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УДК 57.032 
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Влияние микровезикул эритроцитов на спонтанную агрегацию тромбоцитов 

Изучалось влияние эритроцитарных микровезикул, выделенных после 24- и 48-часовой инкубации эритроцитов здоро-
вых доноров, на спонтанную (поток-индуцированную) агрегацию тромбоцитов и конечный этап свертывания крови. Уста-
новлено, что микровезикулы эритроцитов снижали спонтанную агрегацию тромбоцитов и замедляли тромбиновое время 
плазмы крови. Рассматриваются возможные механизмы антиагрегационного и антикоагуляционного действия эритроцитар-
ных микровезикул. 
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Effect of Erythrocyte Microvesicles on Spontaneous Aggregation of Platelets 

The effect of red blood cell microvesicles isolated after 24 and 48 h incubation of red blood cells from healthy donors on the 
spontaneous (stress-induced) platelet aggregation and the final stage of blood coagulation were studied. It was found out that 
microvesicles of erythrocytes decreased spontaneous aggregation of platelets and slowed down thrombin time of blood plasma. 
Possible mechanisms of  the antiagregation and anticoagulation  effect of  erythrocyte microvesicles was investigated. 

Keywords: aggregation of platelets, microvesicles of erythrocytes, haemostasis. 

К настоящему времени появилось значительное 
количество работ, посвященных исследованию кле-
точных микровезикул (МВ). Достаточно долго счи-
талось, что МВ представляют собой побочные про-
дукты жизнедеятельности клеток и не имеют функ-
циональной активности. По мере накопления зна-
ний стало понятно, что МВ являются неотъемлемой 
частью межклеточной коммуникации организма 
[16]. Они участвуют в регуляции воспалительного 
процесса, клеточной пролиферации, апоптоза, сосу-
дистых реакций и ряда других жизненно важных 
процессов [8, 12]. Исследуется роль МВ, происхо-
дящих из форменных элементов крови и эндотелия, 
в регуляции системы гемостаза [2, 11, с. 343–352]. 
Однако в большинстве этих работ рассматривается 
участие МВ в так называемом плазменном звене 
гемостатического комплекса. Имеются немногочис-
ленные исследования, в которых описывается уча-
стие тромбоцитарных МВ в процессе агрегации са-
мих тромбоцитов. Такое внимание именно к тром-
боцитарным МВ связано с сохранением на их мем-
бране рецепторов, в частности GPIIb/IIIa и GP Ib [6], 
которые в значительной степени и определяют воз-
можность развития агрегационного процесса между 
тромбоцитами. 

В то же время остается неясным, какое влия-
ние оказывают на агрегацию тромбоцитов МВ 

эритроцитов. Последние являются преобладаю-
щим типом клеток и составляют до 98 % клеточ-
ного объема крови. 

 
Материалы и методы  
Исследование проведено на 15 образцах кро-

ви здоровых доноров, стабилизированной 3,8 % 
раствором цитрата натрия в соотношении 1:9. 
Обогащенную тромбоцитами плазму получали 
путем центрифугирования цитратной крови в 
течение 7 мин. при 1000 об/мин. После ее отде-
ления оставшуюся кровь центрифугировали в 
течение 20 мин. при 3000 об/мин., отбирали бес-
тромбоцитарную плазму, удаляли лейкоцитарно-
тромбоцитарную пленку и выделяли эритроци-
тарную массу. Последнюю трижды отмывали, а 
затем ресуспензировали в физиологическом рас-
творе в соотношении 1:2 и инкубировали при 
37оС в течение 24 и 48 часов. В процессе хране-
ния эритроцитов происходит образование мик-
ровезикул [12]. После инкубации эритроциты 
осаждали центрифугированием в течение 20 мин. 
при 3000 об/мин. Затем, согласно методике [10], 
оставшуюся суспензию МВ освобождали от кле-
точного дебриса путем центрифугирования в те-
чение 20 мин. при 5000 об/мин. Изучали влияние 
эритроцитарных МВ на процесс спонтанной аг-
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регации тромбоцитов, а также на тромбиновое 
время бестромбоцитарной аутоплазмы. 

