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актуальность. Сердечно-сосудистые заболевания остаются важнейшей причиной смертности по всему миру. В струк-

туре болезней системы кровообращения главное место занимает ишемическая болезнь сердца (ИБС). Одним из основ-

ных методов хирургического лечения ИБС является коронарное шунтирование. Оценка прогноза исходов послеопераци-

онного периода остается сложной задачей. Возможными маркерами для прогнозирования риска неблагоприятных исхо-

дов могут стать показатели апоптоза тромбоцитов.

Цель исследования – оценка в динамике показателей апоптоза тромбоцитов до операции и в раннем послеоперацион-

ном периоде.

Методика. В исследование были включены 14 пациентов, которым было выполнено аортокоронарное шунтирование. 

Образцы крови брали непосредственно до операции, а также через 4-5 сут после операции и исследованы с помощью 

методов вестерн-блот и проточной цитофлуориметрии. Тромбоциты окрашивали флуоресцентно меченым Аннексином 

V-FITC, а также обрабатывали антителами к основным белкам, регулирующим процесс апоптоза: BAK, BAX, Cytochrome c, 

Caspase 3, BCL-2. 

результаты. По результатам исследования пациенты продемонстрировали значимое снижение показателей апоптоза тром-

боцитов после проведенной операции. Большинство из них показали уменьшение связывания с Аннексином V (84,98%) 

по сравнению с состоянием до операции, что говорит об уменьшении количества клеток в ранней стадии апоптоза. С 

помощью метода вестерн-блот было показано снижение уровней основных проапоптотических белков (BAX: 87,76%; BAK: 

91,18%), что также указывает на снижение количества тромбоцитов в состоянии апоптоза.

Заключение. Данные нашего пилотного исследования свидетельствуют о том, что функциональные параметры тромбо-

цитов, выявленные у пациентов с ИБС, отличаются от характеристик тромбоцитов у тех же пациентов после реваскуляри-

зации миокарда. Полученные результаты позволяют предположить вовлечение в механизм развития заболевания ИБС 

метаболизма тромбоцитов, что отражает тяжесть заболевания у пациентов. Необходимы дальнейшие исследования для 

оценки потенциальной прогностической роли маркеров апоптоза тромбоцитов у пациентов с ИБС.
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Background. Cardiovascular diseases have remained the leading cause of death worldwide for more than 30 years. In the struc-

ture of circulatory diseases, the main place belongs to ischemic heart disease (IHD). Coronary artery bypass grafting is one of the 

main surgical methods for treatment of IHD. Predicting the postoperative outcome is complicated. Indicators of platelet apopto-

sis may become markers for predicting the risk of adverse outcomes.

Aim. The aim of this study was to assess parameters of platelet apoptosis before and after coronary artery bypass surgery.

Methods. The study included 14 patients who underwent coronary artery bypass grafting. Blood samples were taken immedi-

ately before and 4-5 days after the surgery and examined using Western blot analysis and flow cytofluorimetry. Platelets were 

stained with FITC-labeled Annexin V and also treated with antibodies to pro- and anti-apoptotic proteins (BAK, BAX, cytochrome 

c, caspase 3, BCL-2).

Results. Study patients demonstrated a significant postoperative decrease in the markers of platelet apoptosis. Most of the 

patients (84.98%) showed a reduced Annexin V binding compared to the preoperative baseline, which indicated a decrease in the 

number of platelets during early apoptosis. Western blotting showed a decrease in major pro-apoptotic proteins (BAX, 87.76%; 

BAK, 91.18%), which also indicated a decrease in the number of apoptotic platelets.

Conclusion. This pilot study showed that the functional parameters of platelets detected in patients with IHD differed from the 

characteristics of platelets from the same patients after myocardial revascularization. These results suggest that platelet metabo-

lism is involved in the mechanism of IHD that reflects the disease severity. Future studies are needed to determine the potential 

prognostic role of platelet apoptosis in IHD patients.
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Введение

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) бо-

лее 30 лет остаются одной из главных причин смерт-

ности во всем мире. Смертность от ССЗ с 1990 г. 

выросла на 8 млн и в 2021 г. достигла 20,5 млн че-

ловек, что составляет треть от всех смертей в мире 

[1]. В структуре болезней системы кровообращения 

главное место занимает ишемическая болезнь серд-

ца (ИБС). 44% летальных исходов при ССЗ вызва-
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ны осложнениями ИБС, такими как инфаркт ми-

окарда [2].

