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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования  

 Изучение механизмов формирования тромбов и тромбоцитарного звена 

гемостаза в частности представляют собой важную и актуальную область 

биомедицинских исследований (Gaidai O. et al., 2023). Процессы активации, 

адгезии и агрегации  тромбоцитов имеют решающее значение для предотвращения 

кровотечений при повреждениях сосудов, особенно при высоких скоростях сдвига  

(Пантелеев М. А., Атауллаханов Ф. И., 2008). Критически важным этапом является 

взаимодействие тромбоцитов с компонентами внеклеточного матрикса, в 

частности с коллагеном, который инициирует эти процессы (Пантелеев М. А. и 

соавт., 2022). Исследования, направленные на понимание молекулярных 

механизмов, лежащих в основе взаимодействия тромбоцитов с коллагеном, имеют 

большое значение как для фундаментальных знаний о гемостазе, так и для 

разработки новых диагностических и терапевтических подходов для нарушений, 

связанных с патологическим тромбообразованием и кровотечениями. 

 Представленная работа посвящена созданию интегрального клинического 

теста для оценки состояния тромбоцитарного звена гемостаза. Эта задача является 

важной и актуальной, так как на данный момент существует множество тестов 

функции плазменного свертывания, однако работа тромбоцитарного звена 

оценивается лишь косвенно и не учитывает влияние потока на процесс образования 

тромбов, что критически важно для тромбоцитарного звена гемостаза. Также 

представленная работа направлена на изучение начальных этапов образования 

тромбов, а именно первичной адгезии тромбоцитов к коллагену 

субэндотелиального матрикса и влияния ориентации коллагеновых волокон на этот 

процесс на базе разработанной модели. Этот аспект тромбообразования критически 

важен для создания и физиологически релевантных тестов микрофлюидных тестов 

и анализа результатов, так как начальные стадии первичного гемостаза определяют 

динамику формирования тромбов, в особенности на высоких скоростях сдвига.  



Полученные данные обеспечивают более глубокое понимание механизмов 

первичного гемостаза, взаимодействия тромбоцитов с субэндотелиальным 

матриксом и того, какие факторы являются решающими для образования тромбов 

in vivo и in vitro.  

Степень разработанности темы 

Широко применяемые в клинической практике тесты в основном 

сосредоточены на оценке функции отдельных элементов системы гемостаза, таких 

как количество и активность отдельных факторов или рецепторов, а также 

активации свертывания “в пробирке” (Dahlbäck B., 2000). Однако, реалистичная 

оценка состояния всей системы невозможна без учета потока (Lowe G. D. et al., 

2003). Такие тесты появляются в клинической практике, но пока им недостает 

стандартизации, адекватных физиологическим реологических параметров и 

геометрии активатора, а также клинически ясной интерпретации результатов 

(Favaloro E. J., 2002; Zheng K. L. et al., 2022). 

Известно, что волокна коллагена в стенках сосудов, в особенности артерий и 

артериол, имеют преимущественную ориентацию. Также известно, что в областях 

субэндотелиального матрикса, близких к просвету сосуда, содержится большое 

количество коллагена III типа. Однако роль этих факторов в тромбообразовании на 

данный момент не изучена. Также, ориентация фибрилл коллагена в 

микрофлюидных системах, как правило, не соответствует физиологической и 

редко учитывается при создании моделей тромбоза и анализе результатов, 

полученных с их помощью. 

Цель исследования - разработка и характеризация экспериментальной 

микрофлюидной системы тестирования тромбоцитарного гемостаза с 

артериальными реологическими параметрами и пространственно ограниченным 

активатором из поперечно ориентированных фибрилл коллагена. 

Задачи исследования 

1. Оптимизация параметров экспериментальной микрофлюидной 

системы для создания интегрального теста тромбоцитарного гемостаза; 



2. Характеризация метода на образцах здоровых доноров, анализ 

воспроизводимости результатов и валидация при помощи оценки первичного 

гемостаза пациентов с иммунной тромбоцитопенической пурпурой и синдромом 

Вискотта-Олдрича; 

3. Анализ влияния ориентации коллагеновых волокон на рост тромбов 

при различных скоростях сдвига при помощи разработанной экспериментальной 

системы; 

4. Исследование динамики начальных этапов адгезии отдельных 

тромбоцитов к ориентированным коллагеновым волокнам; 

5. Исследование взаимодействия фактора фон Виллебранда с коллагеном 

и его роли в адгезии тромбоцитов при высоких скоростях сдвига. 

