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Цель исследования — изучить особенности гемостазиологического профиля овец и пациентов с ишемической болезнью сер-
дца (ИБС) и определить возможность прогнозирования тромботических рисков на модели крупных лабораторных животных в ходе 
преклинических испытаний сосудистых протезов.

Материалы и методы. Функциональную активность тромбоцитов измеряли в богатой тромбоцитами плазме с индукторами: 
АДФ, адреналином, коллагеном. Активность протромбина, значения международного нормализованного отношения, активиро-
ванного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ), тромбинового времени, концентрацию фибриногена, активность анти-
тромбина III и протеина С, фибринолиз определяли в плазме крови. Динамику образования сгустка и изменение его вязкоупругих 
свойств оценивали с помощью тромбоэластограммы.

Результаты. Выявлены существенные различия в отдельных звеньях гемостазиологического профиля овец и пациентов с 
ИБС. Тромбоциты овец имели повышенный ответ на индукцию АДФ, но практически не отвечали на индукцию адреналином; кол-
лаген-индуцированная агрегация была сопоставимой в исследуемых группах. Коагуляционный гемостаз овец характеризовался 
повышенной активностью протромбинового комплекса, укорочением тромбинового времени при сопоставимых значениях АЧТВ и 
фибриногена. При этом у овец обнаружено выраженное снижение активности противосвертывающей и фибринолитической систем 
по сравнению с пациентами с ИБС. При оценке динамики образования сгустка у животных фаза инициации происходила быстрее, 
а плотность сгустка превышала таковую у пациентов.

Заключение. Гемостазиологический профиль овец характеризуется повышенной скоростью тромбообразования, большей 
прочностью образовавшегося сгустка и меньшей способностью к лизису по сравнению с пациентами с ИБС. Выявленные особен-
ности в гемостазиологическом профиле овец могут являться потенциальными мишенями для терапевтического воздействия анти-
тромботическими препаратами, минимизирующими тромботические риски при проведении преклинических испытаний сосудистых 
протезов.
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The aim of the investigation was to study the details of hemostasiological profile in sheep and patients with coronary heart disease 
(CHD) and to find the possibility of predicting thrombotic risks during preclinical tests of vascular prostheses on a large laboratory animal model.

Materials and Methods. The functional activity of platelets was measured in platelet-rich plasma with inductors: ADP, epinephrine, 
collagen. Prothrombin activity, international normalized ratio, activated partial thromboplastin time (APTT), thrombin time, fibrinogen 
concentration, antithrombin III and protein C activity, fibrinolysis were determined in blood plasma. Changes in clot formation and viscoelastic 
properties of clots were assessed using thromboelastography.

Results. Significant differences were found in the hemostasiological profile of sheep and CHD patients. Sheep platelets had increased 
response to ADP induction and practically no response to epinephrine induction; collagen-induced aggregation was comparable in the 
study groups. Coagulation hemostasis of sheep was characterized by increased activity of the prothrombin complex, shortened thrombin 
time, while APTT and fibrinogen values remained comparable. At the same time, sheep exhibited a significant decrease in the activity of 
anticoagulant and fibrinolytic systems as compared to CHD patients. When assessing dynamic changes in clot formation, it was observed 
that initiation phase was faster in animals, while clot density exceeded that in patients.

Conclusion. The hemostasiological profile of sheep is characterized by the increased speed of thrombus formation, greater strength of 
the formed clot, and lower lysis ability as compared to CHD patients. The revealed details of the hemostasiological profile of sheep can be 
potential targets for therapy with antithrombotic drugs that minimize thrombotic risks in preclinical testing of vascular prostheses.

Key words: hemostasiological profile; prediction of thrombotic risks; antithrombotic drugs.
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Введение

Тромбоз сосудистых графтов, обусловленный аг-
рессивным вмешательством в систему гемостаза, 
ухудшает исход кардиохирургического лечения, на-
правленного на восстановление кровотока и улучше-
ние качества жизни пациента с ишемической болез-
нью сердца (ИБС) [1, 2]. Подобная проблема часто 
возникает при проведении преклинических испытаний 
сосудистых протезов на животных моделях [3]. При 
этом некоторые из них (например, овечья) являются 
наиболее агрессивными в плане выявления гемоста-
зиологических рисков, связанных с несостоятельно-
стью тестируемых сосудистых протезов. В большин-
стве случаев при использовании этой модели удается 
получить проходимость имплантированных протезов 
чуть больше 60% [4, 5]. До сих пор малоизученной 
остается причина агрессивной реакции системы гемо-
стаза овец при проведении преклинических испыта-
ний сосудистых протезов.

