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Цель  исследования — провести морфофункциональный анализ аллогенных тромбоцитов, выделенных из цельной крови 
доноров, и оценить возможность получения тромбоцитарного геля на их основе.

Материалы и методы. В работе исследовали тромбоциты крови доноров; тромбоциты, заготовленные у доноров путем 
аппаратного афереза; тромбоциты, выделенные из цельной крови доноров (тромболейкоцитарные концентраты, ТЛК). Оцени-
вали качество тромбоцитов до и после центрифугирования с ускорением 2500–4000 g, а также возможность получения тромбо-
цитарного геля на основе плазмы с тромбоцитами, выделенной из цельной крови. Морфофункциональный анализ тромбоцитов 
проводили с использованием оригинального метода, основанного на исследовании витально окрашенных клеток с помощью 
флуоресцентной микроскопии. В концентратах тромбоцитов, выделенных из цельной крови, оценивали цитокиновый состав с 
применением мультиплексного анализа.

Результаты. После центрифугирования с ускорением 2500–4000 g в тромбоцитной популяции увеличивается число тром-
боцитов с поврежденными мембранами, прокоагулянтных тромбоцитов и тромбоцитов, склонных к спонтанной активации. Цен-
трифугирование с ускорением 2500–2700 g является более щадящим, чем центрифугирование с ускорением 2701–4000 g и по-
зволяет сохранить в тромбоцитах значительный объем ростовых факторов. Плазма с тромбоцитами, выделенная из ТЛК, может 
применяться для получения тромбоцитарного геля и тромбофибринового сгустка in vitro при 20–22°C без использования индук-
торов активации тромбоцитов. Наиболее эффективны для получения тромбоцитарного геля образцы ТЛК без тромбоцитарных 
конгломератов, содержащие тромбоциты с гранулами более 20% и тромбоциты с поврежденными мембранами менее 20%, 
с уровнем прокоагулянтных тромбоцитов менее 5%, с повышенной или высокой скоростью адгезии тромбоцитов с гранулами 
на стекле. Использование аллогенных тромбоцитов ТЛК дает возможность получить тромбоцитарный гель в течение 20–30 мин.

Заключение. Разработан способ получения тромбоцитарного геля и тромбофибринового сгустка при 20–22°C на основе 
аллогенных тромбоцитов, выделенных из цельной крови доноров. Эти материалы могут быть использованы в качестве раневых 
покрытий, аппликативных биологических конструкций для лечения тканевых дефектов различного генеза, а также при создании 
композитных биологических конструкций, предназначенных для применения в регенеративной медицине.

Ключевые слова: аллогенные тромбоциты; центрифугирование; тромбоцитарный гель; морфофункциональный статус 
тромбоцитов.
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The aim of the study was to perform a morphofunctional analysis of allogeneic platelets isolated from donor whole blood and to 
assess the possibility of producing platelet-rich gel based on them.

Materials and Methods. The study investigated donor blood platelets, platelets collected from donors via apheresis, and platelets 
isolated from donor whole blood (platelet-leukocyte concentrates, PLC). Platelet quality was assessed before and after centrifugation at 
2500–4000 g, as well as the feasibility of producing platelet gel from platelet-rich plasma isolated from whole blood. Morphofunctional 
analysis of platelets was performed using an original method based on the examination of vitally stained cells by fluorescence microscopy. 
The cytokine profile in the platelet concentrates isolated from whole blood was evaluated using multiplex analysis.

Results. Following centrifugation at 2500–4000 g, the platelet population exhibited an increased number of platelets with damaged 
membranes, procoagulant platelets, and platelets prone to spontaneous activation. Centrifugation at 2500–2700 g was less damaging 
than centrifugation at 2701–4000 g and allowed to preserve a significant volume of growth factors within the platelets. Platelet-rich 
plasma isolated from PLC can be used to produce platelet gel and thrombofibrin clot in vitro at 20–22°C without the use of platelet 
activation inducers. The most effective PLC samples for producing platelet gel were those without platelet conglomerates, containing 
over 20% platelets with granules and less than 20% platelets with damaged membranes, with a level of procoagulant platelets below 
5%, and with an increased or high adhesion rate of platelets with granules to glass. The use of platelets from allogeneic PLC enables the 
production of platelet gel within 20–30 min.

