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РЕФЕРАТ 
Сегодня в регенеративной меди-
цине, традиционно опиравшейся 
на терапию стволовыми клетками, 
происходит переход к новому типу 
биологической регуляции, осно-

ванному на межклеточном взаимодействии через секретируемые вещества, известные 
как секретом. Применение секретома мезенхимальных стволовых клеток (МСК) в реге-
неративной терапии обладает рядом преимуществ по сравнению с использованием жи-
вых клеток, включая возможность модификации состава секретома для достижения 
определенных терапевтических целей. В настоящем исследовании впервые описана про-
цедура получения секретома мезенхимальных стволовых клеток лошади с использовани-
ем двух отличных методов и проведено сравнительное изучение их биологической ак-
тивности на модели «раны» in vitro. С помощью программы ToupView 3.7. на фотогра-
фиях измеряли ширину «раны» в каждой из 6 точек для каждой лунки через 0 часов ин-
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кубирования (сразу после нанесения «царапины») и 24 ч инкубирования. Рассчитывали 
среднее значение ширины просвета «царапины» в 0ч и 24 ч. Затем рассчитывали отно-
шение средней ширины «царапины» через 24 часа инкубирования к среднему значению 
ширины «царапины» через 0 часов инкубирования, после чего рассчитывали для каждо-
го образца «степень зарастания раны по отношению к «К». Результат выражали в % по 
отношению к контролю. Впервые проведена оценка стабильности биологической актив-
ности секретома МСК при хранении в температурном диапазоне от +4 до +8 оС на про-
тяжении двух месяцев. На основании результатов проведенных исследований будет вы-
бран секретом МСК, являющийся перспективным кандидатом для дальнейших испыта-
ний: сначала на лабораторных животных с целью оценки безопасности при различных 
путях введения, а затем на лошадях для анализа его влияния на показатели сердечно-
сосудистой и дыхательной систем при патологических состояниях как в покое, так и 
после физической нагрузки. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Регенеративная медицина, представ-

ляющая собой междисциплинарную об-
ласть знаний, активно развивается как в 
гуманной, так и в ветеринарной практике. 
Основная цель регенеративных методов 
лечения – активация процессов репара-
тивной регенерации, направленных на 
восстановление не только структуры, но и 
функциональности пораженных тканей и 
органов. Такой подход имеет значитель-
ные преимущества перед традиционными 
терапевтическими стратегиями [1, 2]. 

Основной постулат регенеративной 
медицины заключается в наличии регио-
нальных стволовых клеток во всех тканях 
и органах взрослого организма. Именно 
эти клетки отвечают за возобновление 
клеточного состава, а также первыми ак-
тивируются при повреждениях, обеспечи-
вая восстановление. Под воздействием 
определенных стимулов эти клетки выхо-
дят из состояния покоя, начинают делить-
ся и дифференцироваться в специализи-
рованные клетки, замещая поврежденные 
ткани. Это уникальный механизм, спо-
собствующий регенерации и обновлению 
тканей, присущий каждому организму 
[3]. 

В течение длительного времени реге-
неративная медицина опиралась на ис-
пользование различных типов стволовых 
клеток, однако сегодня предпочтение от-
дается мезенхимным стволовым клеткам 
(МСК), присутствующим в тканях взрос-
лого организма [1,4]. Огромный терапев-
тический потенциал МСК обусловлен 
тремя основными механизмами действия: 

миграцией в очаг повреждения, диффе-
ренцировкой в другие типы клеток и сек-
рецией биоактивных факторов [2]. При 
этом современные данные указывают на 
то, что именно третий механизм является 
ключевым для реализации эффектов 
МСК. 

В настоящее время наблюдается появ-
ление нового типа биологической регуля-
ции, основанного на межклеточной ком-
муникации посредством секретируемых 
веществ, то есть секретома. Использова-
ние секретома МСК в регенеративной 
терапии имеет ряд преимуществ по срав-
нению с применением живых клеток: ре-
шение вопросов безопасности, дозировки 
и эффективности, длительное хранение 
без потери активности, экономичность и 
практичность, возможность массового 
производства, сокращение времени до 
начала лечения, а также возможность кор-
ректировки состава секретома для дости-
жения желаемых эффектов [2, 5].  

Целью нашей работы было сравнение 
биологической активности секретомов 
МСК из жировой ткани лошади, получен-
ных разными способами, на разных сро-
ках культивирования, а также после хра-
нения.   

