
295

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2016; 61(5)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-5-295-298

Coagulology

© Коллектив авторов, 2016

УДК 616.831-005.4-036.11-07:616.151-076.5-073.537

Морозова И.Ю., Страмбовская Н.Н., Терешков П.П., Кузник Б.И.

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ АГРЕГАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ ФОРМЕННЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
КРОВИ В НОРМЕ И У БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ

ГБОУ ВПО «Читинская государственная медицинская академия», 672090, Чита, Российская Федерация

В статье представлена сравнительная оценка агрегационной активности форменных элементов крови у здоровых людей 
и пациентов с ишемическим инсультом, полученная с помощью проточной цитофлюорометрии и световой микроскопии. 
Отмечено, что у больных инсультом в периферической крови резко увеличено абсолютное содержание лейкоцитарно-
тромбоцитарных и эритроцитарно-тромбоцитарных агрегатов в сравнении со здоровыми обследуемыми, причем чем 
больше агрегатов образуется в 1-е сутки от начала заболевания, тем тяжелее протекает мозговой инсульт.
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Реологические свойства крови как многокомпонентной 
системы зависят от собственных свойств ее структурных, 
особенно клеточных, элементов. Известно, что форменные 
элементы крови способны взаимодействовать между собой, 
образуя коагрегаты и тем самым оказывая влияние на изме-
нения микроциркуляции при различных заболеваниях [1—5]. 
В настоящее время получены убедительные доказательства, 
что тромбоциты могут адгезировать ко всем без исключения 
клеткам крови как в условиях нормы, так и при патологии. 
Образование лейкоцитарно-тромбоцитарных агрегатов (ЛТА) 
является важным звеном механизма, обеспечивающего ми-
грацию белых клеток крови в зону повреждения и развитие 
там иммунных и репаративных процессов [6]. Активирован-
ные и адгезированные тромбоциты обеспечивают идеальные 
условия для прикрепления лейкоцитов, благодаря экспрессии 

Р-селектина, GpIba, JAM-3, ICAM-3 и других рецепторов 
[7]. Также вступать во взаимодействие с тромбоцитами спо-
собны эритроциты, образуя эритроцитарно-тромбоцитарные 
агрегаты (ЭТА) [8]. Образование ЭТА приводит к активации 
тромбоцитов и увеличению проагрегантной активности вне-
клеточной среды в результате освобождения из этих клеток 
таких биологически активных субстанций, как тромбоксан А2 
и АДФ. В то же время секретируемые тромбоцитами веще-
ства вызывают запуск прокоагулянтной активности эритроци-
тов [9, 10]. Наличие ЭТА связано с высоким риском развития 
тромботических осложнений [11]. Можно предположить, что 
исследование процессов межклеточной адгезии будет давать 
врачу еще один способ объективно оценить тяжесть патоло-
гического процесса при различных заболеваниях. Однако во-
прос диагностики изменений агрегационной активности фор-
менных элементов крови с использованием метода проточной 
цитофлюорометрии до сих пор не изучался.

Материал и методы. Обследовано 108 человек (62 жен-
щины и 46 мужчин), проживающих в г. Чита и считающих 
себя относительно здоровыми, средний возраст которых со-
ставил 39,5±14,3 года. Критериями исключения из данной 
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группы являлись: беременность; острые и хронические в 
стадии обострения заболевания; злокачественные новооб-
разования; гематологические заболевания. Методом сплош-
ной выборки в процесс исследования включены 170 больных 
ишемическим инсультом (86 мужчин и 84 женщины) в воз-
расте 60,9±11,2 года. Все наблюдаемые нами пациенты были 
госпитализированы в стационар в 1-е сутки от начала забо-
левания. В большинстве случаев диагноз острого нарушения 
мозгового кровообращения (ОНМК) был подтвержден ней-
ровизуализационными методами исследования — 96,2% слу-
чаев. Все больные по степени тяжести заболевания (согласно 
шкале NIHDSS) были разделены на 3 группы: 1-я группа (38 
человек) включала пациентов с легким течением заболева-
ния, оценка степени тяжести инсульта до 5 баллов; 2-я (98 
человек) — больных, у которых регистрировалась средняя 
степень тяжести инсульта — от 5 до 10 баллов; 3-я группа 
(35 человек) — пациентов с тяжелым инсультом с оценкой 
более 10 баллов.

В момент поступления пациентов в стационар в мазке их 
крови, окрашенном азуром и эозином, унифицированным 
методом Романовского, определяли ЭТА и ЛТА по методу, 
разработанному Д.И. Бельченко [3]. Подсчитывали абсолют-
ное и процентное содержание всех видов лейкоцитов (лей-
коцитарная формула) с пометкой агрегированных и учетом 
состава взаимодействующих клеток.

