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Экспозиция с нормальной плазмой эритроцитов, нейтрофилов или моноцитов
(физиологические концентрации), взятых у крыс, получавших прооксидант (ацетат свинца) или
антиоксидант (селмевит), повышает или соответственно снижает спонтанную и
АDP-индуцированную агрегацию тромбоцитов, высвобождение факторов Р3 и Р4, а также
интенсивность липопероксидации в них. Эффект опосредуется продуктами липопероксидации,
которые эритроциты и лейкоциты выделяют в окружение. 

Предполагается, что эффективность антиоксидантов (в частности, витаминов с
антиоксидантными свойствами), используемых в клинике для коррекции гиперкоагуляционных
сдвигов при оксидативном стрессе, обусловлена их способностью ограничивать перекисное
окис ление липидов в эритроцитах, лейкоцитах и в тромбоцитах.
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ВВЕДЕНИЕ. Взаимозависимость гемостаза и липопероксидации несом ненна
[1], реализуют её преимущественно тромбоциты [2-4], интенсивно продуци рующие
активные формы кислорода и продукты перекисного окисления липидов -
липопероксиды [5]. Эри тро циты и лейкоциты, высвобождая коагулоактивные
соединения, в частности, эритроцитин и тканевой фактор, участвуют в гемостазе
[2, 6-8]. Влияние этих клеток на гемостаз за счет образования липопероксидов в
них недостаточно изучено, хотя известно, что содержание последних в крови
зависит от интенсивности перекисного окисления липидов в эритроцитах и
лейкоцитах [9-11], что антиоксиданты ограничивают гиперкоагуляционные сдвиги
[12, 13], а первич ная активация ге мостаза ускоряет свободно-радикальные
процессы [14].

Цель представленной работы – изучить роль эритроцитов и лейкоцитов в
реализации связи между липопероксидацией и гемостазом. 

МЕТОДЫ. Липопероксидацию оценивали по содержанию диеновых ко нъю гатов
и продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, антиоксидантную
активность - по периоду индукции и скорости окисления с помощью флуориметра
“Биан-130” [15]. Спонтанную и индуцированную АDP-агрегацию контролировали
агрегометром “Биола”, индуктор агрегации – АDP в ко нечной концентрации 2×10-5

моль/л [16, 17]. Уровень в плазме факторов Р3, Р4 оценивали по Rabi ner и Groder [16].
Эритроциты и лейкоциты выделяли из стабилизированной гепарином крови

(5 000 ед/мл). Тромбоциты выделяли, отмывали и определяли их содержание по
описанию [18], эритроциты выделяли как описано [19], определяя их содержание
унифицированным методом [20].
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Нейтрофилы, моноциты и лимфоциты выделяли в градиен те фиколл/гипак
(4 вида смесей из растворов 9% фиколла и 50% гипака): А - 15,0 мл фиколла + 10
мл гипака (D - 1,14 г/мл); Б - 17,5 мл фиколла + 10 мл гипака (D - 1,13 г/мл);
В - 20,0 мл фиколла + 10 мл гипака (D - 1,12 г/мл); Г - 24,0 мл фиколла + 10 мл
гипака (D - 1,06 г/мл). Составляя градиенты, в центрифужную пробирку насла и ва -
ли по 2 мл смесей Г, В, Б и А, наносили на верхний слой 2 мл гепаринизированной
плазмы, разведенной 1:2 буфером Михаэлиса на 0,14 М растворе NaCl.
Центрифугировали 40 мин (1000 g, 22°С), снимали плазму, оставляя слой в 2 мм,
который соби рали отдельно (лимфоциты и моноциты, чистота 97-98%),
отсасывали слой между  стол биками смесей Г и В - нейтрофилы (чистота 94-99%),
между слоями смесей Б и А - эози нофилы (чистота 80-90%). Фракции клеток
осаждали центрифугированием, осадок дважды промывали 0,14 М раствором
NaCl. Фракцию лимфоциты + моноциты (2:1) выделяли в градиенте
фиколл/триомбраст: смесь А - 10 объемов 34% раствора триомбраста и 24 объема 9%
раствора фиколла (D - 1,075 г/мл); смесь В - 10 объемов 34% раствора триомбраста
и 24 объёма 14,6% раствора фиколла (D - 1,097 г/мл). На градиент из 5 мл смеси А
и 5 мл смеси В наслаивали 10 мл гепаринизированной крови, разведенной 1:2,
центрифугировали (40 мин, 400 g, 22°С). Соотношение лимфоциты/моноциты в
супернатанте – 2:1, чистота - 89%, примесь гранулоцитов - 1,2% [21]. Разделяли
лимфоциты и моноциты изокинети ческим методом (чистота моноцитов - 91%) [22].

