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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

До недавнего времени эритроциты не рассматривались в качестве активных участников 

процессов свертывания крови, пожалуй, как и многие другие клетки, такие как эндотелиоциты 

(Neubauer and Zieger, 2022), лейкоциты (Colling et al., 2021), опухолевые клетки (Falanga and 

Marchetti, 2023). Роль эритроцитов сводилась к их влиянию на вязкость крови, формированию 

пристеночного положения тромбоцитов в сосудах, что улучшает их адгезию при повреждении 

эндотелия (Weisel and Litvinov, 2019; Alamin, 2021; Чабин и др., 2022). Однако в настоящее 

время в ряде работ продемонстрирована способность эритроцитов поддерживать реакции 

каскада плазменного свертывания, как считается, за счет экспрессии фосфатидилсерина (ФС) 

(Whelihan et al., 2012; Sun et al., 2023).  

Каскад плазменного свертывания крови – последовательность реакций активации 

факторов свертывания крови, конечной задачей которого является формирование фибринового 

сгустка, который останавливает потерю крови. Широко известно, что ключевые реакции 

данного каскада – активации фактора X и тромбина – являются мембранно-зависимыми, то 

есть для их протекания необходимо наличие отрицательно-заряженных фосфолипидных 

мембран, которые являются источником такого фосфолипида, как фосфатидилсерин. 

Считается, что основным источником таких мембран в организме является прокоагулянтная 

субпопуляция тромбоцитов, также значимым принято считать вклады микровезикул и 

активированного эндотелия, и, как было упомянуто ранее, обсуждается вклад эритроцитов 

(Коваленко и Пантелеев, 2024). Однако сравнительной оценки важности вклада каждого вида 

клеток не проводилось. 

В работах, посвященных наследственным гемолитическим анемиям, было 

продемонстрировано, что такая патология эритроидного ростка связана с повышением 

частоты тромботических осложнений (Novelli et al., 2012; Hill and Hillmen, 2013). Более того, 

была продемонстрирована взаимосвязь риска тромбоза и уровня гематокрита у взрослых 

пациентов (Danesh et al., 2000; Toss et al., 2013). Также известно, что частота тромбозов в 

периоперационном периоде возрастает при трансфузиях эритроцит-содержащих компонентов 

крови (Goel et al., 2020), а также риск осложнений напрямую коррелирует с длительностью 

хранения таких компонентов (Koch et al., 2008).  

Несмотря на клиническую известность, а также описанный феномен протекания 

мембранно-зависимых реакций свертывания крови в присутствии эритроцитов, нет ни 

окончательного представления о механизмах и важности этого феномена, ни сравнительной 

оценки такого вклада с остальными клетками крови, в первую очередь, с тромбоцитами, как 
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считается, важнейшими участниками данного процесса (Weisel and Litvinov, 2019; Alamin, 

2021). Возможность существования эритроцитов, экспрессирующих ФС, является предметом 

споров и не признается рядом ведущих специалистов в данной области, несмотря на их связь 

с прокоагулянтной активностью вкупе с относительно высокой (максимально до 40-50% от 

общей в цельной крови) прокоагулянтной активностью эритроцитов по данным отдельных 

работ (Whelihan et al., 2012; Sun et al., 2023). Так, при оценке количества ФС-экспрессирующих 

эритроцитов авторы использовали методы выделения эритроцитов, которые предполагали 

возможность формирования поврежденных клеток в процессе (длительные 

центрифугирования с высокими угловыми скоростями, использование фиколла, перколла) 

(Zheng et al. 2009, Wesseling et al. 2016). Более того, тесты с традиционным маркером ФС – 

аннексином V - не смогли выявить эритроциты, экспрессирующие ФС, в крови здоровых 

доноров (Wesseling et al. 2016). Также экспрессия ФС считается одним из и, возможно главным, 

признаков протекания запрограммированной гибели эритроцита, эриптоза (Lang et al., 2005). 

Известно большое количество веществ, способных вызывать эриптоз, однако окончательные 

механизмы не установлены, а границы с лизисом эритроцитов, гемолизом, размыты (Lang and 

Lang, 2015). 

Несмотря на свою распространенность, аннексин V, стандартно используемый маркер 

для детекции ФС, не является единственным. Поскольку  аннексин V имеет ряд недостатков, 

основным из которых можно назвать относительно низкую чувствительность (требуется 

концентрация ФС более 4% для связывания), а также блокирование сайтов связывания для 

других белков за счет формирование сети вокруг мембраны, были разработаны такие 

альтернативные маркеры, как лактадхерин (Dasgupta et al.,  2006), эвектин-2 (Uchida et al. 2011), 

Tim4 (Miyanishi et al. 2007). Первый из них, лактадхерин, в настоящее время считается 

наиболее перспективным в связи с большей чувствительность к ФС, а также в связи с кальций-

независимым характером связывания. Лактадхерин связывается с ФС за счет С2 домена, 

недавно была продемонстрирована возможность использования рекомбинантного С2 домена 

лактадхерина, который не только обладает всеми положительными качествами лактадхерина, 

но также не препятствует связыванию факторов свертывания (Koltsova et al. 2025).  

