
54   СТМ ∫ 2020 ∫ том 12 ∫ №6

биотехнологии

влияние кРиообРаботки на пРепаРаты аутоплазмы,  
обогащенной тРомбоЦитами
DOI: 10.17691/stm2020.12.6.07 
УДК 615.382:664.8:611–013.11 
Поступила 17.05.2020 г.

Д.В. Мельников, к.м.н., доцент кафедры онкологии, радиотерапии и пластической хирургии; 
К.А. Кириллова, к.м.н., младший научный сотрудник кафедры онкологии,  
радиотерапии и пластической хирургии;
А.С. Захаренко, к.м.н., младший научный сотрудник кафедры онкологии,  
радиотерапии и пластической хирургии;
М.Е. Синельников, младший научный сотрудник Института регенеративной медицины;
А.А. Рагимов, д.м.н., профессор кафедры клинической трансфузиологии; 
А.Л. Истранов, д.м.н., профессор кафедры онкологии, радиотерапии и пластической хирургии;
О.И. Старцева, д.м.н., профессор кафедры онкологии, радиотерапии и пластической хирургии

Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова 
(Сеченовский университет), ул. Трубецкая, 8/2, Москва, 119991 

Тромбоцитарный фактор роста (platelet-derived growth factor, PDGF) играет важную роль в ангиогенезе, влияет на активацию 
миг рации и пролиферации мезенхимальных стволовых клеток, фибробластов, гладкомышечных клеток, остеобластов; актива-
цию миграции моноцитов, макрофагов и нейтрофилов.

Цель исследования — изучить влияние криообработки на качественные свойства аутоплазмы, обогащенной тромбоцитами 
(АОТ), в различные временны́е отрезки.

Материалы и методы. Препараты аутологичной плазмы получали из крови 31 донора. Биологический материал подвергали 
двукратному центрифугированию по протоколу получения P-PRP и L-PRP. В свежих препаратах АОТ изучали количество тромбоци-
тов и концентрацию факторов роста (PDGF-AA и PDGF-BB). В замороженных образцах АОТ определяли концентрацию PDGF-AA и 
PDGF-BB через 2 нед и через 2 мес после криообработки при температуре –35 °С. Исследовали образцы P-PRP и L-PRP, активиро-
ванные 10% раствором СаCl2 и неактивированные. 

Результаты. Препараты L-PRP значительно превосходят препараты P-PRP, поскольку в них отмечено увеличение количества 
тромбоцитов в 1,7 раза. Уровень PDGF-AA в неактивированной L-PRP в 1,8 раза выше по сравнению с неактивированной P-PRP 
(p<0,05). В активированной L-PRP уровень PDGF-AA в 1,5 раза выше, чем в активированной P-PRP (p<0,05). Уровень PDGF-BB в 
неактивированной L-PRP в 2,9 раза выше по сравнению с неактивированной P-PRP и в 1,8 раза выше в активированной L-PRP, 
чем в активированной P-PRP (p<0,05). Концентрация PDGF-BB в неактивированной P-PRP резко увеличивается на 2-й неделе по-
сле заморозки и через 2 мес остается на том же уровне (p<0,05). Концентрация PDGF-BB в активированной плазме не изменяется 
(p>0,05).

Заключение. Процесс криообработки неактивированной аутоплазмы L-PRP позволяет сохранять и в последующем усиливать 
свойства плазмоконцентрата, что дает возможность применять его в клинической практике.

Ключевые слова: клеточные технологии; тромбоцитарный фактор роста; PDGF; альфа-гранулы тромбоцитов; пролиферация; 
активированные P-PRP, L-PRP; неактивированные P-PRP, L-PRP.
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Platelet-derived growth factor (PDGF) plays an important role in angiogenesis, affects activation of migration and proliferation 
of mesenchymal stem cells, fibroblasts, smooth muscle cells, osteoblasts; activation of migration of monocytes, macrophages, and 
neutrophils.

The aim of the investigation was to study the effect of cryo-processing on the qualitative properties of platelet-rich autoplasma (PRP) 
at different time intervals. 

