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АННОТАЦИЯ
Одной из важных, но недостаточно изученных характеристик мезенхимальных стромальных клеток (МСК), их микро-
везикул (МВ МСК) и плазмы, обогащённой растворимыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ/PRP), является их трофиче-
ская функция, обеспечивающая жизнеспособность клеток-мишеней.
Цель исследования — провести анализ способности МСК, МВ МСК, ПОРФТ/PRP оказывать влияние на жизнеспособ-
ность, спонтанный и активационный апоптоз культивированных in vitro лимфоцитов селезёнки крыс. 
Материалы и методы. МСК выделяли из фракции мононуклеарных клеток костного мозга бедренной кости крыс 
линии Wistar методом адгезии на пластике. МВ МСК получали из кондиционной среды культуры МСК методом центри-
фугирования при 14 500 g. ПОРФТ/PRP приготавливали путём замораживания/оттаивания концентрата тромбоцитов 
периферической крови крыс. Лимфоциты селезёнки крыс выделяли на градиенте плотности 1,077 г/см3. Выживае-
мость и степень апоптоза лимфоцитов in vitro оценивали методом проточной цитометрии по включению красителя 
7-AAD и связыванию с annexin V.
Результаты. Присутствие МСК в концентрациях 10 и 20% вызывало повышение количества живых интактных и ФМА-
активированных лимфоцитов (ФМА — форбол-миристат-ацетат) к концу 3-суточного культивирования in vitro. 
По сравнению с контролем в 8,3–13,5 раза снизилось количество некротических клеток, в 2,3–4,0 раза — количество 
апоптотических клеток, преимущественно за счёт лимфоцитов, находящихся в стадии позднего апоптоза. МВ МСК 
в использованных концентрациях не оказывали существенного эффекта на жизнеспособность лимфоцитов, культиви-
рованных in vitro, но снижали уровень апоптоза интактных и ФМА-активированных лимфоцитов в 3,6 (р=0,03) и 4,8–5,2 
(р=0,048; р=0,03) раза соответственно. Исследования с крысиной ПОРФТ/PRP показали, что в концентрации 1,25% она 
обладает рост-стимулирующим действием в отношении МСК, но не лимфоцитов, культивированных in vitro. В культуре 
интактных лимфоцитов ПОРФТ/PRP не оказывала существенного влияния на жизнеспособность клеток при некотором 
снижении (в 2,7–2,9 раза, p >0,05) количества некротических клеток. В культуре ФМА-активированных лимфоцитов 
1,25–2,50% ПОРФТ/PRP обеспечивали повышение количества живых клеток в 1,6–2,2 раза (р=0,002, р=0,01) и сниже-
ние числа некротических клеток — в 2,0 раза (р=0,02).
Заключение. МСК, МВ МСК и ПОРФТ/PRP вызывают в убывающем порядке повышение жизнеспособности, подавле-
ние позднего апоптоза лимфоцитов селезёнки крыс при культивировании in vitro. Лимфоциты, активированные ФМА, 
более чувствительны к их витальному действию по сравнению с покоящимися клетками.

Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки; микровезикулы; плазма, обогащённая растворимыми 
факторами тромбоцитов; лимфоциты селезёнки крыс; жизнеспособность; апоптоз.
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ABSTRACT
BACKGROUND: The trophic function is one of the important but insufficiently studied features of mesenchymal stromal cells 
(MSCs), their microvesicles (MVs), and plasma enriched with soluble platelet factors (PRPs), which ensure the viability of target 
cells.
AIM: To analyze the capability of MSCs, MVs, and PRP to affect the viability and spontaneous and activation-induced apoptosis 
of rat spleen lymphocytes during culturing in vitro.
MATERIALS AND METHODS: MSCs were isolated from the mononuclear cell fraction of the femoral bone marrow of Wistar 
rats using the plastic adhesion method. MVs were obtained from the conditioned medium of MSCs by centrifugation at 14,500 g. 
PRP was prepared by freezing/thawing rat peripheral blood platelet concentrate. Rat spleen lymphocytes were isolated on 
a density gradient of 1.077 g/cm3. The viability and degree of lymphocyte apoptosis in vitro were assessed by flow cytometry 
for 7-AAD incorporation and binding to annexin V.
RESULTS: The presence of MSCs at 10 and 20% concentrations caused an increase in the number of living intact and PMA-
activated lymphocytes by the end of 3-day in vitro cultivation. Compared with controls, the amount of necrotic cells decreased 
8.3–13.5 times, and the number of apoptotic cells decreased 2.3–4.0 times, mainly due to lymphocytes at the late stage of 
apoptosis. MVs of MSCs at the indicated concentrations did not significantly affect the viability of lymphocytes cultured in vitro 
but reduced the level of apoptosis of intact and PMA-activated lymphocytes by 3.6 (р=0.03) and 4.8–5.2 (р=0.048; р=0.03) 
times respectively. Studies have shown that 1.25% rat PRP has a growth-stimulatory activity against MSCs but not against 
lymphocytes cultured in vitro. In the culture of intact lymphocytes, PRPs did not significantly affect cell viability with a slight 
decrease (2.7–2.9 fold, p >0.05) in the number of necrotic cells. In the culture of PMA-activated lymphocytes, 1.25–2.50% PRP 
increased the number of living cells by 1.6–2.2 times (р=0.002; р=0.01) and the number of necrotic cells by two times (р=0.02). 
CONCLUSION: MSCs, MVs of MSCs, and PRP, in decreasing order, enhanced the viability of rat spleen lymphocytes and 
suppressed late apoptosis during in vitro cultivation. Lymphocytes activated by phorbol myristate acetate are more sensitive to 
their vital action compared with resting cells.