Научная новизна   

 Впервые предложен и протестирован микрофлюидный тест, 

ориентированный на оценку тромбоцитарного гемостаза в условиях 

локализованного активатора и физиологических скоростей кровотока, который 

позволяет использовать цельную кровь, точно контролировать параметры потока, 

а также изучать динамику формирования тромбов в реальном времени в условиях, 

максимально приближенных к in vivo. В разработанной системе используется 

локализованная зона с активатором, что делает ее более физиологичной и 

надежной. Также важным преимуществом метода перед некоторыми проточными 

системами является использование малого объема крови, что особенно важно для 

клинического применения. Полученные результаты демонстрируют высокую 

чувствительность системы к нарушениям функции тромбоцитарного звена 

гемостаза и указывают на ее перспективность для внедрения в медицинскую 

практику. При помощи разработанной системы впервые продемонстрировано 

влияние ориентации фибрилл коллагена на формирование тромбов и изучен 

механизм этого явления. Показано, что при высокой скорости сдвига 

сонаправленные с потоком коллагеновые волокна обеспечивают достаточно 

продолжительный контакт с активатором, что позволяет тромбоцитам, 



взаимодействующим с фактором фон Виллебранда, стабильно закрепиться и 

инициировать образование тромбов.  Также впервые показано, что в 

микрофлюидных системах с коллагеном I типа тромбогенность на высоких 

скоростях сдвига обеспечивается примесью коллагена III типа, что существенно 

влияет на интерпретацию многих результатов, полученных таким образом. 

Представленная диссертация иллюстрирует важность состава и ориентации 

коллагеновых волокон для тромбообразования и при разработке тест-систем, а 

также открывает новые перспективы для исследования роли субэндотелиального 

матрикса в норме и патологии. 

Теоретическая и практическая значимость  

 Создание стандартизированной микрофлюидной модели тромбоза и 

внедрение ее в клиническую практику открывает широкие перспективы для 

исследования фундаментальных проблем гемостаза, его механизмов и 

особенностей при помощи варьирования параметров, применения ингибиторов, а 

также анализа больших выборок пациентов с различными гемостатическими 

нарушениями в условиях, максимально близких к физиологическим с точки зрения 

реологии, геометрии канала и активатора. Практическая значимость заключается в 

создании инструмента, позволяющего проводить интегральную оценку состояния 

первичного гемостаза у широких групп пациентов с высокой скоростью и 

эффективностью, используя малый объем крови, наблюдать и анализировать рост 

тромбов в реальном времени, а также оценивать риски тромбозов и кровотечений. 

Так, полученные результаты свидетельствуют, что для пациентов с иммунной 

тромбоцитопенией (ИТП) данный тест позволяет оценивать состояние 

тромбоцитарного звена гемостаза значительно лучше, чем число тромбоцитов или 

результаты стандартного цитофлуориметрического анализа функциональной 

активности тромбоцитов. 

Теоретическая значимость исследования влияния ориентации волокон 

коллагена на формирование тромбов заключается в углублении понимания того, 

как происходит первичная адгезия тромбоцитов, за счет каких механизмов могут 



образовываться патологические тромбы in vivo, а также физиологического смысла 

ориентированности фибрилл коллагена в стенках сосудов. Полученные результаты 

показали, что при высоких скоростях сдвига сонаправленные с потоком фибриллы 

коллагена куда более тромбогенны, чем волокна других ориентаций, а также то, 

что адгезию тромбоцитов к поверхности обеспечивают фибриллы коллагена III 

типа, присутствующие, как правило, в виде примеси в стандартных и широко 

используемых активаторах. Это наблюдение позволяет предположить, что 

аксиальная ориентация коллагеновых фибрилл, а также высокое содержание 

волокон III типа в субэндотелиальном матриксе необходимы для обеспечения 

эффективного роста тромбов даже при высоких скоростях сдвига. На практике 

результаты представленной работы важны для создания реалистичных 

микрофлюидных моделей тромбообразования в условиях потока для 

фундаментальных и клинических приложений. 

Методология и методы исследования   

 Методика, использованная в этом исследовании, включает комбинацию 

экспериментов in vitro с использованием цельной крови человека, микрофлюидных 

подходов для иммобилизации коллагена и воссоздания реологических условий 

сосуда in vitro, флуоресцентной, в том числе высокоскоростной микроскопии для 

отслеживания формирования тромбов и движения отдельных тромбоцитов, а также 

метода иммунофлуоресцентного окрашивания. Также в ходе работы 

использовались стандартные методы анализа изображений и статистические 

подходы. Эти методы позволяют всесторонне исследовать формирование тромбов 

в норме и патологии, адгезию тромбоцитов, роль фактора фон Виллебранда и 

ориентации коллагеновых волокон в процессах адгезии и агрегации тромбоцитов в 

условиях контролируемого потока крови. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Разработана микрофлюидная система для оценки состояния 

тромбоцитарного звена гемостаза. Система обладает чувствительностью к 



гемостатическим нарушениям, связанным с первичным гемостазом, и позволяет 

оценивать тяжесть состояния пациентов с ИТП. 

2. Выявлена зависимость параметров тромбообразования от ориентации 

фибрилл коллагена и скорости сдвига. До 1000 с⁻¹ различия между ориентациями 

незначительны, но при 2000 с⁻¹ площадь покрытия резко снижается на фибриллах, 

перпендикулярных потоку. Для высоты тромбов различия также усиливаются с 

ростом скорости в пользу сонаправленных с потоком фибрилл. 

