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Одной из актуальных проблем регенеративной 
медицины является обеспечение безопасности кле-
точных и тканеинженерных продуктов. Одним из 
ключевых аспектов ее обеспечения является ис-
пользование для клеточного процессинга реакти-
вов и вспомогательных компонентов, не оказыва-
ющих негативного влияние на клетки. Традиционно 
в качестве ростовой добавки для культивирования 
клеток используют фетальную телячью сыворотку 
(ФТС), которая считается комплексной смесью вы-
соко- и низкомолекулярных биомолекул с физио-
логическим балансом стимулирующих и блокирую-
щих факторов роста (ФР), с низким содержанием 
γ-глобулинов – ингибиторов роста и пролиферации 
клеток [1–4]. Однако использование ФТС, как ис-
точника ксеногенных протеинов, на этапах приго-
товления клеточных препаратов и тканеинженерных  

медицинских изделий, предназначенных для введе-
ния человеку, в настоящее время не рекомендуется 
из-за возможности индукции аллергических реакций, 
а также переноса в организм человека вирусов, при-
онов и зоонозов [3–6]. Возможная экспрессия глав-
ного комплекса гистосовместимости II типа (МНС II) 
в мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клетках (ММСК) в присутствии ФТС, по мнению 
ряда авторов, также ограничивает ее использование 
в технологиях регенеративной медицины [2, 7]. Не 
исключено, что генетическая нестабильность ММСК 
ряда доноров in vitro тоже может быть индуцирована 
компонентами ФТС [7].

На этапах разработки гуманизированных росто-
вых добавок к культуральным средам были апроби-
рованы экстракты многих тканей, биологические жид-
кости и бессывороточные среды с рекомбинантными 
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Лизат тромбоцитов (ЛТ) человека, содержащий ряд 
биологически активных веществ, позиционируется как 
возможная замена фетальной телячьей сыворотки (ФТС) 
при культивировании клеток, предназначенных для кле-
точной терапии и регенеративной медицины. Ранее нами 
были установлены принципиальные различия в биохими-
ческом составе ЛТ и ЭТС. В данной работе показано, что 
концентрации эстрадиола, тестостерона и инсулина в ЛТ  
в несколько раз выше, чем в ЭТС. Уровни тромбоцитарного 
фактора роста (PDGF AA, AB), трансформирующего факто-
ра роста-β1 и сосудистого эндотелиального фактора роста 
в ЛТ в 10–50 раз выше, чем в ЭТС; PDGF BB в ЛТ не вы-
явлен, а концентрации инсулиноподобного фактора роста-1 
в ЛТ и ЭТС сходны. ЛТ поддерживает in vitro пролиферацию 
иммортализованных фибробластов кожи человека (ФЧ), 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) жировой ткани человека и эпидермоидной карци-
номы гортани НЕр-2. Время удвоения культур ФЧ и ММСК 
в присутствии ЛТ (10%) по сравнению с ЭТС (10%) снижа-
ется в 1,5–2,0 раза. ЛТ в отличие от ЭТС не поддерживает 
пролиферацию 3 из 4 культур человеческих опухолевых 
клеток: аденокарциномы молочной железы MCF-7, карци-
номы легкого линий А-549 и АОТ-75. ЛТ, как и ЭТС, не 
препятствует индукции остеогенной и адипогенной диф-
ференцировки ММСК in vitro, сохраняя, таким образом, 
их пластичность. После термоинактивации (56°С, 1 ч) 
способность стимулировать пролиферацию у ЛТ исчезает, 
а у ЭТС – сохраняется. Обсуждаются возможные причины 
различий в эффектах ЛТ и ЭТС как ростовых добавок к 
среде культивирования.

