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Анализ функции ингибирования 
тромбоцитов по фосфорилированию 
внутриклеточного цитоскелетного 
белка VASP в цельной крови  
во времени
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Состояние тромбоцитов может зависеть от времени, прошедшего с момента забора крови, 
в первую очередь из-за наличия в циркуляции короткоживущих ингибиторов их активации. 
В данной работе проанализировано фосфорилирование белка VASP (vasodilator-stimulated 
phosphoprotein), которое коррелирует с функцией ингибирования тромбоцитов в зависимости 
от времени с помощью проточной цитометрии. Данное исследование одобрено независимым 
этическим комитетом и утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России. Мы исследовали фосфорилирование VASP тромбоцитов в цельной 
крови сразу после ее взятия из вены и через 60 мин. В качестве положительного контроля нами 
использовано ингибирование функции тромбоцитов с помощью простагландина Е1. В результате 
мы выяснили, что фосфорилирование VASP в тромбоцитах не отличалось достоверно в цельной 
крови сразу после ее взятия и через 60 мин, в то время как наблюдалось заметное его увеличение 
при ингибировании тромбоцитов с помощью простагландина Е1. Полученные данные предполагают, 
что состояние тромбоцитов не изменяется заметным образом в течение 60 мин после взятия 
крови из вены. 
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of the intracellular cytoskeleton protein VASP in whole blood over time 
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The state of platelets may depend on the time since blood draw, primarily because of the presence of short-lived inhibitors 
of platelet activation in circulation. In this work, we analyzed the phosphorylation of vasodilator-stimulated phosphoprotein 
(VASP), which correlates with platelet inhibition, over time using flow cytometry. The study was approved by the Independent 
Ethics Committee and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, 
Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. We investigated VASP phosphorylation in platelets 
in whole blood immediately after the blood was collected and 60 minutes later. As a positive control, we used platelet function 
inhibition by prostaglandin E1. As a result, it was found that the level of VASP phosphorylation in platelets in whole blood did not 
differ significantly in samples taken immediately after the blood draw and 60 minutes later, however it was markedly increased 
with platelet inhibition by prostaglandin E1. Our results suggest that the state of platelets does not change significantly within 
60 minutes after the blood draw.  
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Активация тромбоцитов в кровотоке регули-
руется широким спектром агонистов, что 
может приводить к самым разным ответам 

тромбоцитов [1, 2], в том числе и к формированию 
их прокоагулянтной субпопуляции, которая экспо-
нирует на своей внешней мембране липид фосфа-
тидилсерин, который детектируется с помощью либо  
аннексина V [3], либо лактадгерина [4]. Способность 
тромбоцитов к активации в кровотоке может быть 

подавлена с помощью различных простагландинов 
[5] и оксида азота (II) (NO), который вырабатывается 
в основном эндотелиальными клетками, выстилаю-
щими стенки сосудов [6]. На сегодняшний день один 
из внутриклеточных цитоскелетных белков тромбо-
цитов VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein), 
который ассоциирован с интегринами, рассматривают 
в качестве одного из основных маркерных белков 
ингибирования функции тромбоцитов, поскольку 
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повышение его фосфорилирования коррелирует с 
ингибированием связывания растворимого фибри-
ногена с интегрином aIIbb3 и ингибированием агре-
гации тромбоцитов [7]. VASP имеет 3 различных сайта 
фосфорилирования, которые фосфорилируются как 
сGMP-, так и сAMP-зависимыми протеинкиназами, 
однако каждая киназа проявляет предпочтитель-
ность для разных сайтов фосфорилирования [8], есть 
также данные о фосфорилировании VASP по Ser157 с 
помощью протеинкиназы С [9]. Антитела к фосфори-
лированной форме Ser239 VASP были описаны ранее 
для анализа заингибированного (с помощью проста-
гландина Е1 (ПГЕ1) или доноров NO) состояния тром-
боцитов [10]. Вопрос о том, насколько исследования 
тромбоцитов in vitro отражают их свойства in vivo, до 
сих пор остается дискуссионным.