Таким образом, поиск ФС-экспрессирующих эритроцитов при помощи проточной 

цитофлуориметрии, исследование их влияния на мембранно-зависимые реакции плазменного 

свертывания, а также сравнительный анализ активности эритроцитов является актуальной 

задачей, так же, как и разработка методики выявления таких эритроцитов в цельной крови и 

оценка их количества у пациентов с наследственными гемолитическими анемиями. 
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Степень разработанности темы исследования 

В настоящее время в ряде работ продемонстрирована способность эритроцитов 

поддерживать мембранно-зависимые реакции свертывания крови, такие как активация 

протромбина комплексом V и X факторов свертывания, а также активность эритроцитов в 

тесте генерации тромбина (Zheng et al., 2009; Whelihan et al., 2012; Sun et al., 2023). Однако 

четкой корреляции между наблюдаемой активностью и ФС-положительными эритроцитами не 

было установлено; другим проблемным аспектом является оценка экспрессии ФС 

эритроцитами после их выделения, что затрудняет интерпретацию данных, определение 

физиологической значимости in vivo. Использование в большинстве работ аннексина V, 

который оказался неспособным выявлять ФС-экспрессирующие эритроциты в крови здоровых 

доноров (Wesseling et al., 2016), является дополнительным ограничением. Учитывая 

вышеперечисленные факты, существующие работы по оценке экпрессии ФС на 

циркулирующих при различных заболеваниях эритроидного ростка, таких как наследственные 

гемолитические анемии и гемоглобинопатии, не решают в полной мере вопрос оценки 

вероятного увеличения числа циркулирующих поврежденных эритроцитов, способных 

вносить вклад в прокоагулянтное состояние. 

Цель исследования 

Выявление субпопуляций прокоагулянтных эритроцитов в цельной крови с 

использованием метода проточной цитофлуориметрии. 

Задачи исследования 

1. Исследование субпопуляций прокоагулянтных эритроцитов с использованием 

высокочувствительных маркеров фосфатидилсерина при стимуляции эриптоза. 

2. Сравнение прокоагулянтной активности субпопуляций эритроцитов и активированных 

тромбоцитов в поддержании мембранно-зависимых реакций свертывания крови. 

3. Разработка методики выявления субпопуляций прокоагулянтных эритроцитов на 

основе метода проточной цитофлуориметрии. 

4. Оценка количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов в цельной крови 

и эритроцитной взвеси здоровых доноров. 

5. Оценка количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов в цельной крови 

пациентов с наследственными гемолитическими анемиями (наследственный сфероцитоз, 

дефицит пируваткиназы эритроцитов). 

Научная новизна 

Проведен сравнительный анализ аннексина V и С2 домена лактадхерина (С2-

лактадхерина) в качестве маркера ФС, продемонстрировано преимущество использования С2-

лактадхерина для выявления фосфатидилсерина на внешней мембране эритроцита, впервые 
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описана стадия экпрессии ФС в низких количествах на внешней мембране эритроцита, которая 

является стабильной промежуточной стадией в переходе из интактных эритроцитов к аннексин 

V-положительным эритроцитам, что уточняет картину запрограммированной гибели 

эритроцита – эриптоза.  

Впервые продемонстрирована способность ФС-экспрессирующих эритроцитов 

поддерживать работу комплекса внутренней теназы с активностью, зависящей от уровня 

экспрессии ФС. Проведена сравнительная оценка активности эритроцитов с активностью 

активированных тромбоцитов.  

Разработана методика цитофлуориметрического определения прокоагулянтных 

эритроцитов в цельной крови. 

Проведена оценка количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов в 

цельной крови здоровых добровольцев, а также оценена скорость накопления таких клеток в 

образцах хранимой эритроцитной взвеси. 

Выявлено существенное повышение количества циркулирующих прокоагулянтных 

эритроцитов в крови пациентов с наследственными гемолитическими анемиями, такими как 

наследственный сфероцитоз и дефицит пируваткиназы эритроцитов. Установлено, что степень 

повышения различна для пациентов с этими двумя заболеваниями, и в обоих случаях 

достоверна в сравнении с показателями контрольной группы здоровых добровольцев. 

Теоретическая и практическая значимость 

Полученные данные о существовании достаточно стабильного промежуточного этапа в 

экспрессии ФС эритроцитами уточняет существующие представления об эриптозе и 

механизмах элиминации эритроцитов. Разработанная методика детекции прокоагулянтных 

эритроцитов с помощью метода проточной цитофлуориметрии может быть использована для 

рутинных лабораторных исследований наряду с другими тестами оценки гемостаза у 

пациентов с различными заболеваниями. Использование в данной методике минимальных 

количеств цельной крови делает данную методику применимой для пациентов любого 

возраста и массы, а отсутствие промежуточных этапов выделения клеток снимает 

большинство вопросов интерпретации данных. В перспективе использование данной 

методики может позволить выявлять группы с таким повышением риска развития 

тромботических осложнений, для которого целесообразно применение первичной 

профилактики. 

Методология и методы исследования 

Для определения экспрессии фосфатидилсерина клетками крови применялся метод 

проточной цитофлуориметрии с флуоресцентно-меченными маркерами фосфатидилсерина 

(аннексин V, лактадхерин) с использованием флуоресцентно-меченых антител для 
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идентификации клеток. В качестве второго метода для подтверждения результатов проточной 

цитофлуориметрии использовалась флуоресцентная микроскопия. Для определения 

прокоагулянтной активности клеток проводилась сборка внутренней теназы в присутствии 

различных концентраций клеток с наработкой фактора Xa с дальнейшим определением 

полученного количества по скорости расщепления хромогенного субстрата S-2765. Для 

определения количества циркулирующих эритроцитов в норме и патологии использовался 

разработанный протокол цитофлуориметрического анализа, проводилась оценка процента ФС-

положительных эритроцитов у пациентов с установленными диагнозами «наследственный 

сфероцитоз» и «дефицит пируваткиназы эритроцитов», подтвержденными с использованием 

специфических лабораторных методов исследования (в т.ч. эритроцитометрии, ЭМА-теста, 

теста осмотической резистентности эритроцитов, измерения активности пируваткиназы в 

эритроцитах) и/или молекулярно-генетических методов исследования (полногеномное 

секвенирование, таргетная NGS панель) в условиях ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 

Рогачева» Минздрава России. Последним этапом проведена статистическая обработка 

полученных данных с использованием стандартных статистических методов. 
 