Keywords: mesenchymal stromal cells; microvesicles; plasma enriched with soluble platelet factors; lymphocytes of rat 
spleen; viability; apoptosis.
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ВВЕДЕНИЕ
За последние годы регенеративная медицина обога-

тилась новыми лечебными технологиями, включающими 
такие клеточные продукты, как мезенхимальные стро-
мальные клетки (МСК) и внеклеточные микровезикулы 
МСК (МВ МСК), а также плазму, обогащённую раство-
римыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ/PRP) (PRP — 
platelet-rich plasma) [1–3]. В Российской Федерации МСК 
относят к биологическим лекарственным препаратам. Их 
биологическая и терапевтическая значимость связана 
с доступностью источника получения, а также с установ-
ленным в качестве основного противовоспалительным/
иммуномодулирующим и регенеративным действием. 
Данные биопрепараты рассматривают как лечебные 
средства с «сетевым», но не адресным действием, 
что предполагает проявление необходимой активно-
сти в зависимости от условий in vivo или in vitro. Среди 
описанных свойств этих биопрепаратов остаётся мало-
изученной их способность вызывать снижение повреж-
дающего действия патологических процессов на органы 
и ткани, а также способность подавлять апоптоз клеток 
сердца, сосудов [4–6], лёгких [7], почек [8], поджелудоч-
ной железы [9]. В экспериментах in vitro показана спо-
собность МСК (в том числе праймированных) проявлять 
антиапоптотическое действие в отношении кардиомио-
цитов и эндотелиальных клеток [5]. МСК и кондицио-
нированная среда, содержащая МВ МСК, уменьшают 
апоптоз моноцитов и нейтрофилов [10], снижают уро-
вень индуцированной β-амилоидом или гипоксией смер-
ти нейронов [2]. ПОРФТ/PRP повышает выживаемость 
и продукцию инсулина β-клетками [9], выживаемость 
ЛПС- и эрастин-активированных кардиомиоцитов [6], 
пролиферацию и выживаемость фибробластов различ-
ного происхождения [3]. Способность этих биопродуктов 
поддерживать жизнеспособность органов и тканей про-
является быстро, в течение нескольких часов, и предше-
ствует проявлению других биологических свойств МСК, 
МВ МСК, ПОРФТ/PRP в течение последующего времени 
[5]. Общепризнано, что МСК костного мозга (МСК КМ) 
является стандартным источником клеток для клеточной 
терапии с использованием МСК.

Цель исследования — провести анализ способности 
МСК, МВ МСК, ПОРФТ/PRP оказывать влияние на жизне-
способность, спонтанный и активационный апоптоз куль-
тивированных in vitro лимфоцитов селезёнки крыс. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работу проводили с крысами линии Wistar обоего 

пола весом 250–300 г, содержавшимися в соответствии 
с нормативами индивидуального размещения в виварии 
Белорусского государственного медицинского универси-
тета (БГМУ). Все манипуляции с животными осуществля-
ли в соответствии с международными и разработанными 

в Республике Беларусь требованиями санитарии и био-
этики. Проведение исследований с участием эксперимен-
тальных животных одобрено Комитетом по этике БГМУ 
(протокол № 8 от 01.02. 2022 г.). Для осуществления за-
бора органов и тканей крыс подвергали эвтаназии путём 
внутрибрюшинного введения тиопентала натрия в дозе 
200 мг/кг веса животного. В стерильных условиях осу-
ществляли забор селезёнки, а также клеток костного 
мозга из бедренных костей обеих лап.

Получение лимфоцитов селезёнки крысы
Для получения лимфоцитов селезёнку крысы пере-

носили в пробирку, гомогенизировали, ресуспендирова-
ли в питательной среде RPMI-1640 (Elabscience, Китай) 
c 1% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС; Gibco, 
США) с дальнейшим выделением мононуклеарных кле-
ток на градиенте плотности (Гистопак-1077; Sigma, США) 
в течение 30 мин при 1200 об./мин при комнатной темпе-
ратуре. Мононуклеарную фракцию лимфоцитов собирали, 
дважды отмывали средой RPMI-1640 c 1% ЭТС, доводили 
до концентрации 2 млн/мл и использовали для проведе-
ния экспериментов in vitro.

