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Цель работы — оценить биологический эффект комбинации лизата тромбоцитов и амниотической мембраны, консерви-
рованной разными способами, на примере культуры буккального эпителия человека. Материал и методы. Исследованы транс-
плантаты амниона человека, консервированные тремя способами: силиковысушивание, лиофилизация, криоконсервирование. 
В качестве источника тромбоцитов использовали кровь здоровых добровольцев, из которой выделяли богатую тромбоцита-
ми плазму (БоТП) с содержанием тромбоцитов свыше 1000 тыс/мкл, замораживали при -80 °С и размораживали при 0–4 °С с 
целью получения лизата БоТП. Для оценки ростостимулирующего эффекта трансплантатов амниона исследовали следующие 
группы: контроль 1 — без амниона и без лизата БоТП; контроль 2 — лизат БоТП без амниона; 1-я опытная группа — амнион 
без лизата БоТП; 2-я опытная группа — образцы амниона, совмещенные с лизатом БоТП. Исследование проводили на примере 
культуры буккального эпителия человека 3–5-го пассажа. Динамику роста клеток оценивали через 1, 2 и 3 сут с момента посе-
ва. Число клеток и их жизнеспособность оценивали с помощью оригинальных методов, основанных на витальном окрашивании 
клеток и их исследовании с помощью флуоресцентного микроскопа. Результаты. Все образцы консервированных амнионов были 
нетоксичными и не нарушали структурно-функциональных характеристик буккального эпителия. Использование амниона без 
лизата БоТП не оказывало ростостимулирующего действия на клетки. Среди образцов амниона, совмещенных с лизатом БоТП, 
наиболее эффективной в течение всего срока исследования была комбинация лиофилизированного амниона и БоТП. Заключение. 
Силиковысушивание, лиофилизация и криоконсервирование амниотической мембраны позволяют получить биосовместимые и 
нетоксичные трансплантаты. Для насыщения трансплантатов амниона лизатом БоТП наиболее оправданно использовать 
лиофилизированные амнионы. Комбинация лиофилизированного амниона и лизата БоТП стимулирует рост клеток in vitro без 
нарушения их структурной целостности.

Ключевые слова: амнион; богатая тромбоцитами плазма; лизат тромбоцитов; буккальный эпителий; ростостимулирую-

щий эффект

Конфликт интересов: отсутствует.

Прозрачность финансовой деятельности: никто из авторов не имеет финансовой заинтересованности в представленных 

материалах или методах.

Для цитирования: Ченцова Е.В., Боровкова Н.В., Макаров П.В., Боженко Д.А., Пономарев И.Н., Сторожева М.В., 

Макаров М.С. Биологический эффект комбинации лизата тромбоцитов и амниотической мембраны в культуре 

буккального эпителия. Российский офтальмологический журнал. 2022; 15 (4): 115-20.  https://doi.org/10.21516/2072-0076-

2022-15-4-115-120    

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.21516/2072-0076-2022-15-4-115-120&domain=pdf&date_stamp=2022-05-13


The biological effect of a combination of platelet lysate 
and amniotic membrane in buccal epithelium culture

Russian ophthalmological journal. 2022; 15(4): 115-20116

Согласно данным ВОЗ, на долю заболеваний роговицы 

приходится около четверти всех глазных болезней, вызван-

ная ими слепота составляет 4–5 % среди всех причин слепо-

ты [1]. Развитие дефектов роговицы часто сопровождается 

нарушением регенераторной функции роговичного эпите-

лия, а также низкой активностью стволовых клеток лимба и 

стромы [2, 3]. В условиях дефицита жизнеспособных клеток 

в зоне роговичного дефекта происходит деградация стромы, 

изъязвление и рубцевание всей поверхности роговицы [2, 4]. 

Таким образом, высокоактуальной задачей является разра-

ботка препаратов, стимулирующих пролиферацию эпите-

лиальных и мезенхимных клеток в роговице. В настоящее 

время в офтальмохирургии активно используются транс-

плантаты на основе амниотической мембраны человека. 

