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Аннотация. Введение. Изучение клеточного звена системы гемостаза является актуальным, по-

скольку способствует снижению рисков тромбообразования или внутренних кровоизлияний. Внедрение 
подходов, позволяющих в клинических условиях подбирать оптимальные дозировки лекарственных ве-
ществ, влияющих на коагуляционные свойства крови, может повысить эффективность проводимой тера-
пии. Цель исследования – разработать метод визуализации активации тромбоцитов, инициированной 
серотонина адипинатом в условиях in vitro, при помощи флуоресцентной микроскопии. Материалы и 
методы исследования. Объектом исследования служила венозная кровь, стабилизированная гепарином. 
В режиме ex tempore кровь центрифугировали 5 минут при 1000 об./мин, обогащённую тромбоцитами 
плазму помещали в лунки микропланшета, приливали раствор серотонина адипината в концентрациях: 
48,8×10-6 и 48,8×10-3 мг/мл и окрашивали водным раствором акридинового оранжевого и тоипафлавина. 
Процесс активации клеток визуализировали под покровным стеклом на микроскопе EVOS M7000 (в ре-
жиме GFP – голубой свет). Результаты и их обсуждение. Использование флуоресцентных красителей – 
трипафлавина и акридинового оранжевого, позволило изучить процесс активации тромбоцитов в услови-
ях воздействия раствора серотонина адипината в динамике и количественно оценить размеры конечных 
агрегатов. Подобранные условия эксперимента – рН среды и концентрация красителей не оказывают 
влияния на физиологическое состояние кровяных пластинок в контроле. Выводы. Разработанный метод 
визуализации тромбообразования является удобным, экспрессным и может быть рекомендован к внедре-
нию в клинико-лабораторную практику для оценки воздействия фармакологических препаратов с гемо-
статическим эффектом. 

Ключевые слова: активация тромбоцитов, витальное окрашивание клеток, риски тромбообразо-
вания, серотонина адипинат, флуоресцентная микроскопия. 
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Abstract. Introduction. The studying of the cellular link of the hemostasis system is relevant, since it al-
lows to reduce the risks of thrombosis or internal hemorrhages. The introduction of approaches that allow in 
clinical conditions to select the optimal dosages of drugs that affect the coagulation properties of blood can in-
crease the effectiveness of the therapy. The aim of the work is to develop a method for visualizing platelet ag-
gregation initiated by serotonin adipinate under in vitro conditions using fluorescence microscopy. Materials 
and methods. The object of the study was venous blood stabilized with heparin. In the ex tempore mode, blood 
was centrifuged for 5 minutes at 1000 rpm, platelet-rich plasma was placed in the wells of a microplate, and a 
solution of serotonin adipinate was added at concentrations of 48.8*10-6 and 48.8*10-3 mg/ml. The process of 
cell activation was visualized under a cover glass on an EVOS M7000 microscope (in GFP mode - blue light). 
Results. The use of fluorescent dyes - tripaflavin and acridine orange, made it possible to study the process of 
platelet activation under the influence of a solution of serotonin adipinate in dynamics and to quantify the size of 
the final aggregates. The selected experimental conditions - the pH of the medium and the concentration of dyes 
do not affect the physiological state of platelets. Conclusions. The developed method of visualization of throm-
bus formation is convenient, rapid and can be recommended for implementation in clinical and laboratory prac-
tice to assess the impact of pharmacological drugs with a hemostatic effect. 
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Введение. Для профилактики инсультов, инфарктов и др. последствий тромбоэмболии, широкое 
распространение получила антитромбоцитарная и антикоагулянтная терапия. Однако, у отдельных групп 
пациентов это может приводить к развитию гастроинтестинальных кровотечений [2], а в случае необхо-
димости оказания экстренной и неотложной помощи лицам, принимающим антикоагулянты с продолжи-
тельным клиренсом, внутреннее кровотечение, вызванное хирургическим вмешательством, может пред-
ставлять угрозу для жизни. В этой связи актуален подбор индивидуальных схем коррекции гемостаза, а 
разработка удобных и практических методов оценки состояния клеточного звена этой системы будет 
способствовать снижению рисков осложнений. 

