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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день расширяются представ-

ления о связующей роли P-селектина меж-

ду атеросклерозом, воспалением и тромбозом в месте 

повреждения сосуда [1]. Установлено, что P-селектин 

выступает рецептором адгезии лейкоцитов, индуци-

рует экспрессию тканевого фактора на моноциты, 

обуславливая их связывание с тромбоцитами и ней-

трофилами [2,3]. Поскольку тканевый фактор свя-

зывает VII и активирует IX и Х факторы свертыва-

ния крови, существует гипотеза о том, что экспрессия 

Р-селектининдуцированного тканевого фактора на 

моноциты обеспечивает локальную коагуляцию в те-

чение нескольких часов после их рекрутмента [4]. По 

мнению ряда исследователей, Р-селектин самостоя-

тельно способен выступать и в качестве агента, стаби-

лизирующего тромб. Повышение уровня экспрессии 

Р-селектина свидетельствует о нарушениях системы 

гемостаза и может являться предиктором сердечно-

сосудистых катастроф. А цитометрический анализ 

экспрессии P-селектина находит все более широкое 

применение в качестве «золотого стандарта» оценки 

активации тромбоцитов [5].

В клинической практике для блокирования про-

цессов агрегации тромбоцитов широко применяют-

ся аспирин, блокаторы гликопротеиновых IIb-IIIa 

рецепторов (интегриллин, тирофибан) и пентокси-

филлин. Эффективность данных лекарственных пре-

паратов (ЛП) доказана многочисленными фунда-

ментальными и клиническими исследованиями, где 

основными целевыми показателями служили часто-

та эпизодов сердечно-сосудистых катастроф и дан-

ные агрегации тромбоцитов [6]. Регистрация уров-

ня агрегации тромбоцитов пациентов, принимающих 

антиагрегационную терапию, на сегодняшний день – 

наиболее распространенный метод мониторинга эф-

фективности антиагрегантов [7]. Однако данные тра-

диционной агрегатометрии не отражают полностью 
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Введение. P-селектин выступает рецептором адгезии лейкоцитов, индуцирует экспрессию тканевого фактора на моноциты, 
обусловливая их связывание с тромбоцитами. Повышение уровня экспрессии Р-селектина свидетельствует о нарушениях системы 
гемостаза. Для оценки активации тромбоцитов широко применяется цитометрический анализ экспрессии P-селектина. Влияние 
антиагрегационных препаратов на процессы активации тромбоцитов изучено недостаточно.

Целью работы – сопоставление показателей выраженности экспрессии P-селектина и агрегации тромбоцитов под действием 
антиагрегантов различной химической природы и механизмов действия в условиях in vitro. 

Материал и методы. Объекты изучения – препараты, применяемые для блокировки процессов агрегации тромбоцитов 
(ацетилсалициловая кислота, интегриллин, тирофибан, пентоксифиллин). Исследовалась кровь здоровых доноров-мужчин в условиях in 
vitro. Определение активности тромбоцитов проводили одновременно методами индуцированной агрегации и проточной цитометрии.

Результаты. Наиболее эффективными оказались блокаторы ГП IIb-IIIa интегриллин и аграстат. Ацетилсалициловая кислота и 
пентоксифиллин оказывали влияние исключительно на АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов. Под действием аспирина не 
происходило значительного подавления тромбоцитарной активности по уровню экспрессии Р-селектина, несмотря на то, что степень АДФ-
индуцированной агрегации достоверно снижалась. 

Заключение. Параметры стандартной агрегатометрии не всегда адекватно отражают функциональную активность тромбоцитов.
Ключевые слова: агрегация тромбоцитов, P-селектин, ацетилсалициловая кислота, интегриллин, тирофибан, пентоксифиллин.
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процессы внутрисосудистой активации тромбоцитов 

[8]. Проводя доклинические исследования, направ-

ленные на поиск потенциальных антиагрегантов, мы 

столкнулись с проблемой оценки реальной эффек-

тивности практически применяемых и новых анти-

тромботических средств. В научной литературе пока 

недостаточно данных о влиянии различных антиагре-

гационных препаратов на процессы активации тром-

боцитов у здоровых добровольцев в условиях in vitro. 

Имеются лишь отдельные сообщения о показателях 

экспрессии P-селектина при различных заболеваниях 

на фоне комплексной антитромботической терапии. 

