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Известно, что одним из проявлений сепсиса как у  человека, так и у  животных яв-
ляется повышение тромбообразования, ключевую роль в  котором играют тромбоциты. 
Данные литературы о способности липополисахарида (ЛПС), основного фактора патоген-
ности грамотрицательных бактерий, непосредственно влиять на агрегацию тромбоцитов 
крайне противоречивы. В  данной работе, выполненной на обогащенной тромбоцитами 
плазме и на цельной крови, проведена оценка эффекта ЛПС E. coli на агрегацию тромбо-
цитов с помощью высокочувствительного метода регистрации малоуглового светорассея-
ния (LaSca), позволяющего оценить изменение формы тромбоцитов и их агрегацию. По-
казано, что инкубация тромбоцитов с ЛПС в течение 1.5—2 ч приводит к ингибированию 
АДФ-стимулированной агрегации тромбоцитов и снижению активации гликопротеина IIb/
IIIa (GP IIb/IIIa). Обнаруженные эффекты ЛПС, по всей вероятности, не связаны с  клас-
сическим механизмом ингибирования активации тромбоцитов, опосредованным действи-
ем циклических нуклеотидов, так как ЛПС не менял уровня фосфорилирования VASP ни 
по Ser-157, ни по Ser-239. Полученные данные свидетельствуют, что усиление тромбо-
образования при действии грамотрицательных патогенов не является следствием прямого 
взаимодействия ЛПС с  тромбоцитами, а  зависит от системного действия многообразных 
факторов, генерируемых в условиях сепсиса.
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углового светорассеяния.
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It is known that one of the manifestations of sepsis in both humans and animals is an in-
crease in thrombogenesis, the key role in which platеlets play. The literature data on the ability 
of lipopolysaccharide (LPS), the main factor of the pathogenicity of Gram-negative bacteria, 
directly affect platelet aggregation, are extremely controversial. In this study fulfilled on platelet 
rich plasma (PRP) and on whole blood we evaluated the effect of  E.  coli LPS on platelet ag-
gregation using new highly sensitive technique based on the registration of low angle light scat-
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tering  changes  (Low Angle Light Scattering Analysis, LaSca) which allows to trace platelets 
shape change and aggregation. It was shown that incubation with LPS for 1.5—2 hours inhibits 
ADP-stimulated platelets aggregation and integrin GP IIb/IIIa activation. These effects were not 
mediated by the activation of cyclic nucleotides system, the classical pathway of platelets  in-
hibition, since LPS did not change phosphorylation of VASP at either Ser-157 or Ser-239. Our 
data suggest that  thrombus formation during severe sepsis caused by Gram-negative pathogens 
is not a consequence of the direct interaction of LPS with platelets, but depends on the system-
ic response to the multiple factors generated in the conditions of sepsis.
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Одним из осложнений тяжелого сепсиса является образование множествен-
ных микротромбов, сопровождающееся повреждением тканей, кровотечениями и 
тромбоцитопенией. Механизм этих явлений до сих пор остается малопонятным. 
Классическим подходом при исследовании сепсиса, вызванного грамотрицатель-
ными бактериями, является изучение в  модельных системах эффекта липопо-
лисахарида (ЛПС) — основного компонента клеточной стенки грамотрицатель-
ных бактерий, являющегося одним из основных индукторов септического шока.

Тромбообразование является чрезвычайно сложным, многокомпонент-
ным процессом с участием как системы свертывания крови (коагуляционного 
каскада), так и активации и взаимного воздействия друг на друга клеток крови 
(тромбоцитов, моноцитов и  др.) и эндотелия. Показано, что в  тромбоцитах, 
мелких безъядерных клетках, активно участвующих в  гемостазе, экспресси-
руются TLR4, рецепторы ЛПС [2,  6,  30] и многочисленные белки, обеспечива-
ющие внутриклеточный сигналинг ЛПС [31], что указывает на возможность 
непосредственного действия ЛПС на тромбоциты.