3. Показано, что различия обусловлены первичной адгезией тромбоцитов 

при высоких скоростях сдвига. Кинематический анализ продемонстрировал, что 

устойчивость адгезии зависит от длительности контакта тромбоцита с фактором 

фон Виллебранда и коллагеном. Продольные фибриллы обеспечивают более 

длительный контакт при перемещении клеток под действием потока, что объясняет 

их повышенную тромбогенность. 

4. Установлено, что в стандартных препаратах коллагена I типа 

тромбоцитарная адгезия наблюдается лишь на части фибрилл, представляющих 

собой примесь коллагена III типа. Именно на них происходит накопление 

плазменного фактора фон Виллебранда, обеспечивающего адгезию при высоких 

скоростях сдвига. Это ставит под сомнение данные, накопленные на коллагене I 

типа, и подчеркивает физиологическую значимость состава сосудистой стенки.  

Личный вклад автора  

 Все работы по подготовке, стандартизации и отладке протокола 

микрофлюидного эксперимента, исследованию механизмов формирования 

тромбов на ориентированных фибриллах методами микрофлюидики, 

иммунофлуоресцентного окрашивания и флуоресцентной микроскопии, обработка 

и анализ экспериментов, проведенных для создания теста и изучения механизмов 

формирования тромбов, а также написание статей по материалам диссертации 

проводились либо лично автором, либо при непосредственном участии автора. 

Достоверность и обоснованность результатов  

 Надежность полученных результатов строго контролировалась начиная от 



первых этапов - соответствия образцов крови высоким требованиям к 

преаналитике, а проводимых экспериментов - подробному протоколу, 

учитывающему рекомендации ведущих специалистов в области, и вплоть до 

статистического анализа данных, воспроизводимости экспериментов и проверки 

результатов на соответствие литературным данным и, в случае пациентов, 

клиническим заключениям экспертов. Статистический анализ данных проводился 

с использованием критерия Манна-Уитни, причем достоверным отличием 

считалась статистическая значимость на уровне не более 0.05, и практически для 

всех результатов значение р менее 0.01. Это обеспечило надежность и 

достоверность выводов, сделанных в результате данного исследования. 

Апробация работы   

 Апробация диссертации проведена на заседании Ученого совета ЦТП ФХФ 

РАН, протокол № 9 от 16.09.2025 г. 

Основные результаты диссертационной работы были представлены на 

International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) (22-26 июня 2024, г. 

Бангкок, Таиланд) (2 постера), на международном семинаре Медицинской школы 

Перельмана Университета Пенсильвании 26 апреля 2023 (доклад), конференциях 

“Системная биология и системная физиология: внутриклеточная сигнализация и 

регуляция метаболизма” (2-4 декабря 2022, г. Москва, Россия) (постер), (9-11 июня 

2025, г. Москва Россия) (доклад). 

Публикации результатов исследования 

По материалам диссертации было опубликовано 6 работ, в том числе 1 статья 

в российском рецензируемом научном издании, рекомендованном ВАК при 

Минобрнауки России для публикации результатов диссертационных 

исследований, 1 статья в международном издании Q1 и 4 тезисов в сборниках 

трудов международных научных конференций. 

Структура диссертации 

Диссертация изложена на 104 страницах машинописного текста и состоит из 

введения, обзора литературы, раздела материалов и методов, результатов, 



заключения, выводов, практических рекомендаций и списка литературы. Список 

литературы включает в себя 3 отечественных и 129 зарубежных 

библиографических источников. Текст диссертационной работы 

проиллюстрирован 24 рисунками. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Для экспериментов применялись плоско-параллельные микрофлюидные 

камеры на основе полидиметилсилоксана. Геометрия камер задавалась при помощи 

основы, полученной методом фотолитографии. В качестве активатора 

тромбообразования использовался коллаген I типа (0,2 мг/мл), нанесенный на 

предметные стекла при помощи микрофлюидики, что позволяло получать полоски 

с заданной ориентацией коллагеновых волокон. Перед началом экспериментов на 

стекла с иммобилизованным коллагеном устанавливались проточные камеры, их 

каналы пассивировались альбумин-содержащим буфером. 

Кровь бралась у здоровых добровольцев, не принимавших антиагреганты в 

течение двух недель, в соответствии с этическим протоколом ЦТП ФХФ РАН. 

Образцы меченой DiOC6 крови прокачивались через камеры при скоростях сдвига 

200, 1000 и 2000 с⁻¹. Рост тромбов регистрировался с использованием 

флуоресцентной микроскопии. Полученные изображения обрабатывались при 

помощи ПО ImageJ. Для тромбов определялась площадь покрытия активатора и 

высота по истечении 5 минут перфузии; для отдельных тромбоцитов - длина трека 

и время взаимодействия в первые 2 минуты перфузии. 

 Для анализа взаимодействия тромбоцитов с активатором и распределения 

ФВ по фибриллам коллагена применялось иммунофлуоресцентное окрашивание 

коллагена III типа и ФВ. После инкубации камер с соответствующими антителами 

выполнялась высокоскоростная съемка в каналах флуорофоров и светлом поле для 

сопоставления структуры коллагеновых волокон, локализации ФВ и мест адгезии 

тромбоцитов. 



РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Создание микрофлюидного теста тромбоцитарного гемостаза 

Конфигурация системы  

 Для применения микрофлюидной модели тромбоза в клинике была 

разработана упрощенная и доступная система, совместимая с неинвертированным 

микроскопом, распространённым в лабораторной практике (рисунок 1, в). Для 

перфузии крови применена плоскопараллельная камера из полидиметилсилоксана 

(PDMS). В качестве активатора использована локализованная область с 

фибриллярным коллагеном I типа, иммобилизованным при помощи 

микрофлюидики, что позволяет получить как контрольную, так и рабочую область 

внутри одного канала (рисунок 1, а). После 5 минут перфузии крови над 

активатором проводилась флуоресцентная съёмка (рисунок 1, б), полученные 

изображения бинаризовались для количественной оценки площади покрытия 

поверхности тромбами (рисунок 1, г). 

 

 

 

Рисунок 1 - Экспериментальная установка и основные этапы анализа. А - 

Иммобилизация коллагена. (слева) Канал PDMS камеры заполнялся раствором 

коллагена I типа (оранжевый). (в центре) Покровное стекло с иммобилизованным 

коллагеном. (справа) Новая PDMS камера устанавливалась перпендикулярно 

полоске коллагена. б - (слева) через каналы камеры прокачивалась флуоресцентно 

меченая кровь (красный), (справа) флуоресцентные изображения получались на 4х-

кратном увеличении после 5 минут перфузии. в - Схема постановки эксперимента 

для неинвертированного микроскопа. г - Обработка изображений: бинаризация для 

измерения площади покрытия. 



Выбор антикоагулянта  

 Для оценки влияния антикоагулянтов на тромбообразование, кровь, взятая на 

гирудин, цитрат или гепарин, прокачивалась над коллагеном при скорости сдвига 

1000 с⁻¹. Тромбы в гирудинированной крови занимали большую площадь (рисунок 

2, а), что указывает на повышенную чувствительность модели при использовании 

гирудина и делает его предпочтительным антикоагулянтом для оценки первичного 

гемостаза. 

Выбор скорости сдвига  

 Для оценки влияния скорости сдвига на тромбообразование проводились 

эксперименты при 200, 1000 и 2000 с⁻¹. На скоростях 200 и 1000 с⁻¹ площадь 

покрытия активатора тромбами была схожей (рисунок 2, б), но при 1000 с⁻¹, в 

отличие от 200 с⁻¹, покрытие было равномерным независимо от размера области с 

активатором (рисунок 2, в). При 2000 с⁻¹ площадь покрытия существенно 

снижалась (рисунок 2, б). Таким образом, скорость 1000 с⁻¹ была выбрана как 

оптимальная для клинически ориентированной микрофлюидной модели тромбоза. 

Оптимизация системы  

 Для адаптации системы к неинвертированному микроскопу была 

разработана конструкция с входными трубками, позволяющая подавать кровь в 

проточную камеру. Эксперименты показали, что длина трубки существенно влияет 

на стабильность концентрации тромбоцитов: при длине 10 см стабилизация 

занимает несколько минут, что может повлиять на тромбообразование. При длине 

менее 5 см концентрация стабилизируется в течение первой минуты, особенно при 

низких скоростях сдвига (рисунок 2, г-е). Поэтому длина трубок была 

зафиксирована как важный параметр модели. 



 

Рисунок 2 - Выбор оптимальных параметров системы. а - Влияние 

антикоагулянтов на площадь покрытия. 1 точка – 1 эксперимент. Скорость сдвига 

1000 с-1. N = 6, 4 донора. б - Влияние скорости сдвига на площадь покрытия. N=35, 

10 доноров. в - Распределение площади покрытия вдоль поверхности активатора. 

1-4: Репрезентативные изображения коллагеновых полосок после 5 минут 

перфузии при 200 с-1 (1, 3) и 1000 с-1 (2, 4) на полоске шириной 1 мм (1, 2) и 3 мм 

(3, 4). Жёлтыми рамками показаны области измерения площади покрытия. 

Распределение для стандартных (5), так и для широких (6) поперечных полосок при 

200 с-1 и 1000 с-1. г - Нормализованная концентрация тромбоцитов над активатором 

как функция времени для длинных (черные) и коротких (красные) трубок при 1000 

с-1. Данные нормализованы по значению, достигнутому через 5 минут на коротких 

трубках в данном эксперименте. N=13. д - Нормализованная концентрация 

тромбоцитов над активатором как функция времени для длинных (черные точки) и 

коротких (красные точки) трубок при 200 с-1. Данные нормализованы по значению, 

достигнутому через 5 минут на коротких трубках в данном эксперименте. N=4. (е) 

Разница в площади покрытия после 5 минут перфузии между парами 

экспериментов, проведенных с использованием трубок длиной 4 см и 10 см. 