Показано, что клетки в составе амниона секретируют боль-

шое количество биологически активных веществ, которые 

стимулируют рост клеток, а также обладают противовоспа-

лительным, антибактериальным и противовирусным эффек-

том [5–10]. Большое число исследований свидетельствует о 

клинической эффективности амниотической мембраны при 

лечении дефектов роговицы с минимальным воспалением и 

рубцеванием [6, 7, 9]. Стоит учитывать, что использование 

нативного амниона чаще всего недоступно в практике ЛПУ, 

в связи с этим требуется предварительное консервирование 

трансплантатов. Наиболее часто для консервации амнио-

тических мембран используют высушивание над силикоге-

лем, лиофилизацию и криоконсервирование [6, 8, 10]. Все 

эти процедуры так или иначе вызывают изменение нативной 

структуры амниона, что может сопровождаться значитель-

ной потерей репаративных факторов. Перспективным источ-

ником факторов репарации является богатая тромбоцитами 

плазма (БоТП), полученная из собственной крови пациен-

та [11–14]. Одним из распространенных препаратов на ос-

нове БоТП является лизат тромбоцитов, который получают 

путем криодеструкции клеток БоТП. Использование лиза-

та тромбоцитов позволяет насыщать различные матриксы и 

раневые покрытия ростовыми факторами и другими тром-

боцитарными компонентами, которые стимулируют репара-

цию поврежденных тканей [11, 13]. Можно предположить, 

что насыщение лизатом тромбоцитов позволит увеличить 

ростостимулирующие свойства трансплантатов на основе 

амниотической мембраны.

ЦЕЛЬ работы — оценить биологический эффект ком-

бинации лизата тромбоцитов и амниотической мембраны, 

консервированной разными способами, на примере культу-

ры буккального эпителия человека.

The biological effect of a combination 
of platelet lysate and amniotic membrane 
in buccal epithelium culture

Ekaterina V. Chentsova1, Natalia V. Borovkova2, Pavel V. Makarov1, Dmitry A. Bozhenko1 , Ivan N. Ponomarev2, 
Maya V. Storozheva2, Maxim S. Makarov2

1 Helmholtz National Medical Research Center of Eye Diseases, 14/19, Sadovaya Chernogryazskaya St., Moscow, 105062, Russia
2 N.V. Sklifosovsky Research Institute for Emergency Medicine, Bolshaya Sukharevskaya Square 3, Moscow, 129090, Russia
panacelium@gmail.com

Purpose: To study the biological effect of a combination of platelet lysate and amniotic membrane, preserved by various techniques, 
on human buccal epithelium culture. Materials and methods. Human amnion transplants were preserved using 3 methods: silicate drying, 
lyophilization, cryopreservation. The blood of healthy volunteers was used as a source of platelets. Platelet-rich plasma (PRP) with a platelet 
content over 1000 thousand/mcl and more was isolated from the donors  blood, frozen at -80 °С and defrosted at 0–4 °С to prepare platelet 
lysate. Growth-stimulating effect of the amnion transplants was studied in different groups: control group 1 — without amnion and without 
PRP lysate; control group 2 — PRP lysate without amnion; experimental group 1 — amnion without PRP lysate; experimental group 2 — 
amnion samples combined with PRP lysate. The study was carried out on the example of human buccal epithelium culture of 3–5 passages. 
The dynamics of cell growth was evaluated after 1, 2 and 3 days from the moment of seeding. The number of cells and their viability were 
evaluated using original methods based on vital cell staining and their examination in a fluorescent microscope. Results. All samples of preserved 
amnions were non-toxic and did not damage the structural and functional characteristics of the buccal epithelium. On the other hand, the 
use of amnion without PRP lysate did not have a growth-stimulating effect on cells. Among the amnion samples combined with PRP lysate, 
the combination of lyophilized amnion and PRP lysate was the most effective during the entire study period. Conclusions. Silicate drying, 
lyophilization and cryopreservation of the amniotic membrane makes it possible to obtain biocompatible and non-toxic transplants, based on 
human amnion. Lyophilized amnions are the most optimal for saturating PRP lysate. The combination of lyophilized amnion and PRP lysate 
stimulates cell growth in vitro without violating their structural integrity.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
НМИЦ глазных заболеваний им. Гельмгольца и НИИ 

СП им. Н.В. Склифосовского (отделение биотехнологий и 

трансфузиологии) провели в 2022 г. совместное исследо-

вание. На культуре буккального эпителия 3–5-го пассажа, 

полученной от доноров-добровольцев, в рамках первой груп-

пы экспериментов исследовали амнионы, консервирован-

ные одним из трех способов, а в рамках второй группы — их 

комбинации с лизатом тромбоцитов. Всего было поставлено 

5 серий экспериментов.

Амнионы были консервированы различными спосо-

бами.

1. Силиковысушенный — изготавливали путем высу-

шивания на поверхности силикатных гранул по стандарт-

ной методике [6]. 