Ключевые слова: лизат тромбоцитов, фетальная  
телячья сыворотка, факторы роста, иммортализованные 
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Human platelet lysate (PL) contains a number of 
biologically active substances and viewed as possible fetal 
bovine serum (FBS) substitute in cell cultivation for cell 
therapy and regenerative medicine. Previously principle 
differences of FBS and PL biochemical composition were 
found. It was shown in this work that concentrations of 
estradiol, thestosterone and insulin were higher in PL 
comparing to FBS. Levels of platelet derived growth factor 
(PDGF AA, AB), transforming growth factor-β1 and vascular 
endothelial growth factor in PL were 10–50-fold larger 
comparing to FBS. PDGF BB was not determined in PL. 
Concentrations of insulin-like growth factor-1 in PL and FBS 
were about equaled. PL supported in vitro proliferation of 
human fibroblasts (HF), multipotential mesenchymal stromal 
cells (MMSC) of human adipose tissue and epidermoid 
larynx carcinoma HEp-2. HF and MMSC cultures doubling 
time in presence of PL (10%) vs FBS (10%) decreased 
1.5–2.0-fold. PL unlike FBS did not support proliferation 
of 3 (amongst 4) human tumor cells cultures: breast 
adenocarcinoma MCF-7, lung carcinoma A-549 and AOT-
75. PL (as FBS) did not prevent osteogenic/adipogenic 
differentiation induction of MMSC in vitro, keeping their 
plasticity. After thermoinactivation (56°C, 1 hour) the 
proliferation stimulating ability is retaining for FBS and 
disappearing for PL. Various causes of growth supplements 
(PL and FBS) effects differences are discussed. 

Key words: platelet lysate, fetal bovine serum, growth 
factors, immortalized dermal fibroblasts, multipotential 
mesenchymal stromal cells, tumor cells.
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ФР, однако удовлетворительные результаты получе-
ны не были [8, 9]. 

Далее внимание исследователей было перенесе-
но на тромбоциты, как один из основных источников 
ФР в организме: тромбоцитарного фактора роста 
(PDGF-AA, AB, BB); трансформирующего фактора 
роста (TGFα1, β); фактора роста гепатоцитов (HGF); 
инсулиноподобного фактора роста-1 (IGF-1); сосуди-
стого эндотелиального фактора роста (VEGF); эпи-
дермального фактора роста (EGF); основного факто-
ра роста фибробластов (FGFb) – и, в частности, на 
лизат тромбоцитов (ЛТ) человека как замену ФТС 
[2–4, 5, 7, 9–12]. В ЛТ был идентифицирован и ряд 
биологически активных веществ, отсутствующих в 
ФТС, в частности, ингибитор ангиогенеза PF4, фак-
тор стромальных клеток-1 (SDF-1), ответственный за 
миграцию и хоуминг [5], тромбоспондин, Р-селектин, 
ингибитор урокиназы эндостатин, ряд интегринов  
[1, 2, 7, 13], которые также являются эффектора-
ми для стволовых и прогениторных клеток. Однако, 
вклад этих факторов в активацию и супрессию вну-
триклеточного сигналинга не исследован. 

Использование ЛТ человека в качестве росто-
вой добавки при культивировании клеток показало, 
что ЛТ поддерживает пролиферацию ММСК, пред-
шественников кератиноцитов [7, 14–16], сохраня-
ет пластичность ММСК in vitro [17], обеспечивает  
геномную стабильность ММСК in vitro при длитель-
ном культивировании, являясь протектором хромо-
сомных аберраций [5, 17]. Однако, влияние ЛТ по 
сравнению с ФТС на культуры опухолевых клеток 
практически не изучено.

Цель работы: сравнение состава и влияния ЛТ 
и ФТС на рост нормальных, иммортализованных и 
опухолевых клеток человека in vitro, а также на пла-
стичность ММСК.

Материал и методы

Получение ЛТ из тромбоцитарной массы

Материалом для получения ЛТ являлась тром-
боцитарная масса 46 доноров (27 мужского и 19 –  
женского пола), полученная в отделении пере-
ливания крови ФГБУ «МНИОИ им. П.А. Герцена» 
Минздрава России после подписания донорами 
добровольного информированного согласия. Сред-
ний возраст доноров составлял 33 года (мужчин –  
31 год, женщин – 35 лет).