Сравнительные исследования на людях, овцах, 
свиньях, кроликах, крысах и собаках с использова-
нием стандартных тестов на коагуляцию, а также 
анализа факторов свертывания и тромбоэластогра-
фии показывали, что свертывающая система кро-
ви человека имеет наибольшее сходство со свер-
тывающей системой крови овец [6]. Овечья кровь 
обладает повышенной склонностью к коагуляции, 
однако природа данного явления до конца не из-
учена. Кроме того, в настоящее время недостаточно 
данных,  определяющих «нормальные» параметры 
крови овец как для классических, так и для новых 
методов оценки коагуляции. На сегодняшний день 
исследования ограничены небольшим размером 
выборки и определением лишь узкого диапазона 
параметров коагуляции [7]. Поиск причин активации 
гемостатического потенциала до операции и в ответ 
на имплантацию разрабатываемых сосудистых про-
тезов, а также возможный вклад отдельных звеньев 
системы гемостаза реципиента в исход имплантации 
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требует углубленного изучения, что в последующем 
поможет экстраполировать получаемые результаты 
на человека.

Цель исследования — изучить особенности гемо-
стазиологического профиля овец и пациентов с ише-
мической болезнью сердца и определить возможность 
прогнозирования тромботических рисков на модели 
крупных лабораторных животных в ходе преклиниче-
ских испытаний сосудистых протезов.

Материалы и методы
Исследование выполнено на базе Научно-иссле-

довательского института комплексных проблем сер-
дечно-сосудистых заболеваний (Кемерово).

Объектом исследования явилась цельная 
кровь животных (овец, n=50) и пациентов с уста-
новленным диагнозом ИБС (n=86), принимающих 
двойную антитромбоцитарную терапию (ацетил-
салициловая кислота и клопидогрел). Протокол 
исследования одобрен Этическим комитетом, при 
работе неукоснительно соблюдались принципы Хель-
синкской декларации (2013). От каждого пациента по-
лучено информированное согласие. Содержание жи-
вотных и проведение экспериментов осуществляли в 
соответствии с международными правилами «Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals» (National 
Research Council, 2011), а также с этическими прин-
ципами Европейской конвенции по защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей (Страсбург, 2006). 

У животных и пациентов с ИБС определяли про-
тромбин по Квику и международное нормализованное 
отношение (МНО) в плазме венозной крови с исполь-
зованием коагулометра ACL 7000-1 (Instrumentation 
Laboratory, США), активированное частичное тромбо-
пластиновое время (АЧТВ), фибриноген по Клауссу, 
тромбиновое время, протеин C, антитромбин III на 
анализаторе Ceveron alpha (Technoclone GmbH, 
Австрия) в соответствии с инструкциями производи-
теля. Фибринолитическую активность в плазме из-
меряли с помощью XIIа-калликреин-зависимого фи-
бринолиз-теста также в соответствии с инструкциями 
производителя («Технология-Стандарт», Россия).

Тромбоэластографию выполняли на анализато-
ре TEG 5000 Thrombelastograph (Haemonetics, США). 

Анализировали следующие параметры: время 
свертывания (R, мин), время формирования сгустка 
(К, мин), максимальную амплитуду (MА, мм) и угол 
(angle, °). Интервал R — это время, прошедшее с мо-
мента начала теста до образования первых нитей 
фибрина. Этот интервал четко совпадает с первой 
фазой свертывания крови — инициацией. К — время 
между началом образования сгустка до формирова-
ния фиксированного уровня его прочности, оно сов-
падает со второй фазой свертывания крови — уси-
лением. R и K характеризуют активацию и динамику 
образования сгустка. Angle отображает скорость 
роста фибриновой сети и ее структурообразование 
(увеличение прочности сгустка). МА дает информа-
цию о прочности сгустка.