Цель работы – сопоставление показателей выра-

женности экспрессии P-селектина и агрегации тром-

боцитов под действием антиагрегантов различной 

химической природы и механизмов их действия в 

условиях in vitro. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объекты исследования: 3,7-диметил-1-(5-

оксогексил)ксантин (пентоксифиллин, Россия), 

2-ацетилоксибензойная кислота (ацетилсалициловая 

кислота, Китай), селективный пептидный блокатор 

рецепторов тромбоцитов ГП IIb-IIIa - L-цистеинамид, 

N6-(аминоиминометил)-N2-(3-меркапто-1-

оксопропил)-L-лизилглицил-L-α-аспартил-L-

триптофи-L-пропил-, циклический (1-6)-дисуль-

фид (интегрилин, Великобритания), селективный 

непептидный блокатор рецепторов тромбоцитов ГП 

IIb-IIIa - N-(бутилсульфаонил)-4-[4-(4-пиперидин)

бутокси]-α-фенилаланина моногидрохлорид моно-

гидрат (тирофибан, Великобритания).

Экспериментальная работа выполнялась на крови 

здоровых доноров-мужчин в условиях in vitro. Средний 

возраст добровольцев составил – 22±2,7 года. Иссле-

дование было одобрено этическим комитетом Баш-

кирского государственного медицинского универси-

тета (№2 от 17.10.2012). Информированное согласие 

было получено у всех участников исследования до за-

бора крови. Взятие крови проводили из локтевой вены 

в стерильных условиях с использованием систем ваку-

умного забора крови BD Vacutainer®. В качестве стаби-

лизатора венозной крови использовали 3,8% раствор 

цитрата натрия в соотношении 9:1.

Для исключения влияния других форменных 

элементов крови вся исследовательская работа осу-

ществлена на образцах обогащенной тромбоцита-

ми плазмы, которые получали центрифугированием 

(центрифуга ОПН-3.02) цитратной крови при 100 g в 

течение 10 мин.

Активность тромбоцитов определяли одновре-

менно методами индуцированной агрегации и про-

точной цитометрии. Исследование влияния анти-

агрегантов на агрегацию тромбоцитов осуществляли 

с помощью лазерного анализатора агрегации тромбо-

цитов «Биола 230LA» [9]. В качестве индуктора агре-

гации использовали аденозиндифосфат (АДФ) в кон-

центрации 20 мкг/мл и коллаген в концентрации 5 мг/

мл. Растворителем служила вода для инъекций [10]. 

Анализ агрегатограмм выполняли с помощью про-

граммного обеспечения AGGR с учетом следующих 

показателей: общий характер агрегации (одноволно-

вая, двухволновая; полная, неполная обратимая, не-

обратимая), значение максимальной агрегации, дез-

агрегационный эффект. 

При определении методом проточной цитометрии 

в качестве маркера активации тромбоцитов измеряли 

экспрессию Р-селектина на поверхности тромбоци-

тов. Для этого образцы богатой тромбоцитами плазмы 

разводили в 100 раз 0,15 М фосфатно-солевым буфер-

ным раствором (рН=7,0-7,5), вносили исследуемые 

препараты и инкубировали в течение 5 мин. Для акти-

вации тромбоцитов в пробы вносили АДФ до конеч-

ной концентрации 20 мкг/мл и перемешивали. Акти-

вацию осуществляли в течение 15 мин, останавливали 

введением 1% раствора формалина. После инкубации 

образцы богатой тромбоцитами плазмы окрашивали 

20 мин при комнатной температуре мышиными мо-

ноклональными антителами CD62, мечеными APC 

(алофикоцианином), согласно рекомендациям про-

изводителя (США). Цитофлюориметрический анализ 

проводили на приборе BD FACSCanto II, используя 

программное обеспечение «FACSDiva». Параметры 

настройки прибора были одинаковы для всех изме-

рений. Для каждой пробы собирали не менее 10000 

событий. «Тромбоцитарное окно» выделяли по па-

раметрам прямого (FCS) и малоугольного (SSC) све-

торассеяния в логарифмической шкале координат. 

Оценивали количество позитивных клеток (%).