Так как тяжелый сепсис сопровождается тромбообразованием, логично 
было бы предположить, что ЛПС будет усиливать агрегацию тромбоцитов. 
Анализ литературы показал, что во всех работах, выполненных in vivo как 
на животных с  введением грамотрицательных бактерий или ЛПС, так и на 
человеке (септических больных или после введения ЛПС), способность тром-
боцитов к  спонтанной и агонист-стимулированной агрегации была снижена 
[1, 4, 7, 12, 21, 35]. Однако при исследовании действия ЛПС на тромбоциты in vitro 
результаты оказались противоречивы. Так, показано усиление агрегации при 
действии ЛПС [25,  36], угнетение [24,  26,  27] или отсутствие эффекта [10]. В  свя-
зи с этим целью настоящей работы явился анализ прямого действия ЛПС на 
агрегацию тромбоцитов с использованием нового высокочувствительного ме-
тода, основанного на регистрации малоуглового светорассеяния (Low Angle 
Light Scattering Analysis — LaSca).

МЕТОДИКА

Кровь здоровых добровольцев собирали в  шприцы (S-monovette), содер-
жащие цитратный буфер. Для получения плазмы, обогащенной тромбоцитами 
(PRP), в кровь добавляли ЭГТА (рабочая концентрация 2 мМ), затем центри-
фугировали 7 мин при 250 g. PRP или цельную кровь (без ЭГТА) инкубиро-
вали при комнатной температуре с различными дозами ЛПС E. coli серотипа 
B8 (Sigma, Германия) в течение разного времени.

Агрегацию тромбоцитов оценивали методом регистрации изменения мало-
углового светорассеяния на лазерном анализаторе LaSca TМ (БиоМедСистем, 
РФ) [14,  15]. Агрегация тромбоцитов лучше всего регистрируется на подъеме 



837

интенсивности светорассеяния, измеренного на 1—2°, и может быть охаракте-
ризована как наклон кривой интенсивности светорассеяния в первые 30—60 с 
стимуляции (Vin). Изменение формы тромбоцитов (platelets shape change) на 
начальной стадии их агрегации лучше всего коррелирует с подъемом сигнала, 
регистрируемого на 12°. После добавления тромбоцитов в кювету отсутствие 
спонтанной активации определяли по стабильности светорассеяния на 12°.

Измерения проводили в буфере следующего состава (мМ): NaCl 140, KCl 2, 
MgCl2 1, CaCl2 2.5, D-глюкоза 5, HEPES 10, pH 7.4, осмоляльность 290 мосм/кг 
Н2О в условиях постоянного перемешивания (1200 об/мин) при 25 °С. Через 
1—2  мин после установления стабильного базального сигнала в  кювету, со-
держащую 15 000 тромбоцитов/мл, добавляли АДФ в дозах от 100 до 500 нМ 
и регистрировали светорассеяние на 1.5 и 12°. Vin агрегации рассчитывали за 
первые 40 с после добавления АДФ. 

В связи со значительной индивидуальной вариабельностью величины Vin 
тромбоцитов, взятых от разных доноров, ее приходилось нормировать. Для 
этого внутри одного опыта в  каждой серии измерений, объединенных по 
одинаковому времени инкубации тромбоцитов с  ЛПС, определялась макси-
мальная скорость агрегации в использованном диапазоне концентраций АДФ 
(Vmax) для контрольных клеток. Далее, вычисленные Vin агрегации для всех 
точек внутри одного эксперимента нормировались на соответствующие зна-
чения Vmax в серии. Полученные нормированные значения использовались при 
построении графиков зависимости скорости агрегации тромбоцитов от кон-
центрации АДФ.

Активацию тромбоцитов оценивали по связыванию с  флуоресцентно-ме-
ченым фибриногеном (fibrinogen-Alexa  647, Molecular Probes) методом про-
точной цитофлуорометрии (Navios, Beckman Coulter, США). В  связи с  инди-
видуальной вариабельностью данные были нормированы на величину флуо-
ресценции контрольных тромбоцитов в каждом опыте.