Спонтанную (поток-индуцированную) агрега-
цию тромбоцитов исследовали на приборе собст-
венной конструкции [3], в котором использован 
принцип, предложенный H. Schmid-Schönbein et 
al. [20]. В данном приборе клетки крови поме-
щают между двумя плоскопараллельными пла-
стинами, вращающимися навстречу друг другу. 
Спонтанную агрегацию тромбоцитов оценивали 
в условиях сдвигового потока с видеозаписью 
процесса агрегации и последующей компьютер-
ной обработкой полученных микрофотоснимков. 
Оценка процесса спонтанной агрегации тромбо-
цитов проводилась по следующим показателям: 

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

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

Для исследования спонтанной агрегации 
тромбоцитов их концентрацию в обогащенной 
тромбоцитами плазме стандартизовали до 200–
250×109/л.  

Тромбиновое время исследовали на коагуломет-
ре Sticker Coagulometer BC1 (Германия). Соотноше-
ние суспензии МВ и аутоплазмы составляло 1:1. 

Результаты исследований обработаны с ис-
пользованием методов непараметрической ста-
тистики с применением критерия парных срав-
нений Вилкоксона при помощи пакета приклад-
ных программ STATISTICA 6.0. 

 
Результаты и обсуждение  
Как показали проведенные исследования, МВ, 

выделенные после 24-часовой инкубации эрит-
роцитов, в значительной степени угнетали спон-
танную агрегацию тромбоцитов. Под действием 
МВ скорость агрегации снизилась на 39 %, а сте-
пень – на 27 % (табл. 1). 

Таблица 1 
Изменение спонтанной агрегации тромбоцитов под действием эритроцитарных микровезикул 

 

Инкубация Показатели 

агрегации 
Контроль МВ эритроцитов 

Ма (усл. ед.) 1045,22±101,11 765,58±76,43* 
24 часа 

А180 (усл. ед.) 854,99±114,26 520,93±71,60* 

Ма (усл. ед.) 1234,39±113,97 1081,10±101,23* 
48 часов 

А180 (усл. ед.) 898,59±117,07 606,84±71,30* 

 
Примечание: * – р<0,05, сравнение с контролем, критерий Вилкоксона. 
 
Такое же действие на спонтанную агрегацию 

тромбоцитов было выявлено и при исследовании 
влияния МВ, высвобождаемых эритроцитами по-
сле 48-часовой инкубации, – скорость агрегации 
снижалась на 32 %. Однако уменьшение степени 
агрегации под их действием было менее выражено 
по сравнению с влиянием МВ, выделенных после 
24-часовой инкубации эритроцитов (табл. 1). 

Процесс агрегации тромбоцитов связан с доста-
точно сложными молекулярными взаимодействия-
ми, которые развиваются в ходе реакции активации 
после стимуляции тромбоцитов растворимыми аго-
нистами [5, 14, 21]. Безусловно, механизм агрегаци-
онного процесса в значительной степени определя-
ется возможностью развития доступности мест свя-
зи в интегриновых рецепторах адгезивных молекул, 
таких как GPIIb/IIIa, и образованием фибриногено-
вых мостиков между ними. В то же время активация 
тромбоцитов, в результате которой гликопротеино-

вые (GP) рецепторы приобретают способность свя-
зываться со своими лигандами, осуществляется по-
сле связывания растворимых агонистов агрегации 
(АДФ, тромбина, серотонина и др.) со своими ре-
цепторами и последующей передачи сигнала к GP 
рецепторам. 

