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Введение
Внедрение в практику методов генной инженерии, позволя-

ющих создавать принципиально новые продукты в различных от-
раслях народного хозяйства (сельское хозяйство, нефтедобыча, 
пищевая и фармацевтическая промышленность), послужило новым 
толчком для развития биотехнологии. Одним из актуальных направ-
лений современной биотехнологии является создание штаммов, 
продуцирующих вакцины, антитела для борьбы с тяжелейшими за-
болеваниями различной этиологии.

Уже с начала 1970-х годов генная инженерия является исклю-
чительно мощной и многообещающей технологией, но она связана 
с серьезными рисками. По данным национального института здра-
воохранения США (NIH), микроорганизмы с трансплантированны-
ми генами могут нанести вред человеку и другим формам жизни. 
Вероятным источником опасности может быть то, что измененные 
клетки могут обладать большими конкурентными преимуществами 
и смогут занять определенную нишу в существующей экосистеме, а 
также будут опасными для здоровья и жизни человека [1, 2].

Однако уже в 1975 г. на конференции в Асиломаре (США) уче-
ные пришли к выводу, что эксперименты в области генной инжене-
рии (новейшей биотехнологии) не более опасны, чем аналогичные 
работы в других отраслях, но при этом необходим строгий контроль 
за соблюдением мер безопасности. В связи этим во всем мире остро 
встает вопрос биобезопасности использования генно-инженерно-
модифицированных микроорганизмов (ГММ), создаются специ-
альные организации, обеспечивающие всесторонний контроль за 
биопроизводством.

Появление штаммов-продуцентов, созданных с использовани-
ем методологии генетической инженерии, потребовало разработки 
новых подходов, прежде всего оценки потенциального риска, так 
как в ряде случаев ГММ могут существенно отличаться по своим 
свойствам от природных штаммов, и при отсутствии опыта их ис-
пользования допускается вероятность возникновения негативных 
воздействий на окружающую среду.

Оценка реального риска возможна только при накоплении опыта 
работ с конкретными штаммами ГММ. За последние десятилетия 
подобный опыт уже в значительной степени накоплен, что позволи-
ло разработать достаточно эффективные и надежные подходы для 
оценки реального риска использования штаммов ГММ в промыш-
ленности. Максимальное использование для этой цели накапливае-
мых научных знаний и опыта работ является основным принципом, 
положенным в основу современных подходов к обеспечению биобе-
зопасности в странах с интенсивно развивающейся биотехнологией.

При оценке риска использования ГММ в ходе научно-исследова-
тельских работ и производства важно сфокусировать свое внимание 
не только на процессе производства, но и на конечном продукте био-
технологии.

В нашей стране до начала XX века внедрение в биотехнологи-
ческое производство ГММ в России находилось под запретом. Ос-
новой нормативной базы Российской Федерации в области контроля 
генно-инженерной деятельности является Федеральный закон от 
5.06.1996 № 861, который впоследствии претерпел несколько ре-
дакций и действует по настоящее время. Этот документ содержит 
общие положения, которые являются адаптированным вариантом 
рекомендаций ВОЗ по государственному контролю исследований, 
связанных с созданием и использованием генетически модифици-
рованных организмов (ГМО). Государственное регулирование про-
мышленного использования ГМО в тексте документа упоминается 
только в статьях 5 и 7. В статье 7, в частности, определяется, что 
продукция, полученная с применением ГМО или их содержащая, 
подлежит государственной регистрации в порядке, установленном 
Правительством Российской Федерации, которое было введено Фе-
деральным законом от 04.10.2010 № 2622.

В соответствии с Федеральным законом № 86 были приняты 
постановления Правительства РФ от 16.02.2001 № 120 «О государ-
ственной регистрации генно-инженерно-модифицированных ор-
ганизмов»3 и № 26 от 18.01.2002 «О государственной регистрации 
кормов, полученных из генно-инженерно-модифицированных орга-
низмов»4, которые впервые вводили государственную регистрацию 

ГММ, предназначенных для промышленного использования или 
импорта в РФ, а также содержали Положения о государственной 
регистрации. В частности, данные Положения определяли основ-
ные этапы государственной регистрации и федеральные ведомства, 
ответственные за ее проведение. Регистрация ГМО и ведение госу-
дарственного реестра были возложены на Министерство промыш-
ленности, науки и технологий, в частности на Экспертный совет по 
вопросам биобезопасности.

По ряду причин данные постановления Правительства не приве-
ли к созданию эффективной нормативной базы для промышленного 
использования ГММ, вместе с тем впоследствии был подготовлен 
ряд документов, регулирующих использование ГМО и продукции, 
полученной с использованием ГМО.

Так, например, приказом Министерства сельского хозяйства 
РФ от 6.10.2009 № 4665 был утвержден административный регла-
мент исполнения Федеральной службой по ветеринарному и фи-
тосанитарному надзору (Россельхознадзором) государственной 
функции по государственной регистрации кормов, полученных из 
генно-инженерно-модифицированных организмов. В этом приказе 
определен порядок осуществления государственных функций (реги-
страции, ведения реестров, выдачи свидетельств о государственной 
регистрации и т.д.), возложенных на Россельхознадзор.