Для оценки фосфорилирования белка VASP применяли два независимых 
метода: проточную цитометрию и иммуноблотинг. Для проточной цитоме-
трии PRP (1  ×  107  тромбоцитов/мл) инкубировали с  ЛПС (50  мкг/мл) 2  ч, 
затем тромбоциты фиксировали 10 мин формальдегидом в конечной концен-
трации 1%, отмывали фосфатным буфером, пермеабилизировали 0.5%-ным 
тритоном Х-100 и инкубировали в этом растворе в течение 45 мин с первич-
ными антителами против p-VASPSer239 и p-VASPSer157 (NanoTOOLS, Германия) 
в  разведении 1:100. Затем добавляли вторичные антитела (anti-mouse-FITC, 
Sigma, Германия) в  разведении 1:200, инкубировали 30  мин и оценивали 
фосфорилирование VASP на проточном цитометре (Navios, Beckman Coulter, 
США).

Иммуноблотинг проводили на отмытых тромбоцитах. Для этого PRP цен-
трифугировали 2.5  мин при 330  g. Осадок промывали цитратным буфером, 
следующего состава (мМ): NaCl 120, цитрат натрия 12, D-глюкоза 30, pH 6.5 
и ресуспендировали в HEPES буфере (мМ): NaCl 150, KCl 5, MgCl2 1, CaCl2 1, 
D-глюкоза 10, HEPES 10, pH 7.4. Отмытые тромбоциты (3 × 108/мл) инкуби-
ровали с ЛПС (50 мкг/мл) 1 либо 2 ч, после чего в пропорции 1:1 добавляли 
буфер, содержащий SDS и меркаптоэтанол (100:1). Пробы кипятили в течение 
5  мин при 95  °C.  Электрофорез проводился в  SDS полиакриламидном геле 
(PAGE), выделенные белки переносились на нитроцеллюлозную мембрану. 
Неспецифическое связывание блокировали 3%-ным раствором обезжиренного 
молока в Tris-буфере, содержащим 0.1% Tween-20 (TBS-T). В течение ночи при 
4 °С белки инкубировали с первичными антителами против p-VASPSer239 в раз-
ведении 1:1000. Далее, мембраны промывали TBS-T и добавляли вторичные 
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антитела, конъюгированные с  пероксидазой хрена (Amersham, Pharmacia 
Biotech, Германия). Блоты сканировали, интенсивность реакции рассчитывали 
при помощи программы ImageJ.

Статистическая обработка результатов проводилась с  помощью програм-
мы AtteStat 13.1. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошиб-
ка. Проверка данных на нормальность распределения проводилась по крите-
рию Шапиро—Уилка, достоверность различий определялась по парному кри-
терию Стьюдента в случае нормального распределения данных и по парному 
критерию Вилкоксона при отсутствии нормального распределения. Различия 
считались достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В предварительной серии опытов было установлено, что после длитель-
ных инкубаций с ЛПС, необходимых для проявления его эффекта, тромбоци-
ты реагировали на АДФ только при проведении измерений при 25 °С и плохо 
отвечали на активатор при более высокой температуре (30 или 37 °С). Поэто-
му все анализы методом LaSca были выполнены при 25 °С.

