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Аннотация. Тромбоцитарный гель (ТГ) на основе концентрата тромбоцитов (КТ) рассматривается как пер-
спективное терапевтическое средство с гемостатическими и регенеративными свойствами. ТГ получали из КТ, 
выделенных из периферической крови методом автоматического афереза, путем добавления тромбина (30 ЕД/мл). 
Сравнивали пролиферацию мезенхимальных стромальных клеток (МСК) человека in vitro в присутствии ТГ и плот-
ность геля в зависимости от избытка фибриногена, присутствия кальция хлорида, кальция глюконата, апротинина.  
ТГ, образующийся из КТ в присутствии тромбина в течение 5–10 мин, представлял собой гелеобразную фибриновую 
пленку, содержащую тромбоциты и примесь лейкоцитов, которая способна усиливать пролиферацию МСК in vitro. 
Добавление глюконата кальция (10 мг/мл) в КТ перед тромбином вызывало образование геля, повышающего уровень 
пролиферации МСК in vitro. Внесение апротинина в ТГ в концентрации 10–1000 КИЕ/мл вызывало дозозависимое 
снижение скорости биодеградации геля на 5-е сутки и не влияло на способность ТГ стимулировать пролиферацию 
МСК человека in vitro. 
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PLATELET GEL AND FACTORS DETERMINING ITS BIOLOGICAL ACTIVITY

(Communicated by Academician Vladimir A. Kulchitsky)

Abstract. A platelet gel (PG) derived from platelet concentrate (PC) is considered as a perspective therapeutic agent 
with hemostatic and regenerative properties. PG was obtained from PC separated from human peripheral blood by automatic 
apheresis by adding human thrombin (30 U/ml). We compared the proliferation of human mesenchymal stromal cells (MSCs) 
in vitro in the presence of PG and the dependence of gel density on excess of fibrinogen, the presence of calcium chloride, 
calcium gluconate, and aprotinin. PG was formed from CT in the presence of thrombin during 5–10 minutes. PG as gel-like 
fibrin membrane contained platelets and an admixture of leukocytes, and was capable to enhance the proliferation of MSCs  
in vitro. The presence of calcium gluconate (10 mg/ml) increased in the presence of PG the rate of MSCs proliferation in vitro. 
The presence of aprotinin in PG at a concentration of 10–1000 KIU/ml caused a dose-dependent decrease in the rate of gel 
biodegradation and did not affect the ability of PG to stimulate the proliferation of human MSCs in vitro. 
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Введение. Тромбоцитарный гель (ТГ) относится к препаратам растворимых факторов тром-
боцитов (РФТ), используемых в стоматологии, комбустиологии, гнойной хирургии, травмато-
логии, трансплантологии, дерматологии. Обладая гемостатическими свойствами, ТГ, благодаря 
наличию РФТ, способен стимулировать заживление поврежденных слизистых и кожи, вызывать 
регенерацию тканей, имеет антибактериальное действие при местном применении [1]. Приготов-
ление ТГ из периферической крови не является стандартизированной процедурой с различиями 
по режимам центрифугирования, концентрации тромбоцитов, примеси лейкоцитов (нейтрофи-
лов), плотности геля [2–4]. При этом вместо аутологичной крови пациента нередко используют 
для получения препаратов РФТ гомологичную (аллогенную) кровь здоровых лиц, что опреде-
лятся ограничениями, связанными с заболеваниями пациентов, возрастом, а также часто мень-
шей биологической активностью аутологичных препаратов РФТ [1; 2; 5; 6]. 

Цель работы состояла в разработке технологии получения ТГ из крови здоровых лиц и оцен-
ке влияния факторов, определяющих образование геля, на ростостимулирующую активность  
в отношении мезенхимальных стромальных клеток человека in vitro.