Тромбоцитарную массу от каждого донора полу-
чали путем афереза на аппарате Amicus (США) по 
методике фирмы-производителя прибора. Проце-
дура заготовки тромбоцитарной массы валидиро-
вана и предполагает контаминацию лейкоцитами в 
количестве не более 1×106 на дозу при количестве 
тромбоцитов 200×109, что контролируется в соот-
ветствии с техническим регламентом о требованиях 
безопасности крови, ее продуктов, кровезамещаю-
щих растворов и технических средств, используемых 
в трансфузионно-инфузионной терапии [18]. После 
завершения процедуры в лабораторию передавали 
стерильные запаянные пробирки-пробники объемом 
6 мл (от каждого донора 1–2 пробника) с сопрово-
дительной информацией: ФИО донора, пол, возраст, 
результаты клинического анализа крови, концентра-
ция тромбоцитов в тромбоцитарной массе. Перед 
этапом получения ЛТ производили нормирование 
всех образцов тромбоцитарной массы по концен-

трации тромбоцитов (1,75×109 тромбоцитов/мл),  
для чего в стерильных условиях содержимое проби-
рок-пробников переносили в пластиковые пробирки 
объемом 15 мл (Corning, США), производили до-
полнительно подсчет концентрации тромбоцитов в 
образце по унифицированной методике [19] и при 
необходимости центрифугировали тромбоцитарную 
массу при 4000 об/мин в течение 40 мин (центри-
фуга Eppendorf, Германия). Затем осадок тромбо-
цитов ресуспендировали в нужном для достижения 
указанной концентрации объеме супернатанта. Для 
получения ЛТ использовали, таким образом, неак-
тивированные тромбоциты. ЛТ получали методом 
температурного лизиса, который заключается в про-
ведении циклов замораживания и быстрого размо-
раживания образца тромбоцитарной массы [3, 4]. 
Согласно данным ряда авторов, в результате такой 
процедуры происходит разрушение α-гранул тромбо-
цитов и высвобождение из них факторов роста [3, 4, 
10, 17]. Для получения образца ЛТ пробирки с тром-
боцитарной массой каждого донора замораживали 
при -80°С и через 24 ч размораживали при +37°С. 
Процедуру повторяли трижды. Затем образцы цен-
трифугировали при 4000 об/мин в течение 40 мин. 
(центрифуга Eppendorf, Германия) для осаждения 
фрагментов тромбоцитов. Объединенные суперна-
танты от 1–2 пробников каждого донора, представ-
ляющие собой ЛТ, оценивали под микроскопом при 
увеличении ×20 на наличие или отсутствие видимых 
нелизированных тромбоцитов и(или) их фрагментов. 
При отрицательном микроскопическом контроле ЛТ 
разливали в стерильные пластиковые микроцен-
трифужные пробирки (Corning, США) в зависимо-
сти от задач эксперимента по аликвотам от 100 до  
500 мкл и замораживали (-80°С) до дальнейшего 
исследования.

Определение содержания гормонов и факторов 
роста в ЛТ и ФТС

Концентрации инсулина, эстрадиола и тестостеро-
на были оценены в ЛТ из тромбоцитарных масс 20 из 
46 доноров и в 4 образцах ФТС (HyClone, США, лоты 
№ ARJ27433, № ARC25945; РАА, Австрия, серии  
№ 1363, № 2946,) иммуноферментным методом. 

Содержание факторов роста в 46 образцах ЛТ до-
норов и 4 образцах ФТС определяли методом твер-
дофазового иммуноферментного анализа (ELISA) с 
помощью коммерческих наборов Invitrogen (TGF-β1, 
VEGF), Quantikine BD Bioscience (PDGF AA, PDGF AB, 
PDGF BB) и IDS (IGF-1).

Оценка влияния ЛТ и ФТС на рост клеток in vitro 

В работе использованы культуры иммортализо-
ванных фибробластов кожи человека (ФЧ), (предо-
ставлены ФГБУН «Институт молекулярной биологии 
им. Энгельгардта РАН»), мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток жировой ткани чело-
века (ММСК) 2–3 пассажа (предоставлены ФГБУ 
«МНИОИ им. П.А. Герцена»), а также опухолевых 
клеток человека: аденокарциномы молочной же-
лезы MCF-7; эпидермоидной карциномы гортани  
HЕp-2, карциномы легкого линий A-549 и АОТ-75 
(предоставлены банком клеточных культур ФГБУ 
«Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского» РАМН). 
ММСК выделяли из жировой ткани пациентов соче-
танием механического и ферментативного дезагре-
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гирования [20]. Все пациенты подписывали добро-
вольное информированное согласие.