Опыты проведены на 213 белых крысах (150±15 г), содержавшихся в
индивидуальных клет ках, получавших корм вязкой кон си стен ции (каши из смеси
овсяной и ячмен ной круп, ово щи и расти тельное масло), что позволило равномерно
рас пределять вво дившиеся с рационом вещества. Вводили их утром с ½ су точ ной
порцией, и после потребления вносили в кормушку остаток рациона - это обе спечивало
полное потребление добавок. Подопытным крысам с раци оном вводили прооксидант
(ацетат свинца, 50 мг/кг) или антио кси дант (димефосфон, 1, 2 или 3 г/кг), контроль
добавок не получал. Как показано ранее, свинец в дозе 50 мг/кг в течение 12-15
дней не вызывает выяв ляемых нарушений порфиринового обмена, ускоряя
липопероксидацию и активируя гемостаз [1, 23]. Наименьшая из исполь зованных
доз анти оксиданта (димефосфона) в этих условиях пол ностью блокирует эффект
свинца на липопероксидацию и гемостаз, дозы 2 и 3 г/кг заметно замедляют перекисное
окисление липидов, позволяя оценить зависимость между степенью тор можения
липопероксидации и степенью ограничения гемостатического потенци ала [1, 25].

На 13-й день опыта брали кровь под эфирным наркозом из яремной вены,
объединяя пробы 3-х крыс, получали нормальную плазму и делили на 2 порции.
К 1-й порции добавляли один из видов исследуемых клеток в конечной
концентрации, близкой к физиологической, к 2-й порции - 0,14 М раствор NaCl.
После 30 мин экспозиции клетки отделяли центри фугиро ва ни ем без осаждения
тромбоцитов (2000 g, 20 мин). Изучали влияние супер натанта (0,2 мл/мл нормальной
плазмы) на агрегацию тромбоцитов, уровень факторов Р3, Р4 и липопероксидов . 

Во 2-й серии опытов крыс разделили на 3 группы: 1-я – без дополнений к
рациону (контроль); 2-я группа, включавшая 3 подгруппы, - получала димефосфон
(по 1, 2 или 3 г/кг, 12 дней); 3-я группа (2 подгруппы) получала ацетат свинца
(50 или 100 мг/кг, 12 дней). На 13-й день брали пробы крови (объединяли плазму
3 крыс одной группы), центри фугировали (800 g, 10 мин), плазму отделяли,
повторно центрифугировали (1400 g, 20 мин), определяя продукты
липопероксидации в бесклеточном супернатанте и его влияние на спонтанную и
индуцированную АDP-агрегацию.

Результаты обрабатывали методом вариационной статистики для малых
рядов наблюдений, вычисляя среднюю арифметическую, среднеквадратическое
отклонение, ошибку средней. Достоверность отличий оценивали, вычисляя
доверительный коэффициент Стьюдента (t) и величину вероятности (р). Различия
оценивали как достоверные при степени вероятности < 0,05. Графический анализ
проводили в системе Mic rosoft Graf (приложение MS Word 98).
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РЕЗУЛьТАТЫ И ОбСУЖДЕНИЕ. Из всех изучавшихся клеток на
активность и липопероксидацию тромбоцитов при экспозиции с ними влияли
эритроциты, нейтрофилы и моноциты. Из данных таблицы 1 видно, что
экспозиция нормальной плазмы с этими клетками, взятыми у интактных крыс,
повышает содержание первичных и вторичных липопероксидов, ускоряет
спонтанную и АDP-агрегацию тромбоцитов и высвобождение факторов Р3 и Р4.
Наиболее выражено влияние моноцитов. 

Те же клетки крови крыс, получавших димефосфон, в меньшей мере
изменяли липопероксидацию, агрегацию тромбоцитов и уровень факторов Р3 и Р4.
Клетки крови крыс, получавших свинец, значительнее, чем в контроле
активировали липопероксидацию, агрегацию и повышали уровень факторов Р3 и Р4.