Агрегационную активность тромбоцитов определя-
ли на агрегометре Helena AggRAM (Helena BioSciences 
Europe, Великобритания). Измеряли степень (max, %) 
и время (max time, с) максимальной агрегации тром-
боцитов с индукторами: АДФ (1,25 и 2,5 мкг/мл), адре-
налином (5 мкг/мл), коллагеном (100 мкг/мл).

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли c помощью программного пакета Statistica 10.0. 
Для оценки характера распределения совокупности по 
выборочным данным использовали тест Колмогорова–
Смирнова. Результаты представлены в виде медианы 
(Mе) и значений 25-го и 75-го перцентилей (Me [Q1; 
Q3]). Cравнение независимых групп проводили с помо-
щью U-критерия Манна–Уитни. Статистически значи-
мыми считали различия при p<0,05.

Результаты
По результатам агрегатограммы АДФ-индуци рован-

ная агрегация тромбоцитов, зарегистрированная у 
овец, превышала показатели пациентов с ИБС. Так, 
степень и время максимальной агрегации у живот-
ных были в 1,5 и в 1,8 раза выше, чем у пациентов 
с ИБС, при концентрации АДФ 1,25 мкг/мл и в 1,3 и 
1,6 раза выше соответственно при концентрации АДФ 
2,5 мкг/мл (табл. 1). Тромбоциты животных в отличие 
от тромбоцитов пациентов практически не отвеча-
ли на индукцию адреналином. В обеих исследуемых 
группах не наблюдалось статистически значимых раз-
личий в параметрах коллаген-индуцированной агрега-
ции тромбоцитов (см. табл. 1). Количество тромбоци-

Т а б л и ц а  1
Параметры агрегатограммы овец и пациентов с ИБС, Me [Q1; Q3]

Группы АДФ 1,25 мкг/мл АДФ 2,5 мкг/мл Адреналин Коллаген
max, % max time, с max, % max time, с max, % max time, с max, % max time, с

Овцы 92,6 
[87,4; 120,3]

432,5
[322,5; 523,0]

93,6
[91,2; 113,8]

484,5
[401,5; 522,0]

3,6
[0,9; 4,8]

467,0
[137,0; 585,0]

85,1
[41,2; 97,3]

313,0
[186,0; 522,0]

Пациенты 
c ИБС

60,1 
[44,8; 67,1]*

244,0
[126,0; 288,5]*

72,2
[66,8; 76,2]*

298,5
[255,5; 353,0]*

84,4
[81,5; 95,3]*

530,0
[426,0; 547,0]

86,6
[73,7; 88,7]

398,0
[336,0; 481,0]

* — статистически значимые различия между группами, p<0,05.
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Т а б л и ц а  2
Показатели коагулограммы овец и пациентов с ИБС, Me [Q1; Q3]

Группы Протромбин, % МНО АЧТВ, с Тромбиновое время, с Фибриноген, г/л
Овцы 104,0 [82,7; 114,0] 0,98 [0,89; 1,22] 26,2 [23,9; 30,5] 12,3 [11,7; 13,7] 2,2 [1,7; 3,3]

Пациенты 
с ИБС

 
89,0 [80,0; 93,4]*

 
0,92 [0,89; 0,94]

 
29,1 [28,1; 30,1]

 
14,8 [14,2; 16,0]*

 
3,0 [2,8; 3,6]

* — статистически значимые различия между группами, p<0,05.

73,7

29,4

95,4 104,0

0

20

40

60

80

100

120

Антитромбин III Протеин С 

овцы

пациенты
с ИБС

%

Активность антитромбина III и протеина С в плазме 
крови овец и пациентов с ИБС
различия между группами статистически значимы, р<0,05

Т а б л и ц а  3
Показатели тромбоэластограммы овец и пациентов  
с ИБС, Me [Q1; Q3]

Группы R, мин K, мин Angle, ° MA, мм
Овцы 4,4 

[4,0; 4,7]
1,1

[0,1; 1,1]
75,1 

[73,9; 76,9]
77,1

[75,4; 80,5]
Пациенты 
с ИБС

6,2 
[6,0; 6,4]*

1,2
[1,1; 1,2]

71,4
[70,8; 72,8]*

70,1
[70,2; 73,9]*

* — статистически значимые различия между группами, 
p<0,05.