2. Лиофилизированный в вакууме — изготавливали 

из криоконсервированных амнионов. Образцы отмывали 

от криопротектора путем помещения в среду DMEM/F12 

и инкубировали при температуре 36 °С в течение суток. За-

тем замораживали до -80 °C и помещали в лиофильную суш-

ку (Thermo Heto PowerDry PL3000, США). После создания 

в камере вакуума проводили постепенное нагревание 

полки, на которой располагался амнион, с 21 до 36 °С со ско-

ростью 1 °C/ч в течение 15 ч. В заключение выдерживали об-

разец в вакууме при температуре 36 °С еще 9 ч.

3. Криоконсервированный в среде Борзенка — Мороз 

с глицеролом и антибиотиком [10]. Перед использованием 

данные образцы отмывали от криопротектора путем поме-

щения в среду DMEM/F12 и инкубировали при температу-

ре 36 °С в течение суток.

Силиковысушенные и лиофилизированные в вакууме 

амнионы дополнительно стерилизовали УФ-лучами в тече-

ние часа на расстоянии 10 см от источника.

Лизат тромбоцитов отдельно получали для каждой се-

рии экспериментов. Клетки выделяли из 12 мл венозной кро-

ви доноров-добровольцев, забранной из кубитальной вены в 

вакуумные пробирки с антикоагулянтом EDTA. На первом 

этапе пробирки центрифугировали 5 мин с ускорением 300 g.

Затем из них отбирали и переносили всю супернатантную 

плазму с тромбоцитами в новые пробирки, но уже с кониче-

ским дном (тип Falcon). Далее для концентрации тромбоци-

тов на дне пробирки с плазмой центрифугировали 17 мин с 

ускорением 700 g. После этого из пробирки, аккуратно про-

двигая пипетку сверху вниз, отбирали бедную тромбоцита-

ми плазму в таком объеме, чтобы с клетками ее оставалось 

порядка 1,2 мл. Осадок тромбоцитов ресуспендировали в 

оставшейся плазме. В результате получали БоТП с общей 

концентрацией клеток 1300–1600 тыс/мкл, концентрацией 

биологически полноценных тромбоцитов (адгезивно актив-

ные клетки с гранулами) 620–950 тыс/мкл. 

Лизис тромбоцитов вызывали путем замораживания 

БоТП до -80 °С и медленного размораживания при 0–4 °С. 

Для удаления фрагментов разрушенных клеток пробирки 

центрифугировали 20 мин с ускорением 3000 g и отбирали 

супернатант. Готовый лизат представляет собой плазму с вы-

деленными из тромбоцитов факторами. 

Для осуществления 1-й группы экспериментов в лун-

ки 4-луночного планшета (площадь ростовой поверхности 

лунки S = 1,9 см2) укладывали по одному образцу амнио-

на  (S = 0,25 см2), консервированного одним из способов. 

Четвертую лунку оставляли пустой для контроля культуры 

(контроль 1).

В рамках 2-й группы экспериментов образцы амниона 

(S = 0,25 см2), консервированного одним из способов, отде-

ляли от целлюлозной подложки и помещали в чашку Петри. 

Затем на амнионы пипеткой наносили лизат БоТП объемом 

25–60 мкл. Объем лизата был выбран исходя из качества 

тромбоцитов исходной БоТП и расчетного содержания в них 

фактора PDGF. По нашим данным, оптимальное количество 

PDGF составляет 10–15 пг на 10 тыс. высеянных клеток [12].

Чашку Петри закрывали и помещали на 15 мин в инкуба-

тор при температуре 37 °С. После инкубирования амнионы 

перекладывали в отдельные лунки 4-луночного планшета 

(S = 1,9 см2). В 4-ю лунку вносили лизат в объеме, исполь-

зуемом при комбинировании, — для контрольной оценки 

ростостимулирующего эффекта лизата БоТП (контроль 2).

Затем в каждую лунку обоих 4-луночных планшетов 

вносили по 10 тыс. клеток в питательной среде DMEM/F12 

с добавлением 10 % бычьей сыворотки и антибиотика-ан-

тимикотика (Gibco, США). Последующее культивирование 

проводили 3 сут с ежедневным контролем динамики роста 

клеток. Число клеток и их жизнеспособность оценивали с 

помощью оригинальных методов, основанных на виталь-

ном окрашивании клеток и их исследовании во флуорес-

центном микроскопе [14]. Для окраски клеток использовали 

витальные флуорохромные красители трипафлавин — акри-

диновый оранжевый и трипафлавин — родамин С («Диаэм», 

Россия). Оценивали содержание клеток в лунке (тыс/см2), 

общую морфологию клеток, наличие секреторных везикул 

в клетках, целостность клеточных мембран. 