ФЧ и опухолевые клетки культивировали в пол-
ной ростовой среде следующего состава: среда 
DMEM (ПанЭко, Россия), глутамин (0,65 мг/мл, 
ПанЭко, Россия), Hepes-буфер (20 мМ, ПанЭко, 
Россия), гепарин (2 ед./мл, ФГУП «Московский эн-
докринный завод»). В качестве добавки к ростовой 
среде использовали пулированный образец 10% ЛТ 
(из тромбоцитарной массы 5 женщин и 5 мужчин) 
или 10% ФТС (РАА, Австрия; лот № А10106-0671). 
Для культивирования ММСК вместо DMEM исполь-
зовали DMEM/F12 (ПанЭко, Россия).

Эксперименты in vitro по оценке динамики роста 
культур с использованием ЛТ и ФТС в качестве ро-
стовых добавок к среде культивирования осущест-
вляли в 96-луночных планшетах (Corning, США) с 
плотностью посева 5×103 кл. в лунке и со сменой 
культуральной среды дважды в неделю. 

На сроках культивирования 1, 3, 5, 7, 10 и 14 
сут. определяли количество жизнеспособных кле-
ток с помощью МТТ-теста, который основан на 
способности дегидрогеназ живых клеток восстанав-
ливать 3-(-4,5-диметилтиазолил-2)-2,5-дифенил-
тетразолий бромистый (МТТ, Sigma, США) в голубые 
кристаллы формазана, нерастворимые в воде [21]. 
Для проведения МТТ-теста по окончании определен-
ного срока культивирования из каждой лунки отбира-
ли по 100 мкл среды и вносили по 25 мкл раствора 
МТТ в концентрации 5 мг/мл. Через 3 ч инкубации 
(5% СО2, 37°С) из каждой лунки полностью удаля-
ли среду и производили растворение образовавше-
гося формазана с помощью изопропилового спирта  
(200 мкл/лунку). От осадка, образующегося в ре-
зультате преципитации белков в изопропаноле, ос-
вобождались центрифугированием плат в течение  
10 мин при 3000 об./мин (Jouan, Франция). Далее 
из каждой лунки переносили по 100 мкл супернатан-
та в 96-луночный планшет (Сostar, США) и оцени-
вали оптическую плотность раствора формазана на 
мультискане FC (Thermo scientific, США) при длине 
волны 540 нм. В качестве контроля использовали 
культуральную среду без клеток.

На основании результатов МТТ-теста рассчитыва-
ли величину прироста популяции клеток (Δ) в про-
центах в конкретный срок наблюдения по формуле:

 ,

где ОDнаст. – оптическая плотность раствора форма-
зана в условных единицах в конкретный срок экс-
перимента; ОDпред. – оптическая плотность раствора 
формазана в предыдущий срок эксперимента.

Для определения времени удвоения культур 
клеток при использовании ЛТ и ФТС в качестве 
добавок к среде культивирования клетки высева-
ли во флаконы площадью 25 см2 (Corning, США) 
с плотностью посева 5×103 кл/см2 для культур ФЧ 
и ММСК и 15×103 кл/см2 – для МСF-7. По дости-
жении культурами состояния субконфлюэнтного 
монослоя (ФЧ и ММСК – 5 сут., МСF-7 – 9 сут.) 
клетки снимали с помощью раствора трипсин/вер-
сена (ПанЭко, Россия) в соотношении 1:1 (время 
инкубации – 2–3 мин, 37°С) и подсчитывали в ка-
мере Горяева. Время удвоения клеточных культур 
рассчитывали по формуле:

 ,

где DT – время удвоения (duplication time), ч;  
t – время между пассажами, ч; X и Y – количество 
посаженных и снятых клеток, соответственно.

Все пробы на всех этапах культивирования ста-
вили в триплетах, используя при представлении ре-
зультатов средние значения.

На всех контрольных точках исследования (1, 3, 
5, 7, 10 и 14 сут.) проводили визуальный контроль 
морфологии культур клеток с помощью световой и 
фазово-контрастной микроскопии (Zeiss Axiovert 
40C, Германия) с окрашиванием клеток гематокси-
лином и эозином по общепринятой методике.

Оценка дифференцировочных потенций ММСК 
человека in vitro

Состав сред для индукции остеогенной и адипо-
генной дифференцировки ММСК был описан нами 
ранее [20]. ММСК культивировали с остеогенными 
или адипогенными индукторами до 28 сут. и с помо-
щью коммерческих наборов осуществляли окраши-
вание клеток на щелочную фосфатазу (маркер осте-
огенной дифференцировки) и липидные включения 
(маркер адипогенной дифференцировки. 