Основными хирургическими методами лечения 

ИБС являются операции стентирования коронар-

ных артерий и коронарного шунтирования [3]. Оцен-

ка отдаленного прогноза после проведенной опера-

ции остается сложной задачей. Ведется поиск эффек-

тивных маркеров для прогнозирования клинического 

исхода у пациентов, перенесших операцию реваску-

ляризации миокарда [4-6]. Одним из таких маркеров 

может быть функциональное состояние тромбоци-

тов – малых безъядерных форменных элементов кро-

ви. Доказано, что они играют важнейшую роль как 

в формировании тромба во время сосудистых ката-

строф, так и в сопутствующем тромбозу воспалении, 

интерстициальному отеку, эмболизации микроцир-

куляторного русла и гибели клеток [7-10]. Для оцен-

ки функционального состояния тромбоцитов может 

быть использован феномен апоптоза – программи-

рованной клеточной гибели. 

Ранее считалось, что апоптоз возможен только 

в ядерных клетках. Однако было доказано, что в тром-

боцитах под воздействием определённых факторов окру-

жающей среды выявляются характерные признаки за-

программированной клеточной гибели и, следовательно, 

они подвергаются апоптозу так же, как и клетки, содер-

жащие ядра [11-12]. Ряд внутриклеточных событий, та-

ких, как экстернализация фосфатидилсерина на внеш-

ний слой мембраны тромбоцитов, снижение митохон-

дриального потенциала, активация каспаз 3, 8, 9, а также 

активация проапоптотических (BAX, BAK, Cytochrome с) 

и антиапоптотических (BCL-2, BCL-XL) белков играют 

важнейшую роль в регуляции апоптоза [13-14].

В последнее время растет интерес к механизмам ак-

тивации и гибели тромбоцитов при различных заболе-

ваниях [15-17], в том числе, при заболеваниях сердеч-

но-сосудистой системы [18-19]. Взаимосвязь ИБС и мор-

фофункциональных изменений тромбоцитов требует 

дальнейшего изучения с целью выявления значимых кри-

териев, позволяющих прогнозировать течение болезни 

у пациентов с ИБС, перенесших операцию коронарно-

го шунтирования, оценивать послеоперационный риск, 

а также проводить диспансерное наблюдение и вторич-

ную профилактику сердечно-сосудистых осложнений.

Цель исследования – динамическая оценка пока-

зателей апоптоза тромбоцитов до операции и в раннем 

послеоперационном периоде.

Методика

Характеристика пациентов. В соответствии с эти-

ческими принципами Хельсинкской декларации Все-

мирной медицинской ассоциации (1964, 2004) образ-

цы крови собирали у пациентов и здоровых доброволь-

цев после письменного информированного согласия 

на участие в исследовании. Протокол исследования 

утвержден локальным этическим комитетом ГБУЗ МО 

МОНИКИ. 

 В исследование были включены 14 пациентов, 

страдающих ИБС, которым была назначена опера-

ция – хирургическая реваскуляризация миокарда. 

Критериями включения являлись: наличие гемоди-

намически значимого стеноза магистральных коронар-

ных артерий, планируемая операция – хирургическая 

реваскуляризация миокарда, возраст 45-65 лет, крите-

риями исключения – острый инфаркт миокарда, хро-

ническая сердечная недостаточность III-IV функцио-

нального класса, онкологические заболевания, заболе-

вания крови. Исследуемым пациентам гемотрансфузии 

не проводились. Антиагрегантная терапия отменялась 

за 3 сут до операции.

 Обследование пациентов включало оценку физи-

ческого состояния, клинические и биохимиче ские ана-

лизы, электрокардиографию, эхокардиографию. Диа-

гноз ИБС с множественным поражением коронарных 

артерий был подтвержден с помощью коронарной ан-

гиографии. Контрольную группу составили 5 добро-

вольцев в возрасте 40-60 лет. Критерии включения: от-

сутствие сердечно-сосудистой патологии, заболеваний 

крови, онкологических заболеваний, прием наркоти-

ческих препаратов, а также препаратов, влияющих на 

функциональное состояние тромбоцитов. 