Conclusion. There was developed a method for producing platelet gel and a thrombofibrin clot at 20–22°C based on allogeneic 
platelets isolated from donor whole blood. These materials can be used as wound dressings, applicative biological constructs for treating 
tissue defects of various origins, and in the creation of composite biological designs intended for use in regenerative medicine.

Key words: allogeneic platelets; centrifugation; platelet gel; morphofunctional status of platelets.

тромбоциты, выделенные из цельной крови доноров, 
представляют собой ценный резервуар ростовых, ре-
паративных и регенеративных факторов и могут быть 
использованы в том числе для изготовления аппли-
кативных биологических препаратов.

На сегодняшний день отсутствуют стандартизи-
рованные методики получения аппликативных би-
ологических препаратов, в частности ТГ и тромбо-
фибринового сгустка, и нет точного представления 
о качестве аллогенных тромбоцитов, применяемых 
для создания препаратов [8]. Часто ТГ готовят путем 
предварительной заморозки плазмы с тромбоцита-
ми с последующей активацией плазмы препаратами 
кальция при температуре 37°С [9–11]. Однако такой 
подход сопровождается потерей многих ростовых 
факторов и не позволяет использовать функциональ-
ные особенности тромбоцитов при образовании ТГ 
в результате их криодеструкции. В связи с этим ак-
туальным является поиск методов, направленных на 
повышение эффективности отбора и использования 
аллогенных тромбоцитов при создании аппликатив-
ных биологических препаратов.

Цель исследования — определить морфофунк-
циональные особенности аллогенных тромбоцитов, 
выделенных из цельной крови донора, и оценить воз-
можность получения тромбоцитарного геля на их ос-
нове.

Материалы и методы

В работе исследовали компоненты крови 10 до-
норов и 10 доноров-добровольцев, выделенные в 
пробирки объемом 4–5 мл с консервантом — цитра-
том или этилендиаминтетрауксусной кислотой. Были 
также изучены тромбоциты, заготовленные путем ап-
паратного афереза (АФКТ; 20 доноров) с консерван-

Введение

Тромбоциты человека обладают уникальным и 
разнообразным биологическим потенциалом, ко-
торый может быть реализован для решения раз-
личных задач регенеративной медицины [1, 2]. 
Тромбоцитарный гель (ТГ) является одним из широко 
используемых биологических препаратов. ТГ обра-
зуется в результате активации тромбоцитов in vitro и 
имеет гелевидную структуру, содержащую ростовые 
факторы и другие биологически активные компонен-
ты, секретируемые тромбоцитами [3]. ТГ представля-
ет собой удобный материал для создания раневых 
покрытий и аппликативных биоконструкций и может 
быть эффективен при производстве композитных 
клеточно-тканевых конструкций и других биотехноло-
гических изделий [4]. Как правило, для изготовления 
ТГ применяют аутологичную плазму, выделенную из 
крови пациента. Однако в ряде случаев собственные 
тромбоциты пациента имеют сниженный или низкий 
биологический потенциал, а также структурно-функ-
циональные нарушения [5], в результате чего ТГ на их 
основе может быть малоэффективным. Препараты 
на основе аллогенных тромбоцитов в настоящее 
время редко используют для восстановления тканей, 
тем не менее аллогенные тромбоциты и их концен-
траты представляют интерес для регенеративной 
медицины. В частности, одним из потенциальных 
источников тромбоцитарных компонентов являются 
тромболейкоцитарные концентраты (ТЛК), выделен-
ные в процессе сепарации цельной донорской крови. 
С помощью ТЛК получают пулированные концентра-
ты тромбоцитов, предназначенные для применения 
в клинической трансфузиологии [6]. Кроме того, этот 
компонент может служить исходным материалом для 
создания тромбоцитных препаратов [7]. Аллогенные 
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том CPD (цитрат-фосфат-декстрозный раствор) или 
SSP (сахарозный раствор с фосфатами), и тромбо-
циты, выделенные в составе ТЛК из цельной крови 
(20 доноров). Исследование проводили с разреше-
ния этического комитета Научно-исследовательского 
института скорой помощи им. Н.В. Склифосовского 
(протокол ЛЭК №8-23 от 11.10.2023 г.) и в соответст-
вии с Хельсинкской декларацией (2024). У всех до-
норов брали информированное согласие на проведе-
ние исследований.