тов в плазме крови животных было в 2 раза больше, 
чем в плазме крови пациентов с ИБС, — 470 (462; 
485)·1012/л и 229 (218; 286)·1012/л соответственно.

При анализе данных коагулограммы было уста-
новлено, что в плазме крови животных активность 
протромбина в 1,2 раза выше по сравнению со зна-
чениями пациентов с ИБС. При расчете МНО у овец 
выявлено снижение данного показателя в 1,2 раза от-
носительно людей (табл. 2).

Значения АЧТВ в исследуемых группах были сопо-
ставимы. У животных в плазме крови регистрировали 
укорочение тромбинового времени в 1,2 раза по срав-
нению с данными, полученными у пациентов (р<0,05). 
Анализ концентрации фибриногена в плазме крови 
обеих исследуемых групп не показал статистически 
значимых различий (см. табл. 2). Фибринолитическая 
активность плазмы крови овец была на 60% ниже по 
сравнению с пациентами с ИБС (р<0,05).

Активность естественных антикоагулянтов — анти-
тромбина III и протеина С — в плазме крови животных 
была в 1,2 и 3,5 раза ниже, чем у пациентов с ИБС 
(р<0,05) (см. рисунок).

Для оценки кинетики тромбообразования и плот-
ности фибринового сгустка выполнена тромбоэласто-
грамма. Интервал R в цельной крови животных был в 
1,4 раза меньше по сравнению с аналогичным пара-
метром у пациентов (р<0,05). Значение К не имело до-
стоверных различий в исследуемых группах. Значения 
angle, характеризующие функциональную активность 

фибриногена в крови, у овец превышали значения 
пациентов с ИБС в 1,1 раза (р<0,05). Значение МА у 
овец было в 1,1 раза выше по сравнению с аналогич-
ным показателем у пациентов (табл. 3).

Обсуждение
Исследования на животных моделях проводятся 

во всех областях медицины, но возможность экс-
траполяции этих данных на пациентов ограничена. 
В данной статье проведен сравнительный анализ 
параметров, отражающих систему гемостаза овец и 
пациентов, страдающих сердечно-сосудистыми за-
болеваниями. Такая категория пациентов была ото-
брана для изучения, так как именно они являются по-
тенциальными потребителями сосудистых графтов, 
активно тестируемых на овцах. В нашем исследо-
вании установлено, что параметры гемостатической 
системы овец и пациентов с ИБС в среднем сопоста-
вимы, при этом имеются и существенные различия 
в отдельных звеньях. В работе использованы мето-
дики, которые позволяют определить как локальные, 
так и интегральные изменения в системе гемостаза. 
Локальные тесты дают возможность точечно оце-
нить функциональную активность тромбоцитов, со-
стояние внутреннего или внешнего пути в лабора-
торных условиях (in vitro). Применение интегральных 
методик лучше отражает процесс свертывания крови 
in vivo [8].

При исследовании тромбоцитарного гемостаза 
нами выявлены различия в функциональной активно-
сти тромбоцитов исследуемых групп. Значения АДФ-
индуцированной агрегации тромбоцитов, зарегистри-
рованные для овец, были больше, чем у пациентов с 
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ИБС. Одним из объяснений результатов исследования 
может быть повышенное содержание тромбоцитов 
в плазме крови животных, которое сопровождается 
усиленной активацией пуринергических рецепторов. 
В результате увеличивается скорость связывания ре-
цептора P2X1 с АДФ и быстрее опосредуется внекле-
точный приток кальция, что приводит к изменениям 
формы тромбоцитов и их агрегации друг с другом че-
рез рецептор P2Y [9].

Тромбоциты овец в нашем исследовании пра-
ктически не отвечали на индукцию адреналином. 
Механизм, лежащий в основе реализации эффекта 
адреналина и развития агрегации, — это стимуляция 
α2-адренорецепторов, связанных с Gz-белком, что 
приводит к образованию тромбоксана А2 из арахидо-
новой кислоты [10, 11]. Поскольку адреналин является 
слабым индуктором, теоретически повышенное со-
держание тромбоцитов может способствовать увели-
чению доли не агрегированных тромбоцитов и очень 
низких значений агрегатометрии, что и было проде-
монстрировано.