Культивирование мезенхимальных 
стромальных клеток

Мезенхимальные стромальные клетки костного моз-
га получали из бедренной кости крыс путём перфузии 
питательной средой DMEM/F12 (Elabscience, Китай) c 5% 
ЭТС. Собранную клеточную взвесь отмывали центрифу-
гированием при 1500 об./мин. в течение 20 мин. МСК 
КМ рассевали в питательной среде DMEM/F12 c 10% ЭТС 
в культуральных флаконах Т25 (Sarstedt, Германия). После 
формирования крупных колоний МСК КМ клетки снима-
ли 0,25% трипсином-ЭДТА (Elabscience, Китай), отмывали 
центрифугированием и высевали в новые культуральные 
флаконы в концентрации 3000/см2. Клеточную массу 
МСК КМ наращивали в СО2-инкубаторе (Esco, Сингапур) 
при +37°С и 5% CO2 до достижения 80% конфлюентно-
го роста в питательной среде DMEM/F12 с добавлением 
10% ЭТС и раствора антибиотиков (стрептомицин/пени-
циллин, Sigma-Aldrich, США). Концентрацию МСК КМ до-
водили до 200 тыс./мл и использовали в экспериментах 
in vitro. Культивирование и снятие с ростовой поверхности 
МСК КМ осуществляли под контролем инвертированного 
микроскопа Leica DM2500 (Leica Microsystems, Германия) 
при увеличении ×25. В исследовании использовали МСК 
2–3-го пассажей.

Выделение микровезикул мезенхимальных 
стромальных клеток

Методом дифференциального центрифугирования 
с подбором различных скоростных режимов центри-
фугирования, времени и фильтрации в растворе полу-
чали МВ МСК [11]. На первом этапе МСК КМ высева-
ли в культуральный флакон Т75 (Sarstedt, Германия) 
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в концентрации 3000/см2 в полную питательную среду 
DМЕМ/F12 с 10% ЭТС, 2,5 мм L-глютамина и раство-
ра антибиотиков стрептомицина и пенициллина (Cap-
ricorn Scientific, Германия). Клетки культивировали 
в СО2-инкубаторе (Esco, Сингапур) при +37 °С и 5% CO2 
до достижения конфлюентности на ростовой поверх-
ности более 90%. На втором этапе для обогащения 
культуральной среды МВ культуру клеток промывали 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ; Elabscience, Китай) 
и переводили на бессывороточную среду DМЕМ/F12. 
Культивирование продолжали в течение 48 ч для соз-
дания условий лёгкого клеточного стресса, не вызыва-
ющего некротической гибели клеток и способствующего 
выделению внеклеточных МВ. Третий этап представлял 
собой непосредственно получение фракции МВ из куль-
туральной жидкости МСК. Полученную кондициониро-
ванную среду в количестве 10 мл центрифугировали 
в течение 20 мин при 3000 об./мин. при +4 °С для уда-
ления крупных частиц, клеток и клеточного дебриса. 
Супернатант, содержащий МВ, собирали и осаждали 
путём центрифугирования в пробирках типа Эппен-
дорф объёмом 1,5 мл при 14 500 g в течение 30 мин 
при температуре +4 оС (микроцентрифуга MicroCL 21R; 
Thermo Fisher Scientific, США). Удаляли 2/3 супернатан-
та, осадки в объёме 250 мкл объединяли в одну про-
бирку, доводили ФСБ (профильтрованным через филь-
тры 0,2 мкм) до 1,5 мл и центрифугировали при 14 500 g 
в течение 30 мин при температуре +4 оС. Удаляли супер-
натант, оставляя в пробирке 250 мкл осадка, которые 
объединяли в одну пробирку. Доводили ФСБ до 1,5 мл 
и центрифугировали в том же режиме. Полученный 
10-кратно концентрированный осадок МВ ресуспенди-
ровали в 1 мл ФСБ и использовали в экспериментах. 

Получение аллогенной плазмы, обогащённой 
растворимыми факторами тромбоцитов

Для получения аллогенной ПОРФТ/PRP использо-
вали здоровых животных — крыс обоего пола весом 
250–300 г. ПОРФТ/PRP получали методом R. Yamaguchi 
с соавт. [12] в нашей модификации. Эвтаназию живот-
ных выполняли с помощью внутрибрюшинного введения 
тиопентала натрия в дозе 200 мг/кг массы тела. Затем 
у животных вскрывали грудную клетку и шприцем путём 
внутрисердечной пункции забирали около 5 мл крови, 
которую переносили в пробирки с 3,8% цитратом на-
трия (Merck, Германия). Содержимое пробирок пере-
мешивали, затем центрифугировали при 1000 об./мин 
в течение 20 мин при комнатной температуре. Собира-
ли плазму и лейкотромбоцитарный слой, объединяли 
из различных пробирок и центрифугировали повторно 
при 1500 об./мин в течение также 20 мин. После центри-
фугирования отбирали верхний слой плазмы так, чтобы 
количество тромбоцитов в нижней части составило око-
ло 2,2×1012/л при подсчёте на гематологическом ана-
лизаторе SysmexKX-21N (Sysmex, Япония). Полученный 

концентрат тромбоцитов (×3,0–3,5 по сравнению 
с исходным уровнем) замораживали на ночь при –80 оС. 
Через 1–3 дня пробирку с замороженным концентратом 
тромбоцитов в плазме размораживали и центрифугиро-
вали при 3000 об./мин в течение 15 мин. Супернатант 
отбирали, стерилизовали через фильтры с диаметром 
пор 0,2 мкм, расфасовывали по 0,5 мл в пробирки типа 
Эппендорф и хранили при –80 оС до использования 
в экспериментальных исследованиях.