Для получения АФКТ использовали аппарат 
Haemonetics MCS+ (Haemonetics Corporation, США) 
или Trima Accel (Terumo BCT, США); для получе-
ния ТЛК — аппарат Reveos (Terumo BCT, США). 
Тромбоциты крови доноров и добровольцев и тром-
боциты, выделенные с помощью афереза, анализи-
ровали непосредственно после получения крови и 
через 2 сут хранения на шейкере при 20–22°C. Для 
оценки влияния «жесткого» центрифугирования на 
качество тромбоцитов in vitro образцы крови центри-
фугировали при 2500–4000 g в течение 10 мин, после 
этого отбирали тромболейкоцитарный слой, анало-
гичный ТЛК. Для получения ТГ из ТЛК in vitro исполь-
зовали 10% раствор хлорида кальция и 1 мг/мл рас-
твора адреналина. Для активации тромбоцитов на 
95–100 мкл ТЛК вносили 5–7 мкл хлорида кальция и 
1 мМ адреналина.

Морфофункциональный анализ тромбоцитов про-
водили с помощью оригинального метода, основан-
ного на исследовании витально окрашенных клеток 
с помощью флуоресцентной микроскопии [12]. Для 
этого клетки окрашивали витальным (прижизненным) 
флуорохромным красителем на основе трипафлави-
на и акридинового оранжевого. В работе использова-
ли конфокальный микроскоп Nikon Eclipse 80i, совме-
щенный с флуоресцентной лампой Nikon Intensilight 
C-HGFI (Nikon Corporation, Япония). 

Для оценки качества клеток в составе ТЛК ана-
лизировали следующие параметры: концентрацию 
тромбоцитов; концентрацию лейкоцитов; уровень 
тромбоцитов с гранулами (ДТГ), норма 35–75%; 
долю адгезивно активных тромбоцитов (ААТ), нор-
ма 30–75%; уровень тромбоцитов с поврежденными 
мембранами (ТПМ), норма 2–3%; уровень прокоагу-
лянтных тромбоцитов (КОАГТ), в норме КОАГТ отсут-
ствуют в крови здоровых людей. ТПМ не содержат 
гранул и не обладают функциональной активностью. 
КОАГТ представляют собой особый морфологиче-
ский тип тромбоцитов, который формируется на тер-
минальной стадии активации этих клеток. В КОАГТ 
наблюдается массовая деформация внутрицитоплаз-
матических структур со смещением их в область пе-
риферии с формированием характерной морфоло-
гической структуры в виде выпячивания («cap») или 
с образованием узкого цитоплазматического серпа. 
Основной объем тромбоцита при этом имеет очень 
низкую оптическую плотность [13]. Оценивали так-
же наличие в пробе тромбоцитарных конгломера-