В качестве удобной модели для изучения процесса активации тромбоцитов нами использован се-
ротонин, раствор для инъекций которого применяется как гемостатическое, серотонинергическое и анти-
диуретическое средство [6]. При сорбции серотонина тромбоцитами происходит их активация, и запус-
кается целый каскад биохимических реакций, приводящих к свертыванию крови [4]. Таким образом, па-
циентам с острым тромбозом артерий и вен, а также с заболеваниями, сопровождающимися гиперкоагу-
ляцией, такие как ДВС-синдром [1], этот препарат противопоказан. 

К настоящему времени описаны различные методы изучения активации тромбоцитов, одним из 
которых является проточная цитометрия [5]. Недостатком данного метода выступает то обстоятельство, 
что у оператора во время исследования отсутствует возможность наблюдать процесс в динамике, а это в 
ряде случаев может иметь принципиальный характер. 

Цель исследования – разработать эффективный метод визуализации процесса активации тромбо-
цитов в условиях in vitro при помощи флуоресцентной микроскопии. 

Материалы и методы исследования. Исследования проводили на цельной крови, отобранной у 
условно здоровых доноров, заранее давших информированное согласие. Биоматериал стабилизировали 
гепарином (подобранный антикоагулянт использовался с целью моделирования ситуации применения 
низкомолекулярных гепаринов, как профилактики осложнений от SARS-CoV-2). Суспензию тромбоцитов 
выделяли центрифугированием при 1000 об./мин. в течение 5 минут, а инициализацию процесса агрега-
ции осуществляли в лунках микропланшета (соотношение плазмы и препарата 10:1). Раствор серотонина 
адипината готовили в следующих концентрациях 48,8×10-6 мг/мл и 48,8×10-3 мг/мл, растворитель – фос-
фатно-солевой буфер (ФСБ) с pH=7,4. Для визуализации процесса образования тромбоцитарных агрега-
тов использовали микроскоп INVITROGEN EVOS M7000 от Thermo Fisher Scientific и метод витального 
окрашивания акридиновым оранжевым и трипафлавином [3]; рабочий раствор готовили из сухой навески 
и ФСБ в соотношении 1:1500 и 1:2000 соответственно. Пробы смотрели под покровным стеклом.  

Результаты и их обсуждение. Экспериментально подобранные условия окраски флуоресцентны-
ми красителями позволили визуализировать процесс активации тромбоцитов под воздействием серото-
нина адипината. Введение в культуру биогенного амина сопровождалось опалесценцией тромбоцитов, 
цвет которой варьировал от белого до светло-жёлтого. Интенсивность опалесценции и дальнейшее обра-
зование агрегатов носило дозозависимый характер (рис.). 

 

 
 

Рис. Микрофотографии тромбоцитов и их агрегатов при введении в культуру  
различных концентраций серотонина адипината (увеличение ×400, возбуждающее  

излучение – GFP – голубой лазер, длина линейки 50 мкм) 
 

Как видно из рисунка, в контрольной группе тромбоциты находились на протяжении всего экспе-
римента (20 мин.) в ресуспендированном состоянии. В культуре наблюдались лишь редкие тромбоци-
тарные скопления, средние размеры которых не превышали 5,5 мкм. В образцах с серотонином в мини-
мальной концентрации была замечена слабая опалесценция, и выявлялось частое образование клеточных 
агрегатов, доходящих в своих размерах до 9,4 мкм, однако большая часть клеток продолжала находиться 
в изолированном виде. В максимальной концентрации опалесценция плазмы была интенсивнее, и коли-
чество одиночных тромбоцитов значительно сократилось, а размеры агрегатов увеличились до 10,7 мкм. 
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Заключение. Представленный метод оценки активации тромбоцитов может быть рекомендован 
для внедрения в клинико-лабораторную диагностику, поскольку он обладает высокой информативно-
стью, наглядностью и экспрессностью. Установлено, что используемые красители – акридиновый оран-
жевый и трипафлавин в фосфатно-солевом буфере, не влияют на физиологическое состояние кровяных 
пластинок. По результатам исследования выявлено, что с повышением концентрации серотонина адипи-
ната размеры тромбоцитарных агрегатов увеличивались в среднем на 12,15%. Разработанная методика 
может лечь в основу биофармацевтического скрининга при изучении новых лекарственных средств, 
влияющих на гемостаз. 
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