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РЕФЕРАТ 
Исследовали влияние секрето-
ма МСК лошади на способ-
ность к индукции тромбообра-
зования in vitro путем визуаль-
ного оценки агрегации тромбо-
цитов под действием данного 

препарата на предметном стекле по методу А. С. Шитиковой, наблюдая процесс под 
фазовым контрастом. Определение влияния секретома на тромбообразование in vitro 
проводили на тромбоцитарной плазме, выделенной из крови лошадей с антикоагулянтом 
- цитратом натрия. В пробирки с тромбоцитарной плазмой вносили физиологический 
раствор (контроль 1), 10,0% раствора хлорида кальция (контроль 2), секретом в пропор-
ции 10 частей объема плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 части секретома (опыт 1), 
секретом в пропорции 20 частей объема плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 части 
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ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В настоящее время мезенхимальные 

стволовые клетки (МСК) являются одним 
из перспективных направлений в регене-
ративной медицине. Однако применение 
стволовых клеток всегда сопряжено с 
риском возникновения неоплазий, индук-
ции воспалительной реакции или тромбо-
образования [1]. Считается, что значи-
тельную часть положительных эффектов 
МСК оказывают за счет секреции различ-
ных факторов роста, белков, цитокинов, 
компонентов, выделяемых клетками в 
окружающую их среду и переносимых в 
том числе в составе внеклеточных вези-
кул [2, 3, 4, 5, 6]. В связи с этим, если от-
сутствует необходимость в непосред-
ственного ускорения регенерации путем 
введения МСК, более доступной и без-
опасной альтернативой регенеративной 
терапии может быть использование сек-
ретома. Т.е., кондиционной среды, обога-
щенной различными биологически актив-
ными веществами выделяемыми МСК в 
процессе роста и пролиферации.  

Основными преимуществами исполь-
зования секретома является снижение 
рисков, связанных с клеточной терапией, 
а также более простое и быстрое произ-
водства секретома в сравнении с МСК [7]. 

Секретом активно используют для 
ускорения регенерации тканей, в случаях 
альтернативы применения стволовых кле-
ток для лечения патологий сердечно-
сосудистых, дыхательных, опорно-
двигательных и других систем [8, 9, 10]. 

Секретом, как продукт секреции ме-

секретома (опыт 2), секретом в пропорции 20 частей объема плазмы, обогащенной тром-
боцитами к 1 части секретома и 10,0% раствора хлорида кальция (опыт 3). После добав-
ления контрольных и опытных препаратов к образцам тромбоцитарной плазмы, 10,0 мкл 
смеси микроскопировали при увеличении Х400 используя фазовый контраст. В резуль-
тате наших исследований были получены данные, указывающие на то, что у секретома 
МСК лошади отсутствует способность индуцировать агрегацию тромбоцитов. Плазма, 
обогащенная тромбоцитами, полученная от лошадей (n=10) с цитратом натрия не прояв-
ляла признаков агрегации, в отличие от плазмы, обогащенной тромбоцитами с цитратом 
натрия, активированная хлористым кальцием. При добавлении секретома в концентра-
циях 10 к 1 (10 частей объема плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 части секретома) 
и 20 к 1 (20 частей объема плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 части секретома) 
агрегация тромбоцитов также не наблюдалась. В то же время, при внесении хлористого 
кальция в образец плазмы, обогащенной тромбоцитами с добавлением секретома, агре-
гация тромбоцитов была в пределах нормы. 

зенхимальных стволовых клеток содер-
жит различные белковые молекулы (от 
0,5 до 1,5 г/мл) которые, соответственно, 
как и любые белки, обладающие биологи-
ческой активностью, могут вызывать ло-
кальные или генерализованные измене-
ния, вплоть до негативных, в сосудистом 
русле, взаимодействуя с рецепторами на 
мембранах клеток эндотелия или формен-
ных элементов крови.  

Целью нашей работы было опреде-
лить влияние секретома МСК лошади на 
способность к индукции тромбообразова-
ния.   

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Определение способности секретома 
МСК лошадей индуцировать тромбообра-
зование проверяли в эксперименте in vitro 
путем визуального оценки агрегации 
тромбоцитов под действием данного пре-
парата на предметном стекле по методу 
А. С. Шитиковой, наблюдая процесс под 
фазовым контрастом. 

Определение влияния секретома на 
тромбообразование in vitro проводили 
следующим образом: 

1 – у 10 лошадей отобрали по 10,0 мл 
крови с антикоагулянтом натрия цитрат-
ом. 

2 – кровь центрифугировали при 1500 
оборотах в минуту 10 минут. 

3 – плазму с тромбоцитами отобрали 
в отдельную пробирку.  

4 - в четыре пробирки эпендорф вно-
сили по 500,0 мкл мл тромбоцитарной 
плазмы.  
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КОНТРОЛЬ 1. В пробирку №1 добав-
ляли 20,0 мкл физиологического раство-
ра.  

КОНТРОЛЬ 2. В пробирку №2 добав-
ляли 20,0 мкл 10,0% раствора хлорида 
кальция. 

ОПЫТ1. В пробирку №3 добавляли 
50,0 мкл секретома (10 частей объема 
плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 
части секретома). 

ОПЫТ2. В пробирку №4 добавляли 
25,0 мкл секретома (20 частей объема 
плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 
части секретома). 

ОПЫТ 3. В пробирку № добавляли 
50,0 мкл секретома (10 частей объема 
плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 
части секретома) и 20,0 мкл 10,0% рас-
твора хлорида кальция. 