Положения, выносимые на защиту 

1. Эритроциты характеризуются наличием двух уровней экспрессии 

фосфатидилсерина: низкого, который выявляется связыванием с лактадхерином, но 

недостаточен для связывания аннексина V, и высокого, при котором возможно связывание и 

лактадхерина, и аннексина V. 

2. Эритроциты, экспрессирующие фосфатидилсерин, обладают прокоагулянтной 

активностью, зависящей от уровня экспрессии фосфатидилсерина. 

3. Только эритроциты с низкой экспрессией фосфатидилсерина однозначно достоверно 

выявляются в крови здоровых добровольцев; у пациентов с наследственным сфероцитозом 

(0,27%) и у пациентов с дефицитом пируваткиназы (0,45%) определяется повышенный 

уровень лактадхерин-связывающих, прокоагулянтных эритроцитов в сравнении с 

показателями здоровых добровольцев (0,13%). 
 

Личный вклад автора 

Личный вклад автора заключается в анализе научной литературы, в планировании и 

непосредственном проведении всей экспериментальной части, за исключением проведения 

микроскопической визуализации, в подготовке иллюстраций, написания научных статей и 

тезисов по материалам работы. 
 

Достоверность и обоснованность результатов 

Достоверность полученных результатов обусловлена использованием современных 

методов исследования, а также применением минимум двух различных методов исследования 
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для проверки полученных новых результатов, для анализа результатов использовались 

современные методы статистического анализа в рамках общедоступных программных пакетов 

с известной репутацией. Также достоверность результатов подтверждается согласованностью 

с известными литературными источниками. Достоверность результатов, полученных для 

пациентов с наследственными гемолитическими анемиями, обусловлена её набором в 

условиях экспертного гематологического центра и применением разработанных на основе 

фундаментальных результатов методик исследования. 

Апробация диссертации 

Апробация работы проводилась на совместном заседании экспертных комиссий по 

лабораторной диагностике, клеточным технологиям и фундаментальным исследованиям и 

гематологии, иммунологии и педиатрии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» 

Минздрава России, протокол №6 от 19.06.25.  

Основные результаты диссертационной работы были представлены на следующих 

всероссийских и международных конференциях: 2020 Virtual Congress of the International 

Society on Thrombosis and Haemostasis (онлайн, июль 2020 года), на 45-ом съезде Европейского 

общества биохимиков FEBS Open Bio (онлайн, июль 2021 г.), XXIV съезде физиологического 

общества им. И.П.Павлова (Санкт-Петербург, Россия, сентябрь 2023 года), 16-й 

Международной научной конференции «Молекулярные, мембранные и клеточные основы 

функционирования биосистем» (Минск, Беларусь, июнь 2024 года), VШ Всероссийская 

школа-конференция, посвящённой 270-летию Московского университета «Физиология и 

патология кровообращения» (Москва, Россия, февраль 2025 года), всероссийской научной 

конференции для аспирантов «Системная биология и системная физиология» (Москва, Россия, 

июнь 2025 года), а также регулярно обсуждались на семинарах лаборатории клеточного 

гемостаза и тромбоза ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России в 2019 

– 2025 гг. 

Публикация результатов диссертации 

По результатам исследования опубликовано 9 работ, в том числе 4 статьи, 

опубликованные в изданиях, входящих в перечень ВАК с категорией К2 при Минобрнауки 

Российской Федерации и индексируемых международными базами данных. 

Объем и структура диссертации 

Диссертация изложена на 112 страницах машинописного текста и включает оглавление, 

введение, обзор литературы (глава 1), материалы и методы (глава 2), результаты (глава 3), 

обсуждение результатов (глава 4), заключение, выводы, список обозначений и сокращений, 

список литературы, включающий 115 библиографических ссылок (15 отечественных, 100 

зарубежных), и благодарности. Работа содержит 5 таблиц и 39 рисунков. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 

Материалы и методы исследования 

Объекты исследования 

Набор пациентов и здоровых доноров осуществлялся на базе ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. 

Дмитрия Рогачева» Минздрава России. Данное исследование было одобрено локальным 

этическим комитетом. 

В исследование включены пациенты с наследственным сфероцитозом (n=20), а также с 

дефицитом пируваткиназы эритроцитов (n=11), диагностированными в условиях 

консультативного отделения в соответствии с принятыми протоколами диагностики. 

Характеристики когорты пациентов приведены в Таблице 1.  

 

Таблица 1 – Характеристики когорты пациентов. 

Показатели 

Наследственный 

сфероцитоз 

(n=20) 

Дефицит 

пируваткиназы  

(n=11) 

Возраст* 11,6 [4,8 - 17,69] 12,1 [3,1 – 19.7] 

Пол (м/ж) 10/10 2/9 

Семейный анамнез (отягощен/не 

отягощен) 
11/9 3/8 

Трансфузии за жизнь (да/нет) 13/7 11/0 

Трансфузии за 3 месяца (да/нет) 2/18 6/5 

Гемоглобин* 109 [85 - 135] 84 [68 – 110] 

Тромбозы в анамнезе(да/нет) 0/20 1(3)/10(7) 

Спленэктомия (да/нет) 16/4 4/6 

                         эффект от спленэктомии 100% полный 100% частичный 

* – данные приведены как среднее, в квадратных скобках указаны минимальные и максимальные значения. 