Проведение термоинактивации ЛТ и ФТС 

Одним из приемов для выявления различий в 
действующих компонентах в сложных биологических 
«коктейлях» является сравнение их термочувстви-
тельности. Известно, что нагревание ФТС (для инак-
тивации ряда цитотоксических молекул, в частности, 
относящихся к системе комплемента) не влияет на 
ее способность стимулировать пролиферацию клеток 
in vitro. Поскольку в нашей работе ЛТ, как ростовая 
добавка, сравнивалась с ФТС, мы проводили инакти-
вацию пулированного образца ЛТ и ФТС в термоста-
тируемой водяной бане (Jouan, Франция) при 56°С в 
течение 1 ч. Для равномерного прогрева содержимое 
флаконов перемешивали каждые 5 мин. 

Статистический анализ

Обработку полученных результатов проводили 
с применением стандартных методов вариацион-
ной статистики. Достоверность различий оценива-
ли с использованием непараметрических методов 
(U-критерий Манна – Уитни, критерий Вилкоксона) 
при уровне статистической значимости различий 
р<0,05. 

Результаты и обсуждение

Ранее нами было показано, что в ЛТ, как и в ФТС, 
содержатся все исследованные компоненты венозной 
крови человека [15]. Вместе с тем, в ряде случаев их 
уровень существенно и статистически значимо раз-
личался. Концентрации показателей формирования 
костной ткани – щелочной фосфатазы, ЛДГ, а также 
креатинина и ионов калия, кальция, магния, фосфо-
ра, железа в ЛТ были достоверно ниже, чем в ФТС.  
Концентрации холестерина, ЛПВП, общего белка, 
альбумина и одного из продуктов белкового обмена – 
мочевой кислоты – в ЛТ были выше, чем в ФТС. 



гены & клетки  Том IX, № 1, 2014

Оригинальные исследования80

В настоящей работы мы определяли уровни гор-
монов и содержание факторов роста в ЛТ и ФТС. 
Было обнаружено, что уровни гормонов в ЛТ и ФТС 
существенно различаются (табл. 1). Так, уровень 
инсулина в ЛТ, как мужчин, так и женщин, был бо-
лее чем в 2 раза выше, чем в ФТС; уровень эстра-
диола в ЛТ у мужчин был сходен с таковым в ФТС, а  
у женщин –  достоверно выше, чем в ФТС: уровень  
тестостерона в ЛТ даже у женщин был в несколь-
ко раз выше, чем в ФТС (табл. 1). Таким образом, 
концентрации этих трех гормонов в ЛТ были стати-
стически значимо выше, чем в ФТС. 

Также достоверно и значительно выше (на 1–2 
порядка) было содержание 4 из 6 изученных ФР в 
ЛТ по сравнению с ФТС. Только уровни IGF-1 в ЛТ и 
ФТС оказались сходными, а PDGF-BB при исполь-
зованном пределе чувствительности метода в ФТС 
выявлен не был (табл. 2).

Более высокая концентрация ФР и гормонов в 
ЛТ давало основание надеяться, что при культи-
вировании клеток его можно будет использовать в 
меньших количествах, чем ФТС, если считать, что 
стимулирующий эффект ЛТ, как ростовой добавки, 
на пролиферацию клеточных культур действитель-
но связан с этими биологически активными веще-
ствами.

В этой связи, в ходе второго этапа исследова-
ния была проведена оценка влияния ЛТ и ФТС как 
культуральных добавок на рост клеток in vitro. Было 
изучено влияние ЛТ и ФТС в разных соотношени-
ях в составе ростовой среды на экспансию ММСК 
in vitro в традиционно используемом количестве 
(10%) и установлено, что с увеличением содержа-
ния ЛТ в культуральной среде прирост популяции 
ММСК возрастал (рис. 1).

Таблица 2. Содержание факторов роста в образцах ЛТ и ФТС

ЛТ человека (n = 46) ФТС (n = 4)

PDGF,

пг/мл

AA 6908±673* 227,0±23,2

AB 3984±487* 42,9±12,32

BB 8196±979 0

IGF-1, нг/мл 108,7±4,5* 102,6±5,3

TGF-β1, пг/мл 16303±1004,8* 1352,0±106,4

VEGF, пг/мл 147,7±19,8* 4,0±2,4

* – различия при сравнении с ФТС статистически значимы, p<0,05.