Полученные результаты показали, что ЛПС не оказывал достоверного 
эффекта на агрегацию нестимулированных тромбоцитов, однако ингибиро-
вал АДФ-стимулированную агрегацию. Ранее в  нашей лаборатории методом 
LaSca был продемонстрирован дозозависимый рост агрегации тромбоци-
тов в  ответ на стимуляцию наномолярными концентрациями аденозин-ди-
фосфата (АДФ), классического активатора тромбоцитов, при физиологиче-
ских концентрациях Са2+ [14,  15]. Типичная запись изменения светорассеяния 
под углом в  1.5° АДФ-стимулированными тромбоцитами после 2 ч инку-
бации PRP с  ЛПС (50  мкг/мл) или без него приведена на рис. 1,  А. Видно, 
что наклон кривой после добавления АДФ к  суспензии тромбоцитов, пред- 
инкубированных с  ЛПС, ниже, чем в  контроле. Прединкубация тромбоци-
тов с  ЛПС в  течение 20  мин не оказывала никакого эффекта на АДФ-сти-
мулированную агрегацию (рис. 1,  Б), через 1 ч наблюдалась тенденция 
к  ингибированию агрегации (рис. 1,  В) и только после 2 ч ЛПС оказывал 
достоверное ингибирующее действие при большинстве использованных 
концентраций АДФ (рис.  1,  Г ) . Инкубация ЛПС с  цельной кровью приво-
дила к  схожему результату (рис. 1,  Д,  Е), однако величина ингибирующе-
го эффекта оказалась значительно меньше, хотя и была статистически зна- 
чима.

Эффект ЛПС был дозозависим. Так, после 2-часовой инкубации с 5 мкг/мл 
ЛПС наблюдалась лишь тенденция к ингибированию АДФ-стимулированной 
агрегации тромбоцитов (рис. 1, Ж ) , тогда как 50 мкг/мл ЛПС за то же время 
приводило к существенному ингибированию агрегации (рис. 1, Г ) .

Рис. 1. Оценка действия ЛПС на тромбоциты методом LaSca. 
А — типичная запись изменения светорассеяния АДФ-стимулированными тромбоцитами после 2 ч 
инкубации PRP с/без ЛПС (50 мкг/мл); Б—Ж — нормированная начальная скорость агрегации (см. 
«Методику») АДФ-стимулированных тромбоцитов: после инкубации PRP с/без ЛПС (50  мкг/мл) 
в  течение 20  мин (Б), 1  ч (В) или 2  ч (Г); после инкубации цельной крови с/без ЛПС в  течение 
20 мин (Д) и 2 ч (Е) с последующим выделением PRP; Ж — то же, что и Г, но доза ЛПС составила 
5 мкг/мл. Измерения проведены на 1.5° при температуре 25 °С. Б, Г: n = 5. * p < 0.05 относительно 
контроля по парному критерию Стьюдента; Д, Ж: n  =  5—7, * p  <  0.05 относительно контроля по 

парному критерию Вилкоксона.
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Для выяснения того, обусловлен ли ингибирующий эффект ЛПС на агре-
гацию тромбоцитов снижением активации интегринов GPIIb/IIIa, оценивалось 
связывание флуоресцентно-меченного фибриногена с тромбоцитами методом 
проточной цитофлуорометрии. Было показано, что только после 1.5  ч инку-
бации PRP или цельной крови с ЛПС наблюдается снижение его связывания 

Рис. 2. Связывание флуоресцентно-меченного фибриногена с тромбоцитами после 1.5-ча-
совой инкубации цельной крови или PRP с ЛПС. n = 6. 

* p < 0.05 по парному критерию Вилкоксона.

Рис. 3. Оценка эффекта ЛПС на фосфорилирование белка VASP. 
Илопрост (5  нМ, 1  мин) и нитропруссид натрия (SNP, 5  мкМ, 1  мин) использовали в  качестве по-
зитивного контроля. Разбавленную PRP (1×107  тромбоцитов/мл) (А) либо отмытые тромбоциты 
(3  ×  108/мл) (Б,  В) инкубировали с  ЛПС (50  мкг/мл) 2  ч (А), 1  или 2  ч (Б,  В), затем определяли 
степень фосфорилирования VASP проточной цитометрией (А) и иммуноблотингом (Б). В  — коли-
чественный анализ иммуноблотинга. Отношение pVASP/актин в  контроле принимали за единицу. 