тов; изучали рисунок распределения гранул внутри 
тромбоцитов; оценивали наличие среди тромбоци-
тов клеток измененной формы, указывающей на их 
активацию; оценивали скорость адгезии тромбоци-
тов на стекле. В норме продолжительность адгезии 
одного тромбоцита составляет 10–30 мин с момента 
внесения суспензии тромбоцитов на стекло. В  те-
чение этого срока происходят изменение формы 
тромбоцита и выброс тромбоцитарных гранул. Если 
эти процессы происходят в течение от 5 до 10 мин, 
скорость адгезии считается повышенной, от 3 до 
5 мин — высокой, до 3 мин — очень высокой, более 
30 мин — низкой. Цитокиновый состав оценивали в 
исходных ТЛК, а также в бедной тромбоцитами плаз-
ме, выделенной после осаждения тромбоцитов ТЛК. 
Для получения бедной тромбоцитами плазмы ис-
ходные ТЛК центрифугировали при 700 g в течение 
10–17 мин. Цитокиновый состав изучали с помощью 
мультиплексного анализа на платформе Luminex 
200 (технология xMAP), используя набор MILLIPLEX 
MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel 
(Merck Millipore, Германия). Определяли концентра-
цию тромбоцитарного фактора роста (PDGF AB/BB), 
фактора роста фибробластов (FGF-2), эпидермаль-
ного фактора роста (EGF), интерлейкинов 1-бета 
(IL-1β) и 8 (IL-8), фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF).

Статистический анализ данных проводили при 
помощи программ Statistica 10.0 и BioStat Pro 5.9.8. 
Проверку распределения на нормальность выполня-
ли с помощью теста Колмогорова–Смирнова. С уче-
том высокой вариабельности морфофункциональ-
ных параметров тромбоцитов было принято решение 
использовать непараметрические критерии стати-
стического анализа. Для статистической обработки 
вычисляли медиану (Ме), 1-й и 3-й квартили [25%; 
75%]. Для сравнения количественных данных в двух 
несвязанных между собой выборках использовали 
U-критерий Манна–Уитни для независимых перемен-
ных и критерий Вилкоксона для связанных выборок. 
Определяли величину статистической значимости 
различий значений (р) и скорректированную величи-
ну статистической значимости различий значений с 
поправкой Бонферрони (padjusted) при множественном 
сравнении. Различия считали статистически значи-
мыми при p<0,05.

Результаты

Ранее нами было показано, что «жесткое» центри-
фугирование тромбоцитов, выделенных путем аппа-
ратного афереза (3000–4000 g), снижает их качество 
и способность сохранять свои функциональные и 
структурные характеристики в течение времени [14]. 
При этом не учитывалась как возможность тромбо-
цитов образовывать тромбофибриновый сгусток, 
так и наличие в тромбоцитной популяции клеток с 
повышенной реактивностью. В настоящей работе 
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установлено, что при ускорении процесса центри-
фугирования in vitro увеличиваются потери качества 
тромбоцитов (табл. 1). В 30–35% случаев после цен-
трифугирования с ускорением 2500–4000  g можно 
наблюдать тромбоцитарные конгломераты — струк-
туры, образованные скоплением тромбоцитов и ана-
логичные тромбоцитным агрегатам. От агрегатов 
тромбоцитарные конгломераты отличаются мень-
шей плотностью расположения в них клеток и отсут-
ствием морфологических изменений, характерных 
для необратимой активации тромбоцитов. При этом 
тромбоцитарные конгломераты могут иметь очень 
крупные размеры (до 100 мкм). В составе обследо-
ванных образцов тромбоцитарные конгломераты 
были образованы клетками без гранул и не распада-
лись даже при длительном перемешивании. Уровень 
ДТГ в таких образцах во всех случаях не превышал 
15–16%, нередко составляя менее 10%, что свиде-
тельствует об очень низком качестве тромбоцитов. 
Массовая дегрануляция тромбоцитов указывает на 
их спонтанную активацию еще на этапе выделения 
из крови, поэтому после выделения такие тромбоци-
ты обладали низкой биологической и функциональ-
ной активностью. Кроме того, при «жестком» цент-
рифугировании формировались КОАГТ (рис.  1,  а), 
обладающие способностью к адсорбции плазмен-
ных компонентов гемостаза. Такие тромбоциты яв-

ляются одновременно необратимо активированны-
ми и апоптотическими клетками, не содержат гранул 
и ростовых факторов в своем составе [15]. КОАГТ 
могут участвовать в агрегации тромбоцитов, но в то 
же время они способны передавать сигнал о запуске 
апоптоза в неактивированных нормальных тром-
боцитах, что повышает риск повреждения всей по-
пуляции тромбоцитов и потери ими биологического 
потенциала.