 

Взятие крови производилось путем венепункции в вакуумные пробирки с цитратом 

натрия (3,2%) объемом от 3 до 10 мл. Исследования проводились в течение 6 часов от момента 

взятия биоматериала. 

Выделение клеток крови 

В зависимости от эксперимента из цельной крови выделялись или эритроциты, или 

тромбоциты, или и то, и другое. Для выделения эритроцитов цельная кровь 

центрифугировалась 100g в течение 8 минут, после чего надосадок удалялся. Для дальнейшего 
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отмывания эритроцитов использовалась нижняя треть эритроцитарного осадка. После чего 

эритроциты отмывались десятикратным разведением буфера Тироде (или ХЕПЕС-буфера) с 

последующим центрифугированием 100g в течение 5 минут с удалением надосадка. До 

проведения эксперимента эритроциты хранились в присутствии 5 мМ глюкозы. 

Для выделения тромбоцитов к цельной крови добавлялся простагландин E1 (1 мкМ) и 

апираза из картофеля (0,1 МЕ/мл) для предотвращения активации тромбоцитов, далее кровь 

центрифугировалась 100g в течение 8 минут. Далее тромбоциты выделялись с использованием 

гель-фильтрации, как было описано ранее (Podoplelova et al., 2016). Тромбоциты 

активировались 10 нМ альфа-тромбина в течение 15 минут при 37℃.  

Окрашивание эритроцитов 

Отмытые эритроциты для окрашивания мембраны инкубировались с: 

– 1 мкМ эозин-5-малеимида (ЭМА), флуоресцентного маркера, связывающегося с 

белком полосы 3, в течение 30 минут при 37℃; 

– антителами к гликофорину А (anti-CD235a) в объемном соотношении 1:50, 

рекомендованном производителем, в течение 5 минут при комнатной температуре. 

Для окрашивания цитоплазмы инкубировались с: 

– 1 мкМ кальцеина АМ, низкомолекулярного красителя, который проникает в клетку, 

этерифицируется и не может выйти через неповрежденную мембрану, в течение 2 часов при 

температуре 37℃ 

– 5 мкМ CFDA SE, красителя, который проникает в клетку и необратимо связывается с 

белками цитоплазмы, в течение 30 минут при температуре 37℃ 

Стимуляция экспрессии фосфатидилсерина эритроцитами 

Отмытые эритроциты, предварительно окрашенные (опционально), для стимуляции 

экспрессии ФС обрабатывались одним из следующих способов: 

– 1 мкМ кальциевого ионофора А23187 в течение 5 минут при 37℃; 

– 6 мкМ форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА), активатора протеинкиназы С, в течение 

30 минут при 37℃. 

После окончания стимуляции эритроциты осаждались центрифугированием 100g в 

течение 5 минут, супернатант удалялся, клетки ресуспендировались в буфере Тироде с 2 мМ 

хлорида кальция. После чего дополнительно инкубировались при 37℃ – опционально, если 

было предусмотрено экспериментом. 

Тест внутренней теназы 

Эритроциты, отмытые и обработанные А23187/ФМА или просто отмытые, а также 

отмытые активированные тромбоциты преинкубировались при 37℃, затем смешивались в 

различных концентрациях с смесью факторов свертывания крови VIIIа, IXa, X – финальные 
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концентрации 10 нМ, 1 нМ и 100 нМ соответственно, в присутствии 2 мМ хлорида кальция.  

Наработка фактора Xа проводилась в течение 2 минут, после чего реакция останавливалась 

путём добавления холодного раствора ЭДТА до концентрации 10 мМ. Таким образом 

достигалась остановка реакции мембранно-зависимой активации фактора X. Клетки 

осаждались центрифугированием. Количество наработанного фактора Xa определялась по 

скорости расщепления специфического субстрата 0,6 мМ S-2765.  

Цитофлуориметрический анализ эритроцитов 

Экспрессия фосфатидилсерина эритроциты, как отмытыми, так и в составе цельной 

крови, анализировалась с использованием двух маркеров фосфатидилсерина – С2-домена 

лактадхерина и аннексина V (финальные концентрации равны 100 нМ), для цитометрического 

анализа эритроциты разводились буфером Тироде. Протокол, разработанный для анализа 

цельной крови, приведен в Таблице 2. 

Таблица 2 –Протокол методики выявления ФС-экспрессирующих эритроцитов 

Шаг 1. Разведение цельной крови 

Буфер Тироде 1000 мкл 

Цельная кровь 1 мкл 

 Проба 1 Проба 2 Проба 3 Проба 4 

Шаг 2. Пробоподготовка 

Разведенная кровь 150 мкл 150 мкл 150 мкл 150 мкл 

Хлорид кальция (CaCl2), 100 мМ 3 мкл 3 мкл 3 мкл - 

ЭДТА, 100 мМ  - - - 3 мкл 

Шаг 3. Окрашивание маркерами фосфатидилсерина 

Аннексин V-AF647, 5 мкМ 3 мкл 3 мкл - 3 мкл 

Лактадхерин-mNeonGreen, 10 мкМ 1,5 мкл 1,5 мкл - - 

mNeonGreen, 10 мкМ - - 1,5 мкл - 

Инкубация 10 мин 10 мин 10 мин 10 мин 

Шаг 4. Окрашивание антителами 

Антитела к CD235a - 3 мкл - - 

Инкубация 5 мин 5 мин 5 мин 5 мин 

Шаг 5. Измерение на проточном цитофлуориметре 

Для оценки экспрессии ФС тромбоцитами использовался аннексин V-AF647 в 

концентрации 100 нМ. 