Cтатистическая обработка осуществлялась с помо-

щью методов вариационной статистики с использованием 

пакета программ IBM SPSS Statistics 22. Вычисляли среднее 

значение (m), среднеквадратичное отклонение (), для срав-

нения количественных данных в двух не связанных между 

собой выборках использовали t-критерий Стьюдента. Раз-

личия между значениями считали достоверными при уров-

не значимости более 95 % (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Во всех опытах с использованием лизата БоТП на-

блюдалось образование фибриновой пленки. В опытах, где 

использовали лизат БоТП без амниона, фибриновая плен-

ка формировалась на дне лунок и в толще среды над дном. 

В опытах с лизатом БоТП и амнионом дно лунок было сво-

бодно от фибрина. Рост клеток наблюдался как на дне лунок, 

так и на поверхности фибриновой пленки над дном, поэто-

му для оценки общего числа клеток в лунке оценивали чис-

ло клеток на дне и на фибриновой пленке. В течение 3 сут 

культивирования высеянные клетки буккального эпителия 

не адгезировали на поверхности амниона и не мигрировали 

со дна. Таким образом, для заселения амниона буккального 

эпителия требуется более продолжительное культивирова-

ние. Все образцы амниона не вызывали нарушения струк-

турной целостности клеток и снижения их пролиферативной 

активности в течение всего срока наблюдения (табл. 1).

При витальном окрашивании в составе криоконсер-

вированных амниотических мембран отчетливо можно 

было видеть клетки амниотического эпителия с нормаль-

ной структурой ядра и цитоплазмы, при этом секреторные 

везикулы выявлялись очень слабо или вообще не выявля-

лись. Образцы криоконсервированного амниона не вызы-

вали нарушения структурной целостности клеток культуры 

буккального эпителия и были биосовместимыми, однако не 

оказывали выраженного ростостимулирующего действия. 

Таким образом, трансплантаты амниона, консервированные 

предложенными способами (силиковысушивание, лиофи-

лизация, криоконсервирование) являлись нетоксичными, 

поэтому данные методики консервирования могут быть ис-

пользованы для получения трансплантатов и биоконструк-
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ций на основе амниона. Ростостимулирующий эффект мог

предположительно иметь место благодаря сохранившим-

ся после криоконсервирования жизнеспособным клеткам 

амниона, однако в нашем исследовании такой эффект от-

сутствовал. 

В опытах с лизатом БоТП без амниона количество кле-

ток в лунках на 1-е и 2-е сутки достоверно не отличалось от 

контроля (табл. 1, 2).

Только на 3-и сутки в опытах с лизатом БоТП общее 

число клеток было достоверно выше, чем без использова-

ния лизата БоТП. Комбинация лиофилизированного амни-

она и лизата БоТП заметно ускоряла рост клеток: уже через 

сутки в опытах, где использовали лиофилизированный ам-

нион, общее число клеток в 1,3–1,4 раза превышало ана-

логичный показатель в лунках без лизата БоТП и с лизатом 

БоТП без амниона (р < 0,05). Этот же эффект наблюдался и 

на 2–3-и сутки. В опытах, где лизат БоТП совмещали с си-

ликовысушенным амнионом, число клеток было выше, чем 

в контроле (лизат БоТП без амниона), однако статистически 

значимым это различие было только на 1-е сутки (табл. 2).

Использование криоконсервированного амниона в комби-

нации с лизатом БоТП не вызывало выраженной стимуля-

ции роста клеток буккального эпителия (табл. 2). Можно 

заключить, что на всех этапах исследования наибольший 

ростостимулирующий эффект наблюдался в лунках, со-

держащих лиофилизированный амнион с лизатом БоТП. 

Таким образом, лиофилизация является наиболее адекват-

ной обработкой амниона для последующего насыщения его 

лизатом в БоТП. 