Материалы и методы исследования. Для приготовления ТГ использовали концентрат 
тромбоцитов (КТ), полученный от здоровых доноров крови в РНПЦ трансфузиологии и меди-
цинских биотехнологий (РНПЦ ТиМБ) методом автоматического афереза. Все доноры тромбо-
цитов были обследованы на инфекционные агенты иммуноферментным методом (возбудите-
ли гепатита В, гепатита С, сифилиса, вирус иммунодефицита человека) и методом полимераз-
ной цепной реакции (возбудители гепатита В, гепатита С, вируса иммунодефицита человека)  
и не имели противопоказаний к сдаче крови и ее компонентов.

На первом этапе КТ центрифугировали и доводили концентрацию тромбоцитов до 2,0 · 109/мл [7].  
Контроль концентрации тромбоцитов и лейкоцитов проводили с использованием гемоцито- 
метра Sysmex (Япония). Примесь лейкоцитов составляла около 0,4 · 106/мл, эритроцитов – около 
0,05 · 109/мл. Полученную взвесь тромбоцитов тщательно ресуспендировали в течение 3–5 мин 
для получения гомогенной взвеси и переносили в объеме 18 мл в стерильные чашки Петри диа-
метром 90 мм (Литопласт, Беларусь). В каждую чашку Петри в стерильных условиях добавляли 
тромбин (производства РНПЦ ТиМБ), растворенный в 3 мл 0,9 %-ного раствора натрия хлорида. 
Конечная концентрация тромбина составила 30 Ед/мл ТГ. Образовавшийся в течение 5–10 мин 
при комнатной температуре (20–22 °С) гель в чашке Петри переносили в индивидуальную упа-
ковку – пакет плоский стерильный «СтериТ» и хранили при –30 °C. Микробиологический кон-
троль на грамположительную и грамотрицательную флору проводили с использованием ана-
лизатора микробиологического BACT/ALERT (Франция). После хранения в течение 3 месяцев 
после повторной сдачи донором крови или ее компонентов ТГ использовали для эксперимен-
тальных исследований.

В ряде экспериментов для приготовления ТГ вносили дополнительно хлорид кальция (в конеч- 
ной концентрации 8,5 мг/мл), глюконат кальция (в конечной концентрации 10 мг/мл), фибриноген 
(производства РНПЦ ТиМБ, в конечной концентрации 85 мг/мл). Указанные реагенты вносили  
в чашки Петри перед добавлением тромбина. Апротинин («Гордокс», ОАО «Гедеон Рихтер», Вен-
грия) в конечной концентрации 10–1000 КИЕ/мл вносили в чашки Петри с ТГ после тромбина. 

Клеточные модели in vitro являются стандартными для оценки биологической (регенератив-
ной) функции ТГ [5]. Биологическую активность ТГ оценивали после его хранения при –30 °C  
по пролиферации МСК человека in vitro [8]. Материалом для исследования служили МСК костного 
мозга, полученные из архива лаборатории биологии и генетики стволовых клеток РНПЦ ТиМБ. 
Проведение теста осуществляли по ранее описанной методике [6].

Для оценки влияния на пролиферацию МСК после размораживания отбирали фрагмент ТГ 
размером 10 × 10 × 2 мм и вносили в лунки 6-луночного планшета (Corning, США), содержащие 
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3 мл питательной среды α-MEM (Lonza, Швейцария), 5 % АВ (IV) сыворотки человека, 100 ед/мл 
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина. МСК вносили в посевной концентрации 5,0 · 103/см2  
в полной питательной среде. 

Также проводили сравнительную оценку функциональной активности супернатанта ТГ, 
плазмы, обогащенной растворимыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ), аллогенной (РНПЦ 
ТиМБ). Для этого в лунки с МСК добавляли по 0,15 мл исследуемого растворимого препарата  
в конечной концентрации 5 %. 

