
Ярославский педагогический вестник – 2010 – № 4 – Том III (Естественные науки) 

____________________________________________ 

© Егорихина М.Н., Левин Г.Я., 2010 

Фибриноген и агрегация тромбоцитов (на модели термической травмы) 61

УДК 612.014 

М.Н. Егорихина, Г.Я. Левин 

Фибриноген и агрегация тромбоцитов (на модели термической травмы) 

Изучали влияние различных концентраций фибриногена на агрегацию тромбоцитов в искусственном сдвиговом потоке 
(60-160с-1) у здоровых доноров и больных после термической травмы. Впервые показано, что максимальная агрегация при 
ожогах происходит при значительно более высокой концентрации фибриногена, чем у здоровых доноров. Рассматриваются 
возможные механизмы данного явления на моделях с блокадой антителами GP IIb/IIIa, стабилизацией крови ЭДТА и гепа-
рином. 
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Fibrinogen and Aggregation of Thrombocytes (on the model of thermal trauma) 

The influence of various concentrations of  fibrinogen on the aggregation of thrombocytes in the artificial shear flow (60-
160sec.-1) in healthy donors and in patients after thermal trauma was studied. For the first time it was shown, that the maximum ag-
gregation in burn injury occurs at much higher concentration of  fibrinogen, than in healthy donors. Possible mechanisms of the given 
phenomenon on models with blockage by antibodies GP IIb/IIIa, stabilization of blood EDTA and Heparinum are surveyed.  
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Введение 
Механизм агрегации тромбоцитов активно 

изучается в последнее время. Известно, что про-
цесс агрегации связан с достаточно сложными 
молекулярными взаимодействиями, которые раз-
виваются в ходе реакции активации после сти-
муляции тромбоцитов растворимыми агонистами 
[5, 8, 23] (рис.1). Обобщая представленные на 
схеме данные, можно сказать, что главным меха-
низмом активации тромбоцитов, ведущим к их 
агрегации, является развитие доступности мест 
связи в рецепторах адгезивных молекул – интег-
ринах, самым обильным из которых является ин-
тегрин αIIbβ3  или GPIIb/IIIa. Связывание с акти-
вированными интегринами адгезивных молекул, 
прежде всего VWF и фибриногена, и обуславли-
вает агрегацию тромбоцитов. Известно, что VWF 
вызывает агрегацию лишь на высоких скоростях 
сдвига, а при низких и даже при средних агрега-
ция определяется уровнем фибриногена [2, 13, 
17-20]. Многие аспекты механизма действия 
фибриногена на агрегацию тромбоцитов остают-
ся неясными или противоречивыми. Связано это, 
в частности, с тем, что исследовалась, главным 
образом, лишь индуцированная агрегация и ме-
ханизм действия фибриногена у здоровых людей. 

В данном сообщении приведены результаты 
изучения влияния фибриногена на спонтанную 
агрегацию тромбоцитов при относительно низ-
кой скорости сдвига 60 – 160 с-1. Ряд исследова-
ний проведен на модели термической травмы, то 
есть на фоне гиперфибриногенемии, гиперкоагу-
ляции и гиперагрегации тромбоцитов. 

 
Материалы и методы 
Исследование проведено на 52 образцах кро-

ви здоровых людей и на 30 образцах крови боль-
ных ожоговой болезнью, находившихся в остром 
периоде (ожог II-III-IV степени, более 15 % по-
верхности тела).  

Спонтанную агрегацию тромбоцитов иссле-
довали на приборе собственной конструкции [3], 
в котором использован принцип, предложенный 
Н Schmid-Schonbain et al. [21]. В данном приборе 
клетки крови  помещают в камеру между двумя 
плоскопараллельными пластинами, вращающи-
мися навстречу друг другу. Спонтанную агрега-
цию тромбоцитов оценивали в условиях сдвиго-
вого потока с видеозаписью процесса агрегации 
и последующей компьютерной обработкой полу-
ченных микрофотоснимков, которую выполняли 
с помощью специально разработанной програм-
мы. Принцип её работы основан на пороговой 
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бинаризации изображения и последующем опре-
делением интегральной оптической плотности 
каждого объекта и всех объектов кадра в целом. 
Оценивали степень и скорость спонтанной агре-
гации тромбоцитов. Вычисляемый показатель - 
интегральная оптическая плотность агрегата – 
содержит, по сути, информацию об объеме агре-
гата, поскольку количество точек объекта на 
изображении пропорционально площади объек-
та, а оптическая плотность характеризует тол-
щину агрегата в каждой точке. Оценку процесса 
спонтанной агрегации тромбоцитов проводили 
по следующим показателям:  

1. Степень агрегации – по суммарной макси-
мальной интегральной оптической плотности 
тромбоцитарных агрегатов  – Ма (усл.ед.). 