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Жировую ткань (ЖТ) получали у ло-
шади в Ленинградской области с согласия 
владельцев. Ветеринарный врач осу-
ществлял надрез бедра лошади в области 
хвоста и вырезал кусочек подкожной жи-
ровой ткани размером 1 см3. Рана лошади 
обрабатывалась антисептиками и зашива-
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лась. Образцы жировой ткани доставляли 
в лабораторию в стерильной пробирке в 
фосфатно-солевом буферном растворе 
(PBS, рhosphate-buffered saline), содержа-
щем пенициллин и стрептомицин (Gibco, 
США). В условиях ламинарного бокса 
жировую ткань тщательно промывали 
стерильным PBS с добавлением 200 мкг/
мл цефтриаксона (Синтез, Россия) и 3 
мкг/мл амфотерицина  В (Biowest, Фран-
ция), измельчали при помощи глазных 
ножниц, добавляли к ней раствор колла-
геназы (тип 2) (ПанЭко, Россия) из расче-
та 500 ед/мл и инкубировали 45 мин при 
37оС при постоянном помешивании. По 
окончании инкубации, клетки осаждали 
центрифугированием. Жидкую фазу с 
крупными кусками ткани и зрелыми жи-
ровыми клетками удаляли серологиче-
ской пипеткой, осадок ресуспендировали 
в среде ДMEM (ПанЭко, Россия). Полу-
ченную суспензию фильтровали через 
сетчатый фильтр с размером пор 100 
мкм, фильтрат вновь центрифугировали, 
полученный осадок разводили средой 
ДMEM:ФБС (фетальная бычья сыворот-
ка, Biowest, Франция) (9:1) с добавлением 
50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стреп-
томицина и высевали в культуральные 
флаконы (SPL LifeSciences, Корея). Куль-
тивирование проводили в СО2-
инкубаторе при температуре 37оС и со-
держании 5%СО2.  Через 24 ч ростовую 
среду с неприкрепившимися клетками 
удаляли, флаконы несколько раз тщатель-
но промывали PBS с добавлением анти-
биотиков и снова добавляли аналогичную 
ростовую среду. Смену среды производи-
ли каждые 72–96 ч. Конфлюэнтный моно-
слой формировался к 8 суткам после вы-
деления. Культуру МСК ЖТ лошади 
накапливали в течение двух пассажей, 
производя пересев каждые 72–96 ч. Затем 
клетки были криоконсервированы в среде 
содержащей 10% диметилсульфоксид 
(ДМСО, Биолот, Россия) по стандартному 
трех этапному протоколу: I этап – со ско-
ростью 0,5 град/мин до минус 20°С; II 
этап – со скоростью 1 град/мин до минус 
80°С, с последующим погружением в 
жидкий азот.  

Для оценки потенциала к дифферен-
цировке полученных МСК лошади на 
четвертом пассаже проводилась направ-
ленная дифференцировка в остеогенном и 
адипогенном направлениях. Индукция 
адипогенеза проводилась в течение 14 
суток при помощи 0,5 мМ 3-изобутил-1-
метилксантина, 1мкМ дексаметазона, 1 
мкМ инсулина, 0,2 мМ индометацина, 
выявление липидных капель при помощи 
окраски OilRed O (Sigma, Германия). Ин-
дукция остеогенеза происходила в тече-
ние 21 суток при помощи 2 мМ L-
глутамина, 50 мкг/мл аскорбиновой кис-
лоты, 10 мкМ дексаметазона и 10 мМ β-
глицерофосфата, а выявление солей каль-
ция при помощи окрашивания Alizarin red 
S. 

Была проведена оценка пролифера-
тивных свойств МСК лошади. Для этого 
на 4 и 10 пассажах была проведена оцен-
ка индекса пролиферации культуры, рас-
считано время удвоения популяции, про-
ведена оценка морфологии монослоя 
культуры и морфологии клеток. Индекс 
пролиферации (ИП) рассчитывался как 
отношение количества выросших клеток 
(Nt) к количеству посеянных (N0), время 
удвоения популяции – рассчитывалось по 
формуле td = t/log2 (Nt/N0), где t – время 
роста культуры, ч. Визуальная прижиз-
ненная оценка и фотографирование про-
изводилась при помощи инвертированно-
го микроскопа Микромед 3И с фотона-
садкой. 