Бышевский и др.
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Таблица 1. Липопероксидация, спонтанная и АDP-агрегация тромбоцитов, факторы Р3 и Р4

после экс позиции субстратной плазмы крыс, неполучавших добавок, с эритроцитами (1-я строка),
нейтрофилами (2-я строка), моноцитами (3-я строка), выделенными из крови крыс, получавших
димефосфон или свинец (n=7 на всех этапах). 

Примечание (здесь и в таблице 2): знак * - достоверное отличие при сравнении с контролем;
знак + - сравнение значений в 3-й и 4-й колонке со 2-й колонкой.



Особенно существенным оказалось влияние антиоксиданта (димефосфона) и
прооксиданта (свинца) на эффект моноцитов. 

Рассмотренные данные (влияние про- и антиоксиданта на способность
исследуемых клеток крови изменять липопероксидацию тромбоцитов и их
прокоагулянтные свойства) согласуются с представлением о ключевой роли
тромбоцитов в реализации связи липопероксидация-гемостаз [2, 14].  

Из данных таблицы 2 следует, что эритроциты, нейтрофилы и моноциты
влияют на тромбоциты и без прямого контакта с ними - эффект опо сре дован
факторами, выделившимися в среду инкубации. Степень изменения агрегации и
высвобождения факторов Р3 и Р4 примерно та же, что и при непосред ст вен ном
кон так те эритроцитов или лейкоцитов с тромбоцитами. 
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Таблица 2. Липопероксидация, спонтанная и АDP-агрегация тромбоцитов, факторы Р3 и Р4

после экс позиции субстратной плазмы крыс, не получавших добавок, с супернатантом среды, в
которой предварительно экспонировали эритроциты (1-я строка), нейтрофилы (2-я строка),
моноциты (3-я строка) из крови крыс, получавших димефосфон или свинец (n=8 на всех этапах).
Клетки после экспонирования в среде были удалены центрифугированием.



Менее выраженное влияние среды, в которой экспонировали эритроциты или
лейкоциты крыс, получавших димефосфон, и более заметное в случае, если крысы
получали ацетат свинца, указывает на роль липопероксидов в реализации эффекта
клеток на тромбоциты. 

Это подтверждается результатами изучения влияния липопероксидов,
накапливающихся при инкубации клеток крови, на активность тромбоцитов.
В таблице 3 видно, что добавление растворителя не меняет агрегации тромбоцитов
(контроль), что количество липопероксидов в бесклеточной плазме крыс
пропорционально дозе вводившегося анти- или прооксиданта (соответственно
снижение или рост), что влияние бесклеточной плазмы на агрегацию зависит от
концентрации липопероксидов в ней.

Далее мы в прямом опыте изучили степень изменения контролируемых
свойств тром боцитов в зависимости от концент рации липопероксидов. Для этого
кровь 4-х крыс, получавших 20 дней прооксидант (10 мг ацетата свинца/кг
ежедневно), объединили и нашли в освобожденной от клеток плазме высокую
концентрацию первичных (2,21±0,001 А/мг липида) и вторичных (1,32±0,0005
ед./мг липида) липопероксидов. Их сконцентрировали сефадексом G-10, удалив
50% воды и солей. Из концентрата, где содержание первичных и вторичных
липопероксидов составило соответственно 3,08 А/мг липида и 2,04 ед./мг липида,
приготовили разведения (на буфере Михаэлиса с 0,85% NaCl) в 2, 3, 4 и 6 раз,
содержащие липопероксиды (первичные и вторичные) в количестве,
составляющем 0,5, 0,33, 0,25 и 0,16 от исходной концентрации. Каждое разведение
в равных объёмах экс пони ровали с нормальной плазмой, затем определили
АDP-агре га цию тромбоцитов в ней (контроль - экспозиция субстратной плазмы с
бу фер ным раствором). 

На представленном рисунке видно, что в исследованной плазме агрегация
тромбоцитов пропорциональна концентрации липопероксидов.
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Таблица 3. Содержание липопероксидов в плазме крыс, получавших антиоксидант или
прооксидант, влияние этой плазмы на спонтанную и АDP-агрегацию тромбоцитов субстратной
плазмы крыс (n=6).

Примечание: * - достоверное отличие от контроля.



Отметим, что и зависимость уровня факторов Р3 и Р4 от концентрации
липопероксидов имеет примерно такой же характер.