В дальнейшем правительством была разработана концепция 
федеральной целевой программы «Национальная система хими-
ческой и биологической безопасности Российской Федерации на 
2009–2013 гг. Целью программы являлось последовательное сни-
жение до приемлемого уровня риска воздействия опасных химиче-
ских и биологических факторов на население, биосферу, техносфе-
ру и экологические системы [3].

Значительным шагом в направлении создания нормативной 
базы в области промышленного использования ГММ стало поста-
новление Правительства РФ от 23.10.2013 № 839 «О государствен-
ной регистрации генно-инженерно-модифицированных организмов, 
предназначенных для выпуска в окружающую среду, а также про-
дукции, полученной с применением таких организмов или содержа-
щей такие организмы»6, которое отменяет действие постановлений 
Правительства РФ № 120 и № 26 с 01.07.2014.

В этом Постановлении определены общие правила государ-
ственной регистрации ГМО и продукции, полученной с использо-
ванием ГМО. В зависимости от назначения ГМО определены виды 
использования и федеральные ведомства, ответственные за государ-
ственную регистрацию и мониторинг биобезопасности применения. 
По своей сути данное постановление является программным и опре-
деляет конкретные задачи по дальнейшему развитию нормативной 
базы в области использования ГМО и, в частности, промышленного 
использования ГММ.

Однако на практике этапы проведения экспертизы и государ-
ственной регистрации ГММ и продуктов, их включающих, по-
прежнему остаются неясными и неконкретными для разработчиков 
новых биотехнологий. При рассмотрении возможности исполь-
зования ГММ в промышленности в настоящее время отсутствуют 
требования и рекомендации для конструирования промышленных 
штаммов ГММ, не существует документов, определяющих правила 
проведения экспертизы, не разработаны критерии и методы оценки 
безопасности ГММ. До настоящего времени не разработаны также 
регламенты или правила обеспечения биобезопасности промышлен-
ного производства с использованием ГММ.

Цель исследования – изучение патогенных свойств новых био-
технологических штаммов, полученных методом генной инжене-
рии, в острых опытах на животных как одного из возможных крите-
риев оценки их биобезопасности.

Материал и методы
Эксперименты выполнялись на белых беспородных мышах мас-

сой тела 20–25 г. Опытные и контрольные группы животных состо-
яли из 8 животных, которые содержались в виварии университета в 
стандартных условиях освещения, проветривания и кормления.

Исследование патогенных свойств штаммов E. coli при одно-
кратном внутрибрюшинном введении больших доз микроорганиз-
мов проводили по интегральным показателям, характеризующим 
взаимоотношения между макро- и микроорганизмом: вирулент-
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Введение культуральной жидкости после термической обра-
ботки, содержащей эндотоксины, не вызывало гибели подопытных 
животных. Отсутствие гибели мышей наблюдалось также и при вве-
дении культуральной жидкости, содержащей экзотоксины штаммов.

При изучении диссеминации штаммы высевались из крови и 
внутренних органов (печень, почки, селезенка) животных только в 
течение 2–7 дней. Полученные данные свидетельствуют о том, что 
изученные генно-инженерно-модифицированные штаммы E. coli не 
способны размножаться и длительно находиться в организме тепло-
кровных животных.

Генно-инженерно-модифицированные штаммы S. cerevisiae 
предполагается использовать для внутриклеточного синтеза биомо-
дифицированного интерферона α2b человека, а также для биосин-
теза рекомбинантных белков как основы терапевтической вакцины 
против папилломавируса.

Результаты исследования патогенных свойств генно-инже-
нерно-модифицированных штаммов S. cerevisiae представлены в 
табл. 2. В период наблюдения (1 мес после введения различных 
доз микроорганизмов) гибели животных не наблюдалось. Средне-
вирулентная доза DV50 для штаммов не была достигнута, а следо-
вательно, она более максимально введенной дозы (DV50 штаммов 
>9 · 1010–1012 КОЕ/жив.). Limivasion S. cerevisiae ВКПМ Y-3928 соста-
вила 4 · 1010 КОЕ/жив., S. cerevisiae ВКПМ Y-3853 – 1010 КОЕ/жив., 
S. cerevisiae ВКПМ Y-3919 – 9 · 109 КОЕ/жив.

Высевание отдельных колоний всех штаммов наблюдалось лишь 
на 3-и сутки. На 7-й день единичные колонии высевались из сердца и 
селезенки при введении штамма ВКПМ Y-3853 в дозе 1012 КОЕ/жив. 
вследствие высокой дозы и более длительного выведения из организ-
ма. При введении максимальной дозы штамма S. cerevisiae ВКПМ 
Y-3919 в дозе 9 · 1010 КОЕ/жив. Колонии не обнаруживались во вну-
тренних органах и крови уже на 3-й день после введения.

При изучении токсичности в течение срока наблюдения гибель 
животных не отмечена (DL50 > 5 · 1012 КОЕ/жив.). Гибель животных 
при исследовании токсигенности в течение срока наблюдения также 
не отмечена.

