
241

УДК 616.151.5:[532.135+539.25]

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ТРОМБООБРАЗОВАНИЯ  
C ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РЕОЛОГИЧЕСКИХ, 

ЭЛЕКТРОРЕОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДОВ  
И АТОМНО-СИЛОВОЙ МИКРОСКОПИИ 

Н. Антонова1, А. Александрова1, Е. Э. Константинова2, Г. Б. Мельникова2, 
Е. Цветкова3, И. Иванов1, A. С. Петровская2

1Институт механики Болгарской академии наук, София, Болгария 
2Институт тепло- и массообмена имени А. В. Лыкова НАН Беларуси, Минск, Беларусь 

3Болгарское общество по биореологии, София, Болгария

В статье представлено сравнительное исследование механических 
свойств индуцированного in vitro кровяного сгустка с помощью реологи-
ческих, электрореологических методов и атомно-силовой микроскопии 
(АСМ). Приводятся данные динамической вязкости и специфической 
электропроводимости, а также их анализ на основании морфологиче-
ских характеристик тромба. 
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Введение. Агрегация эритроцитов и тромбоцитов наряду с деформируемо-
стью клеток в значительной степени определяет параметры микроциркуля-
ции крови. Этот процесс в связи с его клинической значимостью изучается  
в последнее время при многих заболеваниях, таких как гипертензия, диабет, 
тромбообразование, сердечно-сосудистые болезни (например, тромбодинамиче-
ские свойства кровяного сгустка у больных с ишемической болезнью сердца). 
Исследование тромбодинамических и реологических свойств сгустка являет-
ся перспективным методом для медицины, т. к. отражает состояние тромбоо-
пасности для больного.

Благодаря активно развивающемуся методу АСМ к настоящему времени 
получены важные результаты в различных областях физики, биофизики  
и биологии, успешно проведен анализ локальных механических характеристик 
кровяных клеток и реологических свойств крови у пациентов. Преимущество 
АСМ − возможность изучения структуры (морфологии) и физико-механиче-
сих свойств кровяных клеток – эритроцитов и тромбоцитов, которые являются 
основными участниками в образовании кровяного сгустка. 

Цель исследования – изучить механизмы формирования и тромбодинами-
ческие свойства кровяного сгустка при тромбообразовании in vitro, с помощью 
реологических, электрореологических и АСМ-методов.

Материалы и методы исследования. Вязкость и специфическую электро-
проводимость нормальной и консервированной с CPD-адениновым раствором 
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крови (Национальный центр гематологии и переливания крови, София) изме-
ряли ротационным вискозиметром Low Shear 30 Contraves (LS30) с коаксиаль-
ными цилиндрами и копии измерительной системы MS1/1 со встроенными 
электродами (разработана на базе LS30) и програмным обеспечением. Соот-
ношение кровь/консервирующий раствор CPD-A1: 450 мл кровь/63 мл храни-
ли при 4 °С. Для инициирования коагуляции к образцу добавляли 2 %-ный 
водный раствор хлорида кальция CaCl2 (0,1 мл раствора на 1 мл крови). После 
его добавления образец сразу же помещали в зазор между цилиндрами и из-
мерения проводили в условиях постоянного сдвигового течения при скоро-
стях сдвига 0,0237 с–1 и 0,0596 с–1. Контроль процесса коагуляции осуществля-
ли путем мониторинга изменений вязкости крови одновременно с измерением 
специфической проводимости крови при температуре 37 °C [1–2]. 

В другом эксперименте измерения проводили через 30 мин после добавле-
ния раствора хлорида кальция к крови и формирования сгустка. Сгусток под-
вергали синусоидальному сдвиговому течению при различных частотах от 
0,000222 Гц до 1,663 Гц и при максимальной скорости сдвига от 0,00911 с–1 до 
67 с–1. Оценивали динамическую вязкость ηv и упругость сгустка, определяя 
вязкоэластический модуль G (storage modulus) [3]. Анализ данных выполняли 
программными пакетами Jandel science и Sigma Plot, а также с использованием 
программного обеспечения, разработанного в Институте механики Болгар-
ской академии наук. 