n = 4, * p < 0.05.
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с тромбоцитами, активированными АДФ (рис. 2). Как и в случае анализа агре-
гации, ЛПС не оказывал действия на связывание фибриногена покоящимися 
тромбоцитами. Действие ЛПС дозозависимо увеличивалось с  повышением 
его концентрации от 5  до 50  мкг/мл (рис.  2) и не проявлялось при меньших 
временах инкубации PRP или цельной крови с ЛПС (20 мин или 1 ч, данные 
не приведены). Величина эффекта была также невелика, причем, как и при 
оценке методом LaSca, действие ЛПС было выражено в большей степени, ес-
ли тромбоциты инкубировались с ЛПС в составе PRP, а не цельной крови. Та-
ким образом, снижение АДФ-стимулированной агрегации под действием ЛПС 
связано с ингибированием активации GPIIb/IIIa.

Классическим механизмом, опосредующим ингибирование многих функ-
ций тромбоцитов, считается активация протеинкиназ A  (PKA) и  G  (PKG) 
циклическими нуклеотидами — цАМФ и цГМФ соответственно [28,  33]. Мар-
кером активации киназ может служить фосфорилирование белка VASP по Ser-
157 и по Ser-239. Для того чтобы проверить, задействован ли этот механизм 
в  реализации ингибирующего эффекта ЛПС в  нашем случае, мы проанали-
зировали уровень фосфорилирования VASP по этим сайтам методом проточ-
ной цитофлуорометрии и иммуноблотинга. В качестве позитивного контроля 
активации киназ, приводящее к  фосфорилированию VASP, использовались 
илопрост (5 нМ, 1 мин), активатор аденилатциклазы, и нитропруссид натрия 
(SNP, 5 мкМ, 1 мин), активатор гуанилатциклазы. Действие ЛПС не приводи-
ло к  достоверному увеличению фосфорилирования VASP по оценке обоими 
методами ни по Ser-157, ни по Ser-239  (рис.  3,  А—В), свидетельствуя о  том, 
что этот механизм не является магистральным в  реализации эффекта ЛПС 
в наших опытах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В наших опытах ЛПС не оказывал эффекта на агрегацию покоящихся 
тромбоцитов, что соответствует результатам большинства работ [16, 22, 25, 31, 34]. 
Ингибирование АДФ-стимулированной агрегации тромбоцитов под действи-
ем ЛПС, выявленное методом LaSca в  настоящей работе, подтверждает дан-
ные многочисленных работ in vivo [1, 4, 7, 12, 21, 35] и части работ, выполненных in 
vitro [17, 24, 26], хотя этот эффект находится в очевидном противоречии с наблю-
даемым при сепсисе диссеминированным внутрисосудистым свертыванием.

При активации тромбоцитов под действием АДФ происходит изменение 
конформации тромбоцитарного мембранного интегрина GPIIb/IIIa, что приво-
дит к  его связыванию с  фибриногеном, который образует «фибриногеновые 
мостики», соединяющие через GPIIb/IIIa тромбоциты между собой. Данные 
литературы о  действии ЛПС на активацию GPIIb/IIIa малочисленны и при 
этом неоднозначны [11, 22, 27, 29]. В наших опытах при действии ЛПС наблюда-
лось угнетение активации GPIIb/IIIa, что согласуется с ингибирующим эффек-
том ЛПС на агрегацию тромбоцитов, оцененным методом LaSca.