Известно, что в крови здоровых людей постоян-
но присутствует небольшое количество тромбина 
[24], который даже в наномолярных концентрациях 
способен активировать тромбоциты, взаимодейст-
вуя с рецепторами семейства PAR [5]. Вследствие 
активации PAR рецепторов происходит активация 
фосфолипазы С и последующая реализация поли-
фосфоинозитидного пути активации тромбоцитов, 
что в конечном итоге приводит к их агрегации. По-
мимо рассмотренного механизма, тромбин может 
увеличивать возможность участия тромбоцитов в 
процессах агрегации и гемокоагуляции также путем 
повышения экспрессии на их поверхности 
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рецепторов TPA-R, обладающих высоким сродством 
к тромбоксану А2 и простагландину Н2 [17]. Ранее 
нами было установлено, что гепарин, обладающий 
высокой антитромбиновой активностью, снижает 
спонтанную агрегацию тромбоцитов у здоровых 
доноров практически на 18 %, а при патологии – 
более чем на 30 % [1]. 

Тромбин представляет собой трипсиноподоб-
ную сериновую протеиназу с уникальными свой-
ствами. Молекула тромбина, наряду с классиче-
ским активным центром, имеет дополнительный 
центр связывания – узнавания субстратов и ре-
цепторов, содержащих аминокислотную последо-
вательность Arg-Gly-Asp. Благодаря наличию в 
молекуле тромбина двух субсайтов – анионсвязы-
вающий экзосайт 2, называемый участком связы-
вания гепарина, и анионсвязывающий экзосайт 1, 
называемый также участком узнавания фибрино-
гена, тромбин способен связываться с отрица-
тельно заряженными клеточными мембранами [6, 
13, 22]. Показано также, что отрицательно заря-
женные лиганды (азид натрия, аденозин-5′-
трифосфат, декстрансульфат) ингибируют свер-
тывающую активность тромбина, взаимодействуя 
с его анионсвязывающими экзосайтами [7]. 

Известно, что образование МВ связано с деста-
билизацией липидного комплекса мембраны роди-
тельской клетки. В результате этого происходит 
перераспределение фосфолипидов – нейтральные 
фосфолипиды (прежде всего, фосфатидилхолин) с 
внешней стороны мембраны переходят на внут-
реннюю, а несущие отрицательный заряд (напри-
мер, фосфатидилсерин – ФС) – с внутренней на 
внешнюю. При этом мембрана, обогащенная ФС, 
приобретает сильный отрицательный заряд [25]. 
Можно полагать, что снижение спонтанной агре-
гации тромбоцитов под действием эритроцитарных 
МВ обусловлено тем, что имеющиеся на их мем-
бранах фосфатидилсериновые кластеры, несущие 
отрицательный заряд, представляют поверхность 
для связывания с анионсвязывающими экзосайта-
ми молекулы тромбина. При этом тромбин может 
терять способность активировать тромбоциты че-

рез PAR рецепторы. В пользу этой гипотезы свиде-
тельствует значительное угнетение именно на-
чального этапа агрегации, характеризуемого пока-
зателем скорости (А180), а не конечного – степени 
агрегации (Ма) под действием эритроцитарных 
МВ (табл. 1). Именно на этом этапе важную роль 
играет активирующее действие тромбина на агре-
гацию тромбоцитов. Потеря тромбином способно-
сти активировать тромбоциты при его взаимодей-
ствии с МВ эритроцитов может быть вызвана дву-
мя факторами: во-первых, анионсвязывающие эк-
зосайты тромбина, связываясь с отрицательно за-
ряженными мембранами МВ эритроцитов, уже не 
имеют возможности взаимодействовать с PAR ре-
цепторами тромбоцитов; во-вторых, анионсвязы-
вающие экзосайты молекулы тромбина рассматри-
ваются некоторыми исследователями как аллосте-
рические центры, изменяющие свойства тромбина 
при его связывании с определенными эффекторами 
[4]. Таким образом, возможно, что взаимодействие 
хотя бы одного из анионсвязывающих экзосайтов 
тромбина с ФС кластерами МВ эритроцитов при-
водит к инактивации всей молекулы тромбина как 
агониста тромбоцитарной агрегации.  