Таблица 1. Уровни некоторых гормонов в ЛТ и ФТС

Инсулин (мкЕД/мл) Эстрадиол (пмоль/л) Тестостерон (нмоль/л)

ЛТ (женщины, n = 9) 2,4±0,4* 349,0±68,1* 1,25±0,19*

ЛТ (мужчины, n = 11) 2,0±0,4* 106,0±16,5 12,8±1,5*

ФТС (n = 4) 0,72±0,26 151,7±2,9 0,45±0,0

* – различия при сравнении с ФТС статистически значимы, p<0,05.

Рис. 1. Прирост ММСК человека в средах с разным соотношением ФТС и ЛТ.  
МТТ-тест, 5 сут. культивирования 
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При оценке динамики роста нормальных и им-
мортализованных культур в среде с 10% ЛТ или 
ФТС было показано более выраженное стимули-
рующее влияние ЛТ, по сравнению с ФТС, на ди-
намику роста как ММСК, так и ФЧ (рис. 2). В то 
же время, следует признать, что небольшое пре-
имущество в скорости прироста популяции ФЧ или 
ММСК в присутствии ЛТ вместо ФТС трудно объяс-
нить только наличием в ЛТ факторов роста, т.к. их 
концентрации в ЛТ существенно превосходят тако-
вые в ФТС. Не исключено также, что зависимость 
доза-эффект для ЛТ в отношении влияния на ско-
рость пролиферации клеток не линейна. Для про-
верки этого предположения целесообразно иссле-
довать влияние ЛТ на пролиферацию ФЧ и ММСК 

в диапазоне существенно меньших концентраций, 
чем используется ФТС.

Иные результаты были получены при сравнении 
эффекта ЛТ и ФТС как ростовых добавок на дина-
мику экспансии 4 культур опухолевых клеток (рис. 
3): ЛТ, в отличие от ФТС, не поддерживал проли-
ферацию 3 из них (MCF-7, A-549, AOT-75) на всех 
сроках культивирования и слабо стимулировал про-
лиферацию HEp-2. 

Рассчитанное время удвоения клеточных культур 
в присутствии ЛТ по сравнению с ФТС, подтвержда-
ет представленные выше данные: показатель досто-
верно уменьшался как в случае иммортализованных 
ФЧ, так и ММСК, но увеличивался для опухолевых 
клеток MCF-7 (табл. 3). 

Рис. 2. Динамика прироста популяции ФЧ и ММСК в культуральной 
среде, содержащей ЛТ или ФТС
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Таблица 3. Время удвоения культур клеток при использовании разных ростовых добавок

Культура клеток Ростовая добавка (10%) Время удвоения культуры, ч

ФЧ
ФТС 61,7±10,7

ЛТ 46,3±2,6*

ММСК
ФТС 84,3±22,2

ЛТ 43,4±4,4*

MCF-7
ФТС 80,4±12,7

ЛТ 164,7±35,5*

* – различия при сравнении с ФТС статистически значимы, p<0,05.

Рис. 3. Динамика экспансии опухолевых клеток человека в культуральной среде, содержащей ЛТ или ФТС 

MCF-7

0                 3                  6                 9                 12             15 
Время культивирования, сут.

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

П
ри

ро
ст

 п
оп

ул
яц

ии
 к

ле
то

к,
 %

НЕр-2

0                 3                  6                 9                 12            15 
Время культивирования, сут.

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0

П
ри

ро
ст

 п
оп

ул
яц

ии
 к

ле
то

к,
 %

А-549

0                  3                 6                 9                 12              15 
Время культивирования, сут.

1200

1000

800

600

400

200

0

П
ри

ро
ст

 п
оп

ул
яц

ии
 к

ле
то

к,
 %

АОТ-75

0                 3                  6                 9                 12             15 
Время культивирования, сут.

