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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Исследовать содержание фактора VIII в БМКП МСК плаценты (П МСК) и кост-
ного мозга (КМ МСК) in vitro, оценить динамику накопления в зависимости от срока 
культивирования клеток.
Материалы и методы. Проведено 4 серии по 10 исследований в каждой. Для анали-
за использовали: МСК костного мозга 3-го (n=10) и 6-го (n=10) пассажей и МСК пла-
центы 3-го (n=10) и 6-го (n=10) пассажей, содержащих МСК в количестве 2,0×106/мл  
в объеме 1 мл; среду после культивирования МСК (1 мл) (n=40); изотонический рас-
твор хлорида натрия после последней отмывки клеток (1 мл) (n=40). Пробирки, со-
держащие исследуемые образцы, подвергались замораживанию (–20 ºС 30 мин) и 
последующему размораживанию (37 ºС 10 мин) для разрушения клеток и высвобож-
дения в среду пассажа внутриклеточного фактора свертывания крови VIII. После 
размораживания пробирки с исследуемым материалом центрифугировали 10 мин 
(2000g), после чего выполняли определение активности фактора VIII одностадийным 
клоттинговым методом с использованием набора реагентов фирмы Instrumentation 
Laboratory (IL) на анализаторе ACL-9000 (IL). 
Результаты. Содержание фактора VIII в лизате БМКП МСК костного мозга 3-го пас-
сажа 0,049 (0,015–0,372) МЕ/мл было таким же (р=0,44), как в лизате МСК костного 
мозга 6-го пассажа 0,029 (0,003–0,109) МЕ/мл. Среда после культивирования кле-
ток в течение 7 дней и отмывочный раствор 3-го и 6-го пассажа содержали фактор  
VIII в следовых количествах, сопоставимых с минимальным порогом детекции ана-
лизатора. 
Лизат БМКП на основе МСК плаценты 6-го пассажа содержал фактор VIII в коли-
честве 7,31 (1,79–34,18) МЕ/мл, что незначительно (р=0,41) отличалось от 14,98 
(2,11–27,79) МЕ/мл в МСК 3-го пассажа. Содержание фактора VIII в среде после куль-
тивирования клеток 6-го пассажа 0,18 (0,081–0,480) МЕ/мл не превышало (р=0,57) 
аналогичный показатель в среде после 3-го пассажа 0,13 (0,101–0,645) МЕ/мл. От-
мывочный раствор МСК 6-го пассажа плаценты содержал 2,12 (0,11–13,9) МЕ/мл, 
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что было меньше (р=0,017) количества фактора VIII 6,12 (1,112–16,82) МЕ/мл в от-
мывочном растворе МСК плаценты 3-го пассажа. 
Заключение. Лизат плацентарных МСК имел активность FVIII, в несколько раз боль-
шую, чем МСК КМ. МСК не выделяют фактор VIII в среду, а накапливают внутри клеток 
при культивировании in vitro.
Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, свертывание крови, фактор 
свертывания крови VIII
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To investigate the content of factor VIII in the BMCP of placental MSCs (P MSCs) 
and bone marrow MSCs (BM MSCs) in vitro, to evaluate the dynamics of accumulation 
depending on the cell culturing period.
Materials and methods. Four series of 10 studies were conducted each. The following 
were used for the analysis: bone marrow MSCs of passages 3 (n=10) and 6 (n=10), and 
placental MSCs of passages 3 (n=10) and 6 (n=10), containing MSCs in an amount of 
2.0∙106/ml in a volume of 1 ml; the medium after MSC cultivation (1 ml) (n=40); isotonic 
sodium chloride solution after the last cell wash (1 ml) (n=40). The tubes containing the 
samples under study were frozen (–20 ºC for 30 minutes) and then defrosted (37 ºC for  
10 min) to disrupt the cells and release intracellular coagulation factor VIII into the passage 
medium. After defrosting, the tubes with the material under study were centrifuged for  
10 minutes (2000g), after which the factor VIII activity was determined by a one-step 
clotting method using a reagent kit from Instrumentation Laboratory (IL) on an ACL-9000 
analyzer (IL).
Results. The factor VIII content in the lysate of bone marrow MSCs of the 3rd passage 
0.049 (0.015–0.372) IU/ml was the same (p=0.44) as in the lysate of bone marrow MSCs 
of the 6th passage 0.029 (0.003–0.109) IU/ml. The medium after culturing the cells  
for 7 days and the washing solution of the 3rd and 6th passages contained factor VIII in 
trace amounts comparable to the minimum detection threshold of the analyzer. The BMCP 
lysate based on placenta MSCs of the 6th passage contained factor VIII in the amount 
of 7.31 (1.79–34.18) IU/ml, which was slightly (p=0.41) different from 14.98 (2.11–27.79)  
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	� ВВЕДЕНИЕ
Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) обладают противовоспалитель-