Конфокальная микроскопия 

Эритроциты, обработанные А23187, окрашивались 100 нМ лактадхерина и 100 нМ 

аннексина V в течение 15 минут в присутствии 2 мМ хлорида кальция, после чего помещались 
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в просвет канала проточной камеры и анализировались на инвертированном микроскопе Nikon 

Eclipse TI-E (Nikon Corporation, Япония) масляным объективом PLAN APO λD c оптическим 

усилением 100x и конфокальной приставкой Nikon AX (Nikon Corporation, Япония). 

Статистическая обработка 

Результаты анализировались с использованием программного обеспечения OriginPro 

2018 (Origin Software, США). Полученные от здоровых доноров, пациентов с наследственным 

сфероцитозом и дефицитом пируваткиназы эритроцитов числовые значения процента 

фосфатидилсерин-экспрессирующих эритроцитов собирались в базу, анализировались, 

определялись выпадающие точки. Выпадающие точки исключались из дальнейшего анализа. 

Множественные сравнения между группами проводились с использованием методики 

однонаправленного дисперсионного анализа (ANOVA) c дальнейшим пост-хок t-тестом 

Холма-Бонферрони.  

Для парных сравнений независимых выборок использовался стандартный t-критерий 

Стьюдента для независимых выборок.  

Уровень статистической значимости принимался равным 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Выявление и визуализация ФС-экспрессирующих эритроцитов  

С использованием проточной цитометрии было проведено сравнение двух маркеров ФС 

– традиционного аннексина V и высокочувствительного С2-фрагмента лактадхерина, для 

эритроцитов из цельной крови и отмытых эритроцитов. При сравнительной оценке отмечено, 

что процент выявляемых ФС-экспрессирующих эритроцитов был выше при использовании 

лактадхерина, в то время как для аннексина V процент не отличался от такового для 

контрольной пробы с добавлением ЭДТА (p>0,05). Однако интерпретация данных затруднена 

крайне низким числом событий в регионах интереса.  

Для увеличения процента ФС-экспрессирующих эритроцитов эритроциты были 

обработаны кальциевым ионофором А23187 или ФМА, при этом наблюдалось сразу два 

феномена – изменение частью эритроцитов показателей прямого и бокового светорассеяния и 

различие в проценте эритроцитов, связывающих лактадхерин и аннексин, которое зависело от 

используемого вещества. Для А23187 различие в оценке процента ФС-экспрессирующих 

эритроцитов было более выраженным в сравнении с результатами стимуляции ФМА.  

Результаты проточной цитофлуориметрии эритроцитов представлены на Рисунке 1. 
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Рисунок 1 – Цитофлуориметрическая детекция ФС-экспрессирующих 

эритроцитов с использованием лактадхерина и аннексина V. На панелях А–Г 

представлены результаты цитофлуориметрического анализа цельной крови, на панелях Д–З – 

отмытых эритроцитов На панелях А–Г представлены результаты цитофлуориметрического 

анализа цельной крови, на панелях Д–З – отмытых эритроцитов, И–М – эритроцитов после 

обработки А23187, О – С – эритроцитов, обработанных ФМА. Регион эритроцитов выделялся 

на основании данных прямого и бокового светорассеяния, как представлено на панелях А, Д, 

И, О. На панелях Б, Е, К, П представлены плоты для проб с окрашиванием лактадхерином со 

стратегией гейтирования. Для аннексина V в присутствии хлорида кальция представлены 

аналогичные панели В, Ж, Л, Р. Также приведены плоты для контролей с ЭДТА для цельной 

крови и отмытых клеток (Г, З), процент региона ФС-экспрессирующих клеток для которых не 

отличался от соответствующих В, Ж. Результаты совместного окрашивания лактадхерином и 

аннексином V представлены на панелях М и С. 
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Как видно на Рисунке 1М, 1С существует субпопуляция эритроцитов, связывающих 

лактадхерин и не связывающих аннексин V, и субпопуляция эритроцитов, связывающих оба 

маркера ФС. Одновременно с этим не существует субпопуляции, связывающей аннексин V, но 

не связывающей лактадхерин. С учетом литературных данных о большей чувствительности 

лактадхерина в качестве маркера ФС было высказано предположение о том, что первая 

субпопуляция характеризуется меньшим процентом экспрессируемого ФС на внешней 

мембране клетки. 

Обе субпопуляции были визуализированы с использованием конфокального 

микроскопа; что интересно, для лактадхерина отмечалось неравномерное распределение 

связывания белка с мембраной в виде отдельных точек (Рисунок 2). При этом клетки не 

отличались по данным оценки морфологии в режиме DIC.  

 

Для обработки эритроцитов кальциевым ионофором А23187 была охарактеризована 

кинетика экспрессии фосфатидилсерина и скорости образования субпопуляции с 

измененными показателями прямого и бокового светорассеяния (Рисунок 3). 

DIC Лактадхерин Аннексин V 

DIC Аннексин V Лактадхерин 

Рисунок 2 – Конфокальная 

микроскопия эритроцитов после 

стимуляции эриптоза. Флуоресценция 

лактадхерина представлена зеленым 

псевдоцветом, аннексина V – красным 

псевдоцветом. Микроскоп - Nikon Eclipse TI-

E, масляный объектив PLAN APO λD,100x; 

конфокальная приставка Nikon AX. 

Рисунок 3 – Динамика 

накопления эритроцитов 

различных субпопуляций при 

стимуляции эриптоза А23187. 