2. Скорость агрегации – по суммарной инте-
гральной оптической плотности тромбоцитарных 
агрегатов через 180 с. после начала процесса аг-
регации  – А180 (усл.ед.). 

При изучении влияния концентрации фибри-
ногена на агрегацию кровяных пластинок к 
плазме, обогащенной тромбоцитами, добавляли 
сухой фибриноген (Bio Chemika). Конечная кон-
центрация фибриногена составляла в разных се-
риях опытов от 4,5 до 7,5 г/л. Каждую серию экс-
периментов с заданными концентрациями фиб-
риногена проводили на крови одного донора. В 
качестве контроля использовали показатели аг-
регации тромбоцитов данного донора. 

Для блокирования рецепторной функции 
GPIIb/IIIa тромбоцитов использовали монокло-
нальные антитела ФраМон (CRC64) (концентра-
ция в плазме 0,0011мг/мл), предоставленные нам 
Российским кардиологическим научно-
производственным комплексом (профессор А.В. 
Мазуров).  

Для ингибирования агрегации применяли ге-
парин (ОАО”СИНТЕЗ”, Россия), концентрация в 
плазме 0,91 ЕД в 1 мл. 

Результаты исследований обработаны  мето-
дом непараметрической статистики с примене-
нием критериев Манна-Уитни и парных сравне-
ний Вилкоксона при помощи пакета программ 
STATISTICA 6.0.  

 
Результаты и обсуждение 
Известно, что тромбоциты могут активиро-

ваться и агрегировать при воздействии на их 
мембрану гидродинамических сил в зоне с высо-
ким напряжением сдвига [1, 11]. Данных о такой 
возможности в потоке при скорости сдвига 60 - 
160 с-1 мы не встретили. Как показали проведен-

ные исследования, спонтанная агрегация тром-
боцитов возникает и при относительно низкой 
скорости сдвига даже у здоровых людей. Сте-
пень спонтанной агрегации тромбоцитов здоро-
вых доноров в этих условиях составляла 
468,52±57,61 усл.ед., а скорость – 106,05±19,92 
усл.ед. Её возникновение могло быть связано, по 
нашему мнению, с двумя причинами: с возмож-
ностью активации интактных тромбоцитов ла-
минарным потоком с низким напряжением сдви-
га; с активацией тромбоцитов эндогенными ин-
дукторами, имеющимися или возникающими в 
цитратной плазме.  

В соответствии с уже признанной теорией о 
существовании непрерывного внутрисосудисто-
го свертывания крови [24], в норме в ней присут-
ствуют небольшие концентрации тромбина. Да-
же его наномолярных концентраций достаточно 
для активации PAR-рецепторов тромбоцитов [5]. 
С достаточным основанием можно полагать, что 
эндогенные индукторы тромбоцитов всегда при-
сутствуют в крови. Кроме того, образование ин-
дукторов агрегации может происходить вследст-
вие забора крови в цитрат натрия. Поэтому для 
изучения спонтанной агрегации тромбоцитов в 
потоке S. Goto et al. (1998) стабилизируют кровь 
в присутствии ингибитора тромбина.  