Также процесс формирования межклеточных агрегатов 
был изучен методом проточной цитофлюорометрии. Кровь 
для оценки лейкоцитарно-тромбоцитарных и эритроцитарно-
тромбоцитарных взаимодействий забирали из локтевой вены 
в строго стерильных условиях в пробирку «Vacuette» (Ав-
стрия), содержащую 3,8% цитрата натрия объемом 4,5 мл. 
Получали богатую тромбоцитами плазму, центрифугируя 

кровь при скорости 1000 g в течение 10 мин. Для выявления 
субпопуляций клеток периферической крови были использо-
ваны моноклональные антитела различной специфичности 
(к антигенам CD41, CD62P, CD45, CD14, CD235a). Проводи-
ли следующую процедуру подготовки образцов для оценки 
взаимодействий лейкоцитов и эритроцитов с тромбоцитами с 
помощью анализатора Cytomics FC 500 («Beckman Coulter», 
США). В пробирку 12 Ѕ 75 мм вносили 100 мкл богатой 
тромбоцитами плазмы, затем — биотинилированные моно-
клональные антитела к соответствующим антигенам, выдер-
живали в течение 20 мин в темном месте. Добавляли 900 мкл 
фосфатного буферного раствора (PBS, pH 7,4), содержащего 
1% параформальдегида, инкубировали в течение 15 мин и 
затем проводили подсчет событий на проточном цитофлюо-
риметре. Регистрировали суммарно не менее 1 млн событий 
(рис. 1, 2). Данные анализировали с помощью программы 
CXP Cytometer («Beckman Coulter», США).

Статистическую обработку проводили с помощью про-
грамм Microsoft Excel 2003, Statistica 6,1 (StatSoftInc., США). 
Для описательной статистики вычисляли медиану, 25-й и 
75-й процентили. Для сравнения двух несвязанных групп ис-
пользовали критерий Манна—Уитни. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05.

Результаты. При оценке процессов межклеточной адге-
зии методом световой микроскопии в группе здоровых людей 
абсолютное содержание ЛТА составило 0,28 (0,13; 0,4)•109/л, 
а ЭТА — 0,04 (0,0; 0,06)•1012/л. Различий в этих процессах 
между мужчинами и женщинами не выявлялось. В крови 
больных ишемическим инсультом наблюдалось многократ-
ное увеличение межклеточных агрегатов в отличие от анали-
зов наблюдаемых контрольной группы с теми же показателя-
ми. Так, степень ЛТА возрастала в 5 раз, а количество ЭТА 

увеличивалось в 2,5 раза. Максимальное содержание 
межклеточных агрегатов отмечалось в группе пациен-
тов с тяжелым течением заболевания (табл. 1).

У 38 здоровых людей (14 мужчин и 24 женщин) 
и 37 пациентов (19 мужчин и 18 женщин) с ишеми-
ческим инсультом содержание изучаемых коагре-
гатов было исследовано методом проточной цитоф-
люорометрии. Количество ЛТА и ЭТА в контрольной 
группе составило 0,18 (0,14; 0,26) и 0,03 (0,02; 0,05), 
соответственно. Различий данных показателей у муж-
чин и женщин выявлено не было, однако отмечалась 
тенденция к увеличению числа коагрегатов у мужчин. 
Количество ЭТА, обнаруженных при проведении ци-
тофлюорометрии, оказалось больше, чем при подсче-
те традиционным методом, а количество ЛТА мень-

Рис. 1. Лейкоцитарно-тромбоцитарная адгезия (квадрат F2: 
CD45 +CD42a+).

Рис. 2. Эритроцитарно-тромбоцитарная адгезия (квадрат Е2: 
CD235a +CD42a+).

Т а б л и ц а  1
Показатели ЛТА и ЭТА в крови у здоровых и больных инсультом различ-
ной степени тяжести, полученные методом световой микроскопии (Me; 
25-й; 75-й процентили)

Изучаемые по-
казатели

Контроль  
(n = 108)

1-я группа  
(n = 38)

2-я группа  
(n = 98)

3-я группа  
(n = 35)

ЛТА (абс.)•109/л 0,28  
(0,13; 0,4)

1,44  
(0,88; 1,97)**

1,52  
(1,19; 2,17)**

1,64  
(0,97; 2,58)**

ЭТА (абс.)•1012/л 0,02  
(0,0; 0,05)

0,06  
(0,05; 0,1)*

0,08  
(0,05; 0,11)**

0,09  
(0,05; 0,13)**

П р и м е ч а н и е . (U-тест) статистическая значимость различий: * — p < 
0,01, ** — p < 0,001 — между контрольной группой и группами пациентов с 
ишемическим инсультом.
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ше, наиболее вероятно, это обусловлено разными условиями 
проведения анализа и методиками подсчета.