Приведен репрезентативный 

результат анализа кинетического 

исследования по точкам с 

использованием проточной 

цитофлуориметрии. 
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Отмечено быстрое накопление эритроцитов, связывающих лактадхерин, с 

последующим накоплением субпопуляции, которая связывает как лактадхерин, так и аннексин 

V. Субпопуляция с измененными показателями накапливалась медленнее всего, практически 

все клетки этой субпопуляции связывали оба маркера фосфатидилсерина. 

Эти результаты предполагают следующую картину гибели эритроцита после обработки 

А23187. Изначально ФС выставляется на внешнем слое мембраны в низких концентрациях, в 

дальнейшем происходит его постепенное накопление, что свидетельствует в пользу 

необратимости процесса выставления ФС. 

Характеристика свойств мембраны эритроцитов после стимуляции 

Для того чтобы определить возможные изменения прокоагулянтной активности, 

связанные с потерей части мембраны эритроцитом после обработки А23187 и ФМА, которое 

могло соответствовать наблюдаемому изменению показателей светорассеяния, был проведен 

ряд экспериментов, связанных с окраской мембраны и характеризацией её проницаемости. 

При окраске антителами снижения флуоресценции клеток не отмечалось ни для 

региона с сохранными параметрами светорассеяния, ни для региона с измененными 

параметрами (Рисунок 4). Регионы выделялись так, как было представлено ранее на Рисунке1. 

Аналогичные результаты (Рисунок 5) были получены при окрашивании мембраны с 

использованием ЭМА краской, связывающейся с белком полосы 3. Отмечалось даже некоторое 

повышение сигнала от региона с измененными показателями светорассеяния. Эти результаты 

свидетельствуют, что в наблюдаемом процессе не происходит значительной потери мембраны, 

Рисунок 4 – Показатели медианной флуоресценции по связыванию антител к 

гликофорину А для регионов с разными показателями светорассеяния. Результаты 

представлены как процент к изначальной флуоресценции до стимуляции, как среднее ± 

стандартная ошибка среднего, n=3 
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что предполагает схожую активность в поддержании мембранно-зависимых реакций 

свертывания крови при экспрессии ФС для обоих субпопуляций. 

Также была охарактеризована проницаемость мембраны для низкомолекулярных и 

высокомолекулярных соединений посредством окрашивания кальцеином АМ и CFDA SE 

соответственно. В связи с массивным лизисом клеток, наблюдаемым спустя час 

дополнительной инкубации при обработке ФМА, анализ данной точки не проводился. 

При окраске CFDA SE отмечалось снижение флуоресценции примерно в 2 раза для 

региона сохранной формы после стимуляции А23187 аналогичное наблюдаемому для региона 

измененной формы вне зависимости от активатора (Рисунок 6).  

Рисунок 5 – Показатели медианной флуоресценции по связыванию ЭМА для 

регионов с разными показателями светорассеяния. Результаты представлены как процент 

к изначальной флуоресценции, как среднее ± стандартная ошибка среднего, n=3 

 

Рисунок 6 – Показатели медианной флуоресценции по CFDA SE для регионов с 

разными показателями светорассеяния. Результаты представлены как процент к исходной 

флуоресценции, как среднее ± стандартная ошибка, n=3. 
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Одновременно с этим для окрашивания кальцеином наблюдалась некоторая утечка для 

региона сохранной формы в случае стимуляции А23187, в случае же региона измененной 

формы отмечалась полная потеря флуоресценции до показателей, соответствующих 

флуоресценции клеток до окрашивания (Рисунок 7). 

Таким образом, изменение показателей светорассеяния сопряжено в первую очередь с 

потерей селективной проницаемости мембраны по отношению к низкомолекулярным 

веществам, однако, по-видимому, целостность мембраны для высокомолекулярных 

соединений (белков) нарушается намного меньше, то есть полного лизиса не происходит. 

Учитывая данные об отсутствии потерь мембраны, значительной разницы в способности 

эритроцитов с разными показателями светорассеяния поддерживать мембранно-зависимые 

реакции свертывания крови не должно быть. 

Активация фактора X внутренней теназой в присутствии эритроцитов 

Способность эритроцитов поддерживать мембранно-зависимые реакции свертывания 

была охарактеризована с помощью теста внутренней теназы. 

Для характеризации активности различных субпопуляций ФС-экспрессирующих 

эритроцитов (только лактадхерин-связывающих и связывающих и лактадхерин, и аннексин V) 

проведены эксперименты по генерации фактора Ха в присутствии эритроцитов, обработанных 

А23187 и ФМА, с одновременной цитофлуометрической оценкой количества ФС-

экспрессирующих эритроцитов. После чего активность одной клетки была рассчитана с 

использованием решения переопределенной системы уравнений методом наименьших 

Рисунок 7 – Показатели медианной флуоресценции по кальцеину АМ для регионов 

с разными показателями светорассеяния. Представлены как процент к исходной 

флуоресценции. Приведено среднее ± стандартная ошибка, n=3 
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квадратов. Аналогичные эксперименты были проведены для активированных тромбоцитов. 

Результаты расчёта активности представлены на Рисунке 8.  

Расчетная активность аннексин-связывающего тромбоцита оказалась всего лишь в 2 

раза выше активности только лактадхерин-связывающего эритроцита и в 5 раз меньше 

активности аннексин-связывающего эритроцита. 

Для определения физиологической значимости этого феномена была выполнена 

постановка реакции в присутствии отмытых эритроцитов здоровых доноров, а также 

активированных тромбоцитов; были получены сравнимые значения наработанного фактора Ха 

под действием внутренней теназы (Рисунок 9).  

Рисунок 8 - Количество 

наработанного фактора Ха на 

одну клетку. Данные 

приведены как среднее ± 

стандартное отклонение. В 

анализ включены результаты 

обработки 8 независимых 

экспериментов. 