Materials and Methods. Autologous plasma preparations were obtained from the blood of 31 donors. The biological material was 
prepared by double centrifugation according to the protocol for obtaining P-PRP and L-PRP. Platelet count and the concentration of growth 
factors (PDGF-AA and PDGF-BB) were studied in fresh PRP preparations. In frozen PRP samples, the concentration of PDGF-AA and 
PDGF-BB was determined 2 weeks after cryo-processing and 2 months after cryo-processing at –35 °С. P-PRP and L-PRP samples 
activated with 10% CaCl2 solution and those non-activated were studied.

Results. L-PRP preparations are significantly superior to P-PRP preparations:  the concentration of platelets is 1.7 times higher in 
them. The level of PDGF-AA in non-activated L-PRP is 1.8 times higher than in non-activated P-PRP (p<0.05). The level of PDGF-AA is 
1.5 times higher in activated L-PRP than in activated P-PRP (p<0.05). The level of PDGF-BB is 2.9 times higher in non-activated L-PRP 
than in non-activated P-PRP and 1.8 times higher in activated L-PRP than in activated P-PRP (p<0.05). The concentration of PDGF-BB 
in non-activated P-PRP sharply increases in the 2nd week after freezing and remains at the same level after 2 months (p<0.05). The 
concentration of PDGF-BB in activated plasma does not change (p>0.05). 

Conclusion. Cryo-processing of non-activated autologous L-PRP allows preserving and subsequently enhancing the properties of 
plasma concentrate, which makes it possible to apply it in clinical practice.

Key words: cell technologies; platelet growth factor; PDGF; platelet alpha granules; proliferation; activated P-PRP, L-PRP; non-activated 
P-PRP, L-PRP.

Введение

Одним из наиболее перспективных направлений в 
пластической хирургии является пересадка аутоло-
гичной жировой ткани для восполнения утраченных 
объемов тканей, эстетической коррекции, а также с 
целью репарации и регенерации тканей организма 
[1–3]. Несмотря на легкость и безопасность, данный 
метод имеет существенный недостаток — непрогно-
зируемое и неэффективное приживление переса-
женного жира [4].

Достижения в области клеточных технологий позво-
ляют по-другому посмотреть на проблему пересадки 
собственной жировой ткани. Особое внимание уделя-
ется факторам, оказывающим влияние на приживае-
мость жирового аутотрансплантата. Для улучшения 
приживаемости свободно пересаженного жира приме-
няют препараты аутологичной плазмы, обогащенной 
тромбоцитами (АОТ) [5–7].

Компоненты крови для нетрансфузиологических це-
лей начали использовать после сообщения R. Marx и 
соавт. [5, 8] об успешном применении тромбоконцен-
трата в стоматологии. Согласно R. Marx, АОТ — это 
плазма крови, концентрация тромбоцитов в которой 
заметно превышает нормальную [9]. В норме она на-
ходится в пределах 150–350 тыс. кл./мкл и в среднем 
составляет 200 тыс. кл./мкл. Доказано, что стимули-
рующий эффект аутоплазмы, обогащенной тромбоци-
тами, проявляется, если концентрация тромбоцитов в 

ней равна 1 млн. и более кл./мкл [10]. В ряде исследо-
ваний концентрацию тромбоцитов в АОТ увеличивали 
в 2–8,5 раза от нормы [5, 7, 11–15].

Будучи аутологичным продуктом, богатая тромбоци-
тами плазма является привлекательной для терапев-
тического применения ввиду отсутствия риска побоч-
ных эффектов, а также риска передачи инфекционных 
заболеваний [5, 6, 16, 17].

Уникальность и специфичность АОТ обуславли-
вается многофакторным местным влиянием высоко-
концентрированного комплекса биологических меди-
аторов [10]. Факторы роста АОТ высвобождаются из 
альфа-гранул тромбоцитов в ответ на их активацию 
[15, 18, 19]. Основными факторами роста являются 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF-AA, PDGF-BB, 
PDGF-AB), трансформирующий фактор роста (TGF-β1 
и TGF-β2), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), 
фактор роста фибробластов (FGF), инсулиноподоб-
ный фактор роста (IGF-1 и IGF-2) и фактор роста эпи-
телия (EGF) [10, 11].