Нами показано, что увеличение концентрации 
фибриногена вызывает нарастание спонтанной 
агрегации тромбоцитов (табл.1). Максимальная 
агрегация происходит при концентрации фибри-
ногена 4,5г/л. В дальнейшем наблюдается опи-
санный в литературе “эффект насыщения”, кото-
рый объясняется блокадой рецепторов  
GPIIb/IIIa, избытком фибриногена [4, 10] или 
созданием аллостерического равновесия при из-
бытке фибриногена согласно закону действую-
щих масс [7]. Однако при термической травме, 
когда концентрация фибриногена существенно 
выше этих показателей, агрегация тромбоцитов 
остается высокой. Мы полагаем, что это связано 
с наличием в крови при ожогах большого коли-
чества индукторов агрегации: тромбина, ткане-
вого фактора, катехоламинов, АДФ и др. и соот-
ветственно с экспрессией на мембране тромбо-
цитов дополнительных высокоаффинных рецеп-
торов к фибриногену. Увеличение концентрации 
фибриногена в плазме крови ожоговых больных 
до 6,0-6,5 г/л вызывало возрастание агрегации 
тромбоцитов, и лишь дальнейшее повышение его 
концентрации приводило к её снижению, хотя 
агрегация продолжала значительно превышать 
норму. Нами обнаружено, что “эффект насыще-
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ния” наблюдается при ожогах лишь при концен-
трации фибриногена 7,0-7,5 г/л. 

При исследовании механизма действия фиб-
риногена на агрегацию тромбоцитов мы исполь-
зовали антитела к GPIIb/IIIa  – ФраМон. При 
этом нами получены неожиданные результаты. 
Антитела к GPIIb/IIIa значительно снижали агре-
гацию тромбоцитов и меняли её характер – 
крупные агрегаты у здоровых доноров практиче-
ски не образовывались, однако агрегация сохра-
нялась. Мало того, добавление фибриногена уси-
ливало агрегацию тромбоцитов, несмотря на 
блокаду  GPIIb/IIIa (рис.2). При исследовании 
обогащенной тромбоцитами плазмы ожоговых 
больных, на фоне использования антител к 
GPIIb/IIIa, агрегация тромбоцитов была заметно 
выше, чем у доноров. В этих условиях образовы-
вались даже крупные агрегаты.  

Близкие результаты получали  D.J. Schneider 
et al. (1999). Препарат группы антиагрегантов 
Абциксимаб (Рео-Про), являющийся специфиче-
ским ингибитором рецепторов тромбоцитов 
GPIIb/IIIa, не блокировал дегрануляцию тромбо-
цитов, вызванную АДФ и фибриногеном. Авто-
ры предположили, что это может быть связано с 
тем, что фибриноген связывается с другими ин-
тегринами, не ингибирующимися Рео-Про, или с 
пулом интегринов, которые не ассоциируются с 
Рео–Про. Мы полагаем, что это могли быть, на-
пример, витронектиновые рецепторы, которые 
“признают” многие лиганды, действующие на 
GPIIb/IIIa [14]. 

При наличии в плазме крови ожоговых боль-
ных большого количества индукторов агрегации 
тромбоцитов и активации гемостаза, прежде все-
го тромбина, активными (высокоаффинными) 
становятся многие рецепторы, в том числе PAR1 
и PAR4, что усиливается действием комплекса 
TF/VIIa и Xa [6, 15]. Активация PAR-рецепторов 
стимулирует передачу сигнала внутрь клетки, 
что ведет к активации фосфолипазы С, мобили-

зации Са2+, активации протеинкиназы С и как 
следствие, к активации интегринов и агрегации 
тромбоцитов [12, 16]. При термической травме 
это, вероятнее всего, и происходит. Для агрега-
ции тромбоцитов не требуется дополнительных 
экзогенных индукторов – интегрины уже акти-
вированы.  

Для проверки этого положения проведены 
следующие исследования. Кровь стабилизирова-
ли ЭДТА (4,8 мкмоль/л), блокируя тем самым 
один из конечных путей активации тромбоцитов 
– увеличение концентрации внутриклеточного 
Са2+. При этом полностью предотвращалась 
спонтанная агрегация донорских тромбоцитов 
(табл. 2). В этих условиях полной блокады агре-
гации тромбоцитов ожоговых больных не проис-
ходило. Добавление фибриногена к плазме, обо-
гащенной тромбоцитами ожоговых больных, до-
зозависимо усиливало агрегацию тромбоцитов 
даже при наличии ЭДТА. Это подтверждает на-
личие большого количества активированных 
тромбоцитов в крови у больных ожоговой болез-
нью. 

