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Исследование биологического действия лекарственных кандидатов представ-

ляет существенную проблему. В частности, достаточно сложно провести комплекс-

ное исследование системы гемостаза и оценить влияние на свертывание крови но-

вых антикоагулянтов. Нами исследовано состояние показателей гемостаза и состоя-

ние гемодинамики в присутствии антикоагулянтов растительного происхождения 

при моделировании претромботического состояния у лабораторных животных. 
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тромбоза. 

_____________________________________________________________________________ 

 

The study of the biological action of drug candidates is a significant problem. In par-

ticular, it’s difficult to perform a comprehensive research of hemostatic system and to es-

timate the effects on blood clotting of new anticoagulants. In this work, we study hemosta-

sis and hemodynamics during the testing of plant anticoagulants in animal model of 

thrombosis. 
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Введение 

Исследование биологического дей-

ствия синтезированных или получаемых 

из природных объектов химических со-

единений представляет существенную 

проблему. Способы моделирования фи-

зиологических или патологических изме-

нений (особенно in vitro) не всегда соот-

носятся с фактическим ходом событий. 

Одной из систем, комплексное исследова-

ние которой достаточно сложно в силу ее 

многокомпонентности, является система 

гемостаза. При этом количество иссле-

дуемых противосвертывающих средств 

велико, а интенсивность исследований не 

уменьшается [5]. В лабораториях Тюмен-
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ского ГМУ из ряда растений, произра-

стающих в Западной Сибири, выделены и 

частично охарактеризованы эффекторы с 

антикоагулянтной активностью [1, 2, 3]. 

Существующие данные говорят об их вы-

сокой противосвертывающей активности, 

приемлемой продолжительности действия 

и низкой токсичности. Однако их влияние 

на гемостаз оценено, главным образом, с 

использованием стандартных «пробироч-

ных» тестов, что делает моделирование 

претромботических и тромботических со-

стояний для оценки их протекторной ак-

тивности актуальным. 

Для активации процессов свертыва-

ния крови были предложены различные 

модели, в основе которых лежит контроли-

руемое нанесение опытному животному 

повреждения для развития гемостатической 

или тромботической реакции. Отдельное 

место среди них занимает тромбоз, индуци-

руемый лазером. Метод основан на повре-

ждении эндотелия сосуда вследствие по-

глощения энергии лазерного излучения 

кровью или красителем, введенным в кро-

воток, выделением тепла и, как следствие, 

повреждением стенки сосуда изнури [4]. 

Регулируя мощность лазерного излучения и 

используя вещества, интенсивно его по-

глощающие, становится возможным моде-

лирование различных механизмов тромбо-

образования за счет послойного поврежде-

ния стенки сосудов, начиная с эндотелия. А 

использование интравитальной микроско-

пии позволяет непосредственно контроли-

ровать и управлять течением процесса 

свертывания крови. 

Материалы и методы  

В качестве модельных объектов ис-

пользовались самцы белых беспородных 

крыс массой 200 ± 40 г. Для каждого экс-

перимента формировали контрольные и 

опытные группы животных, не менее чем 

из 5 особей. Общее количество животных 

– 52. Работу с животными проводили с 

соблюдением принципов гуманности (ди-

ректива 86/609/ЕЕС и «Хельсинкская дек-

ларация» (1996)). Все манипуляции про-

водились под общим наркозом, по завер-

шении эксперимента животное декапити-

ровали, не выводя из состояния сна. 

Влияние раствора антикоагулянта оцени-

вали после его введения в яремную вену, 

для постановки тестов отбирали кровь из 

парной вены и получали плазму. 

Изучение влияния антикоагулянтов 

на состояние гемодинамики в лазер-

индуцированной модели тромбоза прово-

дили на прижизненном препарате сосудов 

микроциркуляторного русла брыжейки 

тонкого кишечника. 

Интравитальное наблюдение произ-

водилось при помощи цифровой камеры, 

установленной на микроскопе Meiji Tech-

no ML 9000. 