Для диагностики процессов межклеточной адгезии па-
циенты с ОНМК были разделены на две группы по степени 
тяжести заболевания (до 6 баллов по шкале NIHDSS и более) 
(табл. 2). В ходе исследования агрегационной активности 
форменных элементов крови у больных ОНМК обнаружены 
все интересующие нас агрегаты и выявлена та же тенденция, 
что и при использовании световой микроскопии: у больных 
ишемическим инсультом образование ЛТА и ЭТА идет зна-
чительно интенсивнее, чем в крови здоровых людей.

Таким образом, при изучении показателей межклеточ-
ной адгезии методом проточной цитофлюорометрии мы по-
лучили результаты схожие с теми, что были выявлены при 
проведении световой микроскопии как у здоровых, так и у 
пациентов с мозговым инсультом (табл. 3).

Обсуждение. Увеличение всех видов агрегатов при ОНМК 
является универсальным патофизиологическим механиз-
мом. Известно, что адгезия лейкоцитов является важнейшей 
функцией, обеспечивающей их взаимодействие с эндотели-
ем и другими клетками крови [6]. При острых сосудистых 
катастрофах из-за выброса большого количества цитокинов 
на фоне эндотелиальной дисфункции происходит активация 
тромбоцитов, моноцитов и гранулоцитов периферической 
крови, причем чем обширнее повреждение органов-мише-
ней, тем большее количество клеток вступает во взаимодей-
ствие [5]. Действие стимулированных и неактивных нейтро-
филов на кровяные пластинки характеризуется существен-
ными отличиями. Так, нестимулированные нейтрофилы 
препятствуют и подавляют активацию кровяных пластинок 
коллагеном и тромбином. Подобная реакция осуществляется 
в условиях тесного межклеточного контакта, но не требует 
экспрессии Р-селектина. Если кровяные пластинки предва-
рительно активировать различными агонистами (АДФ, кол-
лагеном, тромбином), а затем к ним добавить нейтрофилы, 
то число больших тромбоцитарных агрегатов уменьшается, а 

малых — увеличивается [12]. Интенсивность адгезии тром-
боцитов к гранулоцитам коррелирует со сдвигами в системе 
гемостаза и тяжестью сосудистых заболеваний. Не исклю-
чено, что эта реакция обусловлена «атеросклеротическим» 
действием тромбоцитов, секрецией ими вазоконстрикторов и 
других агентов, способных влиять на экспрессию тканевого 
фактора (TF) стимулированными эндотелиальными клетка-
ми и моноцитами [13]. Необходимо особо подчеркнуть, что 
кооперация между тромбоцитами и нейтрофилами регулиру-
ется хемокинами, цитокинами, факторами роста и произво-
дными радикалов кислорода, оказывающими стимулирую-
щее воздействие на состояние иммунитета, вызывающими 
гиперкоагуяцию и влияющими на репарацию тканей в месте 
повреждения [6]. Также тромбоциты могут взаимодейство-
вать с моноцитами, образуя агрегаты. Более того, эта реакция 
осуществляется интенсивнее, чем с полиморфно-ядерными 
лейкоцитами. Деструкция поверхности атеросклеротиче-
ской бляшки вызывает активацию иммунного ответа, а экс-
прессия TF инициирует свертывание крови по внешнему 
пути. Интенсивность появления TF как на моноцитах, так и 
на поверхности эндотелиальных клеток регулируется про-
воспалительными цитокинами IL-1, IL-6 и TFNa [13, 14]. 
Кроме того, TF способен взаимодействовать с Р-селектином, 
увеличивая тем самым скорость образования фибрина и его 
депозицию. Р-селектин на поверхности кровяных пластинок 
индуцирует экспрессию TF у моноцитов, усиливает секре-
цию ими цитокинов и увеличивает концентрацию молекул 
CD11b/CD18, стимулируя тем самым участие этих клеток в 
фагоцитозе [14].

