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Вступление

Исследования последних лет до-
казали, что тромбоциты обладают спо-
собностью к размножению. Этот про-
цесс отличается от процесса деления 
клеток, имеющих ядро: проведя ряд 
экспериментов, ученые обнаружили, 
что тромбоциты размножаются путем 
а) почкования, б) удлинения клеток с 
их поперечным делением и образова-
нием цепочек. Изучение полученных 
новых структур показало их полную 
идентичность родительским клеткам, 
как по морфологии, так и по функцио-
нальной активности [11,21,27]. Кроме 
того, исследователи наблюдали процес-
сы образования цепочек тромбоцитов 
в компонентах донорской крови, где 
клетки сохраняли способность к раз-
множению в течение нескольких суток 
после заготовки [28]. Это открывает но-
вые возможности для трансфузионной 
медицины, поскольку эффективность 
применения содержащих тромбоциты 
компонентов донорской крови зависит 
от количества клеток в дозе, а также 
удельного веса функционально полно-
ценных («юных», «зрелых») форм. 
Способность тромбоцитов к размноже-
нию проявляется при наличии опреде-
ленных условий, в том числе наличии 
в окружающей среде биологически ак-
тивных веществ, необходимых для по-
строения новых клеток [10,26,28].

Цель настоящего исследования 
– определение возможности размно-
жения тромбоцитов in vitro во взвеси, 
приготовленной с использованием 
аутологичной плазмы и суспендиру-
ющего раствора SSP+, без создания 
дополнительных условий для их куль-
тивирования. 

Материал 
и методы исследования

Исследовали взвесь тромбоци-
тов, выделенную из венозной крови 
группы 0(I) 26-ти доноров-мужчин в 
возрасте 20-36 лет. Взвесь готовили в 
асептических условиях с учетом ми-
нимизации адгезии кровяных пласти-
нок: был исключен контакт последних 
с лабораторным стеклом. Использова-
ны контейнеры из поливинилхлорида 
с гемоконсервантом «СPDA-1» произ-
водства ZPSM «RAVIMED», Польша; 
суспендирующий раствор SSP+ про-
изводства «MacoPharma Mouvaux», 
Франция; изготовленные из полисти-
рола стерилизованные радиационным 
методом пробирки (Spektar, Сербия) 
и наконечники к микродозаторам 
(Thermo Electron Oy, Финляндия). 

Взяты в опыт: группа образцов 1 – 
тромбоциты, взвешенные в 100%-ной 
аутологичной плазме; группа образ-
цов 2 – тромбоциты во взвешивающем 
растворе SSP+ с 20% аутологичной 
плазмы. Тестирование образцов, хра-
нившихся при температуре +(20±2)0С 
в настольном устройстве встряхива-
ния пластинок HELMER системы хра-
нения тромбоцитов РС100 (HELMER 
LABS, USA and CANADA)., осущест-
влялось в течение 5-ти суток с момен-
та заготовки, ежедневно.

Морфометрический контроль 
тромбоцитов в обеих группах об-
разцов осуществлялся на основании 
показателей автоматического гема-
тологического анализатора: HB-7021 
(SINNOWA Medical Science & Tech-
nology Co., LTD, Китай), включаю-
щих параметры: среднее количество 
тромбоцитов (РLT), средний объем 

тромбоцитов (MРV), относительная 
ширина распределения тромбоцитов 
по объёму (PDW).

Уровень холестерина во взвешива-
ющей тромбоциты среде определяли 
с использованием набора реактивов 
«Холестерин» (НПП «Филисит-диа-
гностика», Украина).

Уровень общего белка определяли 
с использованием набора реактивов 
«Общий белок» (НПП «Филисит-диа-
гностика», Украина).

Морфологические исследования 
тромбоцитов осуществлялись с ис-
пользованием микроскопа для морфо-
логических исследований MICROmed 
XS-3330 (Ningbo Shenghend Optics & 
Electronics Co., LTD, Китай), цветной 
цифровой видеокамеры SAMSUNG 
SCC-B1011 (Samsung Electronics, Ко-
рея), увеличение в 1600 крат. Окраска 
тромбоцитов в мазках производилась 
по А. Фонио [12]. Снимки были сдела-
ны на 3-и сутки наблюдения.

Статистический анализ данных 
проводили с использованием пакета 
программы Statistica v.8. Для оценки 
достоверности различий в сравнивае-
мых показателях использовали крите-
рий Стьюдента-Фишера. Статистиче-
скую связь между рядами признаков 
определяли при помощи коэффициен-
та ранговой корреляции Спирмена по 
Л.Е. Полякову (1971). 