Образцы крови получали из локтевых вен пациен-

тов (~3 мл) с использованием одноразовых вакуумных 

систем BD Vacutainer (Becton Dickinson, США), содер-

жащих 2,5% цитрата натрия. Образцы были исследо-

ваны в течение 1 ч после забора крови. Все исследова-

ния выполнялись по международным правилам рабо-

ты с биоматериалом людей.

Анализ жизнеспособности клеток. Способность 

тромбоцитов к активации и агрегации оценивали с по-

мощью агрегометра Whole Blood Lumi-Aggregometer 

(Chrono-log Corporation, США). В качестве индукто-

ра активации была использована АДФ в концентра-

ции 6 мкМ.

Выделение тромбоцитов. После центрифугирова-

ния цельной крови без торможения при 200 g в тече-

ние 10 мин при комнатной температуре (КТ) богатую 

тромбоцитами плазму (PRP) тщательно отбирали и об-

рабатывали CD45 MicroBeads и СВ235a (Glycophorin A) 

MicroBeads (Miltenyi Biotec, Германия). После прохож-

дения плазмы через колонку MiniMACS в магнитном 

поле выделенные тромбоциты промывали цитратным 
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буфером (PBS, 2mM цитрат, 0,5% BSA). Подсчет тром-

боцитов проводили в камере Горяева.

Оценка чистоты выделения тромбоцитов. Тром-

боциты в количестве 4*106 клеток на 100 мкл инкуби-

ровали с моноклональными антителами CD61 (BD, 

Biosciences, США) в течение 30 мин при 4 °C После 

инкубации к клеткам добавляли 400 мкл параформаль-

дегида 1% и анализировали на проточном цитофлуори-

метре FACSCalibur (Becton Dickinson, США). На цито-

грамме на основании показателей прямого и боково-

го рассеивания определили популяцию тромбоцитов, 

сравнивая ее с микрочастицами известного разме-

ра: 2 и 3 мкм (рис. 1, а). Для каждого эксперименталь-

ного образца анализировали 50 тыс событий. 

Антиген CD61 (β3 интегрин) присутствует на по-

верхности как покоящихся, так и активированных 

тромбоцитов. Экспрессия выделенными частицами 

этого антигена почти в 100% случаях доказывает чи-

стоту выделения тромбоцитов (рис. 1, б).

Обработка тромбоцитов ионофором кальция. В ка-

честве внутреннего положительного контроля был ис-

пользован ионофор кальция A23187 (HelloBio, Вели-

кобритания), который вызывает немедленный апоптоз 

тромбоцитов. Тромбоциты в количестве 1*107 в 100 мкл 

буфера инкубировали с ионофором кальция при ком-

натной температуре 15 мин. 

Проточно-цитофлуориметрический анализ коли-

чества клеток в состоянии апоптоза. Выделенные 

тромбоциты в количестве 4*106 переносили в пробир-

ку с аннексином V и пропидия иодидом (Invitrogen, 

США). Образцы инкубировали при комнатной темпе-

ратуре в темноте 15 мин, после чего, добавив в обра-

зец 400 мкл связующего буфера, проводили анализ на 

проточном цитофлуориметре FACSCalibur. Для оценки 

использовался показатель средней интенсивности флу-

оресценции. Для каждого экспериментального образ-

ца анализировали 50 тыс. событий. Сбор данных осу-

ществлялся с помощью программы CELLQuest (Bec-

ton Dickinson, США).

Анализ методом вестерн-блот. Тромбоциты по-

сле выделения лизировали в буфере для радиоимму-

нопреципитации (50 мМ Tris, 150 мМ NaCl, 0,5% де-

зоксихолевая кислота натрия, 1% NP-40, 0,1% доде-

цилсульфата натрия (SDS), рН – 7,4). Концентрацию 

белка определяли по методу Бредфорда на спектрофо-

тометре NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, США) 

и 28 мкг общего белка на образец использовали для 

электрофореза в полиакриламидном геле с додецил-

сульфатом натрия 12%. Образцы из геля были перене-

сены на мембрану из поливинилидендифторида 0,45 

мкм (Immobilon-P Transfer Membrane; Millipore, США) 

методом полусухого переноса. Мембраны блокирова-

ли 5% молоком (Bio-Rad Laboratories, США) в буфере 

ТБСТ (20 мМ Tris, 150 мМ NaCl, 0,1% Tween 20) при 

комнатной температуре в течение 1 ч. Далее мембраны 

инкубировали с мышиными моноклональными анти-

рис. 1. Оценка чистоты выделения тромбоцитов. а – цитофлуориметрический анализ распределения тромбоцитов и сравнение с микрочасти-

цами заданного размера; б – точечное распределение тромбоцитов.