Определение иммунофенотипа 
мезенхимальных стромальных клеток 
и их микровезикул

Иммунофенотипическую характеристику полученных 
МСК КМ проводили методом проточной цитометрии. 
Принадлежность выделенной популяции клеток к МСК 
определяли по наличию экспрессии поверхностного мар-
кёра CD90 (Bio-Rad, США) и отсутствию экспрессии CD45 
(BD Biosiences, США). Регистрацию и анализ данных вы-
полняли с использованием проточного цитофлуориметра 
FACSCanto II (Becton Dickinson, США) и программного обе-
спечения FACSDiva 7.0 (Becton Dickinson, США). 

Идентификацию МВ МСК осуществляли также на про-
точном цитофлуориметре FACSCanto II относительно ла-
тексных калибровочных частиц (Becton Dickinson, США) 
размером 300–1000 нм при усилении чувствительности 
прибора. Популяцию МВ оценивали после выделения 
логического «гейта» калибровочных частиц с использо-
ванием анализа dot plot по прямому (FSC) и боковому 
(SSC) светорассеиванию. Количество МВ МСК оценивали 
как количество регистрируемых событий в выделенной 
области, для каждой пробы анализировали от 100 000 
до 200 000 частиц. Принадлежность выделенной фракции 
МВ к МВ МСК подтверждали экспрессией молекул CD90 
и отсутствием экспрессии молекул CD45. 

Оценка показателей жизнеспособности 
и апоптоза лимфоцитов, культивированных 
in vitro в присутствии мезенхимальных 
стромальных клеток, их микровезикул 
и плазмы, обогащённой растворимыми 
факторами тромбоцитов

Для изучения количества жизнеспособных кле-
ток и клеток на разных стадиях спонтанного апоптоза 
или апоптоза, индуцированного форбол-миристат-аце-
татом (ФМА; Roth, Германия), свежевыделенные лимфо-
циты селезёнки крыс высевали в полной питательной 
среде RPMI-1640 (Elabscience, Китай) с добавлением 
5% ЭТС в лунки 12-луночного планшета (Corning, США) 
в конечной концентрации 1 млн/мл и инкубировали 
при +37 ºС в увлажнённом воздухе с 5% СО2. Контро-
лем служили образцы лимфоцитов, культивированные 
без внесения биопродуктов — без или с ФМА (50 нг/мл). 
В качестве дополнительных биопродуктов в культуры 
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интактных или ФМА-индуцированных лимфоцитов вно-
сили: МСК КМ крысы в концентрации 10 или 20% от ко-
личества лимфоцитов; МВ МСК — 5 или 10% от объёма 
инкубационной среды; ПОРФТ/PRP — 0,625; 1,25 и 2,5% 
от объёма инкубационной среды. Все агенты воздей-
ствия вносили в культуру клеток одновременно. Дозы 
и соотношения вносимых реагентов и клеток устанав-
ливали на основании анализа литературы и предва-
рительной раститровки для обеспечения максимально 
репрезентативных результатов. По истечении 3-суточ-
ного культивирования лимфоциты собирали, переносили 
в маркированные пробирки, отмывали в холодном ФСБ 
при 1500 об./мин в течение 5 мин. Затем проводили под-
счёт и оценку жизнеспособности клеток с 0,4% трипано-
вым синим («БиолоТ», РФ). 

Для определения показателей жизнеспособности 
и апоптоза клеток использовали набор FITC Annexin V 
Apoptosis Detection Kit I (Becton Dickinson, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Аналитическую 
цитометрию производили на проточном цитофлуориме-
тре FACSCanto II с использованием программного обе-
спечения FACSDiva v. 7.0 (Becton Dickinson, США) после 
выделения целевых популяций и отсечения клеточных 
агрегатов и дебриса. Целевые популяции лимфоцитов 
и МСК идентифицировали по морфологическим показа-
телям исходя из их размера и гранулярности. Для каж-
дого образца анализировали не менее 30 000 событий, 
степень чистоты — не менее 98%. Оценивали интен-
сивность флуоресценции annnexin V, конъюгированного 

с изотиоцианатом флуоресцеина (FITC, FL1, 530 нм), 
и флуоресценции 7-аминоактиномицина D (7-AAD, FL3, 
680 нм). В качестве контроля аутофлуоресценции исполь-
зовали неокрашенные лимфоциты крыс. Для корректной 
настройки протокола анализа и учёта использовали отри-
цательный и положительный контроль апоптоза лимфо-
цитов. Клетки с фенотипом annexin V–7-AAD– оценивали 
как жизнеспособные; annexin V–7-AAD+ — как некроти-
ческие; annnexin V+7-AAD– — как ранние апоптотические; 
annnexin V+7-AAD+ — как клетки, находящиеся в стадии 
позднего апоптоза (рис. 1). 

Статистическая обработка данных
Статистическую компьютерную обработку получен-

ных данных проводили при помощи пакета программ 
Excel 2016 (Microsoft, США) и GraphPad Prism 9.3.1.471 
(GraphPad, США). Для каждой группы данных опреде-
ляли нормальность частотного распределения каждого 
признака. Так как выборки являлись малыми (n <50), 
проверку осуществляли по критерию Шапиро–Уилка. По-
скольку в группах выявлено нормальное распределение, 
для определения статистической значимости различий 
уровней жизнеспособности клеток, спонтанного и индуци-
рованного апоптоза (раннего или позднего) при культиви-
ровании лимфоцитов крыс в разных условиях применяли 
t-критерий Стьюдента. Данные в таблицах представлены 
в виде среднего значения (M) ± стандартное отклоне-
ние (SD). Различия считали статистически значимыми 
при р <0,05.