Под действием МВ, выделенных после 48-
часовой инкубации эритроцитов, наблюдалось 
менее выраженное угнетение спонтанной агрега-
ции тромбоцитов, чем под влиянием МВ после 
24-часовой инкубации. Объяснением получен-
ных результатов могут служить данные, согласно 
которым при хранении в условиях банка крови, 
количество ФС, содержащегося на поверхности 
МВ, с течением времени уменьшается [9]. Авто-
ры делают вывод, что это может быть связано 
как со старением самих МВ, так и со старением 
эритроцитов, продуцирующих МВ. 

Для уточнения возможности наличия антитром-
бинового эффекта МВ эритроцитов мы исследовали 
их влияние на конечный этап свертывания крови. 
Установлено, что они замедляли тромбиновое время 
плазмы крови на 10–13 % (табл. 2). 

 

Таблица 2 
Влияние эритроцитарных микровезикул на конечный этап свертывания плазмы крови 

 
Тромбиновое время (сек.) 

Инкубация Контроль МВ эритроцитов 

24 часа 13,56 ± 0,39 14,90 ± 0,31* 

48 часов 15,58 ± 0,88 17,62 ± 0,82* 

 
Примечание: * – р<0,05, сравнение с контролем, критерий Вилкоксона. 

http://medbiol.ru/medbiol/physiology/x01a0671.htm
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Известны исследования, в которых показано, 
что МВ, выделенные из цельной крови, а также 
тромбоцитарные МВ обладают антикоагулянт-
ной активностью [2, с. 343–352, 23]. Авторы по-
лагают, что механизм противосвертывающей 
активности МВ связан с активацией протеина С, 
имеющего высокое сродство к отрицательно за-
ряженным фосфолипидам, которая происходит 
после его взаимодействия с рецептором эндоте-
лиальных клеток тромбомодулином. Реализация 
подобного механизма в бестромбоцитарной 
плазме под действием МВ, выделенных из отмы-
тых эритроцитов, практически исключена. Таким 
образом, увеличение времени коагуляции в дан-
ном случае может быть связано либо с замедле-
нием процесса полимеризации фибрин-
мономеров под действием микровезикул, либо с 
инактивацией тромбина. 

С целью выявления возможности действия 
МВ на процесс полимеризации фибрин-
мономеров было проведено исследование влия-
ния МВ эритроцитов на время полимеризации 
фибрин-мономеров с использованием метода 
стандартизованного определения времени само-
сборки фибрин-мономера в плазме крови («Тех-

Полимер-тест», Технология-стандарт, Россия). 
По предварительным данным статистически зна-
чимой разницы между контролем (плазма без 
МВ) и опытом (плазма с эритроцитарными МВ) 
не выявлено (неопубликованные данные). Это 
подтверждает выдвинутую гипотезу о том, что 
замедление конечного этапа коагуляции под дей-
ствием эритроцитарных МВ, по-видимому, свя-
зано с инактивацией под их влиянием тромбина. 

Обобщая полученные результаты, можно за-
ключить, что МВ эритроцитов могут проявлять 
как антиагрегационное, так и антикоагулянтное 
действие, механизм которого, вероятнее всего, 
реализуется путем инактивации тромбина при 
его взаимодействии с отрицательно заряженны-
ми мембранами МВ эритроцитов. Учитывая све-
дения о том, что количество эритроцитарных 
микровезикул в крови может резко увеличивать-
ся при многих патологических состояниях, со-
провождающихся нарушениями гемостаза и 
тромботическими осложнениями [24–26] можно 
полагать, что образование МВ является одним из 
дополнительных механизмов поддержания и ре-
гулирования гемостаза, причем как в норме, так 
и при патологии. 
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