые при стационарном культивировании. Однако перемеши-
вание и, как следствие, различные уровни гидродинамических и массо-
обменных процессов могут оказывать на клетки как благоприятное, 
так и пагубное влияние [10]. 

В связи с отсутствием в настоящее время корректных методик 
определения предельных значений срезающих усилий и сдвиговых де-
формаций культуральной жидкости, оказывающих разрушающее и 
травмирующее воздействие на клетки, были проведены эксперимен-
тальные исследования влияния гидродинамических условий на жизне-
способность клеток-продуцентов при частоте колебаний 0,5, 1,5 и 2,0 Гц. 
Результаты исследований (рис. 3) указывают на то, что жизнеспособ-
ность спленоцитов свиней в процессе интерфероногенеза в условиях 
суспензионного культивирования выше, чем при стационарном куль-
тивировании. Резкое снижение количества жизнеспособных клеток в 
течение первых трех часов при суспензионном биосинтезе и в течение 
6 часов — в стационарных условиях объясняется прикреплением к стен-
кам биореактора содержащихся в клеточной суспензии макрофагов, ко-
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торые обладают максимальной адгезивностью [4]. Согласно данным 
литературы [17, 18|, наибольшая интенсивность прироста а-ИНФ 
наблюдается в первые 6—8 часов культивирования, а титр интерферо-
на находится в прямой зависимости от концентрации клеток [14]. Эти 
положения нашли подтверждение в результатах наших эксперимен-
тальных исследований: 

Интерферонсинтезирующую активность спленоцитов при биосин-

Время куяьтибиродания, и 

Рис. 3. Влияние гидродинамических условий биосинтеза ее-интерферона на жизнеспо-
собность лимфондных клеток свиней: а — стационарные условия; б — культивирование 
при частоте 1,5 Гц; в — культивирование при частоте 2,0 Гд; г — культивирование при 

частоте 0,1 Гц. 

перемешивания 1,5 гЦ, при которой достигали высоких массообменных 
и гидродинамических показателей, а также максимального количества 
жизнеспособных клеток, и в стационарных, традиционно используемых 
условиях (рис. 4). Суспензионное культивирование, обеспечивающее 
более высокую жизнеспособность 

I-клеток, положительно влияет на % 
интерферонсинтезирующую спо- V 
собность сплецоцитов свиней, | № 
Так, при суспензионном биосин- § 

112 

Рис. 4. Продукция интерферона сплено- | ^ 
цитами свиней в вибрационном биореак- 1 
торе и стационарных условиях: а— §> 4 
активность ИФН в биореакторе, б — 
активность ИФН в стационарных 

условиях. /6 Время,* 

тезе получен препарат, обладающий антивирусной активностью, втрое 
превышающей активность препарата, полученного в стационарных 
условиях. 

На основании результатов проведенных исследований нами была 
предпринята попытка определить с использованием метода парной кор-
реляции основные различия между стационарным и суспензионным 
биосинтезом ИФН. 

При сравнении антивирусной активности ИФН и жизнеспособно-
сти клеток в условиях стационарного и суспензионного культивирова-
ния выявлена практически полная идентичность коэффициентов парной 
корреляции указанных выше величин 0,957 и —0,984 соответствен-
но. Коэффициент корреляции антивирусной активности ИФН при сус-
пензионном и стационарном биосинтезе составлял 0,996. Полученные 
данные, на первый взгляд, свидетельствуют о полной идентичности 
процессов интерфероногенеза как в условиях суспензионного, так и в 
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условиях стационарного культивирования. Однако Рх у почасового при-
роста антивирусной активности интерферона, получаемого при суспен-
зионном и стационарном биосинтезе, был равен 0,253. Аналогичный 
результат получен при определении коэффициентов парной корреляции 
скорости отмирания клеток в исследуемых режимах культивирования 
(/?*У=0,269). Вероятно, процессы биосинтеза интерферона спленоци-
тами свиней при суспензионном культивировании по своей интенсив-
ности отличаются от таковых при стационарном. Дальнейшие биохими-
ческие и молекулярно-биологические исследования этих процессов поз-
волят более детально вскрыть причины обнаруженного нами феномена. 

Таким образом, использование суспензионного культивирования 
при получении а-ИФН свиней с практической точки зрения предпочти-
тельнее. Предложенная конструкция биореактора позволяет использо-
вать высокие концентрации клеток-продуцентов, участвующих в био-
синтезе. Благодаря возможности управления условиями обитания по 
гидродинамическим и массообменным характеристикам возможны со-
кращение времени биосинтеза, увеличение продуктивности клеток и, 
как следствие, повышение активности конечного продукта. Разрабо-
танная конструкция биореактора позволяет произвести масштабирова-
ние процесса биосинтеза в промышленном производстве. 

В. Д. Дунайський, В. Н. Поводзинський, Ю. В. Карлаил, 
В. К- Іваненко, О. В. Селезньов, С. П. Циганков, Я. Г. Кішко 

Ін-т мікробіології і вірусології НАН України, Київ; 
Київ, технол. ін-т харч, пром-сті МО України 

ВПЛИВ ГІДРОДИНАМІЧНИХ УМОВ 
НА ІНТЕРФЕРОНСИНТЕЗУЮЧУ АКТИВНІСТЬ СПЛЕНОЦИТІВ 

СВИНЕИ ПРИ ОДЕРЖАННІ о-ІНТЕРФЕРОНУ 

Р е з ю м е 

Визначені параметри фізичних складових процесу перемішування 
і масообмінні характеристики запропонованого біореактора для суспен-
зійного культивування спленоцитів свиней. Досліджено вплив гідро-
динамічних умов на життєздатність та інтерферонсинтезуючу актив-
ність клітин при одержанні а-Інтерферону свиней. Методом парної ко-
реляції проведено аналіз зв'язку процесів інтерфероногенезу при сус-
пензійному і стаціонарному біосинтезі. 

К л ю ч о в і с л о в а : спленоцити, культивування, а-інтерферсн, 
бІореактор 
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EFFECT OF HYDRODYNAMIC CONDITIONS ON INTERFERON-
SYNTHESIZING ACTIVITY OF SPLENOCYTES IN PIGS DURING 

PRODUCTION OF a-INTERFERON 

S u m m a r y 

Parameters of physical constituents of the agitation process and 
mass-exchange characteristics of the suggested bioreactor for suspension 
cultivation of pig splenocytes are determnied. The effect of hydrodynami.c 
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conditions on viability and interferon-synthesizing activity of cells in 
production of a-interferon of pigs has been studied. The relation existing 
between interferonogenesis processes proceeding under suspension and 
under stationary biosynthesis has been analyzed by the pair correlation 
method. 

K e y w o r d s : splenocytes, cultivation, a-interferon, bioreactor. 
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