Результаты исследования обрабатывали с при-

менением программного статистического паке-

та Statistica 10,0. Нормальность распределения фак-

тических данных проверяли с помощью критерия 

Шапиро–Уилка. Для описания групп были исполь-

зованы медиана и межквартильный интервал. Дис-

персионный анализ проводили с помощью критерия 

Краскела–Уоллиса (для независимых наблюдений) и 

Фридмена (для повторных наблюдений). Критиче-

ский уровень значимости р для статистических кри-

териев принимали равным 0,05. Величину IC50 ис-

следуемых препаратов рассчитывали с помощью 

нелинейного фиттинга кривых, описывающих пока-

затели агрегации тромбоцитов по логарифмическо-

му уравнению с 4 параметрами, а также программно-

го обеспечения GraphPad Prism. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На 1-м этапе исследования изучили агрегацию 

тромбоцитов при действии выбранных антиагрегаци-

онных препаратов, установили и сравнили показатели 

IC50. Согласно полученным результатам, наиболее эф-

фективными в условиях эксперимента оказались пре-
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параты группы блокаторов ГП IIb-IIIa (табл. 1). Наи-

большую активность проявил пептидный блокатор ГП 

IIb-IIIa – интегриллин. Интегриллин в концентрации 

62 нг/мл одинаково эффективно подавлял агрегацию 

тромбоцитов, индуцированную АДФ и коллагеном. 

Аграстат, синтетический блокатор рецепторов ГП IIb-

IIIa тромбоцитов, снижал агрегацию тромбоцитов на 

50% в концентрации 65 нг/мл при агрегации тромбо-

цитов, индуцированной АДФ. Однако для аналогич-

ного эффекта при коллагениндуцированной агрега-

ции тромбоцитов концентрация аграстата возрастала 

до 257 нг/мл. Ацетилсалициловая кислота и пентокси-

филлин оказывали влияние исключительно на АДФ-

индуцированную агрегацию тромбоцитов. 

Среди изученных ЛП дезагрегационная актив-

ность регистрировалась только у пентоксифиллина 

и составляла 20,4%, независимо от агониста агрега-

ции тромбоцитов. Способность разрушать сформи-

рованные тромбоцитарные агрегаты не свойственна 

группе селективных антиагрегантов, что обусловлено 

особенностью механизма действия пентоксифилли-

на [11]. Как свидетельствует практика, на сегодняш-

ний день четко определены показания к примене-

нию пентоксифиллина как компонента современной 

антитромботической терапии. Результаты рандоми-

зированных исследований и клинических рекомен-

даций демонстрируют эффективность пентоксифил-

лина именно при состоявшемся тромбозе сосудов 

сетчатки и остром нарушении мозгового кровообра-

щения по ишемическому типу [12–14].

Далее были изучены процессы экспрессии 

Р-селектина на поверхности тромбоцитов при дей-

ствии исследуемых препаратов в концентрациях, со-

ответствующих IC50. Как видно из данных, пред-

ставленных в табл. 2, количество тромбоцитов, 

экспрессирующих Р-селектин в отсутствие актива-

ции in vitro, составило около 1,38%, тогда как при ак-

тивации 20 мкг/мл АДФ число тромбоцитов, несущих 

на своей поверхности молекулы Р-селектина, увели-

чивалось почти до 17,92%. 

Препараты группы блокаторов ГП IIb-IIIa и пен-

токсифиллин при действии АДФ одинаково эффек-

тивно ингибировали уровень экспрессии Р-селектина 

до значений неактивированных тромбоцитов. Наибо-

лее интересным оказался эффект аспирина. По резуль-

татам классической агрегатометрии при действии АДФ 

регистрировалась высокая антиагрегационная актив-

ность данного препарата с IC50 равной 4,2•10-3 М/л. 

Однако при расчете уровня CD62 число клеток, свя-

зывающихся с антителами к Р-селектину, у доноров в 

Таблица 1

ПОКАЗАТЕЛИ АНТИАГРЕГАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ АНТИАГРЕГАНТОВ 
ПРИ ИНДУКТОР-ИНДУЦИРОВАННОЙ АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ Me (25–75)

Препарат Концентрация
Антиагрегационная активность, % к контролю Дезагрегационная 

активность, % к контролюАДФ, 20 мкг/мл коллаген, 5 мг/мл

Аспирин, М/л

6•10-3 61,0** (58,7–64,3) 21,4* (19,1–24,2) 0,0 (0,0–0,0)

3•10-3 26,4** (23,5–27,1) 11,6* (9,5–14,7) 0,0 (0,0–0,0)

10-3 13,6* (10,4–15,4) 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,0)

