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Проведена оценка пролиферативной активности первичных культур мезенхимных стромальных клеток жировой 
ткани кролика при использовании экспериментальных образцов на основе коллагена из подслизистого тонкого ки-
шечника свиньи, содержащего экзосомы мезенхимных стволовых клеток (МСК) и дефензины (DEFb103A). Матери-
алы не обладают цитотоксичностью, не препятствуют пролиферативной активности клеток. Полученные результаты 
позволяют проводить исследования биосовместимости материалов in vivo.
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Направленная тканевая регенерация явля-
ется одним из распространенных методов 
восстановления костной и хрящевой тка-

ни при критических дефектах опорного аппа-
рата. Основными компонентами для методов 
направленной тканевой регенерации являются 
барьерные мембраны и матриксы биологиче-
ского происхождения на основе коллагена [1]. 
Оптимизация направленной регенерации обе-
спечивается, среди прочего, качеством био-
логических веществ в окружающей клеточной 
культуре, включая матрикс [2]. Экзосомы, про-
дуцируемые клетками, включая МСК, содержат 
необходимые для направленной дифференци-
ровки биологически активные вещества, обе-
спечивая сохранение фенотипа клеток [3].

Микробная контаминация является серьезной 
проблемой при культивировании клеток, но суще-
ствует ряд процедур, которые могут быть приняты 
для предотвращения или устранения контаминации 
[4]. Один из возможных методов деконтаминации 
клеточных культур может заключаться во внесении 
в среду с культивируемыми клетками антимикроб-
ных пептидов, в частности дефензинов. Антибак-
териальное действие дефензинов обусловлено их 
проникновением в клеточную стенку микроорга-
низмов с образованием пор и последующим лизи- 
сом.

Цель исследования  – изучение цитотоксичности 
экспериментальных образцов биоматериалов на 
основе внеклеточного коллагенового матрикса, со-
держащего экзосомы, при добавлении дефензинов с 
оценкой пролиферативной активности клеток, куль-
тивируемых на образцах биоматериалов in vitro. 

Материал и методы. Объектами исследования 
явились следующие материалы для направленной 
тканевой регенерации: 

1-й экспериментальный образец  – коллагеновый 
гель из подслизистой оболочки тонкого кишечника 
(ПТК) свиньи;

2-й экспериментальный образец  – гель из ПТК + 
секретом МСК (ПТК + EXs);

3-й экспериментальный образец  – гель из ПТК + 
дефензин (ПТК + DEF);

4-й экспериментальный образец  – гель из ПТК + 
секретом МСК + дефензин (ПТК + EXs + DEF).

Ранее была показана эффективность использо-
вания геля из ПТК в сравнении с коллагеновым био-
материалом FibroMatrix (ООО «Кардиоплант», Рос- 
сия) [5].

Первичные культуры МСК жировой ткани кро-
лика получали при помощи ферментативной деза-
грегации коллагеназой и культивировали в среде 
DMEM (Sigma-Aldrich, США) с добавлением 10  % 
фетальной телячьей сыворотки (Gibco, США) в куль-
туральных флаконах площадью 25 см2 (Thermo Sci-
entific, США) при 37 °С и 5 % CO2. Смена среды осу-
ществлялась каждые 3–4 дня. После достижения 
80–90 % конфлюэнтности монослоя клетки отделяли 
с помощью 0,25 % раствора трипсина (БиолоТ, Рос- 
сия). 

Секретом получали от некоммитированных МСК 
на 3 пассаже. Клетки переносили в стерильный рас-
твор фосфатного буфера на 24 ч, после чего выделя-
ли секретом из супернатанта путем его центрифуги-
рования и фильтрации.

Рекомбинантный человеческий дефензин DEF-
b103A (Cloud-Clone Corp., Китай) разводили сте-
рильным раствором Хэнкса (БиолоТ, Россия) и вно-
сили в концентрации 50 мкг/мл.

Все экспериментальные образцы помещали в 
24-луночный культуральный планшет. В каждую лун-
ку планшета с 1–4 образцами вносили по 2∙104 МСК 
в 800 мкл полной среды. Планшет инкубировали при 
37 °С и 5 % CO2 в атмосфере 72 ч.

Пролиферативную активность клеток опреде-
ляли с использованием набора реактивов EZ4U 
(Biomedica), модификации теста МТТ, который оце-
нивает метаболическую активность клеток, корре-
лирующую с количеством живых клеток. Образец 
каждого типа переносили после инкубации в другой 
24-луночный планшет с 0,8 мл свежей среды DMEM. 
Затем к каждой лунке добавляли 80 мкл активиро-
ванного раствора EZ4U и инкубировали при 37 °С и 
5 % CO2 в течение 3,5 часов. После чего образцы из-
влекали и измеряли оптическое поглощение раство-
ра с использованием многофункционального фото-
метра-имиджера Cytation1 (BioTek, США) при длине 
волны 450  нм с референсной длиной волны 620 нм. 
Вычисляли оптическую плотность относительно по-
ложительного контроля в 1 экспериментальном об-
разце (в %). 

Результаты и обсуждение. При добавлении в 
культуральную среду бета-дефензина отмечалось 
статистически достоверное снижение пролифе-
ративной активности МСК  – всего 64,47±8,848  % 
(t=3,180, p<0,05) относительно 1 экспериментально-
го образца. В 3 образце (ПТК + EXs) показана сопо-
ставимая с контрольным образцом пролифератив-
ная активность (95,09±8,292 %), что свидетельствует 

The proliferative activity of primary cultures of rabbit adipose tissue derivate mesenchymal stromal cells was assessed 
using experimental samples based on collagen from the submucosa of the pig small intestine, containing MSC exosomes 
and DEFb103A. The materials are not cytotoxic and do not interfere with the proliferative activity of cells. The results obtained 
are allow providing the in vivo studies of the biocompatibility of materials.

Keywords: collagen gel, extracellular matrix, implantation
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об отсутствии при данном подходе стимулирования 
экзосомами пролиферации МСК.

Вместе с тем клетки, культивированные на об- 
разцах с добавлением как дефензина, так и экзо- 
сом (4 образец, ПТК + EXs + DEF), обладали сход-
ной пролиферативной активностью с клетками 
контрольной группы (1 образец)  – 86,97±3,85  % 
(t=1,662, p>0,05), но достоверно более высокой  
пролиферативной активностью по сравнению 
с группой без добавления экзосом (2 образец,  
ПТК + DEF)  – 134,91±5,97  % (t=3,174, p<0,05), что 
свидетельствует о нивелировании антипролифера-
тивного эффекта дифензина при введении в среду 
экзосом. 

Заключение. Полученные данные позволяют 
предположить наличие цитопротективного эффекта 
секретома МСК при его введении в образец вместе с 
дефензином. Выявленный эффект может обусловить 

лучшие результаты регенерации тканей с профилак-
тикой контаминации клеточных культур при внесении 
в область повреждения биоматериалов на основе 
внеклеточного коллагенового матрикса, содержаще-
го экзосомы и дефензин.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 
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