 



Оценка воспроизводимости теста  

 Для оценки вариабельности микрофлюидного теста было проведено 

исследование на 24 здоровых добровольцах. Результаты показали хорошую 

воспроизводимость внутри одного образца (коэффициент вариации <15%) и 

стабильность показателей у одного донора при повторных измерениях в разные дни 

(r² = 0,77, p = 0,006). При этом различия между донорами были значительно выше, 

но не зависели от пола. Также не было обнаружено корреляции между площадью 

покрытия и количеством тромбоцитов, что указывает на то, что вариации в 

результатах связаны с функциональными особенностями тромбоцитов, а не их 

числом. 

 Исследование чувствительности теста к гемостатическим нарушениям  

 Для оценки чувствительности микрофлюидного теста к гематологическим 

патологиям были исследованы пациенты с гемостатическими нарушениями. У 

пациентов с синдромом Вискотта-Олдрича (WAS) наблюдалась резко сниженная 

площадь покрытия (рисунок 3, а), не коррелирующая с числом тромбоцитов, что 

указывает на нарушение их функции. У пациентов с иммунной тромбоцитопенией 

(ИТП) площадь покрытия значительно снижалась при наличии кровоточивости 

(ИТП 1 степени), даже при схожем уровне тромбоцитов с бессимптомными 

пациентами (ИТП 0) (рисунок 3, а). Это свидетельствует о лучшей способности 

теста отражать клиническое состояние, чем просто подсчёт тромбоцитов. Анализ 

дополнительных параметров показал, что площадь покрытия лучше всех других 

показателей (включая CD42b, размер тромбоцитов и их зернистость) коррелирует 

с тяжестью кровоточивости. ROC-анализ подтвердил, что результаты теста имеют 

наивысшую прогностическую ценность (AUC = 0,92), превосходя как результаты 

теста функциональной активности тромбоцитов (ФАТ), так и подсчет их 

количества. 

 



 
Рисунок 3 - Сравнение здоровых доноров и пациентов. а - Сравнение площадей 

покрытия, полученных для здоровых доноров и пациентов с гематологическими 

отклонениями. Каждая точка соответствует 1 донору или 1 пациенту. Для 

пациентов было проведено 2 или 3 теста с использованием одного и того же 

образца крови, для каждого теста анализировалось одно изображение и затем 

рассчитывалось среднее значение площади покрытия. Тест Манна-Уитни, * p < 

0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001, ns - незначимо. б - Сравнение параметров для 

здоровых доноров и пациентов с ИТП с различными показателями кровотечения. 

1* - пациенты с показателем кровотечения 1 и без тяжелой тромбоцитопении (PLT 

> 25 x 103/мкл). Каждая точка соответствует 1 донору или 1 пациенту. 24 здоровых 

донора, 34 пациента. Слева: площадь покрытия, %; справа: количество 

тромбоцитов, 103/мкл. в - Цитофлуориметрический анализ. Показаны параметры, 

которые достоверно коррелировали с показателем по шкале кровотечения (см. 

матрицу корреляции, рисунок 3.5). В расчет принимались 23 пациента с PLT > 25 x 

103/мкл и показателями кровоточивости 0 (13 пациентов) или 1 (10 пациентов). R - 

коэффициент корреляции, корреляция Спирмена. S - площадь покрытия; FSC - 

размер тромбоцитов; SSC - гранулярность тромбоцитов; DG - остаточное 

количество плотных гранул после активации тромбоцитов; r - для покоящихся 

тромбоцитов, s - для активированных тромбоцитов; 0 или 1 - для оценки 

кровоточивости 0 или 1. г - ROC-кривые для пациентов с ИТП с PLT > 25 x 103/мкл 

и оценкой кровоточивости 0 (13 пациентов) или 1 (10 пациентов). Слева - площадь 

покрытия; в центре - количество тромбоцитов (PLT); справа - размер покоящихся 

тромбоцитов по данным цитофлуориметрического анализа (FSC).  



 

Влияние ориентации фибрилл коллагена в микрофлюидной системе на 

динамику формирования тромбов 

Сравнение тромбогенности коллагеновых волокон разной ориентации 

в условиях потока 

Для изучения влияния ориентации волокон коллагена I типа на 

тромбообразование были проведены эксперименты на базе разработанной модели 

с гирудинированной кровью человека. Для иммобилизации коллагена 

использовался микрофлюидный подход, ориентация фибрилл задавалась 

расположением экспериментальной камеры относительно иммобилизованной 

полоски коллагена. Были исследованы две ориентации коллагеновых волокон: 

продольная (параллельно потоку) и поперечная (перпендикулярно потоку). 

Расположение фибрилл анализировалось с помощью светлопольной микроскопии 

и ПО CurveAlign.   

 Эксперименты при разных скоростях сдвига показали, что ориентация 

коллагеновых волокон влияет на рост тромбов. При продольной ориентации 

фибрилл средняя высота тромбов увеличивалась с ростом скорости сдвига, тогда 

как при поперечной — снижалась (рисунок 4 а, слева). для продольных волокон 

она незначительно увеличивалась от 200 до 1000 с-1 и несколько уменьшалась при 

дальнейшем увеличении скорости сдвига до 2000 с-1. Однако для поперечных 

волокон зависимость существенно различалась: хотя существенной разницы в 

площади покрытия между 200 и 1000 с-1 не было, наблюдалось резкое ее снижение 

для 2000 с-1, что приводило к значительной разнице между ориентациями при 

высоких скоростях сдвига (рисунок 4 а, справа).  