Кроме того, исследовали роль тромбина в аг-
регации тромбоцитов. Добавление к плазме до-
нора гепарина, обладающего высокой антитром-
биновой активностью, снижало агрегацию до-
норских тромбоцитов (табл. 3). Значительно 
сильнее действовали ингибиторы тромбина на 
агрегацию тромбоцитов в плазме ожоговых 
больных. 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что при ожоге важную роль в спонтанной агре-
гации, индуцированной искусственным сдвиго-
вым потоком, играют именно тромбинемия и ги-
перфибриногенемия. Для этой агрегации не тре-
буется дополнительная активация тромбоцитов 
экзогенными индукторами и высокая скорость 
сдвигового потока.  
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Рис.1. Схема активации и агрегации тромбоцитов 
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Рис. 2. Изменение спонтанной агрегации  тромбоцитов здоровых доноров под влиянием моноклональных антител 

к GP IIb/IIIa (ФраМон) и фибриногена 
      – степень агрегации; 
      – скорость агрегации. 
 
Примечание: 
* – р<0,05, сравнение с контролем (концентрация фибриногена 3,24±0,21г/л), критерий Вилкоксона; 
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● – р<0,05, сравнение с показателями агрегации после воздействия ФраМона  (концентрация фибриногена 3,24±0,21г/л), критерий 
Вилкоксона. 
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Таблица 1 
Влияние гиперфибриногенемии на агрегацию тромбоцитов  

конц-я 
фибриногена 

2,93 
±0,15 г/л 
контроль 

4,5 г/л 
 

5,0г/л 
 

5,5 г/л 
 

6,0 г/л 
 

6,5 г/л 
 

7,0 г/л 
 

7,5 г/л 
 

показатели 
агрегации (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) 

степень  
агрегации 
(усл.ед.) 

1206,52 
±71,70 

1618,97 
±114,01 
* 

1318,79 
±49,43 
* ● 

1016,62 
±92,81 
* ● 

757,07 
±118,67 
* ● 

602,08 
±63,32 
* ● 

402,83 
±66,04 
* ● 

316,63 
±78,58 
* ● 

скорость  
агрегации 
(усл.ед.) 

990,80 
±51,20 

1337,00 
±97,87 
* 

1075,47 
±38,23 
* ● 

703,28 
±107,57 
* ● 

561,50 
±107,05 
* ● 

364,17 
±90,26 
* ● 

227,85 
±66,08 
* ● 

170,97 
±60,79 
* ● 

Примечание: * – р<0,05, сравнение с контролем, критерий Вилкоксона;  
● – р<0,05, сравнение с показателями агрегации при концентрации фибриногена 4,5 г/л, критерий Вилкоксона. 
 

Таблица 2 
Влияние ЭДТА на агрегацию тромбоцитов в норме и при ожоге 

 
 здоровые доноры ожог 

концентрация  
фибриногена 

(г/л) 
2,46±0,29 2,46±0,29 7,11± 0,46  7,11± 0,46 8,11±0,46 г/л 

показатели 
агрегации 

контроль 
(n=10) 

ЭДТА 
(n=10) 

контроль 
(n=10) 

ЭДТА 
(n=10) 

ЭДТА+экзогенный фиб-
риноген (n=10) 

степень агрега-
ции 

(усл.ед.) 

1032,13 
±40,28 0 1721,48 

±129,70 
256,12 

±62,03 * 
805,36 

±97,62 * ● 

скорость агрега-
ции 

(усл.ед.) 

979,15 
±58,69 0 1491,47 

±153,77 
141,64 

±43,20 * 
227,67 

±54,31 * 

 
Примечание: 
* – р<0,05, сравнение с контролем (ожог), критерий Вилкоксона; 
● – р<0,05, сравнение с ЭДТА (ожог), критерий Вилкоксона. 

Таблица 3 
Влияние гепарина на  агрегацию тромбоцитов в норме и при ожоге 

 
здоровые доноры ожог показатели 

агрегации контроль 
(n=10) 

гепарин 
(n=10) 

контроль 
(n=10) 

гепарин 
(n=10) 

степень агрегации 
(усл.ед.) 1268,52±45,53 1052,45±57,71 * 1962,07±163,38 1353,54±80,22 ● 

скорость агрегации 
(усл.ед.) 1034,14±59,89 952,59±61,88 * 1827,49±178,04 1178,87±109,34 ● 

Примечание: 
* – р<0,05, сравнение с контролем (здоровые доноры), критерий Вилкоксона; 
● – р<0,05, сравнение с контролем (ожог), критерий Вилкоксона. 
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