При проведении исследования через 

срединный разрез извлекали петлю тон-

кой кишки, брыжейку расправляли на 

стекле рабочего столика микроскопа. Ин-

дуцировали претромботическое состояние 

световым потоком полупроводникового 

лазера (535 нм, 50 мВт). Время воздейст-

вия составляло от 30 до 180 секунд. Диа-

метр луча, сфокусированного на брыжей-

ке, составлял 30-40 мкм, что позволяло 

локализовать воздействие на отдельном 

участке микроциркуляторного русла. В 

качестве объектов воздействия выбира-

лись артериолы и венулы диаметром 25-

50 мкм. Измерение диаметра сосудов, 

скорости кровотока, линейных размеров 

тромбов производили при помощи авто-

матических систем анализа изображения 

Bioquant и Micros. Во всех случаях срав-

нивали результаты экспериментов с кон-

трольной группой животных, которым 

вместо раствора антикоагулянта вводился 

изотонический раствор хлорида натрия.  

В качестве антикоагулянта исполь-

зовали очищенный экстракт из листьев 

черники обыкновенной (Vaccínium 

myrtíllus), полученный по разработанной 

нами оригинальной методике. Для оценки 

его влияния на свертывание крови опре-

деляли активированное частичное тром-

бопластиновое время (АЧТВ), тромбино-

вое время (ТВ) и протромбиновое время 

(ПВ) in vitro, используя плазму крови и 

рассчитывая эффективность торможения 

реакций по формуле: 
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i = 1- (tk/to),  

где i – эффективность торможения, 

tk – время, затрачиваемое на фибринооб-

разование в контрольной пробе, 

to – время, затрачиваемое на фибринооб-

разование в опытной пробе. 

Также оценивали влияние экстракта 

на показатели свертывания крови, АДФ-

индуцированную агрегацию тромбоцитов 

(АТ) и деформируемость эритроцитов (ДЭ) 

после его введения лабораторным живот-

ным. Оценку показателей свертывания кро-

ви проводили на автоматическом коагуло-

метре «Solar» (Беларусь), с использованием 

стандартных тест-систем. Агрегацию тром-

боцитов исследовали турбидиметрическим 

методом Борна с помощью анализатора аг-

регации тромбоцитов «Biola-LA 320» (Рос-

сия), и стандартных наборов для оценки 

агрегации тромбоцитов «Технология-

Стандарт» (Россия). Исследование дефор-

мируемости эритроцитов проводили мето-

дом эктацитометрии в проточной камере. 

Статистический анализ полученных данных 

выполняли методами вариационной стати-

стики для малых рядов наблюдений. Стати-

стическую значимость оценивали, исполь-

зуя U-критерий Манна-Уитни, значимыми 

считались отличия при значениях р<0,05. 

Результаты и обсуждение 

Полученный из листьев черники экс-

тракт тестировали для определения этапа 

свертывания крови, на котором реализует-

ся его действие. Для этого определяли его 

влияние на АЧТВ, ПВ и ТВ в плазме кро-

ви. Наиболее выраженно в присутствии 

экстракта тормозилось АЧТВ, что свиде-

тельствует о преимущественном влиянии 

экстракта на внутренний путь плазмокоа-

гуляционного каскада. Это наблюдение 

позволило нам использовать в качестве 

объекта сравнения коммерческий препарат 

нефракционированного гепарина. Одно-

временно, анализируя представленный на 

рисунке 1 график, мы определили концен-

трацию экстракта, достаточную для уве-

ренного выявления его антикоагулянтного 

действия при внутривенном введении. Оп-

ределенная таким образом конечная кон-

центрация экстракта составила 1 мг/мл.

 

 
 

Рис. 1. Зависимость эффективности торможения свертывания крови  

в зависимости от концентрации экстракта листьев черники 

 

После введения экстракта в кровоток 

крыс через 5, 30 и 90 мин осуществляли 

отбор проб крови. Далее получали богатую 

и бедную тромбоцитами плазму, используя 

еѐ для оценки АЧТВ и АТ. В течение вре-

мени наблюдения выявлялось выраженное 

(i=0,17±0,003) торможение АЧТВ (рис. 2). 