Тромбоцитарный фактор роста играет важную роль 
в ангиогенезе. Рецепторы к нему расположены в со-
судистой стенке на фибробластах и гладкомышечных 
клетках. PDGF стимулирует пролиферацию данных 
клеток. Этот фактор участвует в активации миграции 
и пролиферации мезенхимальных стволовых клеток, 
фибробластов, гладкомышечных клеток, остеобла-
стов; в активации миграции моноцитов, макрофагов, 
нейтрофилов [10, 14].

Влияние криообработки на препараты аутоплазмы
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Эффективность применения данной субстанции (в 
частности, ее благоприятное воздействие на ткани- 
мишени) обусловлена тромбоцитами. Как известно, 
в альфа-гранулах тромбоцитов содержатся факторы 
роста, влияющие на ткани-мишени; следовательно, 
количество факторов роста непосредственно зависит 
от количества тромбоцитов. Значимое влияние на кон-
центрацию тромбоцитов, а соответственно, и факто-
ров роста, оказывает клеточный состав плазмы, обо-
гащенной тромбоцитами [20].

Препараты аутоплазмы, обогащенной тромбоци-
тами (platelet rich plasma, PRP), делят на четыре ка-
тегории в зависимости от содержания лейкоцитов и 
фибрина: чистая аутоплазма, обогащенная тромбоци-
тами крови (P-PRP); аутоплазма, обогащенная тром-
боцитами и лейкоцитами крови (L-PRP); чистый обога-
щенный тромбоцитами фибрин (P-PRF); обогащенный 
лейкоцитами и тромбоцитами фибрин (L-PRF) [21–23].

Популярной темой для споров и многочисленных 
публикаций является возможность хранения (замора-
живания) аутоплазмы, обогащенной тромбоцитами. 
Замораживание и размораживание не требует забора 
крови для каждой инъекции в случае нескольких сеан-
сов лечения, но ухудшает функцию тромбоцитов, тем 
самым изменяя картину высвобождения фактора ро-
ста [6]. По этим причинам свежее введение PRP счи-
тается более эффективным [24].

Цель исследования — изучить влияние криообра-
ботки на качественные свойства аутоплазмы, обога-
щенной тромбоцитами, в различные временны´е от-
резки.

Материалы и методы
Работа была выполнена на базе Первого Москов-

ского государственного медицинского университета 
им. И.М. Сеченова. Препараты аутологичной плазмы 
(P-PRP и L-PRP) получали из крови 31 донора-добро-
вольца (средний возраст — 38,0±13,2 года).

У доноров набирали по две вакуумные пробирки 
крови объемом 9 мл с концентрацией Na3c6H5O7 3,8%. 
Пробирки маркировали индивидуальным штрих-кодом, 
присвоенным донору при регистрации. Для определе-
ния исходных показателей клеточного состава крови 
проводили клинический анализ. Далее пробирки с ука-
занным биологическим материалом подвергали дву-
кратному центрифугированию по протоколу получения 
P-PRP и L-PRP (500 g — 5 мин и 1538 g — 3 мин, где 
g — величина центробежного ускорения), отработан-
ному нами ранее [25] и позволяющему достичь концен-
трации тромбоцитов от 1  900  000 до 2  436  000 в 1 мкл, 
лейкоцитов (в составе L-PRP) — от 10  000 до 15  000 в 
1 мкл, что является важным моментом эффективного 
применения данных препаратов.

В свежих препаратах АОТ (P-PRP и L-PRP) изуча-
ли количество тромбоцитов и концентрацию факторов 
роста (PDGF-AA и PDGF-BB). В замороженных образ-
цах АОТ (P-PRP и L-PRP) определяли концентрацию 

PDGF-AA и PDGF-BB через 2 нед и через 2 мес по-
сле криообработки. Температурный режим выбирали 
с учетом правил криообработки белковых фракций (от 
–20 до –80 °С). Значение –35 °С было выбрано в каче-
стве среднего с учетом особенностей лабораторного 
оборудования. Отбор был осуществлен в лаборатор-
ные эпиндорфы. Все полученные образцы исследо-
вали в двух состояниях: активированном 10% раство-
ром CaCl2 в соотношении 1:10 и неактивированном.