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

0

П
ри

ро
ст

 п
оп

ул
яц

ии
 к

ле
то

к,
 %

ФТС 10%

ЛТ 10%



гены & клетки  Том IX, № 1, 2014

Оригинальные исследования 83

Безусловно, для понимания того, насколь-
ко это является общей закономерностью, не-
обходимо исследовать большее число раз-
нообразных линий опухолевых клеток. Тем не 
менее, можно предположить несколько причин 
дифференцированного влияния ЛТ как росто-
вой добавки на пролиферацию нормальных, им-
мортализованных и опухолевых клеток in vitro.  
В частности, это может быть связано с отсутствием 
на опухолевых клетках соответствующих рецепто-
ров к ФР или гормонам, с наличием в ЛТ здоровых 
лиц глобулиновой фракции белков, некоторые из 
которых оказывают блокирующее действие на опу-
холевые клетки, а также с высокой концентрацией 
в ЛТ TGF-β1, который способен блокировать про-
лиферацию опухолевых клеток через циклинзави-
симые киназы [2]. Не исключено и блокирующее 
влияние на опухолевые клетки других, не иденти-
фицированных компонентов ЛТ доноров. 

Таким образом, в ходе второго этапа исследо-
вания мы показали, что ЛТ в аспекте поддержания 
жизнеспособности и пролиферативной активности 
ММСК и ФЧ оказался даже более эффективным, 
чем ФТС, в то время как для экспансии трех из четы-

рех линий опухолевых клеток такого биологического 
действия ЛТ выявлено не было.

На третьем этапе выполнялась сравнительная 
оценка влияния ЛТ и ФТС на дифференцировочные 
потенции ММСК. Было показано, что культивиро-
вание этих клеток в среде с добавлением 10% ЛТ 
сохраняет их способность к индуцируемой (соответ-
ствующими факторами) остео- и адипогенной диф-
ференцировке (рис. 4, 5). 

Для того, чтобы определить, связано ли биоло-
гическое действие ЛТ на ММСК и ФЧ (поддержка 
жизнеспособности и пролиферативной активности) 
с наличием в его составе исследованных факторов 
роста мы предприняли эксперимент с термоинак-
тивацией ЛТ и ФТС при 56°С в течение 1 ч. Было 
выявлено, что после термоинактивации способность 
к стимулировать пролиферацию нормальных и им-
мортализованных клеток у ЛТ исчезла, а у ФТС – 
сохранилась (рис. 6). Эти данные с определенной 
долей допущения свидетельствуют, что выявленный 
биологический эффект ЛТ на ММСК и ФЧ обуслов-
лен активностью факторов роста, в то время как 
действие ФТС, вероятно, обеспечивается и другими, 
более термоустойчивыми компонентами.

Рис. 4. Культуры ММСК на разных сроках культивирования в адипогенной среде  
с ростовыми добавками: 
А, Б – 10% ФТС; В, Г – 10% ЛТ. 
А, В – 8 сут, Б, Г – 19 сут. культивирования. 
Цитохимическая реакция по определению липидных включений

А Б

В Г
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Рис. 5. Культуры ММСК на разных сроках культивирования в остеогенной среде с ростовыми добавками:  
А–В – 10% ФТС; Г–Е – 10% ЛТ; А, Г – 8 сут., Б, Д – 15 сут.; В, Е – 21 сут. культивирования 

А Б В

Г Д Е

Заключение

Таким образом, по формальным признакам ЛТ 
может стать полноценной аллогенной добавкой к 
ростовой среде для культивирования нормальных, 
в т.ч. стволовых клеток человека. В то же время 
полученные данные позволяют предположить, что 
принципиально разные ансамбли биологически 
активных молекул в ЛТ и ФТС отвечают за под-
держку жизнеспособности и пролиферации клеток 
in vitro. Разделяя мнение ряда исследователей о 
необходимости выявить весь спектр биологиче-
ски активных веществ тромбоцитов [14], а также 

опираясь на полученные данные о различном вли-
янии ЛТ на ФЧ и ММСК, с одной стороны, и опу-
холевые клетки – с другой, а также разной термо-
чувствительности ЛТ и ФТС как ростовых добавок, 
мы предполагаем, что дальнейшие детальные ис-
следования состава ЛТ, его термолабильности  
в сопоставлении с рецепторным статусом нормаль-
ных, иммортализованных и опухолевых клеток по-
зволят идентифицировать факторы, сочетание 
которых будет поддерживать пролиферацию и диф-
ференцировку нормальных и не поддерживать про-
лиферацию опухолевых клеток.

Рис. 6. Динамика прироста популяции ФЧ при культивировании в средах  
с использованием инактивированных и неинактивированных образцов ФТС (10%) и ЛТ (5%)
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