Рис. 1. Анализ dot plot распределения культивированных в течение 3 сут in vitro лимфоцитов крыс при окрашивании annexin V-FITC 
и 7-аминоактиномицином D (7-AAD): a — интактных, b — активированных форбол-миристат-ацетатом. Квадрант 1 — клетки 
в стадии некроза (annexin V–/7-AAD+); 2 — клетки в стадии позднего апоптоза (annexin V+/7-AAD+); 3 — живые клетки (annexin 
V–/7-AAD–); 4 — ранние апоптотические клетки (annexin V+/7-AAD–).
Fig. 1. Dot plot analysis of the distribution of rat lymphocytes cultured for 3 days in vitro and stained with annexin V-FITC and 7-amino-
actinomycin D (7-AAD): a — without phorbol myristate acetate, b — activated with phorbol myristate acetate. Quadrant 1 — necrotic 
cells (annexin V–/7-AAD+); 2 — late apoptotic cells (annexin V+/7-AAD+); 3 — living cells (annexin V–/7-AAD–); 4 — early apoptotic cells 
(annexin V+/7-AAD–).
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РЕЗУЛЬТАТЫ
По данным иммунофенотипирования, МСК КМ крыс 

2-го пассажа, использованные для экспериментов in vi-
tro, в 94,1–99,9% случаев имели типичный фенотип МСК 
как CD90+/CD45– клеток. При этом важной особенностью 
экспериментов in vitro было то, что в условиях культиви-
рования в питательной среде RPMI-1640 с 5% ЭТС к кон-
цу совместного культивирования с лимфоцитами крыс 
через 3 сут суспензионные клетки (лимфоциты) содержа-
ли незначительную примесь МСК с жизнеспособностью 
0,5–3,1%, поэтому МСК КМ не могли повлиять на резуль-
таты оценки жизнеспособности и апоптоза лимфоцитов 
при использовании метода проточной цитометрии. Жиз-
неспособные МСК КМ к концу 3-х суток культивирования 
оставались прикреплёнными ко дну лунки и в анализи-
руемые клеточные популяции не попадали. Количество 

лимфоцитов крыс во всех пробах колебалось в пределах 
640 000–700 000 кл./мл с жизнеспособностью (при оценке 
с использованием трипанового синего) 55–85%. 

Присутствие МСК КМ оказало существенное влияние 
на жизнеспособность культивированных лимфоцитов. 
Как видно из табл. 1, внесение в инкубационную среду 
МСК КМ крыс в концентрации 10 и 20% вызывало стати-
стически значимое повышение количества живых интакт-
ных и ФМА-индуцированных лимфоцитов. Существенно, 
в 8,3–13,5 раза по сравнению с контролем, снизилось 
количество некротических клеток, в 2,3–4,0 раза — ко-
личество апоптотических клеток в культуре лимфоцитов. 
Важным является то, что снижение количества апоптоти-
ческих клеток в культурах интактных клеток и активиро-
ванных ФМА клеток произошло преимущественно за счёт 
снижения количества лимфоцитов, находящихся в стадии 
позднего апоптоза. Как видно из табл. 2, относительное 

Таблица 1. Влияние мезенхимальных стромальных клеток на жизнеспособность культивированных in vitro лимфоцитов селезёнки 
крысы, M±SD
Table 1. Effect of mesenchymal stromal cells on the viability of rat spleen lymphocytes cultured in vitro (M±SD)

Лимфоциты
Фракции лимфоцитов (n=6), %

некроз апоптоз живые

Интактные

Контроль* 32,4±8,1 29,3±4,1 57,2±15,9

+ МСК 10% 2,7±0,7 (p=0,007) 11,4±3,7 (p=0,03) 81,4±8,0 (p=0,03)

+ МСК 20% 2,4±0,8 (p=0,006) 8,9±2,6 (p=0,006) 77,1±13,0

ФМА-индуцированные

Контроль* 28,5±2,4 42,7±6,9 57,3±7,5

+ МСК 10% 3,2±0,4 (p=0,00003) 17,8±6,3 (p=0,03) 73,2±9,1 (p=0,03)

+ МСК 20% 3,4±1,9 (p=0,00005) 10,6±5,2 (p=0,02) 74,1±15,0

* контроль — мезенхимальные стромальные клетки (МСК) не вносили. Здесь и в табл. 2–5: ФМА — форбол-миристат-ацетат.
* control — mesenchymal stromal cells (МСК) were not added. Here and in Tables 2–5: ФМА — phorbol myristate acetate.