Результаты иследований 
и их обсуждение

В момент заготовки среднее значе-
ние РLT составило в группе образцов 
1 (394,83±27,35)·109/л, в группе образ-
цов 2 (293,62±18,78)·109/л, что соот-
ветствует параметрам тромбоконцен-
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трата, применяющегося для оказания 
трансфузиологического пособия боль-
ным, а именно от 200·109 до 800·109 
тромбоцитов [16,17]. 

При исследовании образцов 1-й 
группы выявлена устойчивая тенденция 
к росту числа клеток в течение первых 
3-х суток (рис. 1). В образцах 2-й груп-
пы установлен статистически значимый 
рост числа клеток (р=0,0298).

Достигнув пика на 3-и сутки (рост 
на 8,7%), показатель РLT в 1-й группе 
образцов снижался: в 4-е сутки – на 
4,1% относительно наивысшего значе-
ния, и далее к 5-м суткам – на 16,3%. 
Относительно момента заготовки к 
концу срока наблюдения снижение 
числа клеток составило 8,3%. Оче-
видно, «старые» клетки, попавшие в 
образцы в момент их заготовки, и об-
разовавшиеся из «зрелых» в процессе 
хранения образцов, разрушались, что 
и обусловило снижение РLT.

В образцах группы 2 повышение 
количества тромбоцитов было более 
значимым на 2-е сутки, чем в группе 
1 (5,0% против 10,0%) и еще более 
интенсивным на 3-и сутки (4,4% про-
тив 14,6%). К концу срока наблюде-
ния число клеток по сравнению с наи-
большим показателем как в 1-й, так 
и во 2-й группе образцов снизилось 
на 16,3%. Установлено, что в группе 
1 на 5-е сутки наблюдения среднее 

число тромбоцитов снизилось по от-
ношению к исходному показателю на 
17,4%. В группе 2, напротив, число 
тромбоцитов возросло на 5,6%.

Учитывая данные литературы, 
можно предположить, что повышение 
числа клеток в образцах может быть 
обусловлено: а) трансформацией в 
тромбоциты гемопоэтических стволо-
вых клеток (ГСК) и циркулирующих 
в кровеносном русле мегакариоцитов 
и протромбоцитов, возможно, имею-
щихся в образцах в числе остаточных 
после центрифугирования клеток до-
норской крови [1,2]; б) размножением 
тромбоцитов in vitro.

Известно, что ГСК циркулируют в 
кровеносном русле человека в количе-
стве 1:100000 клеток крови [9]. В вы-
деленном из донорской крови тромбо-
концентрате имеет место остаточное 
количество лейкоцитов (0,05-0,2·109/
л) [6,15] и незначительное количество 
эритроцитов. Следовательно, теорети-
чески ГСК также могут попадать в ис-
следуемый материал, несмотря на то, 
что диаметр гемопоэтических ство-
ловых клеток (около 6,5мкм) превы-
шает таковой у тромбоцитов (2-4мкм) 
[4,13]. Однако можно предположить, 
что при дифференциальном центри-
фугировании большая часть ГСК бу-
дет удалена вместе с эритроцитами и 
лейкоцитами.

Кроме того, развитие и дифферен-
цировка ГСК регулируются специфи-
ческим микроокружением и гемопо-
этическими ростовыми факторами, 
которые включают, в частности, ци-
токины (IL-3, IL-6, IL-11), гормоны 
(тромбопоэтин) [5,14]. Возможности 
использования данных стимулов для 
продукции дифференцированного, 
функционального потомства ГСК 
практически лишены в группе образ-
цов 2, так как сохранено лишь 20% 
аутоплазмы, в то время как микро-
окружение клеток в образцах группы 
1 (100%-ная аутоплазма) может содер-
жать определенное количество ука-
занных факторов. Однако результаты 
исследований показали нарастание 
количества тромбоцитов, более ин-
тенсивное в группе образцов 2. Следо-
вательно, стволовые клетки не могут 
быть источником новых тромбоцитов, 
появление которых в образцах очевид-
но.

По мнению Л.И. Бурячковской 
(2007), циркулирующие в кровенос-
ном русле мегакариоциты из донор-
ской крови способны к тромбоцито-
поэзу [2]. Однако а) в искусственной 
среде полимерного контейнера отсут-
ствуют сдвиговые моменты (циркуля-
ция крови in vivo), имеющие место, 
например, в капиллярах легких, где 
происходит физическая фрагментация 
цитоплазмы мегакариоцитов по при-
чине значительной разницы между 
диаметром сосудов и размером клет-
ки (последняя значительно больше) 
[31]. Кроме того, дифференциальное 
центрифугирование удаляет из тром-
боконцентрата такие большие клетки, 
как мегакариоциты, что нашло под-
тверждение при микроскопии взвеси 
консервированных тромбоцитов. 