Состав аутоплазмы (наличие и количество лейко-
цитов и тромбоцитов) определяли на гематологиче-
ском анализаторе Sysmex XT2000i (Sysmex, Япония). 
Концентрацию факторов роста (FGF basic, PDGF-AA, 
PDGF-BB, VEGF) изучали с помощью технологии 
xMAP Luminex (Gen-Probe, США) на основе проточной 
цитометрии (флуориметрии). Это метод мультиплекс-
ного анализа, в котором носителем являются полисти-
роловые микросферы, интегрированные двумя флуо-
рофорами в различной концентрации. Определенное 
соотношение их концентраций создает сочетания 
возможных типов частиц со своей уникальной спек-
тральной характеристикой, позволяющей одновре-
менно выявлять несколько аналитов в одном образ-
це. Исследование проводили с помощью тест-систем 
Human Angiogenesis Base Kit A (R&D Systems, США), 
микросфер Luminex Performance assay FGF basic, 
PDGF-AA, PDGF-BB, VEGF (R&D Systems) в соответ-
ствии с протоколом производителя c учетом его адап-
тации под использование цитратной плазмы (единицы 
измерения концентрации факторов роста — граммы 
на миллилитры).

Статистическая обработка данных. Данные 
по концентрации тромбоцитов и факторов роста 
(PDGF-AA и PDGF-BB) в крови, P-PRP и L-PRP были 
статистически проанализированы с использованием 
программ Statistica 8.0 (StatSoft) и SigmaStat 3.5 (Systat 
Software). Распределение проверяли на нормаль-
ность с помощью метода Колмогорова–Смирнова. Для 
межгрупповых сравнений при критическом уровне зна-
чимости p<0,05 применяли параметрические критерии 
(t-критерий Стьюдента для попарных сравнений, од-
нофакторный дисперсионный анализ и тест Холма–
Сидака для множественных сравнений) в случае нор-
мального распределения; данные представляли как 
среднее ± стандартное отклонение среднего. В случае 
распределения данных, отличного от нормального, ис-
пользовали непараметрические критерии (U-критерий 
Манна–Уитни для попарных сравнений, H-критерий 
Краскела–Уоллиса и тест Данна для множествен-
ных сравнений); данные представляли как Me (min–
max), где Ме — медиана, min, max — минимальное и 
максимальное значения переменной.

Результаты
Концентрация тромбоцитов в цельной крови со-

ставила 238 (183–254) · 103 кл./мкл; в бедной тромбоци-
тами плазме (platelet poor plasma, PPP) после 1-го эта-
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Рис. 2. Концентрация фактора роста 
PDGF-AA в неактивированных (а) и акти-
вированных (б) P-PRP и L-PRP; * — р<0,05
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Рис. 3. Концентрация фактора роста 
PDGF-BB в неактивированных (а) и акти-
вированных (б) P-PRP и L-PRP; * — p<0,05
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Рис. 1. Концентрация тромбоцитов в пери-
ферической крови, PPP, неактивирован-
ных P-PRP и L-PRP
* — межгрупповые различия значений стати-
стически значимы, p<0,05

па центрифугирования — 500 (400–584) · 103 кл./мкл; в 
P-PRP — 1138 (690–1422) · 103 кл./мкл; в L-PRP — 1900  
(1418–2875) · 103 кл./мкл. В L-PRP отмечено увеличе-
ние количества тромбоцитов в 1,7 раза в сравнении с 
P-PRP (p<0,05) (рис. 1).

Концентрация факторов роста. Концентрация 
PDGF-AA в неактивированной L-PRP (1089,9 (973,1–
1444,1) г/мл) в 1,8 раза выше, чем в неактивиро-
ванной P-PRP (614,7 (453,6–885,8) г/мл) (p<0,05). 
Концентрация PDGF-AA в активированной L-PRP 

(1134,3 (914,9–1305,6) г/мл) в 1,5 раза выше, чем в 
активированной P-PRP (742,5 (575,6–1008,8) г/мл) 
(p<0,05) (рис. 2).