Коллаген-индуцированная агрегация тромбоцитов 
не имела статистически значимых различий в ис-
следуемых нами группах. Так как в реализацию эф-
фектов коллагена включено несколько рецепторов 
тромбоцитов, можно предположить, что у овец менее 
выражен один из путей, способствующий агрегации. 
Возможно, уменьшена экспрессия рецепторов, интег-
рина α2β1 и/или гликопротеина VI (GpVI), позволяю-
щих коллагену связываться напрямую с поверхно-
стью тромбоцитов [9].

При проведении локальных тестов выявлено не-
сколько существенных отличий в плазменно-коагу-
ляционном гемостазе исследуемых групп. Согласно 
полученным результатам, активность протромбина 
в плазме крови животных была выше, а значения 
МНО — ниже по сравнению с аналогичными пока-
зателями пациентов с ИБС. Локальные тесты при-
менимы для оценки внешнего пути свертывания 
крови. Внешний путь — это более короткий путь ко-
агуляционного гемостаза, основное влияние на ко-
торый оказывает содержание фактора VII в плазме 
крови. Существуют исследования, где сообщается 
об удлинении протромбинового времени у овец, что 
объясняется низким уровнем фактора VII. По одним 
данным, уровень фактора VII составляет всего 13% 
от нормальных значений, характерных для чело-
веческой плазмы, по другим — от 36 до 45,5% [7]. 
В нашем исследовании пациенты с ИБС принимали 
антитромботические препараты, поэтому активность 
протромбина в их плазме крови ниже, даже с учетом 
более низкого уровня фактора VII у овец. Несмотря 
на статистически значимые различия между иссле-
дуемыми группами, оба параметра не выходили за 
пределы установленных референтных интерва-
лов: для активности протромбина — 70–130%, для 
МНО — 0,85–1,25.

Сопоставимые значения АЧТВ в плазме крови овец 

и пациентов с ИБС соответствуют референтному ин-
тервалу (26–36 с), что подтверждает отсутствие серь-
езных различий во внутреннем пути системы гемоста-
за между исследуемыми группами [6].

В плазме крови овец наблюдается укорочение 
тромбинового времени при сопоставимых значениях 
фибриногена. Так как тромбиновое время — лабора-
торный параметр, характеризующий скорость превра-
щения фибриногена в фибрин при добавлении в плаз-
му тромбина, наши данные могут быть объяснены 
повышенной активностью протромбина в плазме кро-
ви овец. При этом тромбиновое время в плазме крови 
пациентов с ИБС не укладывается в референтный ин-
тервал 12,0–14,0 с.

Особый интерес представляет многократное сни-
жение активности физиологических антикоагулянтов 
в плазме крови овец. Нами обнаружено снижение 
антитромбина III на 13%, а протеина С — на 72%. 
Известно, что антитромбин III действует как антикоа-
гулянт, образуя стабильные комплексы с тромбином, 
фактором Ха и другими сериновыми протеазами вну-
треннего пути. Формирование комплекса предпо-
лагает взаимодействие между реактивным сайтом 
антитромбина III и активными сайтами его мише-
ней. Антитромбин III является кофактором гепарина. 
Гепарин связывается с антитромбином III через пен-
тасахаридную группу, вызывая конформационные 
изменения, которые усиливают опосредованное ан-
титромбином ингибирование этих факторов сверты-
вания крови [12]. По-видимому, снижение активности 
антитромбина III у овец по сравнению с человеком 
может быть обусловлено межвидовыми различиями в 
структуре вещества. Известно, что в аминокислотной 
последовательности антитромбины овцы и человека 
сходны на 89%. В отличие от антитромбина III челове-
ка, который представляет собой одноцепочечный по-
липептид, состоящий из 432 аминокислот, антитром-
бин III овцы имеет дополнительную аминокислоту в 
положении 6.