МСК культивировали в планшете в условиях СО2-инкубатора (37 °С, 95 % влажность, 5 % 
CO2) в течение 72 ч. Затем ТГ удаляли вместе с питательной средой, прикрепившиеся ко дну 
лунок МСК однократно отмывали фосфатно-солевым буфером Дульбекко (Sigma Aldrich, США) 
и снимали добавлением 0,4 мл 0,25 %-ного раствора трипсин-ЭДТА. Действие трипсина инакти-
вировали добавлением 0,8 мл фосфатно-солевого буферного раствора Дульбекко (Sigma Aldrich, 
США) с 1 % AB (IV) сыворотки человека (РНПЦ ТиМБ). Клеточную суспензию центрифугиро-
вали, отбирали супернатант, осадок ресуспендировали в 3 мл питательной среды. Количество 
жизнеспособных клеток оценивали при окраске с 0,2 %-ным раствором трипанового синего, 
подсчет проводили в камере Горяева. Жизнеспособность клеток составляла не менее 98 %.

Влияние апротинина на биодеградацию ТГ in vitro оценивали визуально в динамике культи-
вирования в питательной среде в условиях СО2-инкубатора (+37 °С, 5 % СО2, 95 % влажность). При 
этом процесс биодеградации геля оценивали по системе: «–» – полная деградация ТГ, «+» – нали-
чие единичных гелеобразных частиц, «++» – наличие единичных плотных частиц геля, «+++» –  
наличие остова ТГ и единичных плавающих частиц геля, «++++» – сохранение конфигурации  
и плотности исходного геля. 

Полученные данные обрабатывались с использованием пакета статистических программ 
Statistica v10.0. Количество клеток в различных вариантах культивирования (включая присут-
ствие ТГ или ПОРФТ) подсчитывали в дуплетах в 3 мл среды. Значения показателей представ-
лены как среднее значение ± ошибка средней арифметической (M ± SE). За критический уровень 
статистической значимости принимали 95 %-ную вероятность (р < 0,05).

Результаты и их обсуждение. Разработанная технология приготовления ТГ из дозы КТ  
(200 мл), полученной методом автоматического афереза, позволяла получить в одной серии  
8 фасовок ТГ в чашках Петри диаметром 90 мм. После внесения тромбина в течение 5 мин обра-
зовывалась однородная и цельная тромбофибриновая пленка.

После хранения ТГ в замороженном виде при –30 °С и последующей разморозки происхо-
дила ретракция ТГ до образования пленки диаметром около 50 мм и толщиной 2 мм. На рис. 1 
показан внешний вид фасовки ТГ. Без дополнительной обработки ТГ был нестабилен при +37 °С, 
начиная с 48 ч культивирования. Для повышения прочности ТГ были апробированы методы 
приготовления ТГ с добавлением рабочего раствора хлорида кальция (в конечной концентрации 

    
                а             b

Рис. 1. Стандартная фасовка тромбоцитарного геля в чашке Петри: a – вид сверху; b – вид при использовании

Fig. 1. Standard package of platelet gel in a Petri dish: a – view from above; b – appearance when is use
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8,5 мг/мл), что использовано многими авторами [3]. При этом тромбофибриновый сгусток обра-
зовался в течение 5–10 мин, его структура была однородная и более плотная, но после размороз-
ки уменьшался в размерах до пленки диаметром 3–5 см.

Дополнительное внесение раствора глюконата кальция (в конечной концентрации 10 мг/мл), 
обладающего слабым местнораздражающим действием на ткани [1; 5; 9], сохраняло скорость 
образования ТГ под действием тромбина, плотность геля и форму округлого диска диаметром  
не менее 5 см после разморозки. Дополнительное внесение фибриногена (в конечной концентра-
ции 85 мг/мл) не приводило к ускорению сроков образования геля (5–10 мин) или увеличению 
его плотности.

Так как ТГ является препаратом РФТ [3; 7], его регенеративную активность оценивали в те-
сте пролиферации МСК человека. При культивировании в питательной среде, содержащей 5 % 
АВ сыворотки человека, добавление фрагмента ТГ или 5 % ПОРФТ вызывало увеличение уров-
ня пролиферирующих МСК в 2,5–3 раза по сравнению с контролем МСК. Количество клеток, 
выросших в присутствии ТГ, было сравнимым с таковым при добавлении ПОРФТ (p > 0,05) 
(рис. 2).