Fig. 1. Evaluation of the purity of platelet isolation. a – cytofluorimetric analysis of platelet distribution and comparison with microparticles of a given 

size; b – point distribution of platelets.
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телами против белков апоптоза BAX, BAK, Caspase-3 

(FineTest, Китай), Cytochrome с (AbClonal, США), 

BCL-2 (BD Biosciences, США) в течение ночи при 4 °C 

и рабочими разведениями соответствующих первич-

ных антител в присутствии 5% обезжиренного молока 

с 0,06% NaN
3
 в буфере TBST. После инкубации с пер-

вичными антителами мембраны промывали буфером 

ТБСТ по 10 мин, 4 раза, затем инкубировали с вторич-

ными антителами (иммуноглобулин G конъюгирован-

ный пероксидазой) в разведении 1:5000 (FineTest, Ки-

тай) при температуре 4 °C в течение 1 ч с последующей 

промывкой в ТБСТ 4 раза по 10 мин.

Обнаружение белковых полос осуществлялось с ис-

пользованием станции изображения Odyssey XF Im-

aging System, LI-COR Biosciences, США и набора для 

обнаружения вестерн-блоттинга Amersham ECL (GE 

Healthcare, США) в соответствии с инструкциями про-

изводителя.

Моноклональные антитела против β-актина 

(FineTest, Китай) использовали в качестве контро-

ля загрузки.

Статистический анализ. Данные представлены как 

среднее ± стандартное отклонение. Выборка соответ-

ствует нормальному распределению, что было оценено 

с помощью критерия Шапиро–Уилка. Различия между 

группами оценивали с помощью однофакторного дис-

персионного анализа. Значения p<0,05 считали стати-

стически значимыми. Анализ был выполнен с помо-

щью StatSoft Statistica для Windows.

результаты

Первым этапом исследования был отбор пациен-

тов, поступивших в кардиохирургическое отделение 

для проведения операции реваскуляризации миокар-

да, и исследование функциональных параметров тром-

боцитов. Следующим этапом работы был анализ изме-

нения этих параметров на 4-е – 5-е сут после реваску-

ляризации миокарда (рис. 2, 3).

По результатам данных проточной цитометрии 

и вестерн-блота пациенты были разделены на 2 груп-

пы. У пациентов 1-й группы (n=10) отмечалось устой-

чивое снижение связывания Аннексина V, показа-

тель средней интенсивности флуоресценции снизился 

на 33% (р<0,05). У пациентов 2-й группы (n=4, р<0,05), 

результаты демонстрировали небольшое (на 14%) уве-

личение среднего показателя флуоресценции, что свя-

зано с увеличением количества клеток в стадии ран-

него апоптоза.

Согласно результатам вестерн-блота, в 1-й груп-

пе экспрессия основных белков апоптоза, таких как 

BAX, BAK, Caspase-3 и Cytochrome снижается после 

операции, в то время как экспрессия ингибитора апоп-

тоза BCL-2, напротив, повышается на 9,91 ± 5,85%, 

р<0,05. Во 2-й группе пациентов снижения не наблю-

дается: экспрессия белков остается на прежнем уровне 

или даже несколько повышается. На рис. 4 представ-

лены данные вестерн-блота 3 пациентов. Пациенты 

№ 1 и № 2 принадлежат к 1-й группе, они демонстри-

руют снижение проапоптотических белков и повы-

шение BCL-2. Пациент № 3 принадлежит к 2-й груп-

пе и демонстрирует отсутствие снижения экспрессии 

таких белков, как BAK и BAX, а BCL-2, напротив, 

снижается, что говорит о сохранившемся на прежнем 

уровне апоптозе тромбоцитов. 

Также следует отметить (рис. 5), что в сравнении 

с другими белками апоптоза, экспрессия белка BAX 

значительнее снижается в 1-й группе (68,99 ± 10,24% 

против 87,69 ± 12,55% BAK) и сильнее возрастает 

во 2-й группе (138,13 ± 11,25% против 107,90 ± 7,51% 

BAK, р<0,05).