Исследования структуры сгустка проводили в Институте тепло- и массоб-
мена имени А. В. Лыкова НАН Беларуси на атомно-силовом микроскопе NT-
206 (ОДО «Микротестмашины», Беларусь). Использовали стандартные крем-
ниевые зонды NSC11 («MikroMasch», Эстония) с радиусом кривизны не более 
30 нм и коэффициентом жесткости 3 Н/м (согласно спецификации производи-
теля зондов). Образцы для исследований готовили согласно описанной ранее 
методике [4]. Из каждого образовавшегося кровяного сгустка (после 17-минут-
ного нагружения сдвигом в зазоре между концентрическими цилиндрами ре-
ометра LS30) отбирали небольшую нефиксированную пробу, которую нано-
сили на покровное стекло, высушивали на воздухе при комнатной температуре.

Результаты и обсуждение. В условиях вискозиметрического течения кро-
ви мы установили, что процесс коагуляции до образования тромба можно раз-
делить на два этапа: начальный процесс коагуляции и интенсивная коагуля-
ция. В начальном периоде наблюдалось постепенное увеличение кажущейся 
вязкости и уменьшение электропроводимости крови. Во время интенсивной 
коагуляции определена функция экспоненциального роста вязкости (вязкости 
от времени) при постоянной скорости сдвига. Было установлено, что при скоро-
стях сдвига от 0,0175 с–1 до 1,25 с–1 после добавления раствора хлорида кальция 
вязкость увеличивается с 16 000 мПа до 60 000 мПа. Оба этапа характеризую
тся параллельным уменьшением электропроводимости исследуемого образца 
[1–3]. Установлено, что образование кровяного сгустка зависит от интенсивно-
сти реометрического потока [1–3]. 



243

В работах [2, 5] показано, что суще-
ствует температурная зависимость в про
цессе коагуляции. Временные параме-
тры, характеризующие коагуляцию при 
25 °C, характеризуются более высокими 
значениями, чем при 37 °C. Это означа-
ет, что при высоких температурах свер-
тывание крови происходит быстрее.  
В полученных ранее наших результатах 
было показано [2], что относительное 
изменение σ – Δσ также увеличивается 
с повышением температуры до 37 °C.  
С повышением значений гематокрита 
относительное изменение электропро-
водимости (Δσ) уменьшается [1, 2]. 

В условиях вискозиметрического 
синусоидального течения крови установ-
лено, что сформированный сгусток об-
ладает вязкоэластическими свойствами 
и упругостью − вплоть до нарушения его внутренней структуры [1, 3]. При 
больших нагрузках начинается пластическое течение и предел упругости ме-
нятся порядка 3⋅103 Н/м2 [1, 5, 6]. 

Время свертывания tc в вискозиметрических приборах зависит от условий 
процесса и коррелирует с реологическими параметрами сгустка. В частности, 
tc тоже увеличивается с ростом температуры [5].

Рис. 1. 3D АСМ-изображение топографии 
сгустка, образованного при сдвиговом  

потоке при γ = 0,0237 с–1 (→ − псевдоподии, 
формирующие «мостики» между тромбо-

цитами; ∆ − толстые фибриновые нити  
в периферии сгустка)

      
а                                                                   б

Рис. 2. 3D-топография поверхности сгустка, образованного при сдвиговом потоке при  
γ = 0,0237 с–1. Тонкие параллельные нити фибрина (а) обозначены стрелками (↓)
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На основании проведенного изче-
ния структуры тромба (рис. 1, 2) ме- 
тодом АСМ показано формирование 
цитоплазматических псевдоподий, об-
разующих межклеточные «мостики»  
и осуществляющие «мостиковые» вза-
имодействия при агрегации тромбоци-
тов и образовании тромбов на ранней  
и поздней стадии клеточной активации 
[7–10]. На изображении представлено 
скопление (кластеры) из активирован-
ных тромбоцитов, формирующих сгу-
сток. Подобную модель «мостикового» 
взаимодействия за счет образования 
«мостиков» между эритроцитами опи-
сывают Li и соавторы [7]. Эти наблюде-
ния подтверждают наличие «мостико-
вого» взаимодействия при одновремен-

ной агрегации тромбоцитов и эритроцитов в процессах микроциркуляции  
и коагуляции крови. Межклеточные «мостики» соединяют клетки и состоят 
из белков, участвующих в взаимодействии эритроцитов и тромбоцитов [7].  