Таблица 2. Влияние мезенхимальных стромальных клеток на апоптоз культивированных in vitro лимфоцитов селезёнки крысы, 
M±SD
Table 2. Effect of mesenchymal stromal cells on the apoptosis of rat spleen lymphocytes cultured in vitro (M±SD)

Лимфоциты
Фракции лимфоцитов (n=6), %

апоптоз ранний апоптоз поздний

Интактные

Контроль* 1,4±0,8 20,2±5,6

+ МСК 10% 4,6±3,6 9,6±4,2

+ МСК 20% 4,0±2,1 4,5±3,6 (p=0,005)

ФМА-индуцированные

Контроль* 2,6±0,6 44,4±4,2

+ МСК 10% 4,2±3,2 12,8±6,2 (p=0,0008)

+ МСК 20% 4,4±2,8 9,0±2,0 (p=0,0007)

* контроль — мезенхимальные стромальные клетки (МСК) не вносили. 
* control — mesenchymal stromal cells (МСК) were not added.
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количество клеток в стадии позднего апоптоза под дей-
ствием совместного культивирования с 10 и 20% МСК сни-
зилось соответственно в 2,1 и 4,5 раза в сравнении с ин-
тактными лимфоцитами, и в 3,5 и 4,8 раза — в культуре 
лимфоцитов, активированных ФМА. При этом присутствие 
МСК КМ практически не влияло на количество в культуре 
лимфоцитов, находящихся в стадии раннего апоптоза. 

Результаты оценки влияния МВ МСК на жизнеспо-
собность крысиных лимфоцитов, культивированных 
без или в присутствии ФМА, представлены в табл. 3. Исхо-
дя из полученных данных, использованные концентрации 
МВ МСК не оказывали существенного эффекта на пока-
затели жизнеспособности лимфоцитов, культивированных 
in vitro. В то же время установлено, что присутствие МВ 
МСК снижает уровень апоптоза культивированных лим-
фоцитов. Как видно из табл. 4, количество лимфоцитов 
(интактных или ФМА-индуцированных) в стадии раннего 

апоптоза практически не изменялось в присутствии 5 
и 10% МВ МСК. В то же время количество интактных лим-
фоцитов в стадии позднего апоптоза снижалось в при-
сутствии 5 и 10% МВ МСК в 1,5 (р >0,05) и 3,6 (р=0,03) 
раза соответственно. Эффект МВ МСК был более выражен 
в культурах ФМА-активированных лимфоцитов: в при-
сутствии 5 и 10% МВ МСК количество активированных 
лимфоцитов в стадии позднего апоптоза статистически 
значимо снижалось — в 4,75 и 5,20 раза соответственно. 

Нами также была изучена ПОРФТ/PRP, обладающая ши-
роким спектром терапевтического действия в регенератив-
ной медицине, в отработанной экспериментальной модели 
оценки антиапоптотического действия на культивируемые 
МСК и лимфоциты крысы. Сравнительные эксперименты 
показали, что крысиная ПОРФТ/PRP в концентрации 1,25% 
обладает рост-стимулирующим действием в отношении 
МСК, но не лимфоцитов, культивированных in vitro (рис. 2). 

Таблица 3. Влияние микровезикул мезенхимальных стромальных клеток на жизнеспособность культивированных in vitro лимфо-
цитов селезёнки крысы, M±SD
Table 3. Effect of extracellular vesicles of mesenchymal stromal cells on the viability of rat spleen lymphocytes cultured in vitro (M±SD)

Лимфоциты
Фракции лимфоцитов, n=6

некроз апоптоз живые

Интактные

Контроль* 27,8±11,2 26,3±6,2 60,5±15,4

+ МВ МСК 5% 25,9±13,0 26,4±7,8 64,3±7,9

+ МВ МСК 10% 19,9±10,6 25,5±6,7 71,6±5,0

ФМА-индуцированные

Контроль* 24,8±7,6 38,8±11,6 60,7±3,3

+ МВ МСК 5% 21,7±12,8 31,3±8,7 63,1±3,9

+ МВ МСК 10% 14,6±7,2 30,5±10,2 65,9±5,6

* контроль — микровезикулы мезенхимальных стромальных клеток (МВ МСК) не вносили. 
* control — microvesicles of mesenchymal stromal cells (МВ МСК) were not added.

Таблица 4. Влияние микровезикул мезенхимальных стромальных клеток на апоптоз культивированных in vitro лимфоцитов селе-
зёнки крысы, M±SD 
Table 4. Effect of extracellular vesicles of mesenchymal stromal cells on the apoptosis of rat spleen lymphocytes cultured in vitro (M±SD)

Лимфоциты 
Фракции лимфоцитов (n=8), %

апоптоз ранний поздний апоптоз

Интактные

Контроль* 7,6±8,6 21,3±6,3

+ МВ МСК 5% 11,0±8,3 14,5±5,9

+ МВ МСК 10% 9,5±8,0 5,9±4,5 (p=0,03)

ФМА-индуцированные

Контроль* 9,6±9,5 36,1±13,7

+ МВ МСК 5% 13,5±9,9 7,6±5,1 (p=0,048)

+ МВ МСК 10% 9,8±6,1 6,9±5,1 (p=0,03)

* контроль — микровезикулы мезенхимальных стромальных клеток (МВ МСК) не вносили. 
* control — microvesicles of mesenchymal stromal cells (МВ МСК) were not added.
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Оценка антиапоптотического действия ПОРФТ/PRP 
на лимфоциты при культивировании in vitro показала, 
что в культуре интактных лимфоцитов ПОРФТ/PRP не ока-
зывала существенного влияния на жизнеспособность 
клеток при некотором снижении (в 2,7–2,9 раза, p >0,05) 
количества некротических клеток (табл. 5). В то же вре-
мя внесение в культуру ФМА-активированных крысиных 
лимфоцитов 1,25–2,50% ПОРФТ/PRP обеспечивало повы-
шение количества живых клеток в 1,6–2,2 раза (р=0,002 
и р=0,01), при этом значительно снизилось количество 
клеток в стадии некроза (более чем в 2 раза, р=0,02). 