Система протеина C регулирует активность 
фактора VIIIa (FVIIIa) и фактора Va (FVa), кофакторов 
активации фактора X и протромбина. Эта система со-
стоит из мембраносвязанных и циркулирующих бел-
ков, которые собираются в многомолекулярные ком-
плексы на поверхности клеток. Витамин К-зависимый 
протеин С, ключевой компонент системы, циркулиру-
ет в крови в виде профермента сериновой протеазы. 
Он активируется на поверхности эндотелиальных 
клеток тромбином, связанным с мембранным белком 
тромбомодулином. Рецептор эндотелиального проте-
ина C (EPCR) дополнительно стимулирует активацию 
протеина C. Активированный протеин C вместе с его 
кофактором протеином S ингибирует коагуляцию за 
счет разрушения FVIIIa и FVa на поверхности отри-
цательно заряженных фосфолипидных мембран [13]. 
Причины сниженной активности протеина С в плазме 
крови овец еще предстоит изучить. Такое многократ-
ное снижение активности естественных антикоагу-
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лянтов в плазме крови животных может вызывать ги-
перкоагуляцию.

Исследование фибринолитической активности 
плазмы крови позволяет оценить состояние внутрен-
него и внешнего механизмов активации плазминогена, 
образование плазмина и лизиса фибринового сгустка. 
На эффективность фибринолиза в значительной сте-
пени влияют структура сгустка, полиморфизм фибри-
ногена, скорость образования тромбина, реактивность 
тромбоцитов и общая биохимическая среда [14]. По 
нашим данным, овцы имеют значительно меньшую 
фибринолитическую активность плазмы по сравнению 
с пациентами с ИБС, что, возможно, обусловлено раз-
личиями вышеперечисленных факторов. Низкая фи-
бринолитическая активность плазмы овец может быть 
еще одной причиной повышенного тромбообразова-
ния у животных.

Однако, поскольку все вышеперечисленные те-
сты выполняются в плазме, они представляют собой 
анализ конечных точек, который не может оценить 
динамических изменений вязкоупругих свойств образ-
ца крови. В ранее проведенных экспериментах для 
устранения этих пробелов применяли ротационную 
тромбоэластометрию [6, 15]. В нашем исследовании 
мы использовали тромбоэластограмму для оценки не 
только плазменного звена гемостаза, но и клеточного 
компонента.

Тромбоэластограммы показали укорочение интер-
вала R у животных по сравнению с аналогичным по-
казателем у пациентов с ИБС, следовательно процесс 
тромбообразования в крови животных происходил 
быстрее. Значения angle, отображающие увеличение 
прочности сгустка и характеризующие функциональ-
ную активность фибриногена в цельной крови, у овец 
были больше, чем у пациентов с ИБС, при этом по 
содержанию фибриногена в плазме крови группы не 
различались. МА была выше у овец. Показатель МА 
характеризует состояние фибриногена и тромбоцитов, 
при этом их влияние на свойства тромба неравномер-
но и на 80% принадлежит последним. Возможно, что 
увеличение плотности сгустка обусловлено значи-
тельно бόльшим количеством тромбоцитов у овец.

Таким образом, в гемостазиологическом профи-
ле овец и пациентов с ИБС выявлены существенные 
различия: для тромбоцитов овец характерно наличие 
повышенного ответа на индукцию АДФ, однако они 
практически не отвечали на индукцию адреналином. 
Плазменно-коагуляционный гемостаз овец характе-
ризовался повышенной активностью протромбиново-
го комплекса и укорочением тромбинового времени 
при сопоставимых значениях АЧТВ и фибриногена в 
исследуемых группах. При этом у овец обнаружено 
выраженное снижение активности противосвертыва-
ющей и фибринолитической систем по сравнению с 
пациентами с ИБС. При оценке динамики образования 
сгустка у животных выявлено, что фаза инициации 
происходила быстрее, а плотность сгустка превышала 
таковую у пациентов с ИБС.

Заключение

Гемостазиологический профиль овец характе-
ризуется повышенной скоростью тромбообразова-
ния, большей прочностью образовавшегося сгустка 
и меньшей способностью к лизису по сравнению с 
пациентами с ИБС. Выявленные особенности в ге-
мостазиологическом профиле овец могут являться 
потенциальными мишенями для терапевтического 
воздействия антитромботическими препаратами, ми-
нимизирующими тромботические риски, при проведе-
нии преклинических испытаний сосудистых протезов 
на животных моделях.
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