Учитывая, что гелеобразование в ТГ определяется взаимодействием фибриногена, присут-
ствующего в плазме, содержащей КТ, с вносимым экзогенным тромбином в оптимальной кон-
центрации (30 Ед/мл), была проведена оценка влияния дополнительно вносимого фибриногена 
(производства РНПЦ ТиМБ) на биологическую активность полученного ТГ. В серии эксперимен-
тов (n = 20) показано, что ТГ, образованный при избытке фибриногена (+85 мг/мл ТГ) при вне-
сении в культуру МСК приводил к увеличению их количества до 70,9 ± 6,8 тыс. клеток в лунке,  
в то время как ТГ, полученный без дополнительного внесения фибриногена, – до 80,9 ± 7,1 тыс. 
клеток в лунке (p > 0,05). Время образования ТГ с избытком фибриногена составляло 5–10 мин, 
плотность геля не увеличивалась по сравнению с обычной методикой приготовления ТГ. Таким 
образом, дополнительное внесение фибриногена в состав ТГ не приводило ни к более быстрому 
образованию ТГ, ни к изменению плотности структуры геля, и не влияло на пролиферативную 
активность МСК. 

Достаточно часто для стимуляции образования ТГ применяют соли кальция, добавление ко-
торых к плазме или КТ формирует гель в течение 5–10 мин. Мы использовали раствор кальция 
хлорида (8,5 мг/мл) или раствор кальция глюконата (10 мг/мл), вносимый в объеме 3 мл на 18 мл  

 

 
 

*** 

** 

Рис. 2. Пролиферация МСК человека in vitro (n = 20) в присутствии фрагмента тромбоцитарного геля (ТГ) 
(10 × 10 × 2 мм) или 5 % плазмы, обогащенной растворимыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ),  

при культивировании в течение 72 ч.  
Примечание: данные представлены как М ± SE; ** – р = 0,0097; *** – р < 0,0001

Fig. 2. Proliferation of human MSCs in vitro (n = 20), in the presence of a fragment of platelet gel (PG) (10 × 10 × 2 mm)  
or 5 % platelet rich plasma (PRP), cultured for 72 hours.  

Notes: data are presented as M±SE; ** – p = 0,0097; *** – p < 0,0001
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концентрата тромбоцитов в чашке Петри. Образующийся при этом ТГ обладал хорошей ри-
гидностью, плотной структурой. Фрагменты ТГ, полученные в присутствии кальция хлорида,  
при внесении в культуру клеток вызывали в течение 3 суток увеличение количества МСК до 
82 950 ± 5 785,6 клеток на лунку (n = 20), что не отличалось (р = 0,56) от влияния ТГ, полученно-
го стандартно с использованием тромбина (77 200 ± 7 973,8 клеток на лунку, n = 20), в контроле 
без внесения ТГ – 34 487,5 ± 3 161,11 клеток на лунку (n = 20). Добавление глюконата кальция 
приводило к формированию ТГ, который вызывал in vitro увеличение количества МСК в тече-
ние 3 суток до 97 260,42 ± 5 668,86 клеток на лунку (n = 24), что несколько выше (р = 0,047)  
по сравнению с действием стандартно полученного ТГ без глюконата кальция (79 322,9 ± 6 722,36 кле-
ток на лунку, n = 24), в контроле МСК без ТГ – 32 375 ± 3 565,29 клеток на лунку (n = 24).