Обсуждение

Широко известно, что состояние тромбоцитов ока-

зывает влияние на течение ишемической болезни серд-

ца. Терапия, направленная на подавление активности 

тромбоцитов, является важнейшим компонентом ле-

чения таких пациентов, независимо от вероятности 

оперативного лечения [3], при этом более агрессив-

ная терапия показывает лучшие результаты [20]. Ве-

дутся исследования по выявлению обратной связи – 

рис. 2. Экстернализация фосфатидилсерина на поверхности тромбо-

цитов. 

Fig. 2. Phosphatidylserine externalization on the platelet surface.
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как само заболевание может влиять на состояние тром-

боцитов и, следовательно, как можно прогнозировать 

течение заболевания по состоянию тромбоцитов [18]. 

Исследуют маркеры на поверхности тромбоцитов, та-

кие, как GPIIb/IIIa [21], p-селектин [22-23]; циркули-

рующие молекулы, связанные с тромбоцитами – ма-

триксные металлопротеиназы [24-25], SCUBE1 [26]; 

и даже такие факторы, как размер тромбоцитов, их ва-

риабельность по объему и относительное количество 

среди всех клеток крови [27]. Ведутся также исследо-

вания общего протеома [28] тромбоцитов с целью об-

наружения белков, специфичных для ИБС и инфар-

кта миокарда; был выявлен ряд мРНК, экспрессия ко-

торых также повышается при этих заболеваниях [29].

Доказано изменение функционального состоя-

ния тромбоцитов у пациентов с острым коронарным 

синдромом [30-31], однако данные о связи тромбо-

цитов с проведенным лечением практически отсут-

рис. 3. Результаты определения относительной интенсивности флуоресценции аннексина V. Показатели апоптоза у пациентов до операции 

приведены к 100%.

Fig. 3. The results of determining the relative intensity of annexin V fluorescence. The indicators of apoptosis in patients before surgery are shown as 

100%.

рис. 4. Результаты определения экспрессии белков апоптоза методом вестерн-блот у пациентов.

Fig. 4. The results of determining the expression of apoptosis proteins by the Western blot method in patients.
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ствуют – в работе показано, что вместе с улучшени-

ем состояния пациентов изменяются и характеристи-

ки тромбоцитов.

Результаты нашего исследования продемонстри-

ровали значимое снижение маркеров апоптоза тром-

боцитов у пациентов с ИБС после проведенной опера-

ции. Большинство из них показали уменьшение свя-

зывания с Аннексином V по сравнению с состоянием 

до операции, что говорит об уменьшении количества 

клеток в ранней стадии апоптоза. С помощью мето-

да вестерн-блот было показано снижение уровня ос-

новных проапоптотических белков, что также указы-

вает на снижение количества тромбоцитов в состоя-

нии апоптоза.

Заключение 

Данные нашего пилотного исследования свиде-

тельствуют о том, что функциональные параметры 

тромбоцитов, такие как экспрессия фосфатидилсери-

на на поверхности тромбоцитов и экспрессия белков 

апоптоза, выявленные у пациентов с ИБС, отличаются 

от характеристик тромбоцитов у этих же пациентов по-

сле реваскуляризации миокарда. Полученные результа-

ты позволяют предположить, что метаболизм тромбо-

рис. 5. Результаты количественного определения относительной экспрессии белков апоптоза. Показатели апоптоза у пациентов до операции 

приведены к 100%. * – указывает на изменения экспрессии BCL-2, противоположные таковым в экспрессии проапоптотических белков. ** – ука-

зывает на большее изменение  BAX, в сравнении с другими белками апоптоза.

Fig. 5. Results of quantitative determination of relative expression of apoptosis proteins. The indicators of apoptosis in patients before surgery are shown 

as 100%. * – indicates changes in BCL-2 expression opposite to those in the expression of proapoptotic proteins.

** – indicates a greater change in BAX, compared to other apoptosis proteins.
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цитов вовлечен в механизмы развития ИБС и отражает 
тяжесть заболевания у пациентов. Необходимы даль-
нейшие исследования для определения потенциаль-
ной прогностической роли маркеров апоптоза тром-
боцитов у пациентов с ИБС.
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