Проведённая дополнительно оценка апоптоза лимфо-
цитов не выявила статистически значимого стимулирую-
щего или угнетающего действия ПОРФТ/PRP в концен-
трациях 1,25 и 2,50% на распределение стадий раннего 
и позднего апоптоза интактных и ФМА-активированных 
лимфоцитов (n=8, данные не представлены). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Мезенхимальные стромальные клетки, относящиеся 

к негемопоэтическим клеткам, обладают регенеративным 

Таблица 5. Влияние присутствия плазмы, обогащённой растворимыми факторами тромбоцитов, на жизнеспособность культивиро-
ванных in vitro лимфоцитов селезёнки крысы, M±SD 
Table 5. Effect of the presence of PRP on the viability of rat splenic lymphocytes cultured in vitro (M±SD)

Лимфоциты 
Фракции лимфоцитов (%), n=6

некроз апоптоз живые

Интактные

Контроль* 30,2±11,5 33,7±9,1 43,4±4,7

+ ПОРФТ/PRP 1,25% 10,4±4,5 39,3±9,3 47,8±7,7

+ ПОРФТ/PRP 2,5% 11,3±9,5 34,5±10,6 51,7±4,0

ФМА-индуцированные

Контроль* 27,2±1,2 48,4±8,4 24,0±5,0

+ ПОРФТ/PRP 1,25% 13,3±8,8 
(p=0,02) 43,3±8,6 54,0±7,7 

(p=0,002)

+ ПОРФТ/PRP 2,5% 12,7±9,7 45,5±12,9 39,8±7,3 
(p=0,01)

* контроль — ПОРФТ/PRP (плазму, обогащённую растворимыми факторами тромбоцитов) не вносили.
* control — PRP (platelet-rich plasma) was not added.

Рис. 2. Различная способность плазмы, обогащённой растворимыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ/PRP), вызывать пролифе-
рацию (a) мезенхимальных стромальных клеток (n=4) и (b) лимфоцитов селезёнки крыс (n=4). В лунки культур клеток исходно 
высевали 9000 МСК/мл (МСК) или 2 000 000 лимфоцитов/мл (Лимф); * р=0,025 по отношению к контролю МСК.
Fig. 2. Differential ability of platelet rich plasma (PRP) to induce proliferation of (a) mesenchymal stromal cells (n=4) and (b) rat spleen 
lymphocytes (n=4). Cell culture wells were initially seeded with 9,000 MSC/ml (МСК) or 2,000,000 lymphocytes/ml (Лимф); * p=0.025 
relative to control MSC.
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действием в отношении многих тканей, а также модули-
рующим действием в отношении иммунной системы [4, 
5, 7, 10]. При этом трофическая функция МСК рассматри-
вается как одна из основных на ранних этапах воздей-
ствия на другие клетки [13–15]. Иммуномодулирующее 
действие МСК опосредовано механизмами, связанными 
с перестройкой в иммунной системе реципиента и индук-
цией M2, Th2, T-регуляторных клеток [4, 14–16]. Из них 
терапевтически значимыми оказались эффекты МСК, 
проявлявшиеся прежде всего иммуносупрессией реак-
ций Т-, В-лимфоцитов, ЕК-клеток (ЕК — естественные 
киллеры), моноцитов и нейтрофилов [17, 18]. Клиниче-
ское использование МСК, оказывающих пролонгирован-
ный эффект в течение 6–12 мес, свидетельствует о во-
влечении иммунной системы, обладающей длительной 
иммунологической памятью. Выживание клеток в ходе 
перестройки иммунной системы становится первейшей 
задачей, решаемой при применении МСК, их дериватов 
или ПОРФТ/PRP. Клетки иммунной системы в условиях 
патологического процесса находятся в состоянии актива-
ционного стресса, что повышает вероятность их гибели [7, 
19]. При этом функция МСК по регулированию и предот-
вращению клеточной смерти включена в перечень шести 
основных функций, имеющих терапевтическое значение. 
Регулируемая клеточная смерть в основном представлена 
апоптозом, некроптозом, пироптозом клеток-мишеней, 
в отношении которых МСК оказывают витальное дей-
ствие путём секреции паракринных факторов, регулиро-
вания обмена ионов Са2+, митохондриального переноса, 
переноса биоактивных микроРНК и белков посредством 
внеклеточных везикул при преимущественно межклеточ-
ных контактах [20]. Установление факта воздействия МСК 
на снижение количества некротических клеток, а среди 
апоптотических — клеток в стадии позднего апоптоза, 
является тем элементом новизны, который отличает на-
стоящую работу от ранее выполненных. Проведённые ис-
следования in vitro показали, что МСК (и их культураль-
ная среда, содержащая МВ) способны в большей степени 
повышать жизнеспособность активированных клеток 
при их сокультивировании, и в меньшей степени оказы-
вать витальное действие на клетки, находящиеся в со-
стоянии покоя [21–24]. Способность МСК потенциировать 
выживание лимфоидных клеток связывают чаще с пря-
мыми межклеточными контактами. Эта способность за-
висит от соотношения МСК и лимфоидных клеток [22, 24]. 
При этом даже межклеточные взаимодействия связаны 
с продуцируемыми МСК цитокинами, хемокинами, росто-
выми факторами. В качестве таких факторов выступают 
SDF-1, HGF, IGF-1, EGF, NGF, TGF-α, bFGF, STC-1, SFRP1, 
SFRP2, GM-CSF, VEGF, TGF-β, IL-6, IL-10 [10, 18, 20, 25]. 
Эффект растворимых факторов, содержащихся в культу-
ральной среде МСК или во фракции МВ МСК, в отноше-
нии живых лимфоидных клеток слабее (или отсутствует) 
по сравнению с МСК [22, 26]. В наших исследованиях 
с культивированными лимфоцитами крыс присутствие 