Так же, в сравнении с контролем на 

14,4±0,1% снижалась интенсивность 

АДФ-индуцированной АТ (рис. 3), и на 

15±2,3% повышалась деформируемость 

эритроцитов (рис. 4). 
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Рис. 2. Эффективность торможения АЧТВ  

от времени при внутривенном введении  

лабораторным животным экстракта листьев  

черники 

Рис. 3. Изменение агрегации  

тромбоцитов при внутривенном  

введении лабораторным животным  

экстракта листьев черники  

 

 
 

Рис. 4. Влияние экстракта листьев черники на деформируемость эритроцитов  

при внутривенном введении лабораторным животным (* p<0,05) 

 

Таким образом, внутривенное введе-

ние антикоагулянта, входящего в состав 

экстракта листьев черники, выраженно уг-

нетает активность реакций плазмокоагуля-

ции не только в пробирочных тестах, но и 

при внутривенном введении лабораторным 

животным. Продолжительность антикоагу-

лянтного действия экстракта сохраняется не 

менее 1,5 часов, а введение антикоагулянта 

не приводит к гибели животного. 

При лазерном облучении фиксиро-

вали изменение скорости кровотока и 

диаметра сосудов микроциркуляторного 

русла. Уже на первых секундах облучения 

наблюдалось увеличение скорости крово-

тока, сопровождавшееся характерными 

изменениями, в частности, повышалась 

его оптическая плотность. Через 30 се-

кунд наблюдаемая картина менялась – 

скорость кровотока замедлялась и увели-

чивалась зернистость потока. 

При увеличении продолжительности 

облучения до 90-180 секунд, после первой 

минуты облучения сохранялась вазодиля-

тация, и отмечалась выраженная миграция 

лейкоцитов в зону повреждения (рис. 6). В 

дальнейшем наблюдается адгезия и агре-

гация форменных элементов с формиро-
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ванием пристеночного тромба, а затем и 

полная остановка кровотока вследствие 

закупорки им сосуда (рис. 5, 6, 7).

 

  
 

Рис. 5. Увеличение диаметра сосуда и миграция лейкоцитов в очаг повреждения  

через 60-90 секунд от начала облучения 

 

  
 

Рис. 6. Формирование пристеночных тромбов на облучаемых участках сосудов,  

через 120 секунд от начала облучения 

 

 
 

Рис. 7. Тромбоз сосуда через 150-180 сек от начала облучения 
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У контрольной группы животных 

формирование тромбов начиналось через 

120 секунд облучения, и полная остановка 

кровотока на исследуемом участке проис-

ходила к 180 секунде. Прерывание облуче-

ния через 120 секунд сопровождалось вос-

становлением состояния сосудов и норма-

лизацией кровотока в течение 7-12 минут.

В случае предварительного введения 

крысам исследуемого экстракта листьев 

черники, динамика изменений движения 

крови в сосудистом русле при облучении 

лазером претерпевала изменения. Так, фор-

мирование пристеночных тромбов начина-

лось не ранее чем через 150-180 секунд от 

начала облучения, а остановка кровотока на 

облучаемом участке сосуда происходила 

через 360-420 секунд. Примерно в половине 

случаев после прекращения облучения, 

тромботизированный сосуд реканализиро-

вался в течении 5-8 минут. 

Выводы 

Полученный из листьев черники 

экстракт обладает антикоагулянтной ак-

тивностью, реализуемой на внутреннем 

пути плазмокоагуляции, а антикоагулянт-

ное действие сохраняется при внутривен-

ном введении лабораторным животным. 

Кроме влияния на плазмокоагуляционный 

гемостаз, антикоагулянт ограниченно уг-

нетает агрегацию тромбоцитов и повыша-

ет эластичность мембран эритроцитов. 

Предварительное введение антикоагулян-

та увеличивает время воздействия, тре-

буемого для развития тромбоза и сосуди-

стых реакций при повреждении эндотелия 

лазером, что говорит о его выраженных 

протекторных свойствах. 
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