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Тромб представляет собой гетерогенную структуру, состоящую из тромбоцитов в разных 
функциональных состояниях. Проточная цитометрия является одним из наиболее многообещающих 
инструментов для диагностики состояния тромбоцитов. Однако вопрос ее оптимизации и 
стандартизации является предметом бурных дискуссий. Как правильно активировать и пометить 
тромбоциты для того, чтобы оценить их функциональный статус? В данной работе мы хотели бы 
коротко осветить этот вопрос и предложить гипотезу, что несколько уровней/типов активации 
тромбоцита соответствуют различному положению в тромбе и различному физиологическому 
смыслу. Чтобы сделать вывод о том, как себя «чувствуют» тромбоциты пациента, следует 
использовать весь этот необходимый и достаточный набор уровней активации. 
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A thrombus is a heterogeneous structure consisting of platelets in different functional states. Flow cytometry is one of the 
most promising tools for the diagnosis of platelet state. However, its optimization and standardization are the subjects of 
heated debate. How to properly activate and label platelets in order to assess their functional status? In this work, we would 
like to briefly highlight this issue and propose the hypothesis that several levels/types of platelet activation correspond to 
various positions in the thrombus and various physiological meanings. One should use this entire necessary and sufficient set of 
activation levels in order to draw a conclusion about how the patient’s platelets “feel”. 
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Характеризация функциональной активности 
тромбоцита представляет собой актуальную 
проблему для современной лабораторной 

диагностики и фундаментальных исследований. 
Традиционные методы, такие как агрегация, давно 
перестали отвечать современным потребностям в 
оценке риска кровотечений, выявлении заболеваний, 
постановке диагноза, контроле и персонализации 
антитромботической и прогемостатической терапии. 
Однако эффективной альтернативы им в широкой 
клинической практике пока не появилось [1, 2].

Одним из наиболее многообещающих подходов 
к диагностике нарушений тромбоцитов является 

проточная цитометрия [3, 4]. Возможность выяв-
лять широкий спектр функциональных дефектов 
с помощью специфических маркеров (начиная от 
поверхностных антигенов и вплоть до изменений 
кальциевой сигнализации [5] и потенциала на мито-
хондриях), использовать любые комбинации актива-
торов, оценивать десятки тысяч клеток в секунду, 
работать с цельной кровью с минимализацией 
подготовки пробы дает широкие возможности для 
использования цитометрии в практике. Подходы на 
основе проточной цитометрии доказали свою успеш-
ность для многих клинически значимых ситуаций  
[6–24].
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Однако уже многие годы его внедрение в практику 
буксует. Отдельные группы используют различные 
протоколы, а эксперты не могут договориться о том, 
как следует проводить эксперименты [2]: как активи-
ровать, на что смотреть, чем метить и т. д.

С одной стороны, проблема, безусловно, реша-
ется масштабными клиническими испытаниями. С 
другой стороны, спектр путей активации тромбоцита 
[25] и его функциональных ответов [26], изменений 
настолько велик, что количество вариантов метода 
делает клинические испытания абсолютно неподъем-
ными. Чтобы преодолеть эту нерешаемую проблему, 
в данной работе мы хотели бы предложить гипотезу, 
что несколько уровней/типов активации тромбоцита 
соответствуют различному положению в тромбе и 
различному физиологическому смыслу.

Структура тромба и состояние тромбоцита
Гемостатический сгусток имеет сложную архи-

тектуру, в которой тромбоциты и фибрин перепле-
тены друг с другом (рисунок 1). Даже в тех частях 
сгустка (или тромба), которые обогащены тром-
боцитами, они могут находиться в разных состоя-
ниях активации. Наиболее ярким является различие 
между обычными активированными тромбоцитами и 
прокоагулянтными тромбоцитами [27], на мембранах 
которых происходят реакции свертывания крови [28, 
29], но которые взамен имеют дефекты адгезии [30, 
31]. Внутри фибринового сгустка эти 2 вида тром-
боцитов могут сосуществовать (рисунок 2). С одной 
стороны, концентрация прокоагулянтных тромбо-
цитов выше в области с более высокой концентра-
цией активаторов [30, 32, 33], с другой стороны, они 