В данной работе мы исследовали состояние 
тромбоцитов с помощью анализа фосфорилиро-
вания VASP по Ser239 и показали, что состояние 
тромбоцитов, напрямую зафиксированных из веноз-
ного кровотока, не отличается заметным образом от 
состояния тромбоцитов в крови, которая была выдер-
жана при комнатной температуре в течение 60 мин 
после ее забора. Данное исследование одобрено 
независимым этическим комитетом и утверждено 
решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. 
Дмитрия Рогачева» Минздрава России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Забор, фиксация и пермеабилизация крови
Для наименьшего воздействия на тромбоциты 

непосредственно процессом забора кровь заби-
рали самотеком в свежеприготовленный 1% раствор 
формалина в буфере А, рН 7,4 (150 мM NaCl,  
2,7 мM KCl, 1 мM MgCl2, 0,4 мM NaH2PO4, 20 мM HEPES 
(4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая 
кислота), 5 мM глюкозы). Набирали 0,5 мл крови в 
4,5 мл 1% раствора формалина, таким образом при 
заборе кровь разбавлялась в 10 раз. Контрольную 
кровь также забирали самотеком в 110 мМ цитрата 
натрия, рН 5,5 в соотношении кровь:цитрат – 9:1. 
Кровь, которую забирали на цитрат, выдерживали 
при комнатной температуре в течение 60 мин и затем 
фиксировали в 1% растворе формалина в буфере А,  
рН 7,4, при этом кровь разбавлялась в 10 раз. В каче-
стве положительного контроля использовали инги-
бирование функции тромбоцитов с помощью ПГЕ1: 
к 100 мкл крови добавляли ПГЕ1 до 5 мкМ из 1 мМ 
стока в этаноле и инкубировали 3 мин, затем кровь 
фиксировали в 1% растворе формалина в буфере А,  
рН 7,4, при этом кровь разбавлялась в 10 раз. Время 
фиксации крови составляло 30 мин. После этого 
фиксированные клетки пермеабилизовывали добав-
лением 0,3% раствора тритона Х-100 в буфере А, 

рН 7,4 до конечной концентрации тритона 0,2%, 
пермеабилизацию проводили в течение 30 мин. 
Далее реакцию сшивки формалином останавливали 
добавлением 50 мМ раствора глицина в буфере А 
с 5 мг/мл бычьего сывороточного альбумина (БСА), 
рН 7,4 и инкубировали с ним при перемешивании  
30 мин, затем фиксированные клетки хранили при 
+4°С в течение 16–20 ч.

Окраска фиксированных клеток антителами
Фиксированные и пермеабилизованные клетки 

центрифугировали при 2000g в течение 10 мин и 
затем окрашивали добавлением буфера А с БСА, рН 
7,4 с антителами к интегрину aIIbb3 конъюгированных 
с фикоэритрином CD61-PE (конечная концентрация 
0,5%, Becton Dickinson, США) и первичных кроли-
чьих антител к фосфорилированной форме VASP (по 
Ser239, Affinity Biosciences, КНР), при этом конечная 
концентрация этих антител в буфере А составляла 
10 мкг/мл. Антитела инкубировали с клетками при 
постоянном перемешивании в течение 1,5 ч. Затем 
клетки отмывали добавлением 10-кратного объема 
буфера А, рН 7,4, после этого их осаждали центри-
фугированием при 2000g в течение 10 мин и далее 
окрашивали добавлением вторичных меченных 
Алексой Флуор-488 антител (антикроличьи анти-
тела, Affinity Biosciences, КНР), при этом конечная 
концентрация антител в буфере А, рН 7,4 составляла  
2 мкг/мл. Антитела инкубировали с клетками при 
постоянном перемешивании в течение 30 мин. Затем 
окрашенные клетки разбавляли буфером А с БСА, рН 
7,4 в 10 раз и инкубировали при постоянном переме-
шивании 30 мин.

Проточная цитометрия
Далее пробы сразу же измеряли на цитометре 

Novocyte (ACEA Biosciences, США) при медленной 
скорости потока, при этом собирали не менее  
2000 событий, попадающих в регион тромбоцитов, 
которые отделяли по их окрашиванию с помощью 
CD61-PE.

Статистика
Результаты представлены в виде среднего 

значения ± стандартное отклонение. Для сравнения 
выборок использовали критерий Манна–Уитни, 
отличие считали достоверным при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами проанализировано фосфорилиро-
вание цитоскелетного белка VASP в тромбоцитах с 
помощью иммунофлуоресцентного анализа фосфо-
рилированного состояния Ser239 в белке VASP по 
ранее предложенной Schwarz и соавт. методике [11]. 
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Мы немного модифицировали эту методику – доба-
вили раствор глицина в буфере А к фиксированной 
крови для остановки реакции сшивки формалином 
и предотвращения неспецифической пришивки 
антител в результате просто химической реакции, а 
не аффинного связывания.