Супернатант, образующийся при ретракции ТГ после разморозки, также обладал рост-сти-
мулирующим действием в отношении МСК. Добавление 5 % супернатанта в культуру клеток  
вызывало усиление пролиферативной активности МСК в течение 3 суток культивирования до  
98 500 ± 6340 клеток на лунку (n = 24), что достоверно отличалось по сравнению с контролем 
МСК (28 300 ± 3 800 клеток на лунку (n = 16)) (р = 0,005). При этом в присутствии ТГ, полученно-
го стандартно с использованием тромбина, количество клеток достигло 72 900 ± 4 400 на лунку 
(n = 16). Эти результаты подтверждают, что ТГ активно выделяет растворимые ростовые факто-
ры в окружающую среду, которые усиливают пролиферацию МСК. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что ТГ оказывает стимулирующее действие  
и поддерживает пролиферацию МСК человека. Добавление глюконата кальция при приготовле-
нии ТГ является эффективным способом сохранения формы геля и его биологической активно-
сти в отношении пролиферации МСК in vitro. 

Установлено, что при культивировании ТГ при +37 °С происходила визуально определяемая 
биодеградация геля. Для замедления биодеградации геля, что важно для клинического приме-
нения ТГ, нами была проведена оценка влияния апротинина на плотность геля и сохранение  
им биологической активности в условиях культивирования с МСК. Результаты оценки плотно-
сти геля при длительном культивировании ТГ при +37 °С представлены в таблице.

Снижение биодерадации тромбоцитарного геля, культивированного in vitro, под влиянием апротинина

Decreased biodegradation of platelet gel cultured in vitro under the influence of aprotinin

Срок наблюдения (дни) 
Days of observation

Прочность геля при добавлении апротинина (КИЕ/мл) 
Gel density dependence on aprotinin (KIU/ml)

0 10 50 1000

1 ++++ ++++ ++++ ++++
3 ++++ ++++ ++++ ++++
5 +++ ++++ ++++ ++++
7 ++ +++ +++ ++++
10 + +++ +++ ++++

П р и м е ч а н и е:  представлены суммарные результаты 3 повторных экспериментов.
N o t e:  the total results of 3 repeated experiments are presented.

Как видно из таблицы, апротинин в концентрации 10–50 КИЕ/мл значительно снижал ско-
рость биодеградации ТГ, что особенно заметно в условиях культивирования геля при +37 °С более 
5 дней. Апротинин в концентрации 1000 КИЕ/мл значительно повысил устойчивость ТГ к био-
деградации в течение всего срока наблюдения (10 дней) без негативного влияния на биологиче-
скую активность. Добавление ТГ, полученного в присутствии апротинина, полностью сохраняло 
его ростстимулирующую активность в отношении МСК при всех использованных концентра- 
циях (рис. 3). 

Таким образом, добавление апротинина в использованных концентрациях повышало проч-
ность ТГ и его устойчивость к биодеградации при культивировании in vitro. В то же время из-
вестно, что в дозах, применяемых для подавления фибринолиза, апротинин угнетает также реак-
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цию воспаления (ингибируя ряд провоспалительных цитокинов, например ИЛ-6, ИЛ-10, ФНО-α) 
и процессы репарации поврежденных тканей [10].

ТГ рассматривается как второе поколение препаратов концентратов тромбоцитов с регенера-
тивными свойствами (препаратами ПОРФТ/PRP) [4; 11; 12]. Преимуществами ТГ по сравнению  
с растворимыми препаратами ПОРФТ/PRP считают: а) гемостатические свойства, б) наличие фи-
бринового матрикса для стимуляции гистогенеза, в) более длительный срок (7–14 дней) выделе-
ния растворимых факторов из геля, г) возможность более редкого (1 раз в 3–7 дней) проведения 
одной процедуры нанесения на раневую поверхность [1–4; 11]. В то же время при получении ТГ 
в клинических условиях снижено (мало контролируемо) количество тромбоцитов и повышено 
содержание лейкоцитов в мл объема, что может ослаблять его противовоспалительный и регене-
ративный потенциал [12]. Большинство авторов использовали аутологичный продукт из крови 
пациентов, который может отличаться по методу получения и биологической активности ТГ  
[1; 5; 11; 13]. При тяжелых заболеваниях пациентов (рак, диабет, аутоиммунные или онкогема-
тологические заболевания, тромбоцитопения и др.) и для пожилых пациентов рекомендуется 
использовать аллогенный ТГ [2; 3]. Получение аллогенного ТГ возможно из пулированных об-
разцов лейкотромбоцитарного слоя периферической крови здоровых лиц [9], либо из КТ, полу-
ченного методом автоматического тромбоцитафереза [1; 5]. Последний является более привле-
кательным в связи с возможностью стандартизовать технологию получения ТГ и содержание 
тромбоцитов и лейкоцитов в конечном биопродукте. Использование для получения ТГ взвеси 
тромбоцитов, полученных аферезным методом, снижает количество лейкоцитов, повышает со-
держание активированных CD62+ тромбоцитов и микрочастиц, снижает примесь эритроцитов 
[14; 15]. 