5 – после добавления контрольных и 
опытных препаратов к образцам тромбо-
цитарной плазмы, 10,0 мкл смеси перено-
сили на предметное стекло и накрывали 
покровным. Степень агрегации тромбоци-
тов оценивали визуально микроскопируя 
образцы при увеличении Х400 используя 
фазовый контраст. 

Все контрольные и опытные вариан-
ты эксперимента выполняли в пяти (5) 
повторах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Результаты исследования показали, 

что в полученных образцах плазмы отсут-
ствует спонтанная агрегация тромбоцитов 
(контроль №1 – Рис. 1). Но тромбоциты 
сохраняют способность к агрегации при 
активации, что показывают эксперименты 
с добавление хлорида кальция (контроль 
№2 – Рис. 2).  

Так же проведенные исследования 
показали, что секретом ни в высокой кон-
центрации (10 частей объема плазмы, 
обогащенной тромбоцитами к 1 части 
секретома), ни в низкой концентрации (20 
частей объема плазмы, обогащенной 
тромбоцитами к 1 части секретома) не 
индуцирует агрегацию тромбоцитов 
(Опыт №1 – Рис. 3 и Опыт №2 – Рис. 4 
соответственно).  
 

Рисунок 1 – Нативные тромбоциты. 
Увеличение Χ 200.  

Рисунок 2 – Агрегация тромбоцитов 
после внесения в образец тромбоцитар-

ной плазмы хлористого кальция.  
Увеличение Χ 200.  

Рисунок 3 – Внешний вид тромбоцитов 
после смешивания тромбоцитарной 

плазмы и секретома 10 к 1.  
Увеличение Χ 200. 
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Рисунок 4 – Внешний вид тромбоцитов 
после смешивания тромбоцитарной  

плазмы и секретома 20 к 1.  
Увеличение Χ 200. 

Рисунок 5 – Внешний вид тромбоцитов 
после смешивания тромбоцитарной 

плазмы и секретома в соотношении 10 
к 1 и последующего добавления хлорида 

кальция. Увеличение Χ 200.  

Дополнительное исследование пока-
зало, что добавление хлористого кальция 
к тромбоцитарной плазме, в которую 
предварительно уже был введен секретом 
в соотношении 10 к 1, индуцирует нор-
мальную агрегацию тромбоцитов (Опыт 
№3 – Рис. 5). 

В результате наших исследований 
были получены данные, указывающие на 
то, что у секретома МСК лошади отсут-
ствует способность индуцировать агрега-
цию тромбоцитов. Плазма, обогащенная 
тромбоцитами, полученная от лошадей 
(n=10) с цитратом натрия не проявляла 
признаков агрегации, в отличие от плаз-

мы, обогащенной тромбоцитами с цитрат-
ом натрия, активированная хлористым 
кальцием. При добавлении секретома в 
концентрациях 10 к 1 (10 частей объема 
плазмы, обогащенной тромбоцитами к 1 
части секретома) и 20 к 1 (20 частей объе-
ма плазмы, обогащенной тромбоцитами к 
1 части секретома) агрегация тромбоци-
тов также не наблюдалась. В то же время, 
при внесении хлористого кальция в обра-
зец плазмы, обогащенной тромбоцитами 
с добавлением секретома, агрегация 
тромбоцитов была в пределах нормы. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, исследования прове-

денные in vitro позволяют сделать вывод, 
что секретом самостоятельно не провоци-
рует сосудисто-тромбоцитарного гемо-
стаза и поэтому не может быть причиной 
тромбоэмболий. Но также и не препят-
ствует индуцированному сосудисто-
тромбоцитарному гемостазу поэтому не 
может являться причиной спонтанных 
или причиной нарушения остановки ин-
дуцированных кровотечений. 
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ABSTRACT 

The effect of the equine MSCs secre-
tome on the ability to induce thrombosis in 
vitro was studied by visually assessing plate-
let aggregation under the action of this drug 
on a slide using the A. S. Shitikova method, 
observing the process under phase contrast.  
The effect of secretome on thrombosis in 
vitro was determined on platelet plasma iso-
lated from horse blood with the anticoagu-
lant sodium citrate. Saline solution (control 
1), 10.0% calcium chloride solution (control 
2), a secret in the proportion of 10 parts of 
the volume of plasma enriched with platelets 
to 1 part of the secretome (experiment 1), a 
secret in the proportion of 20 parts of the 
volume of plasma enriched with platelets to 
1 part of the secretome (experiment 2) were 
added to tubes with platelet plasma, a secret 
in the proportion of 20 parts of the volume 
of plasma enriched with platelets to 1 part of 
the secretome and 10.0% calcium chloride 
solution (experiment 3). After adding control 
and experimental preparations to platelet 
plasma samples, 10.0 µl of the mixture was 
microscoped at X400 magnification using 
phase contrast. As a result of our research, 
data were obtained indicating that the secre-
tome of horse MSCs lacks the ability to in-
duce platelet aggregation. Platelet-rich plas-
ma obtained from horses (n=10) with sodi-

um citrate showed no signs of aggregation, 
unlike platelet-rich plasma with sodium cit-
rate activated with calcium chloride. When 
secretome was added at concentrations of 10 
to 1 (10 parts of platelet-rich plasma volume 
to 1 part of secretome) and 20 to 1 (20 parts 
of platelet-rich plasma volume to 1 part of 
secretome), platelet aggregation was also not 
observed. At the same time, when calcium 
chloride was added to a platelet-enriched 
plasma sample with the addition of secre-
tome, platelet aggregation was within the 
normal range. 
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