Так как при скорости сдвига 2000 с⁻¹ площадь покрытия была выше на 

продольных волокнах , исследовалась причина этого эффекта. Анализ показал, что 

при 1000 с⁻¹ число тромбов на поперечных и продольных волокнах было 

одинаковым, а при 2000 с⁻¹ — значительно выше на продольных (рисунок 4 б, 

слева). Размеры тромбов были схожи (рисунок 4 б, справа), что указывает на 



изменение в количестве тромбов, а не их размере. Это, в свою очередь, указывает 

на различие в начальных стадиях тромбообразования, которые исследовались 

далее. 

 

Рисунок 4 - Влияние скорости сдвига и ориентации коллагеновых фибрилл на 

параметры тромба in vitro. а - Слева - зависимость средней высоты тромба от 

скорости сдвига. Данные представлены для N=15 экспериментов с 7 разными 

донорами. Справа - площадь покрытия (%) после 5 минут перфузии. N=35, 10 

доноров. Каждая точка соответствует одному запуску эксперимента (одному 

каналу). б - Слева - зависимость количества тромбов в кадре (330х330 мкм) от 

скорости сдвига и ориентации фибрилл. Справа - сравнение относительной 

площади 1 тромба на продольных и поперечных фибриллах. Относительная 

площадь рассчитывалась как площадь покрытия в данном кадре, деленная на 

количество тромбов в нем. Каждый эксперимент состоял из нескольких каналов, 

каждый канал мог использоваться при разных скоростях сдвига или ориентации 

коллагеновых волокон, но с использованием крови одного донора. Каждая точка на 

графике показывает результат, полученный в одном канале. Красным показаны 

эксперименты, проведенные на поперечных волокнах; зеленым - на продольных 

волокнах. Средняя линия отмечает медианное значение, верхняя и нижняя границы 

содержат данные в интервале Q1-Q3. P-значения для теста Манна-Уитни показаны 

для наборов данных, соединенных горизонтальной линией: **соответствует 

p<0.05, *** р<0.01, **** р<0.001.  

 



Исследование первичной адгезии тромбоцитов к коллагену при высокой 

скорости сдвига  

 Для изучения начальной адгезии тромбоцитов при высокой скорости сдвига 

(2000 с⁻¹) использовалась высокоскоростная флуоресцентная микроскопия. 

Наблюдаемые тромбоциты подразделялись на две группы: «временные» 

(кратковременный контакт с активатором) и «стабильные» (стабильная адгезия). 

Стабильные тромбоциты двигались по коллагену значительно дольше (порядка 

нескольких секунд) и проходили большие расстояния (порядка нескольких 

микрометров), чем временные, независимо от ориентации волокон (рисунок 5, а) и 

в большинстве случаев инициировали образование тромба. На продольных 

волокнах число стабильных тромбоцитов было значительно выше, что объясняет 

большее количество тромбов (рисунок 4, б), образовавшихся в этих экспериментах. 

 Для временных тромбоцитов взаимодействие с поверхностью, покрытой 

продольными фибриллами коллагена, было также продолжительнее, чем в случае 

поперечных фибрилл (рисунок 5, б). Это указывает, что продольная ориентация 

способствует более длительному контакту с коллагеном, что, в свою очередь, 

повышает вероятность активации тромбоцитов. 

Предполагается, что при движении над поверхностью с активатором 

благодаря взаимодействию с молекулами фактора фон Виллебранда, связанными с 

коллагеном, в случае продольных фибрилл тромбоциты могут перемещаться вдоль 

волокон, оставаясь в контакте с коллагеном на протяжении нескольких секунд, что 

позволяет им активироваться и закрепиться стабильно. Для проверки этой 

гипотезы далее применялся иммунофлюоресцентный анализ в сочетании с 

высокоскоростной съемкой. 

 



 
Рисунок 5 - Анализ динамики прикрепления одиночных тромбоцитов с 

использованием высокоскоростной визуализации. а - Слева - расстояние в 

микрометрах (длина трека), пройденное временно и стабильно прикрепившимися 

тромбоцитами по поперечным и продольным коллагеновым фибриллам при 2000 

с-1. Справа - время в секундах (время взаимодействия), которое временно и 

стабильно прикрепившиеся тромбоциты перемещались вдоль покрытой 

коллагеном поверхности на скорости сдвига 2000 с-1. Каждая точка соответствует 

одному эксперименту, каждый из которых состоял из нескольких запусков, в 

каждом из которых анализировалось как можно больше тромбоцитов. Точки, 

соответствующие стабильным тромбоцитам, обозначены красным; временным - 

черным. В некоторых случаях небольшое количество стабильно прикрепившихся 

тромбоцитов приводило к увеличению вариаций. Эксперименты проводились 

парами на обеих ориентациях, то есть каждой точке на поперечных волокнах 

соответствует точка на продольных, за исключением четвертого эксперимента, в 

котором на продольных волокнах не было стабильных тромбоцитов. 