ной, регенеративной, антиапоптотической и иммуносупрессивной активностью, 
благодаря чему нашли широкое применение в терапии различных заболеваний [1].  
В последнее время в качестве источника для выделения МСК используют некровет-
ворные ткани, такие как жировая ткань, перинатальные ткани, в том числе послеро-
довую плаценту. В зависимости от источника получения, МСК в некоторой степени 
сохраняют тканеспецифичность, что отражается в профиле экспрессии как генов 
внутри клеток, так и активных молекул на их поверхности, влияющих на прокоагуля-
ционную активность МСК [2, 3].

По литературным данным, прокоагулянтные свойства МСК могут быть связаны 
с несколькими факторами. Было показано, что в перинуклеарной области МСК, вы-
деленных из различных тканей организма, локализуется фактор VIII (FVIII), который 
обеспечивает включение IX и X факторов по внутреннему и общему пути коагуляци-
онного каскада, в результате чего протромбин превращается в тромбин [4]. С другой 
стороны, Moll G. с соавт. продемонстрировали экспрессию тканевого фактора (ТФ, 
или CD142) на поверхности МСК, который играет важную роль в остановке крово-
течения и тромбообразовании, являясь первичным клеточным инициатором про-
теазного каскада свертывания крови [5]. Сравнительный анализ прокоагулянтных 
свойств МСК КМ и МСК плаценты в публикациях не представлен.

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследовать содержание фактора VIII в культуре МСК плаценты (П МСК) и костно-

го мозга (КМ МСК) in vitro, оценить динамику их накопления в зависимости от срока 
культивирования клеток. 

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 МСК костного мозга (КМ-МСК) выделяли после получения информированного 

согласия из проб костного мозга здоровых волонтеров, являвшихся донорами ге-
мопоэтических стволовых клеток для аллогенной трансплантации (n=10). Моно-
нуклеарные клетки (МНК) выделяли на градиенте фиколла плотностью 1,077 (Life 
technologies, США), дважды отмывали в среде RPMI с 10% ЭТС, ресуспендировали  

IU/ml in MSCs of the 3rd passage. The content of factor VIII in the medium after culturing 
the cells of the 6th passage 0.18 (0.081–0.480) IU/ml did not exceed (p=0.57) the similar 
indicator in the medium after the 3rd passage 0.13 (0.101–0.645) IU/ml. The wash solution 
of 6th passage placental MSCs contained 2.12 (0.11–13.9) IU/ml, which was less (p=0.017) 
than the amount of factor VIII 6.12 (1.112–16.82) IU/ml in the wash solution of 3rd passage 
placental MSCs.
Conclusion. The lysate of placental MSCs had FVIII activity several times higher than that 
of BM MSCs. MSCs do not secrete factor VIII into the medium, but accumulate it inside the 
cells during in vitro cultivation.
Keywords: mesenchymal stem cells, blood coagulation, blood coagulation factor VIII
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в ростовой среде IMDM (Life technologies, США) с 10% АВО-сывороткой (РНПЦ транс-
фузиологии и медицинских биотехнологий, Беларусь) и переносили в культураль-
ный флакон (Sarstedt, Германия) в концентрации 1×106 клеток на 1 см2 поверхности 
флакона. Через 24 ч проводили смену питательной среды для удаления неадгезиро-
ванных клеток.