Получение секретома (продуктов сек-
реции) МСК осуществляли на 4 и 10 пас-
сажах культуры двумя способами. В пер-
вом способе после формирования культу-
рой МСК монослоя производилась замена 
среды на свежую: ростовая среда ДМЕМ 
без фенолового красного (ПанЭко, Рос-
сия) с добавлением ФБС в соотношении 
9:1. Накопление продуктов секреции 
МСК производилось в течение 96 часов. 
После чего кондиционированная среда из 
всех культуральных матрасов собиралась 
в стерильные флаконы. Затем из всех 
культуральных матрасов снимали клетки, 
двукратно отмывали их раствором PBS и 
готовили суспензию клеток в 5 мл PBS. 
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Из суспензии клеток готовили экстракт 
МСК путем нескольких циклов замора-
живания-оттаивания, который добавляли 
к собранной ранее кондиционированной 
среде [6]. Для второго варианта собирали 
описанным ранее способом кондициони-
рованную среду МСК, экстракт МСК не 
добавляли. 

В обоих вариантах дальнейшая очист-
ка и стабилизация секретома проводилась 
одинаково. Для этого вначале весь объем 
полученной кондиционной среды филь-
тровали через глубинный фильтр, необхо-
димый для очистки от клеточного дебри-
са, а затем проводили ультрафильтрацию 
через мембрану с селективностью 50 кДа. 
Для стабилизации к полученному филь-
трату добавляли 20 мг/мл глицина, рас-
твор фильтровали через стерилизующий 
фильтр с размером пор 0,22 мкм в условиях 
ламинарного бокса. Хранили полученные 
секретомы МСК в жидком состоянии при 
температуре +4 - +8оС. 

Оценку биологической активности 
полученных вариантов секретома МСК 
лошади проводили на модели «раны» in 
vitro [7] в собственной модификации. Для 
этого МСК высевали в 24-ти луночный 
планшет и инкубировали до достижения 
конфлюэнтного монослоя при 37°С в ат-
мосфере с 5% содержанием СО2. Затем в 
каждой лунке на сформированном моно-
слое наносили по 2 вертикальные 
«царапины» при помощи наконечника 
дозатора 100 мкл, удаляли питательную 
среду из всех лунок при помощи дозато-
ра, и еще дважды промывали монослой 
раствором PBS.  

Исследуемые образцы секретома 
предварительно разводили в пробирках 
до концентрации 1% в питательной среде 
ДМЕМ, тщательно перемешивая для 
обеспечения однородности раствора. По-
лученные разведения вносили в лунки 
планшета для постановки образцов. В 
качестве контроля (К) использовали толь-
ко питательную среду ДМЕМ. При помо-
щи светового инвертированного микро-
скопа и камеры при увеличении микро-
скопа 40х фотографировали клеточный 
монослой в 6 точках вдоль каждой 

«царапины», инкубировали планшет с 
культурой клеток в течение 24 ч при 37°С 
в атмосфере с 5% содержанием СО2, че-
рез 24 ч снова фотографировали клеточ-
ный монослой в 6 точках вдоль каждой 
«царапины». С помощью программы 
ToupView 3.7. на фотографиях измеряли 
ширину «раны» в каждой из 6 точек для 
каждой лунки через 0 часов инкубирова-
ния (сразу после нанесения «царапины») 
и 24 ч инкубирования. Рассчитывали 
среднее значение ширины просвета 
«царапины» в 0ч и 24 ч. Затем рассчиты-
вали отношение средней ширины 
«царапины» через 24 часа инкубирования 
к среднему значению ширины 
«царапины» через 0 часов инкубирова-
ния, после чего рассчитывали для каждо-
го образца «степень зарастания раны по 
отношению к «К». Результат выражали в 
% по отношению к контролю.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В результате описанного протокола 

выделения МСК из жировой ткани лоша-
ди была получена стабильная культура с 
характерным видом монослоя и морфоло-
гией клеток. Уже на 3-4 сутки после вы-
деления в культуральных флаконах 
наблюдался рост клеток в виде отдельных 
колоний (Рис.1А), что является типичным 
признаком мезенхимальных стволовых 
клеток при культивировании. На нулевом
–первом пассажах культура демонстриро-
вала незначительную морфологическую 
неоднородность клеточного состава: при-
сутствовали веретенообразные клетки с 
фибробластоподобной морфологией, мел-
кие округлые клетки, единичные колонии 
полигональных клеток и отдельные круп-
ные плоские клетки. Ко второму пассажу 
посторонние клеточные типы элиминиро-
вались, и монослой был представлен пре-
имущественно клетками фибробластопо-
добной морфологии, характерной для 
МСК (Рис.1Б). 