Поэтому нами для приготовления ТГ использован КТ, полученный методом автоматическо-
го афереза. Гель, образовавшийся после добавления тромбина, являлся пленкоподобным, с фи-
бриновыми нитями в структуре, а по своим биологическим (регенеративным) свойствам был 
сравним с ПОРФТ. Секретируемые ТГ растворимые факторы обладали не меньшей активностью 
по сравнению ПОРФТ, что подтверждает его высокие регенеративные способности за счет па-
ракринных механизмов [5; 9]. Повышение прочности ТГ и снижения его биодеградируемости  
не изменялись при создании избытка фибриногена в образующемся геле. Полученный ТГ с из-
бытком фибриногена визуально не отличался от исходного по прочности и в тесте пролиферации 
МСК. Дополнительное внесение кальция хлорида также не повлияло существенно на плотность 
геля и его способность стимулировать пролиферацию МСК in vitro. Глюконат кальция часто  

Рис. 3. Пролиферация мезенхимальных стромальных клеток (МСК) человека in vitro в присутствии  
тромбоцитарного геля (ТГ), стабилизированного добавлением апротинина (10, 50, 1000 КИЕ/мл) в течение 72 ч. 

Примечание: *** – p < 0,0001; ** – p = 0,007

Fig. 3. Proliferation of human mesenchymal stromal cells (MSCs) in the presence of platelet gel (PG)  
stabilized by the addition of aprotinin (10, 50, 1000 KIU/ml) during 72 hours of cultivation in vitro.  

Note: *** – p < 0,0001; ** – p = 0,007
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используется для получения ТГ [1; 2; 5]. Нами показано, что дополнительное внесение глюкона-
та кальция не влияло на прочность геля ТГ и оказывало слабый положительный эффект (+22 %, 
р = 0,047) на пролиферацию МСК в присутствии ТГ in vitro. 

Апротинин достаточно широко используется для стабилизации биодеградируемых гемоста-
тических средств в медицине, поэтому мы оценили его влияние на формирование ТГ. Наши ис-
следования показали, что апротинин в концентрации 10 КИЕ/мл оказывал существенное стаби-
лизирующее значение на биодеградацию геля при более чем 5 суток культивирования in vitro 
при +37 °С при сохранении биологической активности ТГ по поддержанию пролиферации МСК. 
Повышение концентрации апротинина до 50 КИЕ/мл существенно не изменяло, а 1000 КИЕ/мл –  
усиливало устойчивость ТГ к биодеградации в течение 7 и 10 дней наблюдения. При этом биоло-
гическая активность ТГ (пролиферация МСК в присутствии ТГ) не изменялась.

Заключение. Технология производства ТГ из концентрата аферезных тромбоцитов перифе- 
рической крови человека позволяет получить биодеградируемый гель, обладающий регене-
ративными свойствами при оценке способности поддерживать пролиферацию МСК человека  
in vitro. Показаны преимущества использования глюконата кальция на биологическую актив-
ность ТГ и добавления апротинина для повышения плотности и устойчивости к биодеградации 
ТГ in vitro без потери биологической активности в отношение МСК человека. ТГ имеет сравни-
мые с ПОРФТ биологическими свойствами in vitro и обладает преимуществами формирования 
депо РФТ при местном клиническом применении. 
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