Таким образом, исследования показали, что большая часть 
генно-инженерно-модифицированных штаммов E. coli и S. cerevi-
siae не проявляли вирулентных, токсичных и токсигенных свойств 
в отношении теплокровных животных. Инвазивная способность 
этих штаммов невысока, они не размножаются в организме тепло-
кровных животных, пребывание их ограничивается несколькими 
днями. В связи с этим они относятся к непатогенным штаммам для 
теплокровных животных. Исключение составили 2 штамма E. coli, 
которые потенциально небезопасны для теплокровных животных 
вследствие их высокой инвазивной способности и не могут быть 
рекомендованы к использованию в биотехнологиях.

Полагаем, что метод изучения патогенных свойств может быть 
включен в экспертизу как критерий оценки безопасности новых ген-
но-сконструированных штаммов при рассмотрении возможности их 
использования в биотехнологической промышленности.
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ность (DV50), минимальная («пороговая», Liminvasion) доза штаммов 
в крови животных через 30 мин после введения, характеризующая 
его инвазивность, способность к диссеминации штаммов в кровь и 
внутренние органы (почки, печень, селезенка) в течение 1 мес, ток-
сичность экзо- и эндотоксинов [4].

Оценку вирулентности штаммов определяли по величине DV50 
при однократном внутрибрюшинном введении суспензии двухсу-
точной культуры изучаемых штаммов в физиологическом растворе 
беспородным белым мышам в различных дозах. «Пороговую» дозу 
определяли как минимальную при высевании штаммов из крови 
хвостовой вены через 30 мин после введения.

На 3, 7, 10, 20 и 30-е сутки после введения проводили вы-
севание штаммов из крови и внутренних органов методом отпе-
чатков на плотные питательные среды. Токсичность штаммов из-
учали при внутрибрюшинном введении белым мышам прогретой  
(80 °C, 1 ч) и отмытой физиологическим раствором двухсуточной 
культуры в наибольшей дозе 5 · 1012 КОЕ/жив. и ее разведениях. 
Токсигенность штаммов изучали при внутрибрюшном введении 
стерильных фильтратов двухсуточных бульонных культур в 3 
разведениях: 0,5 мл каждого разведения вводили 3 мышам. Кон-
трольным животным вводили стерильный питательный бульон и 
физраствор.

Результаты и обсуждение
В РНИМУ им. Н.И. Пирогова МЗ РФ был накоплен определен-

ный экспериментальный материал по изучению патогенных свойств 
генно-модифицированных штаммов E. coli, предлагаемых для ис-
пользования в биотехнологиях в качестве продуцентов для синтеза 
лекарственных препаратов.

При изучении патогенных свойств 7 генно-инженерно-модифи-
цированных штаммов E. coli показано, что средневирулентная доза 
(DV50) для всех штаммов была выше 1011 КОЕ/жив. (табл. 1). «Поро-
говая» доза при парентеральном введении суспензии для большин-
ства штаммов находилась на достаточно высоком уровне: микро-
организмы высевались из крови через 30 мин после их введения в 
дозах 108–1010 КОЕ/жив. Указанный факт свидетельствует о низких 
инвазивных свойствах.

Однако для штаммов E. coli DLT 1270 и E. coli ECR-HIS-T  
Liminvasion находился на предельно низком уровне (107 КОЕ/жив.), что 
свидетельствует о более высоких инвазивных свойствах и может 
представлять опасность для теплокровных животных.
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Т а б л и ц а  1
Показатели патогенности генно-инженерно-модифицированных 
штаммов E. coli при однократном внутрибрюшинном введении

Штаммы  
E. coli

DV50, 
КОЕ/жив.

«Пороговая 
доза»  

(Liminvasion), 
КОЕ/жив

Высевание из внутренних органов

доза, КОЕ/жив
сроки 

высева-
ния, сут

DLT 1270 >1011 2 · 107 107, 108 4
DLT 1270М >1011 7 · 1010 7 · 108, 7 · 109, 7 · 1010 6
SX 50 >1011 5 · 108 5 · 108, 5 · 109 2
SX 70 >1011 2 · 109 2 · 1011 2
ECR-HIS-T >1011 4 · 107 4 · 109 3
KMEX 511 >1011 4 · 108 4 · 109, 4 · 1010 5
KMEX 711 >1011 4 · 1010 4 · 1010, 4 · 1011 7

Т а б л и ц а  2
Результаты изучения патогенных свойств 3 штаммов S. cerevisiae

Название 
штамма  

S. cerevisiae

DV50  
(максимально 

введенная доза),  
КОЕ/жив.

Пороговая 
доза  

(Liminvasion), 
КОЕ/жив.

Высевание штамма  
из внутренних органов

дни доза КОЕ/жив. органы

ВКПМ 
Y-3928

> 4 · 1011 4 · 1010 3-й 4 · 1011 4 · 1010 печень, 
сердце

ВКПМ 
Y-3853

> 1012 1010 3-й 1012 сердце, 
почки, 
селезенка

7-й 1012 сердце, 
селезенка

ВКПМ 
Y-3919

> 9 · 1010 9 · 109 3-й не высева-
лись