Мы не зарегистрировали заметного изменения 
фосфорилирования VASP в цельной крови, забранной 
напрямую самотеком в формалин, и в цельной 
крови, забранной на цитрат, которая находилась при 
комнатной температуре в течение 60 мин (рисунок, А).  
При этом мы наблюдали заметное различие между 
кровью, простоявшей 60 мин, и той же кровью, в 
которую был добавлен ПГЕ1 (рисунок, Б), это позво-
ляет говорить о том, что заингибированное состояние 
тромбоцитов мы действительно регистрируем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе мы показали, что фосфорилиро-
вание цитоскелетного белка VASP заметным образом 
не отличается в крови, которую набирали сразу в 
фиксирующий раствор, и в крови, выдержанной при 
комнатной температуре в течение 60 мин.

Анализ фосфорилирования цитоскелетного 
белка VASP является одним из нескольких предло-
женных на сегодняшний день подходов для мони-
торинга состояния тромбоцитов [12]. Этот подход 

сейчас широко используется даже для анализа 
состояния тромбоцитов пациентов [13] и позволяет 
эффективно отслеживать терапию антагонистами 
P2Y12 [14, 15]. Однако состояние VASP в тромбо-
цитах крови по времени, прошедшему от момента ее 
забора, оставалось неисследованным.

Фосфорилирование цитоскелетного белка VASP 
является чувствительным к антитромбоцитарной 
терапии [16] и даже было предложено в качестве 
одного из способов детекции в крови количества NO 
[17], однако поскольку в крови всегда присутствует 
сложная смесь активаторов и ингибиторов тром-
боцитов, то состояние тромбоцитов остается непо-
нятным.

В своих экспериментах по исследованию роста 
тромба в проточных камерах мы наблюдали заметное 
изменение свойств крови в зависимости от времени, 
прошедшего от ее забора, в частности заметное 
увеличение размера растущих тромбов в зависи-
мости от момента забора крови (Троянова, Нечипу-
ренко, Пантелеев, неопубликованные данные). Мы 
предположили, что такой эффект может быть связан 
с постепенным изменением состояния тромбоцитов в 
крови и, возможно, с утратой ими заингибированного 
состояния, в котором они, возможно, существуют в 
кровотоке благодаря присутствию ингибиторов тром-
боцитов, таких как различные типы простагландинов, 
простациклинов и NO.

Рисунок 
Анализ фосфорилирования цитоскелетного белка VASP по Ser239 в зависимости от времени от момента 
забора крови
В качестве положительного контроля использовано ингибирование тромбоцитов с помощью ПГЕ1. А – приведены типич-
ные гистограммы флуоресценции для 1 донора. Черный цвет – гистограмма для времени 0 мин, темно-серый цвет – ги-
стограмма для времени 60 мин; светло-серый цвет – гистограмма для ингибирования с ПГЕ1; Б – приведены усредненные 
значения флуоресценции фосфорилированной формы VASP для Ser239 для 4 доноров
Figure 
An analysis of phosphorylation of the cytoskeleton protein VASP at Ser239 by time since blood draw 
As a positive control, platelet function inhibition by prostaglandin E1 (PGE1) was used. A – typical fluorescence histograms for 1 donor. The 
black histogram is for the timepoint “0 min”, the dark grey histogram is for the timepoint “60 min”; the light grey histogram is for inhibition 
with PGE1; Б – mean fluorescence intensity values of phosphorylated VASP for Ser239 for 4 donors

А Б
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе показано, что в условиях нашего 
эксперимента фосфорилирование цитоскелетного 
белка VASP не изменялось заметным образом в 
течение 60 мин после взятия крови, в то время как 
мы наблюдали заметное воздействие ПГЕ1 на детек-
тируемое фосфорилирование VASP (рисунок). Полу-
ченные нами данные предполагают, что в пределах 
исследованного времени состояние тромбоцитов 
заметным образом не изменяется по анализу фосфо-
рилирования цитоскелетного белка VASP, которое 

обычно коррелирует с функцией ингибирования 
тромбоцитов.
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