IC50 4,2•10-3 М/л – –

Пентоксифиллин, М/л

4•10-3 63,7* (58,9–9,2) 0,0 (0,0–0,0) 27,5 (24,3–29,7)

2•10-3 48,4* (42,7–56,5) 0,0 (0,0–0,0) 11,7 (9,6–14,8)

10-3 12,7** (10,5–15,6) 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,0)

5•10-4 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,0)

IC50 1,4•10-3 М/л – ≈6,4•10-3 М/л

Аграстат, нг/мл

300 100,0** (100,0–100,0) 100,0** (100,0–100,0) 0,0 (0,0–0,0)

200 100,0** (100,0–100,0) 39,4* (37,1–44,1) 0,0 (0,0–0,0)

100 87,4** (85,3–91,4) 24,5* (22,7–26,3) 0,0 (0,0–0,0)

50 34,1** (32,7–43,1) 12,3* (10,4–15,6) 0,0 (0,0–0,0)

IC50 87,4 нг/мл 254,3 нг/мл –

Интегриллин, мг/мл

100 100,0** (100,0–100,0) 100,0** (100,0–100,0) 0,0 (0,0–0,0)

50 37,1* (34,4–39,5) 35,1* (32,3–39,4) 0,0 (0,0–0,0)

25 12,4* (10,3–14,2) 14,1* (10,5–16,3) 0,0 (0,0–0,0)

IC50 65,7 мг/мл 63,1 мг/мл –

Примечания. Представлены медиана и межквартильный интервал, n=7; прочерк (–) – расчет IC50 невозможен. Уровень статистической значи-

мости различий признаков в сравнении с агрегацией интактных тромбоцитов: ** – р≤0,05; * – р≤0,01.
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присутствии аспирина в данной концентрации остава-

лось на уровне исходных значений и составило 16,4%. 

Возможное отсутствие эффекта аспирина в отноше-

нии экспрессии Р-селектина тромбоцитов и ранее на-

стораживало исследователей. Так, имеются отдельные 

сообщения о высоком уровне экспрессии Р-селектина 

у пациентов, принимающих аспирин в течение 1 нед в 

дозировке 300 мг в сутки [15]. Сохраняется повышен-

ная активация тромбоцитов и у пациентов, получав-

ших монотерапию аспирином при инфаркте миокар-

да, прогрессирующей стенокардии, после операции на 

сонной артерии по поводу атеросклероза [16, 17]. От-

сутствовал эффект аспирина и на активацию тромбо-

цитов, обусловленную физической нагрузкой [18]. Со-

гласно результатам проведенных исследований, под 

действием аспирина в условиях in vitro не происходит 

значительного подавления тромбоцитарной активно-

сти по уровню экспрессии Р-селектина, несмотря на 

то, что степень АДФ-индуцированной агрегации, из-

меренной фотометрическим методом, достоверно 

снижается по сравнению с показателями в контроль-

ной группе. Возможно, данный феномен вносит вклад 

в общий процент резистентных к монотерапии аспи-

рином пациентов и часто является причиной повтор-

ных фатальных сердечно-сосудистых катастроф [19]. 

По данным ряда авторов, аспирин оказывается неэф-

фективным в 5–48% случаев его длительного приема 

[20,21]. Применение аспирина в сочетании с другими 

препаратами (клопидогрель, тиклид и др.), у которых 

установлен ингибирующий эффект на процессы ак-

тивации тромбоцитов, статистически снижает частоту 

повторных фатальных эпизодов инфарктов миокарда 

и инсультов [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, параметры стандартной агрегато-

метрии не всегда адекватно отражают функциональ-

ную активность тромбоцитов. Особенности влияния 

на процессы активации тромбоцитов применяемых в 

клинической практике антиагрегантов, независимо 

от показателей антиагрегационной активности, могут 

обусловливать и их клиническую эффективность, и 

отсутствие терапевтического эффекта с развитием по-

вторных эпизодов сердечно-сосудистых катастроф. 
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Таблица 2

ПОКАЗАТЕЛИ ЭКСПРЕССИИ Р-СЕЛЕКТИНА В ПРИСУТСТВИИ ИЗУЧАЕМЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ

Показатель Контроль

Лекарственный препарат

интегриллин, 
65 мг/мл

аграстат, 
87 нг/мл

аспирин, 
4,2•10-3 м/л

пентоксифиллин, 
1,4•10-3 м/л

CD62АДФ- 1,3 (1,1–1,4) 1,1* (0,9–1,4) 1,2* (1,1–1,2) 1,3* (1,1–1,4) 1,2* (1,1–1,4)