МСК плаценты (П-МСК) (n=10) выделяли ферментативным методом из фрагмен-
тов плаценты, полученной после оперативных родов путем кесарева сечения. Все 
данные родильниц были деперсонифицированы. Ткани плаценты подвергали меха-
нической обработке и переносили в раствор коллагеназы I на 30 мин с последующей 
фильтрацией клеток через 100μm нейлоновый фильтр. Полученные диссоцииро-
ванные клетки высаживали в культуральные флаконы в среду IMDM с 10% АВО-сы-
вороткой (РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотехнологий, Беларусь). Через  
24 ч проводили смену питательной среды для удаления неадгезированных клеток. 

Клетки культивировали при 37 оС в СО2-инкубаторе до достижения 80–90% кон-
флюэнтного слоя, снимали с поверхности флакона 0,25% раствором трипсин-ЭДТА 
(Life technologies, США), получая первичную культуру. МСК первичной культуры 
костного мозга и плаценты рассаживали по новым флаконам в концентрации 1×106 в 
среду IMDM с 10% АВО-сывороткой (РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотех-
нологий, Беларусь) с последующим пассированием через 7 сут. Таким образом про-
водили 6 пассажей. После снятия МСК с флакона для анализа выполняли осаждение 
клеток центрифугированием 5 мин при 2 тыс. об/мин, после чего дважды отмывали 
физиологическим раствором (ФР, раствор 0,9% NaCl) и ресуспендировали в 1 мл ФР 
в концентрации 2,0×106 клеток/мл.

Для анализа использовали: МСК костного мозга 3-го (n=10) и 6-го (n=10) пассажей, 
содержащих 2,0×106/мл в объеме 1 мл; МСК плаценты 3-го (n=10) и 6-го (n=10) пасса-
жей с содержанием клеток 2,0×106/мл в объеме 1 мл; среду после культивирования 
МСК (IMDM c 10% ABO-сывороткой после 7 дней культивирования (1 мл) (n=40)); изо-
тонический раствор хлорида натрия после последней отмывки клеток (1 мл) (n=40). 

Пробирки, содержащие исследуемые образцы, подвергались замораживанию 
(–20 ºС 30 мин) и последующему размораживанию (37 ºС 10 мин) для разрушения 
клеток и высвобождения в среду пассажа внутриклеточного фактора свертывания 
крови VIII. После размораживания пробирки с исследуемым материалом центрифу-
гируют 10 мин при ускорении 2000g, после чего выполняли определение активно-
сти фактора VIII одностадийным клоттинговым методом с использованием набора 
реагентов фирмы Instrumentation Laboratory (IL) на анализаторе ACL-9000 (IL). За 1 МЕ 
(100%) активности фактора свертывания крови VIII была принята активность фактора 
свертывания крови VIII, содержавшегося в 1 мл нормальной контрольной плазмы, 
представленной в диагностическом наборе фирмы IL. 

Перед определением фактора VIII супернатант с продуктами клеточного разру-
шения МСК плаценты разводили факторным дилюентом в соотношении 1:7. Резуль-
тат измерения умножали на переводной коэффициент 8 и представляли конечный 
результат в МЕ/мл. Перед определением содержания фактора VIII супернатант с про-
дуктами клеточного разрушения МСК костного мозга дополнительному разведению 
не подвергали. 

Статистический анализ данных выполнен при помощи компьютерного пакета про-
грамм Statistica (версия 6.0). Количественные показатели описательной статистики  
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представлены как медиана (10–90-й процентили). Достоверность различия показа-
телей в сравниваемых группах оценивали по критерию Mann – Whitney Test (U), а для 
попарно связанных вариантов – по парному критерию Вилкоксона (Т). Значимыми 
признаны различия для P<0,05. 

	� РЕЗУЛЬТАТЫ 
Содержание фактора VIII в лизате БМКП МСК костного мозга 3-го пассажа 0,049 

(0,015–0,372) МЕ/мл было таким же (р=0,44), как в лизате МСК костного мозга 6-го 
пассажа 0,029 (0,003–0,109) МЕ/мл. Среда после культивирования клеток в течение 
7 дней и отмывочный раствор 3-го и 6-го пассажа содержали фактор VIII в следовых 
количествах, сопоставимых с минимальным порогом детекции анализатора (см. та-
блицу). 