Рисунок 1
Пространственная архитектура гемостатического сгустка и тканей при травматическом повреждении почки 
мыши. Использованные антитела указаны на рисунке
Figure 1
Spatial architecture of the hemostatic clot and tissues in traumatic injury of the mouse kidney. The antibodies used are indi-
cated in the figure
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Рисунок 2
Фотографии фосфатидилсерин-положительного (1) и фосфатидилсерин-отрицательного (2) тромбоцитов в 
фибриновом сгустке, полученные с помощью конфокальной микроскопии
Свертывание в богатой тромбоцитами плазме активировалось 5 пМ тканевого фактора. Для окраски использовались 
FITC-меченые антитела к CD61, mScarlet-меченый аннексин V и Alexa647-меченый фибриноген
Figure 2
The images obtained using confocal microscopy show a phosphatidylserine-positive (1) and a phosphatidylserine-negative (2) 
platelet in a fibrin clot
Coagulation in platelet-rich plasma was activated by 5 pM tissue factor. FITC-labeled anti-CD61 antibodies, mScarlet-labeled Annexin V and 
Alexa647-labeled fibrinogen were used for staining
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могут выталкиваться на периферию тромбоцитарного 
тромба благодаря контракции [34]. Интересно, что в 
относительно бедных тромбоцитами частях гемоста-
тического сгустка контракция уплотняет [35] тром-
боциты и связанный с ними фибрин на периферии 
(рисунок 3).

Контракция является не просто одним из меха-
низмов перестройки тромба, но также одной из 
функций тромбоцитов с потенциальной клинической 
значимостью [36]. Однако физиологическая и пато-
логическая роль контракции или изменения формы 
тромбоцита в настоящий момент является предметом 
исследований и дискуссий. Те функции тромбоцитов, 
которые однозначно важны для гемостаза и тромбоза, 
включают в себя способность к адгезии, активацию 
интегринов, выход плотных и альфа-гранул, синтез 
тромбоксана А2, прокоагулянтную активность [26]. 
Эти функции реализуются на разных этапах тром-
бообразования в разных частях тромба. В частности, 
работы последних лет, инициированные наблюде-
нием ядра и оболочки гемостатического агрегата 
в работах Тимоти Сталкера и Лоренса Брасса [37, 
38], предполагают существование сильно активиро-
ванных тромбоцитов близко к поврежденным тканям 
(с вышедшими альфа-гранулами). Это ядро окру-
жено динамической оболочкой слабоактивированных 
и обратимо прикрепленных тромбоцитов [39], статус 
которых управляется секрецией аденозиндифосфата 
(АДФ) из плотных гранул тромбоцитов ядра тромба 
[40].

Активация тромбоцитов в проточной цитометрии
В каких-то протоколах используется макси-

мальная активация тромбоцитов коктейлем акти-
ваторов, воздействующих на все рецепторы и 
вызывающих максимальный ответ. В других, 
наоборот, используется избирательная активация 
отдельными активаторами или даже исследование 
зависимости от их концентрации для определения 
чувствительности тромбоцитов. Точно так же набор 
вариантов детекции ответов тромбоцитов почти 
бесконечен.

Можно предположить, что для полноценной 
характеризации тромбоцитов пациента в проточной 
цитометрии (или иных методах) их необхо-
димо и достаточно поместить в те варианты 
условий, которые наблюдаются в организме, а 
также детектировать набор актуальных для этих 
условий функций. Действительно, если какие-то  
функции в ответ на какую-то стимуляцию нужны 
для физиологической или патологической роли 
тромбоцитов, то они в этих условиях проявят 
себя адекватным образом. Из описанных выше 
представлений о структуре тромба и данных 
по ответам тромбоцитов на разную стимуляцию 
[22] можно сформулировать такой набор условий  
(таблица).

Во-первых, нам, безусловно, нужны тромбоциты 
без активации. Это позволяет оценить их статус в 
покое, загруженность гранул, наличие предакти-
вации в циркуляции и способность к базовой адгезии. 