б - Данные о временных тромбоцитах из панели а. Слева - расстояние в 

микрометрах (длина трека), пройденное временно прикрепившимися тромбоциты 

на поперечных и продольных фибриллах при 2000 с-1. Справа - время 

взаимодействия, в течение которого временно прикрепившиеся тромбоциты 

движутся вдоль покрытой коллагеном поверхности со скоростью 2000 с-1 

 



Исследование взаимодействия тромбоцитов с фактором фон 

Виллебранда и его распределения на коллагеновых волокнах 

Известно, что адгезия тромбоцитов к коллагену при высоких скоростях 

сдвига происходит благодаря взаимодействию гликопротеина Ib тромбоцитов с 

фактором фон Виллебранда (ФВ). Чтобы проверить, обусловлена ли усиленная 

адгезия тромбоцитов к продольным фибриллам при высокой скорости сдвига 

различиями во взаимодействии ФВ с коллагеном, использовалась 

иммунофлуоресцентная микроскопия. Были проведены те же эксперименты, что и 

для изучения динамики отдельных тромбоцитов, но теперь с одновременным 

окрашиванием тромбоцитов и мультимеров фактора фон Виллебранда, используя 

высокое увеличение. Этот анализ показал, что тромбоциты прикреплялись в 

местах, положительных по флуоресценции антител к ФВ. В случае поперечных 

фибрилл адгезия была непродолжительной, в то время как в случае продольных 

фибрилл коллагена тромбоциты двигались преимущественно по ФВ-

положительным волокнам (рисунок 6, а, б). При этом доля ФВ-положительных 

фибрилл и интенсивность их окрашивания не различались между ориентациями 

(рисунок 6, г), что указывает на то, что различия в адгезии вызваны не количеством 

ФВ, а механикой движения тромбоцитов по волокнам. Интересно, что только малая 

часть фибрилл окрашивалась положительно по ФВ. Эти ФВ-положительные 

фибриллы были малочисленны и плохо различимы на просвет (рисунок 6, в, г). 

Дополнительный анализ показал, что  они относятся к коллагену III типа, который 

обеспечивает эффективное связывание ФВ и стабильную адгезию тромбоцитов 

(рисунок 6, д) на высоких скоростях сдвига. 

 

 

 

 

 



 
Рисунок 6 - Связывание ФВ с коллагеном и адгезия тромбоцитов. а - Антитела к 

ФВ (зеленый) и треки всех тромбоцитов, которые взаимодействовали с 

поверхностью за 80 секунд (красный). Справа: те же изображения; волокна 

коллагена показаны белым, треки тромбоцитов — цветом. Чем длиннее трек, тем 

цвет ближе к темно-красному. б - Длина трека от ее части, покрытой ФВ, для 

продольных (зеленый) и поперечных (красный) фибрилл в репрезентативных 

экспериментах с панели а. 1 точка = 1 тромбоцит. в - Покрытая коллагеном 

поверхность: на просвет (сверху), антитела к ФВ (посередине), наложение этих 

бинаризованных изображений (снизу; коллаген — зеленый, ФВ — красный). 

Увеличение: 40x. г - Количество фибрилл в области 130x130 мкм в светлопольных 

и д - эпифлуоресцентных (ФВ)  каналах для поперечной (красный) и продольной 

(зеленый) ориентации фибрилл коллагена. е - Репрезентативные изображения 

покрытой коллагеном поверхности в: бинаризованном светлом поле (сверху), 

канале антител к ФВ (в центре), канале антител к коллагену III типа (снизу). 



Исследование динамики взаимодействия тромбоцитов с активатором и 

анализ гипотез о наблюдаемых различиях 

Для объяснения наблюдаемой разницы в адгезии тромбоцитов были 

рассмотрены три гипотезы. Основная из них — для активации тромбоциту 

требуется контактировать с коллагеном в течение нескольких секунд. Фибриллы, 

ориентированные вдоль потока, обеспечивают более длительное взаимодействие, 

что приводит к большей вероятности стабильной адгезии и активации. Вторая 

гипотеза предполагает, что требуется накопление взаимодействий с сайтами GPVI, 

а третья — встреча с некими «суперсайтами» для активации.  

 Анализ временных распределений показал, что тромбоциты, находившиеся в 

контакте с коллагеном дольше 3–4 секунд, как правило, становились стабильными 

(рисунок 7, а, в), что подтверждает первую гипотезу. При этом длина пройденного 

пути не играла решающей роли (рисунок 7, б, г), что ослабляет вторую гипотезу. 

Кроме того, средняя скорость тромбоцитов снижалась с увеличением времени 

взаимодействия (рисунок 7,  з),  подразумевая, что процесс активации тромбоцитов 

зависит от времени. Их движение было прерывистым, характерным для 

взаимодействия с ФВ, но в отличие от поверхности, покрытой только ФВ, на 

коллагене наблюдалось постепенное замедление (рисунок 7, д-ж). 