Лизат БМКП на основе МСК плаценты 6-го пассажа содержал фактор VIII в ко-
личестве 7,31 (1,79–34,18) МЕ/мл, что незначительно (р=0,41) отличалось от 14,98 
(2,11–27,79) МЕ/мл в МСК 3-го пассажа и в несколько раз превышало содержание 
фактора VIII в нормальной контрольной плазме (1 МЕ/мл). Содержание фактора 
VIII в среде после культивирования клеток 6-го пассажа 0,18 (0,081–0,480) МЕ/мл 
не превышало (р=0,57) аналогичный показатель в среде после 3-го пассажа 0,13 
(0,101–0,645) МЕ/мл. Отмывочный раствор МСК 6-го пассажа плаценты содержал 
2,12 (0,11–13,9) МЕ/мл, что было меньше (р=0,017) количества фактора VIII 6,12 
(1,112–16,82) МЕ/мл в отмывочном растворе МСК плаценты 3-го пассажа. Данное 
обстоятельство указывает на то, что МСК не выделяют фактор VIII в среду, а нака-
пливают внутри клеток при культивировании in vitro. В процессе отмывания, ве-
роятно, происходит частичное разрушение клеток и высвобождение фактора VIII в 
отмывочный раствор. 

Следует отметить, что содержание фактора VIII в анализируемых сериях 3-го и 
6-го пассажа МСК плаценты не было однородным: минимальное содержание – 2,1–
1,7 МЕ/мл, максимальное содержание достигало 34,6–27,8 МЕ/мл. 

	� ОБСУЖДЕНИЕ
Многие типы клеток экспрессируют и высвобождают в окружающую среду ткане-

вой фактор (ТФ), известный как CD142 или тканевой тромбопластин (фактор коагуля-
ции III). Тканевой фактор свободно циркулирует в крови в своей растворимой форме 
[6], активирует внешнее плечо каскада коагуляции посредством связывания своего 
внеклеточного домена с фактором VII и фактором VIIa (FVIIa), создавая ковалентный 
комплекс TF-FVIIa [7]. После образования комплекса TF-FVIIa в присутствии кофакто-
ра VIII и кофактора V активируются факторы IX и X внутреннего и общего путей, что 
приводит к генерации тромбина, активации тромбоцитов и отложению фибрина [7].

Oeller M. и соавт. (2018) продемонстрировали, что МСК, полученные как из пупо-
вины человека (UC-MSC), так и из жировой ткани (AD-MSC), проявляют большую экс-
прессию TF по сравнению с МСК, полученными из костного мозга (BM-MSC) [8]. При-
чем доля ТФ-позитивных МСК КМ не претерпевает никаких изменений, связанных с 
увеличением числа пассажей [9]. 

Другой механизм активации свертывания включает экспозицию прокоагулянт-
ных липидов, в частности фосфатидилсерина, на поверхности клетки [10]. Было 
описано, что полученные из МСК внеклеточные везикулы (ВВ) могут экспонировать 
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Содержание фактора VIII (МЕ/мл) в лизате мезенхимальных стволовых клеток плаценты  
и костного мозга. Результат представлен как Ме (10–90-й процентили)
Content of factor VIII (IU/ml) in the lysate of mesenchymal stem cells of the placenta and bone marrow. 
The result is presented as IU (10–90 percentiles)

Источник МСК

Исследуемая среда
Лизат
МСК,
n=10,
активность факто-
ра VIII, ME/мл

Среда после
культивирования,
n=10,
активность фактора 
VIII, ME/мл

Отмывочный
физраствор,
n=10,
активность 
фактора VIII, ME/мл

Костный мозг, 3-й пассаж
(серия 1)

0,049
(0,015–0,372)
р (С1–2)=0,44

0,006
(0,004–0,02)
р (С1–2)=0,17

0,01
(0,009–0,06)
р (С1–2)=0,95

Костный мозг, 6-й пассаж
(серия 2)

0,029
(0,003–0,109)

0,0103 
(0,001–0,091)

0,017
(0,005–0,056)