В исходной крови доноров и АФКТ отсутствова-
ли КОАГТ; в образцах, подвергшихся «жесткому» 
центрифугированию, их уровень варьировал от 3 до 
10%, при этом увеличение доли КОАГТ сопровожда-
лось снижением ДТГ и ААТ. Необходимо отметить, 
что в 15–20% АФКТ при нанесении тромбоцитов на 
предметное стекло наблюдалась ускоренная тром-
боцитарная адгезия, которая часто сопровождалась 
образованием мелких уплощенных агрегатов уже 
через 5–15 мин с момента контакта тромбоцитов со 
стеклом. Это могло быть обусловлено как исходно 
повышенной реактивностью тромбоцитов донора, 
так и предактивацией тромбоцитов в процессе аппа-
ратного афереза. При этом во всех случаях образцы 
крови доноров и АФКТ не содержали КОАГТ, уровни 
ДТГ и ААТ соответствовали норме, уровень ТПМ не 
превышал 2–4%. Тем не менее даже в АФКТ с по-
вышенной скоростью адгезии тромбоцитов никогда 

Т а б л и ц а  1
Влияние режимов центрифугирования на качество и активность тромбоцитов 

Параметры Тромбоциты, полученные путем 
аппаратного афереза (n=20)

Тромбоциты после «жесткого» 
центрифугирования (n=20)

Максимальное ускорение, которому подвергаются 
тромбоциты, g

1000–1500 1000–1500 2500–2700 2701–3000 3001–4000

Консервант SSP CPD Цитрат/ЭДТА Цитрат/ЭДТА Цитрат/ЭДТА

Уровень тромбоцитов 
с гранулами, % 
(Ме [25%; 75%])

Сразу после получения 50 [46; 55] 52 [48; 56] 48 [42; 52] 48 [42; 51] 44 [38; 49]

Через 2 сут хранения 42 [39; 46]* 43 [40; 46]* 21 [18; 25]* 19 [16; 23]* 11 [9; 12]*#

Наличие тромбоцитарных 
конгломератов 

Нет (% случаев) 100 100 65 70 70

Есть (% случаев) 0 0 35 30 30

Уровень прокоагулянтных 
тромбоцитов

Нет (% случаев) 100 100 10 10 0

Есть (% случаев) 0 0 90 90 100

% от всей популяции 
тромбоцитов  
Ме [25%; 75%])

0 [0; 0] 0 [0; 0] 5 [4; 6] 6 [4; 7] 8 [4; 12]#

Образование 
тромбоцитарного геля при 
20–22°C (активатор — 
10% хлорид кальция)

Нет (% случаев) 100 100 70 80 90

Есть (% случаев) 0 0 30 20 10

* padjusted<0,0025 относительно исходных образцов; # padjusted<0,0025 относительно центрифугирования 2500–
2700 g.
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не удавалось получить ТГ с помощью 10% хлорида 
кальция при 20–22°C. Таким образом, возможная 
предактивация тромбоцитов в АФКТ не была доста-
точной для активации всей их популяции в подобных 
условиях. Примечательно, что в некоторых образцах 
после «жесткого» центрифугирования можно было 
добиться образования ТГ при 20–22°C с использова-
нием только хлорида кальция, при этом по мере уве-
личения скорости центрифугирования, уровня ТПМ и 
КОАГТ такая возможность снижалась. В образцах с 
уровнем КОАГТ выше 5% в отдельных случаях мож-
но было получить ТГ при 20–22°C, однако время об-
разования геля при данных условиях во всех случаях 
было выше, чем при 37°C стандартными способами. 
Таким образом, для получения ТГ из ТЛК необходимо 
выделять тромбоциты из цельной крови при ускоре-
нии 2500–2700 g. Стоит отметить, что независимо от 
величины ускорения (g) добиться образования геля 
можно было менее чем в 40% проб. Это указывает 
на необходимость отбора проб ТЛК с учетом подроб-
ного анализа морфофункционального статуса тром-
боцитов в их составе.