Таким образом, степень прироста агрегационной активности тромбоцитов
пропорциональна изменению концентрации липопероксидов в их окружении, что
подтверждает возможность реализации эффекта антиоксидантов или
прооксидантов на агрегацию тромбоцитов через изменения продукции
липопероксидов в эритроцитах и лейкоцитах. 

Известно, что лейкоциты выделяют в среду протеазы с проагрегантной
активностью [24]. Вместе с тем, избыток трасилола (ингибитор протеаз) не влияет
на степень активации тромбоцитов лейкоцитами [25]. Тем не менее, следовало
выявить, высвобождаются ли при инкубации эритроцитов или лейкоцитов
(в буферном растворе с NaCl) липопероксиды, способные изменять интенсивность
агрегации и реакции высвобождения тром  боцитов. Для этого провели опыт с
тремя группами крыс: группа 1-я (контроль) добавок не получала, 2-я - получала
12 дней ацетат свинца, 3-я - димефосфон (дозы прежние). На 13-й день из 1,5 мл
плазмы крыс выделяли эритроциты, нейтрофилы и моноциты, инкубировали
их 30 мин в 1,5 мл буферного раствора с 0,14 М раствора NaCl, удаляли клетки
центрифугированием и определяли липопероксиды в супернатанте. 

Все виды клеток (табл. 4) при инкубации высвобождали первичные и
вторичные липопероксиды: моноциты>эритроци ты>нейт рофи лы. Количество
высвободившихся липопероксидов оказалось выше контроля при инкубации
клеток крыс, получавших прооксидант и ниже контроля - при введении крысам
антиоксиданта. Видимо, эффект изучаемых клеток на АDP-агрегацию и реакцию
высвобождения тромбоцитов зависит от количества выделяемых этими клетками
в окружение липопероксидов. При инкубации эозинофилов и лимфоцитов
в забуференном растворе NaCl прирост концентрации липопероксидов не
происходил даже если крысам предварительно вводили прооксидант (свинец).
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Рисунок.
Абсцисса – концентрация липoпероксидов (исходная принята за единицу); ордината – АDP-

индуцированная агрегация, %; 1 – график зависимости интенсивности агрегации от концентрации
липопероксидов в среде, 2 – агрегация в слепой пробе (липопероксиды не добавляли).



Таким образом, эритроциты, нейтрофилы или моноциты при совмест ной
инкубации с тромбоцитами (в физиологических концентрациях) уве личивают их
прокоагулянтные свойства и содержание первичных и вто ричных продуктов
липопероксидации. Эффект опосредуется липопер ок сидами, выделяющимися
эритроцитами, нейтрофилами или моноцитами в среду. Влияние эритроцитов и
лейкоцитов можно усилить или ослабить предварительным введением
прооксиданта или антиоксиданта. Это объяс няет ранее установленную
эффективность витаминов с антиоксидантными свойствами при назначении их в
обычных лечебных дозах [1, 3, 14, 22] в коррекции гиперкоагуляционных сдвигов
при оксидативном синдроме. 
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ERYTHROCYTES AND LEUCOCYTES IN REALIZATION OF COM MUNICATION
BETWEEN LIPID PEROXIDATION AND HEMOSTASIS

A.Sh. Bichevsky, S.L. Galjan, I.V. Ralchenko, R.G. Alborov, M.K. Umut baeva,
A. Rudzevich, E.A. Vinokurova
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e-mail: biochem@tgma.info

Investigation of 213 rats has shown that exposition containing normal plasma of erythrocytes,
neutrophils or monocytes (physiological concentration) taken from the rats treated with prooxidant
(lead acetate) or antioxidant (selmevite) causes corresponding increase or decrease of: a) both spontaneous
aggregation and ATP-induced aggregation of thrombocytes, b) releasing P3 and P4 factors, c) their
lipoperoxidation (LPO) intensity. 

The effect is released by LPO products released by erythrocytes and leucocytes into their environment.
The efficacy of antioxidants (vitamins with antioxidant properties in particular) used for correcting

hypercoagulative changes in oxidative stress in clinics is supposed to be due to their capacity for limiting
lipidoxidation in erythrocytes, leukocytes and thrombocytes.

Key words: lipid peroxidation, hemostasis, erythrocytes, leucocytes.
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