Концентрация PDGF-BB в неактиви рованной 
L-PRP (3493,2 (2594,3–5086,9) г/мл) в 2,9 раза выше, 
чем в неактивированной P-PRP (1651,7 (1168,2–
2785,2) г/мл) (p<0,05). Концентрация PDGF-BB в ак-
тивированной L-PRP (4029,1 (2814,1–4393,1) г/мл) в 
1,8 раза выше, чем в активированной P-PRP (2262,1 
(1250,0–3539,6) г/мл) (p<0,05) (рис. 3).
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Рис. 4. Зависимость концентрации факто-
ра роста PDGF-AA от срока заморозки:
а — неактивированная P-PRP, * — p<0,05; 
б — активированная P-PRP
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Рис. 5. Зависимость концентрации факто-
ра роста PDGF-ВВ от срока заморозки:
а — неактивированная P-PRP, * — p<0,05; 
б — активированная P-PRP
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Рис. 6. Зависимость концентрации факто-
ра роста PDGF-AA от срока заморозки: 
а — неактивированная L-PRP; б — активиро-
ванная L-PRP; * — p<0,05

Динамика факторов роста после заморозки. 
Концентрация PDGF-AA в неактивированной P-PRP 
увеличивается через 2 нед после заморозки и спу-
стя 2 мес остается на том же уровне (p<0,05). 
Концентрация PDGF-AA в активированной P-PRP зна-
чимо не меняется (p>0,05) (рис. 4).

Концентрация PDGF-BB в неактивированной P-PRP 
резко увеличивается на 2-й неделе после заморозки 
и через 2 мес остается гораздо выше исходных зна-

чений (p<0,05). Концентрация PDGF-BB в активиро-
ванной плазме статистически значимо не изменяется 
(p>0,05) (рис. 5).

Концентрация PDGF-AA в неактивированной L-PRP 
возрастает через 2 нед и через 2 мес остается выше 
исходных значений (p<0,05). Концентрация PDGF-AA 
в активированной плазме статистически значимо воз-
растает через 2 нед, через 2 мес она остается выше 
исходного уровня (p<0,05) (рис. 6).
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Концентрация PDGF-BB в неактивированной L-PRP 
статистически значимо возрастает через 2 нед после 
заморозки, а через 2 мес уменьшается, оставаясь при 
этом выше исходного уровня (p<0,05). Концентрация 
PDGF-BB в активированной плазме не меняется на 
всех сроках исследования (p>0,05) (рис. 7).

Обсуждение
Альфа-гранулы тромбоцитов АОТ содержат ог-

ромное количество факторов роста, стимулирую-
щих процессы естественной регенерации тканей. 
Установлено, что высвободившиеся после актива-
ции тромбоцитов проангиогенные факторы (VEGF, 
НGF, TGF-β1, βFGF, PDGF-А, -В, и -С, ангиопоэтин и 
т.д.) индуцируют миграцию и пролиферацию эндоте-
лиальных клеток, а также образование сосудов [26–
28]. За счет широкого спектра действия факторов ро-
ста АОТ стимулируется репаративная регенерация и 
восстановление тканей [5, 13, 17].

Неоспоримым является необходимость стандар-
тизации препаратов PRP начиная с их подготовки до 
клинического применения, а также возможность хра-
нения данных препаратов, поскольку некоторые ис-
следователи избегают замораживания/оттаивания, 
опасаясь потенциально вредных эффектов воздейст-
вия на функцию тромбоцитов и факторов роста [6].

Цель нашего исследования состояла в том, чтобы 
проверить, можно ли использовать препараты PRP 
после криоконсервации, на примере тромбоцитарного 
фактора роста (PDGF-AA и PDGF-BB). Оба фактора 
играют важную роль в активации миграции и проли-
ферации клеточных компонентов тканей [7]. Мы из-
мерили уровень PDGF-AA и PDGF-BB в свежих пре-
паратах и препаратах после криообработки (P-PRP и 
L-PRP) как в активированных, так и в неактивирован-
ных образцах. Проанализирован уровень PDGF-AA и 
PDGF-BB в каждой группе на предмет сравнения кон-
центрации фактора роста.