В ТЛК концентрация тромбоцитов и лейкоцитов со-
ставляла 1870 [1650; 2050]·109/л и 6,0 [5,0; 7,5]·109/л 
соответственно; после центрифугирования ТЛК при 
300–500 g для осаждения лейкоцитов в готовой плаз-
ме с тромбоцитами концентрация тромбоцитов не 
менялась, концентрация лейкоцитов не превышала 
0,1·109/л. При этом морфофункциональный статус 
тромбоцитов ТЛК был изначально снижен по сравне-
нию с нормой: значения ДТГ составили 24 [17; 25]%, 
ААТ — 22 [16; 25]%, ТПМ — 15 [13; 24]%, КОАГТ — 

7 [5; 10]%. Среди ТЛК были выявлены дозы с очень 
низким содержанием тромбоцитов с гранулами (ме-
нее 10%) и дозы, где содержание тромбоцитов при-
ближалось к норме (29–30%). Среди тромбоцитов с 
гранулами многие клетки имели измененный рисунок 
распределения гранул в цитоплазме — наблюдалось 
смещение гранул из области грануломера в пери-
ферическую часть клетки (см. рис. 1, а), связывание 
гранул с плазматической мембраной, частичное «вы-
пячивание» крупных гранул за пределы цитоплазмы 
без окончательной дегрануляции (рис. 1, б). Такие 
тромбоциты имели повышенную скорость адгезии 
на предметном стекле. Кроме того, ТЛК содержа-
ли свободные тромбоцитарные гранулы диаметром 
до 600 нм. Тромбоцитарные гранулы способны сти-
мулировать процессы свертывания крови незави-
симо от тромбоцитов и адгезировать на фибрине и 
коллагене. Присутствие большого числа свободных 
тромбоцитарных гранул в плазме увеличивает ее ко-
агулогический потенциал. Цельные тромбоцитарные 
гранулы также содержат многие ростовые факторы 
[16]. Таким образом, можно заключить, что тромбо-
циты ТЛК потенциально обладают повышенной ре-
активностью на фоне снижения ряда морфофункци-
ональных характеристик.

Цитокиновый анализ показал, что ростовые 
факторы присутствуют как в ТЛК, так и в выделен-
ной из ТЛК бедной тромбоцитами плазме; уровень 
провоспалительных цитокинов значимо не разли-
чался между ТЛК и бедной тромбоцитами плазмой 
(табл. 2), что подтверждает данные о выходе части 
тромбоцитарных гранул за пределы тромбоцитов 

Рис. 1. Влияние центрифугирования 2500–2700 g на морфофункциональные особенности тромбоцитов:
а — разные морфологические типы тромбоцитов: 1 — тромбоцит с гранулами, 2 — тромбоцит без гранул, 3 — 
тромбоцит с поврежденными мембранами, 4 — прокоагулянтный тромбоцит; б — частичный выход гранул за пре-
делы тромбоцитов и свободные гранулы тромбоцитов (стрелки). Витальное окрашивание трипафлавином и акри-
диновым оранжевым; ×1500

а б
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в процессе выделения ТЛК. Тем не менее уровень 
ростовых факторов EGF, FGF-2, VEGF превышал 
аналогичные значения в бедной тромбоцитами 
плазме в 3,5–7,0 раза, PDGF AB/BB — в 1,7 раза 
(padjusted=0,001). Следовательно, значительная часть 
ростовых факторов сохраняется в тромбоцитах 
даже после «жесткого» центрифугирования с уско-
рением 2500–2700 g. 