Индекс пролиферации культуры МСК 
ЖТ лошади на четвертом пассаже равнял-
ся 7,1 (ИП4п = 7,1), а время удвоения по-
пуляции составило 25,5 ч. На десятом – 
6,78 (ИП10п = 6,78), время удвоения попу-
ляции 26 ч. Таким образом скорость про-
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лиферации на четвертом-десятом пасса-
жах была высокой и практически не изме-
нялась. Аналогично, морфология культу-
ры была в течение этого периода без из-
менений (Рис. 2). Полученные данные 

говорят о хорошем физиологическом со-
стоянии культуры без признаков старения 
в течение наблюдаемого периода с чет-
вертого по десятый пассажи. 

Рисунок 1 – Морфология культуры МСК ЖТ лошади: А – колония, образованная МСК 
на 3-и сутки после выделения, ув. х40; Б – монослой, формирующийся из МСК на  

втором пассаже культивирования (1-е сутки роста), ув. х100.  

Рисунок 2 – Монослой культуры МСК ЖТ лошади на четвертом (А) и десятом  
(Б) пассажах на 4-е сутки роста, ув. х40. 

При культивировании МСК ЖТ лоша-
ди в среде, содержащей индукторы, кото-
рые направляют дифференцировку в 
клетки жировой ткани, на 14 сутки выяв-
ляли формирование клеток с липидными 
везикулами, которые окрашивались Oil-
Red O (Рис. 3А). Проведение направлен-
ной остеогенной дифференцировки по 
описанному выше протоколу к 21 суткам 

также приводило к выпадению солей 
кальция и окрашиванию красителем Aliz-
arin red S (Рис. 3Б). Реакция основана на 
образовании оранжево-красных хелатных 
комплексов с ионами кальция. 
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Рисунок 3 – Микрофотографии МСК ЖТ лошади после проведения дифференцировки в 
адипогенном (А) и остеогенном (Б) направлениях, окрашенных OilRed O и Alizarin red 

S соответственно, ув. х40. 

Секретом МСК ЖТ лошади получали 
двумя разными способами на четвертом и 
десятом пассажах:  

Вариант №1. Кондиционированная 
среда с добавлением экстракта клеток, 
очищенная фильтрованием, затем ультра-
фильтрованная через фильтр 50 кДа для 
удаления альбуминовой фракции сыво-
ротки крови и стабилизированная добав-
лением глицина. 

Вариант № 2. Кондиционированная 
среда без добавления экстракта клеток, 
очищенная фильтрованием, затем ультра-
фильтрованная через фильтр   50 кДа для 
удаления альбуминовой фракции сыво-

ротки крови и стабилизированная добав-
лением глицина. 

Первичную оценку биологической 
активности полученных секретомов МСК 
ЖТ лошади проводили in vitro на модели 
«раны» («wound healing assay») как описа-
но выше. Данная модель является широко 
применяемой методикой для оценки по-
движности и скорости миграции клеток. 
При «заживлении» экспериментальной 
раны различные типы клеток реагируют 
сходным образом: клетки поляризуются, 
формируют протрузии в сторону «раны» 
и мигрируют (Рис. 4).  

А Б В 

Рисунок 4 – Микрофотографии модели «раны» in vitro при проверке биологиче-
ской активности секретомов МСК ЖТ лошади. А. – «рана» 0 ч, Б. – «рана» через 24 ч 

– Контроль-, В. – «рана» через 24 ч – секретом МСК, ув. х40. 
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Таблица 1 – Сокращение просвета «раны» опытных вариантов  
по сравнению с контролем, выраженное в % 

Варианты 
А, % 

(по отношению к контролю) 

Четвертый пассаж, Вариант №1 41 ± 8 

Четвертый пассаж, Вариант №2 44 ± 5 

Десятый пассаж, Вариант №1 43 ± 7 

Десятый пассаж, Вариант №2 39 ± 7 

Четвертый пассаж, Вариант №1, 
хранение при +8оС, 2 месяца 

19 ± 12* 

Четвертый пассаж, Вариант №2, 
хранение при +8оС, 2 месяца 

39 ± 6 

Отличий в биологической активности 
обоих вариантов секретома (№1 и №2) 
сразу после получения как на четвертом 
пассаже, так и на десятом пассаже обна-
ружено не было (Таблица 1).  

Были отобраны пробы каждого вари-
анта на четвертом пассаже по 10 мл в сте-
рильные пробирки (3n) и заложены на 
хранение при температуре +4 - +8 оС.  

Через два месяца хранения варианты 
№1 (четвертый пассаж) и №2 (четвертый 
пассаж) снова были проверены на актив-
ность на модели «раны» in vitro. Было 
обнаружено падение активности в Вари-
анте №1 после хранения. Биологическая 
активность Варианта №2 за два месяца не 
изменилась.  