CD62АДФ+ 17,9 (16,5–19,3)
p

2
=0,001

1,7** (1,3–1,9)
p

2
=0,5

1,4** (1,1–1,6)
p

2
=0,4

16,4* (14,5–17,3)
p

2
=0,003

3,5* (2,7–4,1)
p

2
=0,3

Примечания. Уровень статистической значимости различий признаков в сравнении с контролем: * – p≥0,05, ** – p≤0,001; p
2
 – уровень статисти-

ческой значимости различий признаков групп после активации АДФ.
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P-SELECTIN EXPRESSION OF AND PLATELET AGGREGATION UNDER THE ACTION OF DRUGS
Professor A.L. Urakov1, MD; A.V. Samorodov2, MD; Professor F.Kh. Kamilov2, MD; Professor I.G. Mustafin3, MD; 
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SUMMARY
Introduction. P-selectin acts as a leukocyte adhesion receptor and induces the expression of tissue factor on monocytes, resulting in their binding to 

platelets. The higher expression of P-selectin is indicative of impairments in the hemostatic system. Cytometric analysis of P-selectin expression is com-
monly used to assess platelet activation. The effect of antiaggregatory drugs on the processes of platelet activation has been inadequately studied.

Objective: to compare the level of P-selectin expression and platelet aggregation under the action of antiaggregants of different chemical 
nature and mechanisms of action in vitro.

Material and methods. The investigation objects were drugs used to inhibit platelet aggregation (acetylsalicylic acid, integrilin, tirofiban, and pentoxifyl-
line). Blood from healthy male donors was examined in vitro. Platelet activity was determined simultaneously by induced aggregation and flow cytometry.

Results. The most effective glycoprotein IIb-IIIa receptor inhibitors proved to be integrillin and aggrastat. Acetylsalicylic acid and pentoxifylline 
affected only ADP-induced platelet aggregation. Aspirin failed to substantially inhibit platelet activity in terms of the level of P-selectin expression, 
despite the fact that the degree of ADP-induced aggregation was significantly decreased.

Conclusion. The parameters of standard aggregatometry not always adequately reflect the functional activity of platelets.
Key words: platelet aggregation, P-selectin, acetylsalicylic acid, integrilin, tirofiban, pentoxifylline. 
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Введение. Исследование полученных ранее 1,3-оксазинов показало, что они обладают противовоспалительной, седативной, антимикробной 
активностью. Биологическая активность продуктов их взаимодействия с бинуклеофильными азотсодержащими реагентами не была изучена.

Цель работы – изучение биологической активности синтезированных новых производных 1,2,4-триазола.
Материал и методы. Прогноз вероятных видов биологической активности осуществляли с помощью компьютерной программы PASS. Острую 

токсичность производных 1,2,4-триазола определяли в эксперименте на нелинейных белых мышах-самцах. Противогрибковую активность 
устанавливали с учетом минимальной подавляющей концентрации исследуемых соединений. Антимикробный эффект определяли по отсутствию 
роста тест-микроорганизма в мясо-пептонном бульоне при минимальной концентрации препарата, а характер противомикробного действия 
(бактериостатическое или бактерицидное) – при отсутствии роста на плотной питательной среде. Противовоспалительную активность изучали 
на модели «острый формалиновый отек лапы» у крыс. Анальгезирующую активность устанавливали на модели уксуснокислых «корчей» у мышей.

Результаты. 1,2,4-триазолы были отнесены к классу нетоксичных веществ (LD
50

 – от 1250 до 2000 мг/кг). По противогрибковой и антибактериальной 
активности 1,2,4-триазолы уступали препаратам сравнения. Противовоспалительное действие было немного ниже препарата сравнения, зато 
триазолы имели очень низкую токсичность. Анальгезирующая активность у исследуемых соединений была выше препарата сравнения.

Заключение. Синтезированные новые производные 1,2,4-триазола нетоксичны и обладают выраженной противовоспалительной и 
анальгезирующей активностью.

Ключевые слова: 1,2,4-триазолы, биологическая активность, программа PASS, острая токсичность, противогрибковая, противомикробная, 
противовоспалительная, анальгезирующая активность.
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