Несмотря на присутствие в образцах криоконсервиро-

ванного амниона большого числа жизнеспособных клеток, 

не удалось добиться ускорения роста буккального эпителия 

in vitro, в том числе при дополнительном насыщении таких 

трансплантатов лизатом БоТП. В литературе есть данные о 

том, что комбинирование криоконсервированного амниона 

и препаратов на основе БоТП дает более низкий клинический 

эффект, нежели использование этих препаратов по отдельно-

сти [15, 16]. Не исключено, что содержащиеся в тромбоцитах 

и препаратах БоТП цитокины разрушаются или поглощаются 

при контакте с живыми клетками амниона, что в конечном 

итоге нивелирует репаративный потенциал БоТП. Важно от-

метить, что в нашей работе лизат БоТП вносили в лунки ма-

лого объема, таким образом, разведение плазмы средой было 

недостаточным для того, чтобы препятствовать фибрино-

образованию. Фибрин является адгезивным субстратом, од-

нако скорость пролиферации и миграции клеток на фибрине, 

как и на коллагене, ниже, чем при адгезии клеток на культу-

ральном пластике [17]. Выпадение фибрина в осадок могло 

несколько уменьшать ростостимулирующий эффект лизата 

БоТП, особенно на 1-е и 2 -есутки. В связи с этим для рабо-

ты in vitro представляется оправданным использовать лизат 

суспензии тромбоцитов в бесплазменной среде. Стоит учи-

тывать, что амниотическая мембрана имеет очень малую тол-

щину (0,02–0,50 мм) и способна без потерь адсорбировать 

только очень небольшие объемы растворимых препаратов. 

В условиях ЛПУ не всегда есть возможности использова-

ния малых аликвот препаратов на основе БоТП. Возможно 

вымачивание исходных образцов амниона в избытке лизата 

БоТП, однако при этом очень сложно оценить концентрацию 

биологически активных веществ, которые распределятся в 

Таблица 1. Рост культуры буккального эпителия человека в присутствии трансплантатов амниона, консервированных разными 
способами
Table 1. Growth of human buccal epithelium culture in the presence of amnion transplants preserved in various ways

Тип образца
Sample type

Общее количество клеток в лунке, тыс.
Total number of cells in the well, thousand

через сутки
after 1 day

через 2 сут
after 2 days

через 3 сут
after 3 days

Контроль (без амниона)
Control (without amnion) 26,6 ± 2,2 36,1 ± 4,0 45,2 ± 3,9

Амнион силиковысушенный
Silicate — dried amnion 27,3 ± 0,7 39,0 ± 0,7 44,9 ± 1,7

Амнион лиофилизированный
Lyophilized amnion 27,1 ± 1,1 39,3 ± 0,8 44,8 ± 1,4

Амнион криоконсервированный
Cryopreserved amnion 26,7 ± 0,7 39,1 ± 0,7 44,8 ± 1,3

Таблица 2. Стимуляция роста буккального эпителия человека под действием амниона и лизата тромбоцитов
Table 2. Stimulation of human buccal epithelium growth under the action of amnion and platelet lysate

Тип образца
Sample type

Общее количество клеток в лунке, тыс.
Total number of cells in the well, thousand

через сутки
after 1 day

через 2 сут
after 2 days

через 3 сут
after 3 days

Контроль  
(лизат БоТП без амниона)
Control
(lysate PRP without amnion) 27,4 ± 1,9 37,8 ± 4,5 50,7 ± 4,1

Амнион силиковысушенный + лизат БоТП
Silicate — dried amnion +  lysate PRP 31,9 ± 2,4* 42,5 ± 3,3 52,2 ± 4,5

Амнион лиофилизированный + лизат БоТП
Lyophilized amnion +  lysate PRP 36,8 ± 4,7* 47,0 ± 1,8* 56,0 ± 3,5*

Амнион криоконсервированный + лизат БоТП
Cryopreserved amnion + lysate PRP 28,7 ± 2,2 42,2 ± 2,9 51,7 ± 2,2

Примечание. * — р < 0,05 относительно контроля. 
Note. * — p < 0.05 relative to the control.
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амнионе. Кроме того, часто наблюдаемый in vitro дозозависи-

мый эффект тромбоцитных препаратов [12, 14] при лечении 

пациентов может отсутствовать, поскольку in vivo препарат 

не действует непосредственно на определенное количество 

клеток в закрытом объеме. Клетки могут мигрировать как в 

область тканевого дефекта, так и из нее, процесс миграции, 

роста и дифференцировки может заметно меняться во вре-

мени; кроме того, in vivo весьма вероятно вымывание части 

объема препарата из зоны дефекта. 

Культура буккального эпителия является удобной 

моделью для тестирования различных препаратов и био-

конструкций, предназначенных для офтальмохирургии. 

Вместе с тем in vitro невозможно моделировать воспали-

тельные процессы и учесть все детали. Поэтому для оцен-

ки репаративного воздействия амниона, совмещенного с 

тромбоцитными препаратами, на эпителий роговицы че-

ловека необходимо проведение комплексных клинических 

исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методы силиковысушивания, лиофилизации и крио-

консервирования амниотической мембраны позволяют по-

лучить биосовместимые и нетоксичные трансплантаты на 

основе амниона человека. При насыщении трансплантатов 

амниона лизатом БоТП наиболее оправданно использовать 

лиофилизированные амнионы. Комбинация лиофилизиро-

ванного амниона и лизата БоТП стимулирует рост клеток 

in vitro без нарушения их структурной целостности
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