На основании изученной ультраструктуры установлено наличие фибрино-
вых нитей в сгустках (см. рис. 2). Предполагаем, что в образовании кровяного 
сгустка участвуют тонкие и толстые нити.

Методом АСМ также проведено изучение морфологических характери-
стик эритроцитов в кровяном сгустке, включая формирование монетных стол-
биков («rouleaux») (рис. 3). 

В последнее время эти процессы привлекают все больший интерес и в свя-
зи с их клинической значимостью при многих заболеваниях, таких как сахар-
ный диабет, гипертензия и многие другие. Для будущих исследований инте-
ресным является также измерение модуля упругости тромбоцитов и эритро-
цитов в кровяном сгустке.

Заключение. Сравнительное исследование образования кровяного сгуст-
ка реологическими и электрореологическими методами [1–3] отражает состо-
яние тромбоопасности для больных и является клинически важным. Введе-
ние реологических и электрореологических методов для изучения процесса 
коагуляции и тромбогенезиса может быть использовано как дополнительный 
метод исследования в гемореологии.

Применение АСМ для количественного и качественного исследования фи-
зико-механических и морфологических свойств кровяных клеток (тромбоцитов 
и эритроцитов) в сгустке имеет важное значение при клинических исследова-
ниях больных тромбоэмболической болезнью сердца и сосудов [4, 14, 15, 17]. 
Сравнение полученных методом АСМ локальных механических характеристик 

Рис. 3 АСМ-изображение эритроцитов, 
формирующих монетные столбики  

в сгустке, образованного при сдвиговом 
потоке γ = 0,0237 с–1
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эритроцитов и тромбоцитов с реологическими свойствами крови у пациентов 
с высоким уровнем агрегации эритроцитов и тромбоцитов свидетельствует об 
изменении микрореологических характеристик клеток, участвующих в про-
цессе формирования кровяного сгустка [14, 16, 17]. Комплексный подход  
при использовании современных методов исследования роли факторов риска 
в развитии тромбозов и тромбоэмболических oсложнений имеет клиническое 
значение для использования стандартных схем фармако-тромбопрофилак- 
тики [15, 17].

Исследование было проведено в рамках совместного исследовательского 
проекта между Институтом механики Болгарской академии наук и Инсти-
тутом тепло- и массообмена имени А. В. Лыкова НАН Беларуси: «Механиче-
ские и электрические свойства крови и экспериментальная оценка локальных 
упругих характеристик биологических клеток методами контактной меха-
ники. Сравнительное исследование». Работа выполнена также в рамках про-
екта двустороннего сотрудничества 2016 – Болгария – Австрия (№ ДНТС 01/10): 
«Сравнительное изучение кинетики образования тромбов» («A comparative 
study of the kinetic of clot (thrombus) formation»), финансируемого Болгарским 
национальным научным фондом.
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Исследованы нативные сенсорные нейроны. Обнаружена зависимость 
измеряемого в атомно-силовом микроскопе кажущегося модуля Юнга 
клеток от отношения высоты зонда к длине консоли использующегося 
кантилевера. Для объяснения результата анализируются деформации 
консоли в двух крайних случаях: скользящий и защемленный контакт 
зонда с поверхностью.

Ключевые слова: атомно-силовая микроскопия, физиология, модуль 
Юнга, клетки.

Введение. В последнее время перспективными считаются исследования 
модуля Юнга нативных клеток методами атомно-силовой микроскопии (АСМ) 
[1, 2]. Большой интерес представляет определение степени влияния различных 
фармакологических препаратов на клетку [3–5]. Недавно нам удалось выявить 
воздействие на сенсорные нейроны веществ с анальгетическим эффектом.  