Плазма с аллогенными тромбоцитами, выделен-
ная из ТЛК, является потенциально богатым источ-
ником факторов роста клеток, факторов репарации и 
регенерации. Однако любое дополнительное воздей-
ствие на плазму с тромбоцитами может вызывать по-
терю и разрушение факторов. Поэтому для получе-
ния ТГ и тромбофибринового сгустка, насыщенного 
ростовыми факторами, из аллогенных тромбоцитов 
ТЛК необходимо по возможности минимизировать 
воздействие на плазму.

Было важно установить возможность получения 
геля при комнатной температуре (20–22°С) из плаз-
мы с аллогенными тромбоцитами на основе ТЛК. 
Ранее нами была показана возможность получения 
ТГ при 20–22°С с использованием препарата адре-
налина в конечной концентрации 1 мМ [17]. В усло-
виях повышенной реактивности тромбоцитов хлорид 
кальция может воздействовать как на плазменное, 
так и на клеточное звено гемостаза. Исследована 
возможность активации тромбоцитов, выделенных из 
ТЛК, под действием хлорида кальция и 1 мМ адре-
налина, а также хлорида кальция без адреналина. 
Установлено, что в плазме с концентрацией тромбо-
цитов 1700·109/л и ДТГ 24–25% ТГ образовывался 
как в присутствии, так и в отсутствие адреналина, 
время образования геля составляло 16 и 24 мин со-
ответственно. Показано, что плазма с аллогенными 
тромбоцитами формирует ТГ при определенном со-
отношении плазмы и 10% хлорида кальция. Для по-
лучения ТГ необходимо смешать 5–7 мкл 10% хло-
рида кальция и 95–100 мкл плазмы с ДТГ 24–25%. 
В этих случаях гель формировался в течение 20–
30 мин. При других соотношениях ТГ образовывался 
гораздо медленнее или не формировался вообще. 
Таким образом, соотношение 5–7 мкл 10% хлорида 

кальция и 95–100 мкл плазмы с тромбоцитами явля-
ется наиболее оптимальным. 

Исследование проб, выделенных из разных ТЛК, 
продемонстрировало, что скорость получения геля 
заметно варьирует в зависимости от качества тром-
боцитов. В 80% случаях в пробах с ДТГ менее 20% 
ТГ не образовывался, также в 20% случаев это тре-
бовало очень длительной экспозиции (более 60 мин). 
Наличие в плазме тромбоцитарных конгломератов, 
большого числа тромбоцитов с выраженными де-
фектами мембран (20% и более от всей популяции 
тромбоцитов) и КОАГТ (5% и более) также снижало 
скорость образования ТГ и могло полностью препят-
ствовать получению геля. Наиболее эффективно гель 
формировался в образцах, не содержащих тромбо-
цитарных конгломератов, с содержанием тромбо-
цитов с гранулами более 20%, уровнем ТПМ менее 
20%, уровнем КОАГТ менее 5%, повышенной или 
высокой скоростью адгезии тромбоцитов с гранулами 
на стекле — в этих случаях время образования геля 
при 20–22°С составляло 20–30 мин (рис. 2) и было 
сопоставимо с тем, что мы наблюдали при получении 
ТГ из плазмы с нормальным качеством тромбоцитов 
[17]. Через 10–20 мин после формирования геля в 
нем начинается процесс ретракции (сжатия) с обра-
зованием тромбофибринового сгустка. При сильном 
механическом воздействии на гель тромбофибри-
новый сгусток возникает практически моментально. 
Тромбофибриновый сгусток сохраняет гелевидную 
консистенцию, содержит основной объем секретиру-
емых тромбоцитами ростовых факторов. 