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Использованные в нашей работе мето-

ды культивирования МСК и сбора конди-
ционированной среды для получения сек-
ретома являются наиболее распростра-
ненными и обеспечивают получение ком-
плекса регуляторных молекул, оказываю-
щих выраженное стимулирующее воздей-
ствие на клетки-мишени. Однако, мы 
впервые провели сравнение биологиче-
ской активности секретомов МСК лоша-
ди, содержащих экстракт МСК и без его 
добавления, для понимания целесообраз-
ности использования данного источника 
регуляторных веществ. Было показано, 
что добавление экстракта МСК к конди-
ционированной среде не оказывает влия-
ния на миграцию и пролиферацию клеток 
на модели in vitro. Стимуляция данных 
процессов в обоих вариантах оказалась на 

одном уровне. Следующим этапом мы 
установили, что в диапазоне с четвертого 
по десятый пассажи культуры МСК био-
логическая активность полученных сек-
ретомов не изменяется, оставаясь выше 
на ~40%, чем в контроле. Это говорит об 
отсутствии физиологического старения 
культуры МСК на этих сроках культиви-
рования и возможности использования 
культур для получения биологически ак-
тивных регуляторных веществ. Показано, 
что при хранении секретома МСК в жид-
ком состоянии в температурном диапа-
зоне от +4 до +8 оС на протяжении двух 
месяцев снижения биологической актив-
ности варианта №2, полученного на осно-
ве только кондиционированной среды 
МСК, не происходит. В отличие от вари-
анта №1, содержащего также экстракт 
МСК, где наблюдается снижение биоло-
гической активности почти в два раза. 
Вероятно, это связано с активностью ли-
зосомальных ферментов – протеаз и нук-
леаз, высвобождающихся при разрушении 
клеток. Установленное снижение при хра-
нении активности секретома, полученно-
го с добавлением экстракта МСК, дало 
нам основание для выбора секретома – 
кандидата для проведения дальнейших 
испытаний на животных. 

В современной ветеринарной практике 
лекарственные препараты на основе сек-
реторных продуктов МСК нашли широ-
кое применение в ортопедии и травмато-
логии, способствуя сокращению сроков 
заживления и улучшению качества реге-
нерации тканей, при этом предотвращая 
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образование рубцовой ткани. В настоя-
щее время наблюдается расширение спек-
тра показаний к применению секретома 
МСК, обусловленное его уникальными 
иммуномодулирующими и регенератив-
ными свойствами, а также ведется разра-
ботка терапевтических протоколов для 
лечения различных заболеваний. В част-
ности, наша исследовательская группа 
изучает влияние секретома МСК на кар-
дио-респираторную систему лошадей с 
целью достижения устойчивой ремиссии 
заболеваний, восстановления их работо-
способности, а также повышения толе-
рантности к физическим нагрузкам у здо-
ровых лошадей в процессе интенсивной 
подготовки. 
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ABSTRACT 
Today, regenerative medicine, tradition-

ally reliant on stem cell therapy, is shifting 
toward a new type of biological regulation 
based on intercellular interactions via secret-
ed substances known as the secretome. The 
use of mesenchymal stem cell (MSC) secre-
tomes in regenerative therapy offers several 
advantages over living cells, including the 
ability to modify the secretome composition 
to achieve specific therapeutic goals. This 
study describes for the first time a procedure 
for obtaining equine mesenchymal stem cell 
secretomes using two distinct methods and 
conducts a comparative study of their bio-
logical activity in an in vitro wound model. 
Using ToupView 3.7 software, the wound 
width was measured in photographs at each 
of six points for each well after 0 hours of 
incubation (immediately after the scratch) 
and 24 hours of incubation. The average 
"scratch" width was calculated at 0:00 and 
24:00. The ratio of the average "scratch" 
width after 24 hours of incubation to the 
average "scratch" width after 0:00 was then 
calculated. The wound closure rate relative 
to "K" was then calculated for each sample. 
The result was expressed as a percentage 
relative to the control. For the first time, the 
stability of the biological activity of the 
MSC secretome was assessed during storage 
at temperatures ranging from +4 to +8°C for 
two months. Based on the results of these 
studies, a promising candidate MSC secre-
tome will be selected for further testing: first 
in laboratory animals to assess safety using 
various routes of administration, and then in 
horses to analyze its effects on cardiovascu-
lar and respiratory parameters in pathologi-
cal conditions both at rest and after exercise. 
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