Рисунок 9 – Количество фактора Xa, полученного в результате работы внутренней 

теназы, в присутствии эритроцитов и активированных тромбоцитов. 
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Оказалось, что активность эритроцитов в концентрации, соответствующей примерно 

40% от физиологической, сравнима с активностью тромбоцитов, активированных 10 нМ 

тромбина, в концентрации около 40∙109 кл/л. А при апроксимации активность 

физиологической концентрации эритроцитов практически сравнялась бы с активностью 

тромбоцитов, активированных 10 нМ тромбина, в концентрации около 150∙109 кл/л, что 

свидетельствует о потенциально практически равном вкладе эритроцитов и тромбоцитов в 

поддержание мембранно-зависимых реакций свертывания крови в физиологических условиях. 

Цитофлоуриметрический анализ эритроцитов в крови здоровых доноров 

С учетом полученных фундаментальных результатов был разработан метод 

цитофлуориметрического исследования цельной крови с детекцией прокоагулянтных 

эритроцитов с использованием двух разных маркеров фосфатидилсерина – лактадхерина и 

аннексина V. При использовании антител удалось выявить субпопуляцию с измененными 

параметрами прямого и бокового светорассеяния (Рисунок 10), до половины событий данной 

субпопуляции связывают лактадхерин, что указывает на процессы клеточной смерти, которая 

сопровождается потерей дискоидной формы. В крови здоровых доноров данная субпопуляция 

практически не детектировалась, однако была отмечена у некоторых пациентов. 

Рисунок 10 – Гейты эритроцитов и регионов фосфатидилсерин-экспрессирующих 

событий. Сверху – гейты для региона эритроцитов по FSC/SSC плоту (А), далее для его 

событий приведены гейты фосфатидилсерин-экспрессирующих субпопуляций для 

лактадхерина (Б) и аннексина V (В). Снизу – гейт эритроцитов по FSC/CD235a плоту (Г); для 

событий внутри этого региона приведен пример гейтов для выделения клеток сохранной и 

измененной формы по данным FSC/SSC плота (Д), и выделение фосфатидилсерин-

экспрессирующей субпопуляции (Е). 
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При анализе количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов с помощью 

лактадхерина в качестве маркера фосфатидилсерина мы обнаружили, что вне зависимости от 

используемой стратегии гейтирования сигнал достоверно отличался от контроля, в качестве 

которого использовался рекомбинантный mNeonGreen. Кроме того, также достоверно 

отличались результаты при использовании гейтирования на основании антител в сравнении с 

гейтированием на основании светорассеяния, но при этом результаты обеих групп достоверно 

не отличались от результатов, полученных с использованием комбинированного гейта 

(Рисунок 11). 

Рисунок 11 – Процент лактадхерин-связывающих эритроцитов в зависимости от 

используемой стратегии гейтирования. На графике приведены диаграммы размаха с 

исходными данными результатов проточной цитофлуориметрии разведенной цельной крови с 

определением доли лактадхерин-связывающих эритроцитов в зависимости от стратегии 

гейтирования. Приведены результаты для FSC/SSC гейта, FSC/CD235a гейта, 

комбинированного (FSC/SSC + FSC/CD235a) и отрицательного контроля с окрашиванием 

mNeonGreen. Данные группы показали отличие в дисперсионном анализе и по результатам 

пост-хок теста Холма-Бонферрони, (**) – p<0,01, (***) – p<0,001. Данные собраны на 

основании выборки 24 здоровых доноров для лактадхерина, для mNeonGreen – 14. 

Выпадающие точки исключались из анализа, снизу приведено число точек, включенных в 

анализ для каждой группы. 
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Таким образом, на результаты выявления фосфатидилсерин-экспрессирующих 

эритроцитов антитела не оказывали значимого влияния, в то же время для аннексина V было 

зафиксировано влияние антител, что может указывать вкупе с предыдущими результатами на 

влияние антител в первую очередь на клетки, которые уже начали эскпрессировать 

фосфатидилсерин. 

При цитофлуориметрическом анализе хранимой эритроцитной взвеси отмечена 

тенденция к накоплению эритроцитов с измененными показателями светорассеяния (рисунок 

12), при этом никакого накопления фосфатидилсерин-эскпрессирующих эритроцитов не 

отмечалось.  

Прокоагулянтные эритроциты в крови пациентов с наследственными 

гемолитическими анемиями 

Для пациентов с наследственными гемолитическими анемиями (наследственным 

сфероцитозом, дефицитом пируваткиназы эритроцитов) были проведены тесты 

цитофлуориметрической детекции циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов. В анализ 

включались результаты пробы, окрашенной антителами, с учётом выявленных у части 

пациентов эритроцитов измененной формы.  

Результаты определения фосфатидилсерин-положительных эритроцитов с 

использованием лактадхерина представлены на Рисунке 13. Выявлено достоверное 

увеличение количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов у пациентов с 

наследственными гемолитическими анемиями в сравнении с группой здоровых доноров, 

кроме того, при наследственном дефиците пируваткиназы эритроцитов увеличение было более 

значимым, чем у пациентов с наследственным сфероцитозом. 

Аналогичные результаты, но с меньшими абсолютными значениями были получены 

при использовании аннекcина V. Также не было обнаружено разницы между группой 

наследственного сфероцитоза и дефицита пируваткиназы эритроцитов. 

Рисунок 12 – Процент клеток с 

измененными параметрами светорассеяния в 

образцах эритроцитной взвеси. На рисунке 

представлена зависимость процента клеток 

измененной формы от срока хранения 

эритроцитной взвеси. Данные представлены для 

3 образцов в каждой точке хранения. 