Послеродовая плацента,
3-й пассаж 
(серия 3)

14,98
(2,113–27,795)
Р (3–1)=0,0001
р (С3–4)=0,41

0,13
(0,101–0,645) 
Р (3–1)=0,0001
р (С3–4)=0,57

6,12 
(1,112–16,815)
Р (3–1)=0,0001
р (С3–4)=0,017

Послеродовая плацента,
6-й пассаж 
(серия 4)

7,31 
(1,792–34,18)
Р (4–2)=0,0001

0,18 
(0,081–0,480)
Р (4–2)=0,0001

2,12 
(0,11–13,29)
Р (4–2)=0,0001

Примечания:
1. Р – статистическая значимость различий между сериями (1–4) для однотипной среды (U-test).
2. р (С1–2) – статистическая значимость различий между сериями (С) МСК костного мозга (3-й и 6-й пассаж) для соответ-
ствующей среды (Т-test). 
 3. р (С3–4) – статистическая значимость различий между сериями (С) МСК плаценты (3-й и 6-й пассаж) для соответствую-
щей среды (Т-test). 

фосфатидилсерин на своей поверхности, что обеспечивает каталитическую поверх-
ность для образования комплексов теназы (факторы VIIIa, IXa и X) и протромбиназы 
(факторы Va, Xa и II) каскада коагуляции. Фосфатидилсерин может дополнительно 
способствовать трансформации ТФ из его неактивной, «зашифрованной» формы в 
биологически активное состояние [11]. 

Использование полимеразной цепной реакции (ПЦР) позволило С. Sanada и со-
авт. (2013) [12] в МСК ткани легких, головного мозга, печени, костного мозга, эндоте-
лиальных клетках синусоидов печени человека (HHSEC) и эндотелиальных клетках 
пупочной вены (HUVEC) плода человека подтвердить присутствие матричной РНК 
FVIII. Содержание мРНК FVIII в эндотелиальных клетках пупочной вены в 60 раз пре-
вышало аналогичный показатель, зарегистрированный в МСК КМ. Различные попу-
ляции МСК при одинаковых пассажах показали различную активность FVIII в лиза-
тах при фиксированном (1×105/мл) содержании клеток: МСК легких – 1,1±0,4%; МСК 
печени – 0,6±0,06%; головного мозга – 0,3±0,03%; МСК КМ – 0,1±0,0%. Практически 
полное отсутствие FVIII в МСК КМ минимизирует прокоагулянтное действие ТФ, не-
зависимо от степени его экспрессии. 

Результаты исследований, проведенных нами, показали следовую активность 
фактора VIII в МСК КМ, близкую к порогу чувствительности средства измерения. Ли-
зат плацентарных МСК имел активность FVIII, в несколько раз большую, чем МСК КМ. 
Различные образцы плацентарной МСК при фиксированной клеточности суспензии 

Содержание фактора свертывания крови VIII  
в мезенхимальных стволовых клетках плаценты и костного мозга человека
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2×106/мл содержали от 1,8 до 34,2 МЕ/мл FVIII, что в ряде случаев превышало содер-
жание (4 МЕ/мл) FVIII в единице объема криопреципитата. С увеличением количества 
пассажей МСК-П от 3 до 6 содержание фактора свертывания крови VIII не возрастало, 
а в отдельных случаях становилось меньше. 

Независимо от механизма, присутствие FVIII является обязательным условием 
активации коагуляционного каскада. Повышенное содержание FVIII в лизате МСК 
децидуальной оболочки плаценты, наряду с экспрессией ТФ, потенциально предо-
пределяет более выраженный прокоагулянтный эффект в случае внутривенного 
введения, по сравнению с МСК КМ. Данное свойство может быть использовано для 
купирования геморрагического цистита или иных геморрагических осложнений ал-
логенной ТГСК, а также ряда аутоиммунных заболеваний, связанных с воспалением, 
для которых пока не найдено окончательного и успешного лечения. Для предотвра-
щения тромботических осложнений при введении плацентарных МСК показано ис-
пользование НФГ в дозе 5 МЕ/кг в сутки, вводимого методом внутривенного титро-
вания с постоянной скоростью. 
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