Обсуждение 

Гелевидные структуры на основе плазмы с тром-
боцитами in vitro являются перспективными для 
применения в регенеративной медицине благода-
ря биологическому и репаративному потенциалу 
тромбоцитов. ТГ может быть получен в том числе 
из неконсервированной крови в процессе центрифу-
гирования [18]. Однако особенностью данного геля 
является его быстрая ретракция с образованием 
сыворотки, в которую выходит значительная часть 

Т а б л и ц а  2
Цитокиновый состав плазмы с аллогенными тромбоцитами, выделенными из цельной крови доноров 
при 2500–2700 g

Тип препарата
Концентрация цитокинов, пг/мл (Ме [25%; 75%]) (n=10)

PDGF AB/BB EGF FGF-2 IL-1β IL-8 VEGF
ТЛК 30 214 [27 095; 36 058] 2050 [1290; 2481] 1822 [901; 3100] 12 [10; 16] 251 [135; 368] 668 [125; 1162]

Бедная тромбоцитами 
плазма, выделенная 
из ТЛК

18 197 [17 128; 22 916]* 455 [262; 650]* 514 [421; 581]* 13 [10; 18] 284 [135; 382] 83 [0; 381]*

* относительно ТЛК при padjusted<0,005. ТЛК — тромболейкоцитарные концентраты.
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тромбоцитных компонентов, при этом уровень росто-
вых факторов в сыворотке заметно снижен по срав-
нению с исходной суспензией тромбоцитов [2, 16]. 
Инкорпорирование тромбоцитов или их компонентов 
внутри различных матриксов повышает сохранность 
и эффективность ростовых факторов, а также дру-
гих биологически активных веществ, секретируемых 
тромбоцитами [19, 20].

Ранее нами было показано, что активация тром-
боцитов при 20–22°C сопровождается более медлен-
ной дегрануляцией и способствует фиксации экзо-
цитированных тромбоцитарных гранул на коллагене 
или фибрине [5, 16]. Получение ТГ при 20–22°C по-
зволяет увеличить насыщенность ростовыми фак-
торами готового тромбофибринового сгустка. При 
этом в ряде случаев для активации тромбоцитов не 
требуется использование стандартных индукторов, 
взаимодействующих с рецепторами на плазмати-
ческой мембране. Тромбоциты являются высоко-
чувствительными и высокореактивными клетками, 
которые могут очень быстро реагировать на изме-
нения физико-химических условий среды, в которой 
они находятся [21–23]. В настоящем исследовании 
установлено, что центрифугирование тромбоцитов с 
ускорением 2500–2700 g приводит к снижению уров-
ня биологически полноценных клеток, а также может 
вызывать их предактивацию, т.е. переход в состоя-
ние повышенной реактивности и чувствительности. 
При центрифугировании наблюдается частичная де-
грануляция тромбоцитов, что повышает концентра-
цию в плазме секретируемых ими прокоагулянтных 
факторов и способствует активации тромбоцитов при 
20–22°С. Кроме того, часть тромбоцитных гранул вы-

деляется в виде цельных микрочастиц, которые так-
же могут усиливать тромбоцитарную активность. Это 
делает возможным получение ТГ при 20–22°С без ис-
пользования индукторов, непосредственно активиру-
ющих тромбоциты. 

Заключение

В составе ТЛК, выделенных из цельной крови при 
центрифугировании с ускорением 2500–2700  g, на-
блюдается пониженное содержание биологически 
полноценных тромбоцитов, которое в ряде случа-
ев сопровождается их повышенной реактивностью. 
Высокая реактивность тромбоцитов позволяет по-
лучать тромбоцитарный гель на основе ТЛК при 
20–22°С. Полученный тромбоцитарный гель и тром-
бофибриновый сгусток на основе аллогенных тром-
боцитов ТЛК крови доноров могут быть использо-
ваны в качестве раневых покрытий, аппликативных 
биологических конструкций для лечения тканевых 
дефектов различного генеза, а также при создании 
композитных биологических конструкций, предназна-
ченных для применения в регенеративной медицине.

Финансирование. Исследование выполнено без 
использования внешнего финансирования.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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