Классическим механизмом ингибирования функций тромбоцитов является 
активация системы циклических нуклеотидов, которая приводит к значитель-
ному увеличению уровня фосфорилирования разнообразных белков, в  том 
числе VASP по Ser-157 и Ser-239 [28, 33]. По данным литературы, ЛПС не вли-
яет на уровень цАМФ в тромбоцитах [24, 26], однако результаты оценки уровня  
цГМФ крайне противоречивы. Так, неизменность уровня цГМФ под действи-
ем ЛПС отмечалась в двух работах: на фоне ингибирования адгезии тромбоци-
тов человека в широком диапазоне концентраций ЛПС (0.01—100 мкг/мл) [17], 
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а также при значительном повышении спонтанной или ингибировании тром-
бин-стимулированной адгезии тромбоцитов крыс после введения ЛПС [3]. 
Подъем уровня цГМФ в тромбоцитах под действием ЛПС показан в несколь-
ких работах, причем независимо от того, ингибировал ли ЛПС агрегацию 
тромбоцитов [12,  27] или потенцировал ее [36]. К  настоящему моменту в  лите-
ратуре отсутствуют данные об участии протеинкиназ A и G в действии ЛПС 
на тромбоциты по уровню фосфорилирования VASP. В наших экспериментах 
методами проточной цитофлуорометрии и иммуноблоттинга впервые показа-
но, что ЛПС не менял уровня фосфорилирования VASP ни по Ser-157, ни по 
Ser-239. Полученные результаты свидетельствуют, что ингибирующий эффект 
ЛПС на АДФ-стимулированную агрегацию тромбоцитов, по всей вероятно-
сти, не связан с  изменением активности протеинкиназ А и G, активируемых 
циклическими нуклеотидами.

В пользу этого предположения свидетельствуют и наши данные о  не-
обходимости длительных инкубаций с  ЛПС для ингибирования агрегации 
АДФ-стимулированых тромбоцитов и снижения активации GPIIb/IIIa. Это 
может указывать на вовлеченность в  данный процесс изменения экспрессии 
каких-либо белков. Помимо присутствия TLR4 рецептора и многочисленных 
молекул, участвующих в передаче сигнала от него, в безъядерных тромбоци-
тах показана экспрессия некоторых белков, мРНК которых предсуществует 
в  самих тромбоцитах, попадая в  них либо из их предшественников  — мега-
кариоцитов, либо в результате переноса мРНК из других клеток [5]. Так, при 
действии ЛПС показано увеличение экспрессии тромбоцитами интерлейки-
на Il-1β и циклооксигеназы-2, и этот процесс также требует времени [5, 25].

В некоторых работах показано, что только сами бактерии, но не ЛПС, 
выделенный из этих штаммов, приводили к  активации или агрегации тром-
боцитов [13, 18]. С другой стороны, активация TLR4 может также происходить 
под действием эндогенных лигандов. Так, например, агонистом TLR4 рецеп-
тора является HMGB1 (high mobility group protein B1), воспалительный цито-
кин, поздний медиатор септического шока, обладающий протромботическим 
действием [9,  19,  31]. Известно, что тромбоциты наряду с  макрофагами и мо-
ноцитами являются основными источниками HMGB1 при воспалении, увели-
чивая его количество как в  сыворотке крови, так и на поверхности тромбо- 
цитов [32].

В качестве примеров системного ответа, способствующих образованию 
тромбов при сепсисе, может рассматриваться снижение экспрессии эндотели-
альными клетками молекул, ингибирующих тромбообразование — антитром-
бина, белка С, ADAMTS-13, TFPI и других и нарушение их функции [8, 20], или 
рост экспрессии тканевого фактора, стимулирующего тромбообразование, ма-
крофагами, моноцитами и эндотелиальными клетками, активированными на 
ранних стадиях сепсиса [20, 23].

Таким образом, агрегация тромбоцитов в  условиях сепсиса обусловлена, 
по всей вероятности, не их прямым взаимодействием с ЛПС, а опосредован-
ным действием каких-либо сигналов от других участников системы сверты-
вания крови, которые в избытке генерируются в условиях сепсиса. Очевидно, 
что прояснение механизмов, опосредующих эти эффекты, требует дальней-
ших исследований.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФАНО России (тема 
№  АААА-А18-118012290371-3). Цитофлуорометрические измерения выпол-
нены на проточном цитометре Navios (Beckman Coulter, США) на базе Центра 
коллективного пользования ИЭФБ РАН. 
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