Л.И. Бурячковская утверждает 
также, что мегакариоциты костного 
мозга выбрасывают длинные (до 150 
мкм) цитоплазматические тяжи, про-
никающие через костно-мозговые 
синусы в просвет сосудов, где отде-
ляются от материнской клетки (про-
тромбоциты). Последние поступают 
в кровоток и уже в циркуляции распа-
даются на отдельные тромбоциты [3]. 
В нашем исследовании при микроско-
пии протромбоциты найдены не были.

Таким образом, была принята ра-
бочая гипотеза о размножении кровя-

Примечание: * отличия достоверны в сравнении с показателем 1-х суток на-
блюдения, р<0,05

Рис. 1. Среднее число тромбоцитов, взвешенных в аутоплазме (группа 1) и 
SSP+ (группа 2), на протяжении срока наблюдения
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ных пластинок in vitro. Она косвенно 
подтверждается тем, что средний объ-
ем исследуемых тромбоцитов в начале 
наблюдения имел тенденцию к увели-
чению (известно, что «юные» тром-
боциты имеют больший объем, чем 
«зрелые» [4]), а к 5-м суткам (в группе 
образцов 2 – к 3-м суткам) возрос до-
стоверно (табл. 1). 

На 4-е сутки отмечено статистиче-
ски значимое различие в MPV между 
образцами 1-й и 2-й групп (8,03 и 9,47 
фл, соответственно). Выявленная ди-
намика MPV требует объяснения. По-
пуляция тромбоцитов, изначально по-
мещенная в пробирку, на 92,5-97,4% [4] 
состоит из «зрелых» и «старых» кле-
ток, подверженных процессу «platelet 
storage lesion» (повреждение во время 
хранения) [20,24,30]. Содержащихся в 
данной популяции «юных» клеток (до 
0,8%) недостаточно для того, чтобы 
при их трансформации в «зрелые» к 5-м 
суткам сохранилось значительное коли-
чество тромбоцитов и возрастал их объ-
ем, что имело место в нашем исследова-
нии. Поэтому можно предположить, что 
«зрелые» клетки претерпевали возраст-
ные изменения (следовательно, умень-
шались в объеме) [4], а «старые» раз-
рушались по мере хранения образцов, и 
их нишу заполняли более крупные «по-
томки», что особенно заметно в группе 

образцов 2. В связи с изложенным мож-
но утверждать, что in vitro имело место 
именно размножение тромбоцитов. Ре-
продуцирование было более интенсив-
ным в группе образцов 2, возможно, по 
причине отсутствия во взвешивающей 
среде SSP+ гуморальных ингибиторов 
тромбопоэза, имеющих место в плазме 
крови человека [29]. 

Известно, что появление новой 
клетки предусматривает синтез ее 
составляющих. Для того чтобы под-
твердить или отрицать расходование 
из взвешивающей среды «строитель-
ного материала» для новых тромбо-
цитов, нами был выбран показатель 
уровня холестерина, как обязательной 
составляющей клеточной мембраны, 
и общего белка, поскольку кровяные 
пластинки обладают способностью 
включать белки в цитоплазму и грану-
лы путем эндоцитоза [8].

Изучили динамику показателя 
уровня холестерина и общего белка в 
суспендирующей среде на этапах на-
блюдения (табл. 2).

Установили, что на протяжении 
3-х суток в обеих группах образцов 
уровень холестерина имел тенденцию 
к снижению, после чего нарастал к 
концу срока наблюдения. При иссле-
довании уровня общего белка отме-
чено статистически значимое сниже-

ние данного показателя к 3-м суткам, 
и дальнейшее его повышение к 5-м 
суткам. Очевидна эвентуальность 
расходования данных биологически 
активных веществ в процессе рожде-
ния новых клеток. Возрастание же со-
держания холестерина и белка в конце 
срока наблюдения, с нашей точки зре-
ния, связано с разрушением клеток в 
процессе «platelet storage lesion».

Дисперсия распределения тром-
боцитов по объему (PDW) в каждый 
день наблюдения в обеих группах 
образцов к 4-м суткам значимо уве-
личивалась (с 10,34% до 11,02% в 
1-й группе образцов и с 10,31% до 
11,74% во 2-й группе), что подтверж-
дает наличие в популяции крупных 
и мелких клеток. К 5-м суткам по-
казатель PDW возрос до 11,80% и 
12,91%, соответственно. 