В активации тромбоцитарного звена гемостаза суще-
ственную роль играет взаимодействие эритроцитов с тром-
боцитами, образуя ЭТА. Нативные эритроциты не взаимо-
действуют с другими циркулирующими клетками крови и 
сосудистой стенкой при нормальных условиях, что свиде-
тельствует о недоступности их молекул адгезии к своему 
лиганду, но в условиях патологии эта реакция протекает 
особенно интенсивно с присоединением к эритроциту от 1 
до 4 тромбоцитов [10]. Экспрессированная на поверхности 
эритроцитов молекула адгезии ICAM-4 (внутриклеточная ад-
гезивная молекула) может связываться с лигандом на тром-
боцитах, которым является гликопротеин IIб/IIIа, что приво-
дит к взаимодействию между этими клетками и появлению 
гетероклеточного агрегата [6]. Образование ЭТА приводит к 
дальнейшей активации тромбоцитов и увеличению проагре-
гантной активности внеклеточной среды в результате вы-
свобождения из этих клеток таких биологически активных 
субстанций, как тромбоксан А2 и АДФ. Кроме этого, активи-
рованные тромбоциты выделяют литические ферменты, про-
теазы, агрессивные белки, цитотоксические свободные ради-
калы. Это и приводит к деструкции эритроцитов в местах их 
контакта с тромбоцитарными агрегатами, т.е. их экзоцитар-
ному лизису, вызывая запуск прокоагулянтной активности 
красных кровяных телец [6]. Образование ЭТА также может 
приводить еще и к дополнительному повышению активации 
и агрегации свободных тромбоцитов и ухудшению реологии 
крови за счет затруднительного прохождения таких структур 
через капилляры, а также способствовать атеротромботиче-
скому и пролиферативному процессам в сосудистой стенке 
[10]. Внутрисосудистая агрегация эритроцитов имеет ряд 
серьезных последствий — увеличивается вязкость крови, 
блокируется кровоток в питающих сосудах, замедляется цир-
куляция, уменьшается минутный объем сердца, развиваются 
гипоксия и ацидоз. Это приводит не только к изменениям 
эндотелия сосудистой стенки, но и к глубоким нарушениям 
самих форменных элементов крови [6]. Таким образом, уве-
личение количества межклеточных агрегатов при мозговом 
инсульте способствует значительным нарушениям в системе 

Т а б л и ц а  2
Показатели ЛТА и ЭТА в крови у здоровых и больных инсуль-
том различной степени тяжести, полученные методом проточной 
цитофлюорометрии (Me; 25-й; 75-й процентили)

Показатель Контроль  
(n = 38)

1-я группа  
(n = 15)

2-я группа  
(n = 22)

ЛТА, (абс.)•109/л 0,18  
(0,14; 0,26)

0,54  
(0,33; 0,61)**

0,69  
(0,32; 0,81)**

ЭТА, (абс.)•1012/л 0,03  
(0,02; 0,05)

0,1  
(0,08; 0,13)*

0,15  
(0,09; 0,19)*

П р и м е ч а н и е . (U-тест) * — p < 0,01, ** — p < 0,001 — до-
стоверность различий по сравнению с контролем.

Т а б л и ц а  3
Сравнительная оценка агрегационной активности форменных 
элементов крови, полученных различными методами (Me; 25-й; 
75-й процентили)

Показатель Цитофлюорометрия Световая микроскопия

Контрольная группа
ЛТА, (абс.)•109/л 0,18 (0,14; 0,26) 0,21 (0,11; 0,34)
ЭТА, (абс.)•1012/л 0,03 (0,02; 0,05) 0,02 (0,0; 0,05)

Клиническая группа
ЛТА, (абс.)•109/л 0,62 (0,32; 0,8) 0,93 (0,53; 1,36)
ЭТА, (абс.)•1012/л 0,1 (0,08; 0,13) 0,05 (0,0; 0,09)

П р и м е ч а н и е . (U-тест) * — p > 0,05.
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гемостаза, что является одним из ведущих патогенетических 
механизмов развития ишемических инсультов и вторичных 
расстройств при геморрагическом инсульте.

Заключение. Описанные в ходе нашего исследования ме-
тоды определения агрегационной активности форменных 
элементов крови: первый рутинный, экономически выгод-
ный и второй высокотехнологичный, но менее доступный в 
общеклинической практике показали практически одинако-
вую результативность. Зарегистрировано усиление степени 
межклеточного взаимодействия, приводящее к увеличению 
количества межклеточных агрегатов в кровотоке у больных 
ишемическим инсультом уже в 1-е сутки от начала заболе-
вания. Отмечено клинико-прогностическое значение этого 
феномена: чем больше образуется агрегатов, тем тяжелее 
протекает инсульт. Вероятно, чрезмерную генерацию меж-
клеточных агрегатов в циркулирующей крови можно рассма-
тривать наряду с прочими факторами, участвующими в раз-
витии нарушений микроциркуляции и гемостаза, как один из 
ведущих патогенетических механизмов ОНМК.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интере-
сов.
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