Полученные нами данные показали повышенные 
уровни факторов PDGF-AA, PDGF-BB в L-PRP по срав-

нению с P-PRP как в изначальном концентрате, так и 
после активации и криоконсервации. Такие резуль-
таты подтверждают данные об искусственно спрово-
цированной полимеризации в P-PRP, приводящей к 
немедленному высвобождению факторов роста и их 
утилизации, что отсутствует в L-PRP [29]. Механизмы 
данного процесса до конца не изучены, однако су-
ществует предположение [30], что в результате исто-
щения характерных структурных единиц цельной 
крови происходит дисрегуляция взаимоотношения 
акти вирующих, ингибирующих и других регулирующих 
факторов, влияющих на действие факторов роста. 
Следовательно, технология изготовления P-PRP по-
дразумевает отсутствие или минимальное количество   
лейкоцитарных элементов, которые, вероятно, продол-
жают играть ключевую роль в регулировании процесса 
высвобождения факторов роста вне кровяного русла. 
Дальнейшее изучение особенностей L-PRP является 
необходимым этапом усовершенствования методики.

С целью определения длительности активности 
факторов роста во фракциях L-PRP и P-PRP прове-
дена криопрезервация. Результаты показали, что по 
сравнению с P-PRP L-PRP достоверно дольше сохра-
няет активность факторов роста (PDGF-AA) вне зави-
симости от активации. Однако выявлена важная за-
кономерность в активности факторов роста в P-PRP. 
При криообработке их активность возрастает ко 2 нед, 
что свидетельствует о торможении процессов спон-
танной активации на фоне низких температур. Такая 
же тенденция прослеживается и в препаратах L-PRP.

Установленное нами определенное сохранение 
активности криообработанной плазмы потенциаль-
но связано с частичным разрушением тромбоцитов 
после криоконсервации и дополнительным высво-
бождением факторов роста. Дальнейшее изучение 
процессов, рассмотренных в данной статье, должно 
включать определение конкретных популяций лей-
коцитов. Более того, необходимо определить спектр 
других клеток в препаратах PRP, таких как цирку-
лирующие стволовые клетки, которые могут играть 
ключевую роль в активности фракций. Углубленное 
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Рис. 7. Зависимость концентрации 
фактора роста PDGF-BB от срока замо-
розки:
а — неактивированная L-PRP, * — p<0,05; 
б — активированная L-PRP
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изучение клеточно-белкового состава фракций PRP, 
вероятно, приведет к новым классификациям и более 
точному клиническому применению. Унификация про-
цессов получения различных фракций PRP является 
необходимым этапом для дальнейших клинических 
исследований.

Заключение
Препараты L-PRP в значительной степени превос-

ходят препараты P-PRP: во-первых, концентрация 
тромбоцитов в них значительно выше, во-вторых, кон-
центрация факторов роста PDGF-AA и PDGF-BB ста-
тистически значимо выше.

Содержание факторов роста PDGF-AA и PDGF-BB 
увеличивается при криообработке неактивированных 
фракций аутоплазы. Таким образом, процесс крио-
обработки неактивированной аутоплазмы может быть 
с успехом применен для сохранения и последующего 
более эффективного применения плазмоконцентрата.

Результаты исследования подтверждают наличие 
как теоретических, так и прикладных оснований для 
применения L-PRP в клинической практике. Тем не 
менее нельзя исключить и возможность применения 
аутоплазмы, обогащенной тромбоцитами, в других 
модификациях. Выбор препаратов аутоплазмы, обо-
гащенной тромбоцитами, осуществляет практикующий 
врач в зависимости  от поставленных целей и задач, 
решаемых при использовании данной методики.

Необходимо проведение дальнейших исследова-
ний с целью выработки унифицированного метода 
получения препаратов аутоплазмы, обогащенной 
тромбоцитами, — при условии, что количество фак-
торов роста в ней должно соответствовать вырабо-
танным стандартам и быть эффективным в регене-
ративных и репаративных процессах в организме 
человека.

Финансирование исследования. Исследование 
не финансировалось какими-либо источниками.

Конфликт интересов. Конфликты интересов, свя-
занные с данным исследованием, отсутствуют.
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