Предположение о размножении 
тромбоцитов in vitro потребовало 
микроскопического подтверждения. 
В образцах обеих групп нами были 
выявлены признаки этого процесса, 
описанные в литературе, – почкование 
тромбоцитов; тромбоциты в виде па-
лочек, имеющих в центре оптическое 
уплотнение, впоследствии размножа-
ющихся поперечным делением; об-
разование цепочек, состоящих из 3-х 
– 10-ти клеток (рис. 1,2). 

Таблица 1.
MPV во взвеси тромбоцитов, фл

Сутки наблюдения
Взвешивающая среда

Аутоплазма SSP+ +20% аутоплазмы
1 7,79±0,082 7,61±0,081
2 7,75±0,067 7,70±0,071
3 7,92±0,069 8,03±0,139*
4 8,03±0,100 8,64±0,227*
5 8,57±0,119* 8,89±0,225*

Примечание: * отличия достоверны в сравнении с показателем 1-х суток наблюдения, р<0,05

Таблица 2.
Уровень холестерина, ммоль/л, и общего белка, г/л

Сутки наблюдения
Холестерин Общий белок

Группа 1 Группа 2 Группа 1 Группа 2
1 4,504±0,296 0,935±0,134 60,006±2,736 27,113±1,173
2 4,226±0,366 0,807±0,091 53,690±1,635 24,913±1,125
3 4,128±0,312 0,718±0,050 51,826±2,331* 21,699±0,797*
4 4,450±0,307 0,927±0,138 52,221±1,242 25,287±1,155
5 4,832±0,431 1,029±0,144 53,628±0,622 25,164±1,114

Примечание: * отличия достоверны в сравнении с показателем 1-х суток наблюдения, р<0,05
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Нам также удалось зафиксировать 
на снимках связь кровяных пласти-
нок  с  эритроцитами и лейкоцитами  
(рис. 3,4,5,6), охарактеризованную 
М.В. Лифановским и В.А. Ульман как 
«паразитирование» тромбоцитов с ис-
пользованием кислорода гемогрупп, 
аминокислот эритроцитов, биологи-
чески активных веществ цитоплазмы 
лейкоцитов [11]. 

Мы предлагаем альтернативный 
вариант взаимодействия клеток в 

тромбоконцентрате. Известно, что 
так называемые «профессиональные» 
фагоциты (в том числе клетки крови) 
обладают уникальными сенсорами, 
расположенными на поверхности 
клеток и имеющими прямую связь с 
механизмом апоптоза [7]. Фосфати-
дилсерин на поверхности апоптиче-
ской клетки улавливают фагоциты, 
имеющие ЛПНП-рецепторы, СD14, 
β2-гликопротеин 1 и gas-6. Присоеди-
няясь посредством указанных рецеп-

торов к ФС, они осуществляют по-
глощение вошедшей в апоптоз клетки 
посредством макропиноцитоза [22]. В 
настоящее время изучаются апопти-
ческие процессы в безъядерных клет-
ках. Установлено, что суицидальная 
программа эритроцитов (eryptosis) 
сопровождается везикуляцией мем-
браны, активацией протеаз и появле-
нием фосфатидилсерина на внешнем 
монослое мембраны [25]. Известно 
также, что тромбоциты обладают та-

Рис. 1. Деление и почкование (внизу) тромбоцитов
Рис. 2. Тромбоциты в цепочке

из 10-ти клеток

Рис. 3. Тромбоцит в связи с эритроцитом Рис. 4. Образование цепочки тромбоцитов, изменение 
формы еритроцита

Рис. 5. Эритроцит разрушается, тромбоциты 
отделяются

Рис. 6. Выход развившихся в лейкоците тромбоцитов 
наружу
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кими сенсорами фосфатидилсерина, 
как ЛПНП-рецепторы, CD36 и gas-
6 [18,19,23]. Учитывая изложенное, 
можно предположить, что тромбоци-
ты не паразитируют на эритроцитах, 
иначе такой процесс приводил бы к 
катастрофической анемизации орга-
низма, но распознают эритроциты в 
стадии эриптоза, осуществляют так-
сис (фосфатидилсерин является ат-
трактантом), и после присоединения 
подвергают пиноцитозу содержимое 
клетки, что становится возможным 
вследствие деструктивных изменений 
мембраны эритроцита. 

Выводы
Выбранные для сравнения взве-

шивающие среды для заготовки 
тромбоцитов человека (аутологичная 
плазма и ресуспендирующий рас-
твор SSP+) обеспечивают не только 
сохранность морфометрических по-
казателей тромбоцитов в течение 
5-ти суток хранения, но и увеличение 
числа клеток в первые 3-е суток. Ми-
кроскопически подтверждена связь 
кровяных пластинок с эритроцитами 
и лейкоцитами, возможно, с исполь-
зованием клеточных составляющих 
данных форменных элементов крови 
путем эндоцитоза.
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