Рисунок 3
Двумерная модель контракции тромба
Левая панель: круги – тромбоциты; черный цвет – начальное положение; красный цвет – конечное положение после кон-
тракции тромба; вертикальные линии – положение холдеров, к которым присоединен тромб; µ – вязкость среды. Числа –  
номер тромбоцита от края тромба к центру. Центральная панель: верх – скорость тромбоцитов при ретракции выше на 
периферии; низ – сила, приложенная к тромбоцитам, выше в центре тромба, чем на периферии. Числа на легенде гра-
фика соответствуют номерам тромбоцитов на левой панели. Правая панель: расстояние между тромбоцитами меньше на 
периферии тромба. Простая модель ретракции предсказывает, что в присутствии двух холдеров, к которым прикреплен 
тромб, тромбоциты будут сконцентрированы на периферии тромба после ретракции
Figure 3
A two-dimensional model of thrombus contraction
Left panel: circles – platelets; black color – initial position; red color – final position after contraction of the thrombus; vertical lines – the po-
sition of the holders to which the thrombus is attached; µ – medium viscosity. Numbers – the number of platelet from the edge of the throm-
bus to the center. Central panel: upper graph – platelet velocity during the retraction is higher at the periphery; lower graph – force applied 
to the platelets is higher at the center of the thrombus than at the periphery. The numbers on the plot legend correspond to the numbers of 
platelets on the left panel. Right panel: the distance between the platelets is smaller at the periphery of the thrombus. A simple model of 
thrombus retraction predicts that in the presence of two holders, to which the thrombus is attached, platelets will be concentrated at the pe-
riphery of the thrombus after the retraction
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Таблица
Основные типы/уровни активации тромбоцита
Tables
Main types/levels of platelet activation

Вид активации
Type of activation

FSC, 
%

CD42b, 
%

CD61, 
%

Активация 
интегринов, 

%
Activation of 

integrins,
%

Выход 
альфа-

гранул, %
Alpha-granule 

release, %

Выход 
плотных 

гранул, %
Dense 

granule 
release, %

Фосфатидилсерин, 
%

Phosphatidylserine, %

Физиологический 
смысл

Physiological 
meaning

Без активации
No activation 100 100 100 ~ 0 ~ 0 ~ 0 ~ 0

В покое в 
циркуляции

Circulating in a 
resting state 

Аналоги тромбина + 
коллаген
Thrombin analogues + 
collagen

~ 60 ~ 70 ~ 250 ~ 100 ~ 100 ~ 100 20–50 Ядро тромба
Thrombus core

Аналоги тромбина + АДФ
Thrombin analogues +
ADP 

~ 60 ~ 50 ~ 250 ~ 100 ~ 100 ~ 100 5–20
Граница ядра и 

оболочки
Boundary between 

the core and the shell

АДФ
ADP 100 ~ 70 ~ 150 < 10 10–30 ~ 0 ~ 0 Оболочка тромба

Thrombus shell

Note. ADP – adenosine diphosphate.

В ряде случаев эти показатели тромбоцитов корре-
лируют с рисками кровотечений [14], даже когда мы 
плохо понимаем механизмы этой корреляции.

Во-вторых, этот набор вариантов должен вклю-
чать в себя сильную коллаген-зависимую активацию 
для области повреждения (возможно, коллаген с 
тромбином, а также с АДФ). Этот вариант покажет 
пределы возможностей тромбоцита (что полезно для 
калибровки), а также охарактеризует его способность 
стартовать тромбообразование и сформировать ядро. 
Можно предположить, что это важнейший путь для 
проявления прокоагулянтной активности. Но сам по 
себе он слабо коррелирует с некоторыми видами 
дефектов, так как переоценивает важность активации 
через гликопротеин VI [24].

Основу ядра формируют тромбоциты, активи-
рованные тромбином, возможно, последовательно 
в комбинации с АДФ [41]. Этот вариант активации 
также хорошо подходит для калибровки, так как 
вызывает максимальные или близкие к макси-
мальным ответы. Его главное различие в том, что он 
подчеркивает тромбин-зависимые пути активации. 
Можно обсуждать, насколько этот вариант активации 
можно комбинировать с предыдущим.

Наконец, необходимо учитывать слабую АДФ- 
и тромбоксан-зависимую активацию для имитации 
условий оболочки. Эта стимуляция ведет к огра-
ниченному выходу гранул и небольшой активации 

интегринов даже при высоких концентрациях акти-
ваторов. Можно осторожно предположить, что она 
физиологически соответствует внешнему слою 
ядра, а также оболочке. В любом случае, если тром-
боциты не будут нормально отвечать на АДФ, то 
формирование тромба будет нарушено. А ответы 
на АДФ на фоне сильных активаторов сложно  
исследовать.

Несмотря на то, что наше понимание структуры 
тромба и функций тромбоцита на разных этапах 
тромбообразования ограничено, подобные рассуж-
дения в перспективе могут привести к формированию 
физиологически обоснованной схемы тестирования 
тромбоцитов, для которой может быть оправдано 
проведение клинических испытаний.
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