МСК в соотношениях 1:5–1:10 привело к значительно-
му росту количества жизнеспособных клеток, особенно 
в условиях активации лимфоцитов с помощью ФМА. Ви-
тальное действие МВ МСК как продуктов, выделяемых 
МСК в процессе жизнедеятельности, активации, старения 
или смерти, в наших исследованиях наблюдалось только 
в отношении лимфоцитов, находящихся в стадии позд-
него апоптоза [26]. Витальное действие МСК может быть 
связано как с ингибицией апоптоза (подавлением экс-
прессии Fas-рецептора), так и с другими механизмами 
(повышением экспрессии ICAM-1 в лимфоцитах и МСК 
при отсутствии влияния на экспрессию Bcl-2 в лимфо-
цитах, повышением экспрессии IL-6 в МСК) [21, 22, 24, 
27]. Поэтому нами было оценено антиапоптотическое 
действие МСК и МВ МСК в качестве одного из механиз-
мов витального действия МСК. В результате показано, 
что как МСК, так и МВ МСК очевидно подавляют апоптоз 
лимфоцитов, при этом наиболее важным оказалось сни-
жение количества клеток, находящихся в стадии позд-
него (необратимого) апоптоза, но не раннего апоптоза, 
что рассматривалось в качестве самостоятельно регули-
руемых процессов [28, 29]. Это действие для МСК (и МВ 
МСК) является наиболее существенным в обеспечении 
пролонгирования жизни и функциональной активности 
лимфоидных клеток, что мы рассматриваем впервые 
в данном исследовании.

В работах [30, 31] показано, что ПОРФТ/PRP хорошо из-
вестна как биокомпонент с выраженным регенеративным 
действием, способствующий пролиферации МСК in vitro. 
ПОРФТ/PRP в экспериментальных условиях хорошо под-
держивала жизнеспособность кардиомиоцитов мышей, 
особенно в условиях кислородного взрыва, вызванного 
бактериальным липополисахаридом, или эрастин-индуци-
рованного ферроптоза [6], а также клеток поджелудочной 
железы, продуцирующих инсулин [9]. В настоящей работе 
показано, что ПОРФТ/PRP обладала витальным (снижение 
процента некротических клеток) и рост-стимулирующим 
действием в отношении МСК, но не лимфоидных клеток 
крыс. При оценке влияния на жизнеспособность лимфо-
цитов ПОРФТ/PRP (в оптимальной концентрации 1,25%) 
оказывала в культуре ФМА-активированных, но не по-
коящихся лимфоцитов витальное действие, которое про-
являлось снижением количества некротических клеток 
и повышением — жизнеспособных клеток. При этом нами 
не выявлено протективного влияния ПОРФТ/PRP на апоп-
тотическую гибель лимфоцитов крыс при культивирова-
нии in vitro. 

Таким образом, нами в экспериментах in vitro пока-
зано, что МСК КМ обладают выраженной способностью 
поддерживать жизнеспособность лимфоидных клеток, 
в большей степени — активированных лимфоцитов. МВ 
МСК и ПОРФТ/PRP обладают способностью поддержи-
вать жизнеспособность лимфоцитов, культивированных 
in vitro, при этом воздействуют на различные механизмы 
апоптотической и неапоптотической гибели клеток.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В исследованиях in vitro установлено, что внесение 

в культуру лимфоцитов крыс МСК КМ костного мозга 
в концентрации 10 и 20% вызывало повышение жизне-
способности лимфоцитов, при этом снижалось количе-
ство клеток, находящихся в стадии позднего апоптоза 
(в 2,1–4,8 раза) и некроза (в 8,3–13,5 раза). Микровези-
кулы МСК не оказывали существенного эффекта на жиз-
неспособность исследованных клеток, но статистически 
значимо снижали количество лимфоцитов селезёнки крыс 
в стадии позднего апоптоза — в 3,6–5,2 раза. ПОРФТ/PRP 
не оказывала существенного влияния на жизнеспособ-
ность интактных лимфоцитов крыс, но обеспечивала по-
вышение жизнеспособности ФМА-активированных лим-
фоцитов в 1,6–2,2 раза, при этом в 2,0 раза снижалось 
количество некротических клеток.
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