Гистограммы представлены как средние 

значения ± стандартная ошибка среднего. 

Точками представлены данные для каждого 

образца. 
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Заключение, итоги выполнения диссертационного исследования 

В ходе данной работы было продемонстрировано, что использование 

высокочувствительного маркера ФС лактадхерина позволяет детектировать ранние стадии 

потери мембранной асимметрии эритроцитом, на которых эритроцит также может 

поддерживать мембранно-зависимые реакции свертывания крови, причем достаточно 

эффективно, даже в сравнении с прокоагулянтным тромбоцитом, основной клеткой 

свертывания, – всего лишь в 2 раза менее активно. 

Другим аспектом клеточной смерти эритроцита является потеря им способности к 

поддержанию нормальной формы вследствие нарушения избирательной проницаемости 

мембраны. Оказалось, что данный процесс представляется более медленным в сравнении с 

выставлением фосфатидилсерина, одновременно с тем, что мембрана эритроцита, даже 

Рисунок 13 – Количество лактадхерин-связывающих эритроцитов в крови 

пациентов с гемолитическими анемиями. На рисунке представлены результаты детекции 

прокоагулянтных эритроцитов с использованием лактадхерина у пациентов с наследственным 

дефицитом пируваткиназы эритроцитов (всего 12 пациентов), наследственным сфероцитозом 

(всего 20 пациентов), здоровых доноров (24 здоровых донора). Выпадающие точки были 

исключены из анализа, снизу приведено число точек, включенных в анализ каждой группы. 

Данные группы показали отличие в дисперсионном анализе и по результатам пост-хок теста 

Холма-Бонферрони, (**) – p<0,01, (***) – p<0,001.  
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потерявшая способность адекватно контролировать транспорт низкомолекулярных 

соединений, по-видимому, не пропускает значимые количества белка, стремясь до конца 

предотвратить утечку гемоглобина. 

В крови здоровых доноров достоверно были детектированы эритроциты, связывающие 

лактадхерин, а достоверность выявления эритроцитов, связывающих аннексин V, 

сомнительна. С учётом литературных данных о роли лактадхерина в элиминации эритроцитов, 

а также полученных данные о стабильности экспрессии эритроцитов ФС в низкой 

концентрации, складывается логичная картина элиминации эритроцита до этапа экспрессии 

ФС в высоких концентрациях. 

У пациентов с наследственными гемолитическими анемиями (наследственный 

сфероцитоз, наследственный дефицит пируваткиназы эритроцитов) отмечается повышенный 

уровень прокоагулянтных эритроцитов, которые могут циркулировать в кровотоке, что может 

объяснять повышенный риск тромботических осложнений у них (Haley, 2017). 

ВЫВОДЫ 

1. Лактадхерин в качестве маркера фосфатидилсерина позволяет определять его на 

поверхности мембраны эритроцита даже при его низкой концентрации в рамках исследования 

клеточной смерти, что невозможно при использовании аннексина V. 

2. Эритроциты способны поддерживать активацию фактора X комплексом внутренней 

теназы за счет субпопуляции фосфатидилсерин-положительных эритроцитов, их активность 

зависит от степени экспрессии фосфатидилсерина. Активность аннексин-связывающих 

эритроцитов в 5 раз превышает активность активированных, аннексин-связывающих 

тромбоцитов и в 10 раз превышает активность только лактадхерин-связывающих эритроцитов. 

Активность только лактадхерин-связывающих эритроцитов в 2 раза меньше активности 

аннексин-связывающих тромбоцитов, а активность аннексин-связывающих эритроцитов в 5 

раз превышает активность тромбоцитов. 

3. Разработанная методика с использованием метода проточной цитофлуориметрии 

позволяет дифференцировать субпопуляции прокоагулянтных эритроцитов с различной 

экспрессией фосфатидилсерина. 

4. В цельной крови здоровых добровольцев достоверно обнаруживаются лактадхерин-

связывающие эритроциты при спорных результатах обнаружения аннексин V-связывающих. 

При анализе эритроцитной взвеси в ходе хранения значимого накопления фосфатидилсерин-

экспрессирующих клеток не выявлено, однако отмечено прогрессивное накопление клеток 

измененной формы. 
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5. У пациентов с наследственными гемолитическими анемиями, такими как 

наследственный сфероцитоз и дефицит пируваткиназы эритроцитов, содержание 

фосфатидилсерин-экспрессирующих эритроцитов достоверно выше (0,27% и 0,46% 

соответственно) в сравнении с здоровыми донорами (0,13%, p < 0,05), что может объяснять 

прокоагулянтное состояние у таких пациентов. Данный эффект отмечался как при 

использовании лактадхерина, так и при использовании аннексина V, при этом использование 

лактадхерина дает более достоверные результаты. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Учитывая известное влияние селезенки на клиренс эритроцитов, а также повышение 

рисков тромботических осложнений у пациентов с гемолитическими анемиями после 

спленэктомии, целесообразно проводить комплексную оценку гемостаза до и после 

спленэктомии с оценкой количества циркулирующих прокоагулянтных эритроцитов. 

2. При проведении цитофлуориметрического изучения клеточной смерти эритроцитов 

необходимо использование как минимум двух маркеров фосфатидилсерина – аннексина V и 

лактадхерина. 

3. При проведении цитофлуориметрического выявления прокоагулянтных эритроцитов 

у пациентов с гемолитическими анемиями необходимо использование антиэритроцитарных 

антител с оценкой числа эритроцитов с измененными параметрами прямого и бокового 

светорассеяния одновременно с контрольной пробой без добавления антител. 
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