 Таким образом, полученные результаты предлагают следующее объяснение 

наблюдаемым явлениям: поскольку тромбоцитам требуется некоторое время для 

активации, а при высоких скоростях сдвига их адгезия обусловлена 

взаимодействием с ФВ, продольные волокна коллагена III типа, эффективно 

связывающие ФВ, служат своего рода рельсами, которые способствуют стабильной 

адгезии: тромбоциты могут катиться вдоль волокна в направлении потока и не 

терять контакта с коллагеном, таким образом, имея достаточно времени для 

активации, в отличие от ситуации на поперечных волокнах. 

 



 

Рисунок 7 - Анализ динамики отдельных тромбоцитов. а-г - Статистические 

распределения времен взаимодействия (а, в) и длин треков (б, г) отдельных 

тромбоцитов для временных (а, б) и стабильных (в, г) клеток. Красные столбцы 

соответствуют данным, полученным на поперечных волокнах; зеленые - на 

продольных. N=10 экспериментов для каждой ориентации. д-ж - Координаты 

отдельных тромбоцитов (вдоль направления потока) из репрезентативного 

эксперимента как функции времени. Каждая цветная линия соответствует 

отдельной клетке. д, е: временные тромбоциты; ё, ж: стабильные, 

взаимодействующие с: д, ё: поперечными волокнами и е, ж: продольными 

волокнами. з-к - Распределение параметров временных тромбоцитов по интервалам 

в 1 секунду на поперечных (з) и продольных (и) фибриллах, а также 1 мкм для длин 

треков на поперечных (й) и продольных (к) волокнах 

ВЫВОДЫ 

1. Разработана система для оценки состояния тромбоцитарного звена 

гемостаза на базе проточной камеры, в которой формирование тромбов в крови, 



взятой на гирудин, происходит на скорости сдвига 1000 с-1 в локализованной 

области, покрытой фибриллами коллагена I типа; при помощи флуоресцентной 

микроскопии измеряется площадь покрытия активатора тромбами через 5 минут 

перфузии.  

2. Разработанная система различает здоровых доноров и пациентов с 

иммунной тромбоцитопенией и синдромом Вискотта-Олдрича на уровне p < 0.001. 

Более того, для ИТП результаты теста позволяют различать тяжесть состояния 

пациентов с надежностью (AUC) 0.92 против 0.75 и 0.8 для количества 

тромбоцитов и теста функциональной активности тромбоцитов соответственно. 

3. На базе разработанной системы обнаружена зависимость 

формирования тромбов от ориентации фибрилл коллагена: с увеличением скорости 

сдвига продольные волокна становятся в разы более тромбогенными, чем 

поперечные. 

4. Показано, что этот эффект объясняется различиями в начальных этапах 

тромбообразования: на высоких скоростях сдвига продольные коллагеновые 

волокна увеличивают время взаимодействия тромбоцитов с активатором, которое 

должно составлять более 2 секунд для стабильной адгезии. 

5. Продемонстрирована неравномерность распределения ФВ по покрытой 

коллагеном поверхности: малая часть фибрилл, принадлежащая к примеси 

коллагена III типа, эффективно связывает фактор фон Виллебранда и обеспечивает 

адгезию тромбоцитов на высокой скорости сдвига. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. При исследовании фукции тромбоцитарного звена гемостаза 

критически важно соблюдать преаналитические требования, в особенности – 

завершение экспериментов в течение 2 часов (оптимально – 1.5 часов) от взятия 

крови. Результаты, полученные на более поздних временах существенно 

смещаются в сторону усиления тромбообразования. 

2. При применении флуоресцентных красителей необходимо применять 

минимальные необходимые дозировки во избежание влияния растворителей, таких 



как диметилсульфоксид, на образцы крови. Также важно стандартизировать как 

можно более плавное перемешивание образцов. 

3. При использовании трубок для подачи крови в проточные камеры 

необходимо минимизировать их длину, поскольку ее увеличение приводит к 

увеличению времени нормализации концентрации тромбоцитов в области над 

активатором. 

4. При создании микрофлюидных тестов и анализе их результатов 

необходимо учитывать ориентацию фибрилл коллагена, так она существенным 

образом влияет на формирование тромбов. Продольные фибриллы значительно 

более тромбогенны на высоких скоростях сдвига, что приводит к увеличению 

площади покрытия активатора тромбами и разброса ее значений ввиду сложности 

и многофакторности процесса. 

5. При анализе данных, полученных на препаратах коллагена I типа, 

стоит учитывать наличие в них естественной примеси фибрилл III типа и их вкладе 

в тромбообразование на высоких скоростях сдвига. 
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Список сокращений 

ФВ - фактор фон Виллебранда 

БСА - бычий сывороточный альбумин 

DiOC6 - 3,3′-дигексилоксакарбоцианин иодид 

PDMS – полидиметилсилоксан 

WAS - синдром Вискотта-Олдрича 

ИТП - иммунная тромбоцитопения 

AUC - площадь под кривой 

ФАТ - тест функциональной активности тромбоцитов 

GPVI - гликопротеин VI 


