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В обзоре рассмотрены свойства и методы изучения мембранных микрочастиц (МЧ). МЧ представ-
ляют собой везикулярные фрагменты плазматической мембраны, отделяющиеся от поверхности кле-
ток при их активации и/или повреждении. Ключевые события, приводящие к образованию МЧ – по-
вышение концентрации внутриклеточного кальция и последующие перестройки мембранного ци-
тоскелета и перераспределение мембранных фосфолипидов. Главная функция МЧ заключается в
переносе биологически активных соединений (белки, липиды, нуклеиновые кислоты) от “роди-
тельской” клетки к другим клеткам организма. МЧ обладают также коагуляционной активностью,
т.е. способностью ускорять свертывание крови. Прокоагулянтные свойства МЧ обусловлены при-
сутствием на их поверхности отрицательно заряженных фосфолипидов (в первую очередь, фосфа-
тидилсерина), служащих субстратом для сборки коагуляционных комплексов, и наличием в неко-
торых из них тканевого фактора – первичного инициатора коагуляционных реакций. В обзоре про-
веден сравнительный анализ методов подсчета и определения размера МЧ с указанием их
преимуществ, ограничений и недостатков. Основное внимание уделено проточной цитометрии –
наиболее распространенному методу изучения МЧ. Приведены данные о коагуляционной активно-
сти МЧ клеток крови (тромбоцитов, лейкоцитов и эритроцитов) и МЧ эндотелиальных клеток.
Наибольшей способностью ускорять свертывание крови обладают содержащие тканевой фактор
МЧ моноцитов и эндотелиальных клеток. Представлена информация о содержании в крови МЧ
различного клеточного происхождения у здоровых лиц и у больных с тромботическими, воспали-
тельными и некоторыми другими заболеваниями.

Ключевые слова: мембранные микрочастицы, коагуляция крови, фосфатидилсерин, тканевой фак-
тор, клетки крови, эндотелиальные клетки
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ВВЕДЕНИЕ
Клетки способны образовывать и высвобож-

дать во внешнюю среду два типа небольших по
размеру мембранных частиц (везикул) – микро-
частицы (МЧ) (другие названия – микровезику-
лы, эктосомы) и экзосомы. МЧ представляют со-
бой замкнутые везикулярные фрагменты плазма-
тической мембраны размером от 100 до 1000 нм и
продуцируются клеткой при ее активации и/или
повреждении. Сначала вследствие “выпячива-
ния” наружу участка плазматической мембраны
происходит образование внешнего мембранного
пузырька, а затем его отделение (“отшнуровка”) от
поверхности. Таким образом формируется вне-
клеточная МЧ, содержащая на поверхности белки
плазматической мембраны и небольшой объем
цитоплазмы “родительской” клетки (рис. 1). Эк-
зосомы существенно меньше, чем МЧ – от 40 до

100 нм, и секретируются из клетки при слиянии с
плазматической мембраной мультивезикулярных
телец, содержащих экзосомы. Эти тельца окруже-
ны мембраной и формируются в результате внут-
риклеточных трансформаций эндосом, которые
исходно представляют собой интернализованные
(отшнуровавшиеся внутрь клетки) фрагменты
плазматической мембраны. В ходе внутриклеточ-
ных преобразований эндосом из их мембраны об-
разуются (путем инвагинации внутрь эндосомы)
более мелкие мембранные пузырьки (будущие
секретируемые экзосомы), и происходит обмен
молекулами с другими клеточными компонента-
ми. После формирования мультивезикулярных
телец (или поздних эндосом) часть из них слива-
ется с лизосомами, а часть – с плазматической
мембраной, секретируя во внеклеточную среду
экзосомы (рис. 1). В качестве специфических ан-
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тигенных маркеров экзосом чаще всего использу-
ют экспонированные на их поверхности внутри-
клеточные мембранные белки семейства тетрас-
панинов, в частности CD63. Иногда к отдельному
типу внеклеточных МЧ относят также апоптоти-
ческие тела – крупные (до нескольких микромет-
ров) фрагменты клеток, образующиеся при их
апоптотической гибели. Однако эти структуры
скорее представляют собой клеточные обломки и
принципиально отличаются от специально обра-
зующихся и секретируемых жизнеспособными
клетками МЧ и экзосом [1, 2].

Основная функция внеклеточных МЧ – это
перенос информации от родительской клетки к
другим клеткам организма. Как МЧ, так и экзосо-
мы содержат мембранные и цитозольные белки
(молекулы клеточной адгезии, цитокины, факто-
ры роста и др.) и биоактивные липиды родитель-
ских клеток. Кроме того, внутри этих частиц могут

находиться и нуклеиновые кислоты (мРНК, не ко-
дирующие РНК, в том числе микроРНК), которые
защищены мембраной от действия нуклеаз. В по-
следние годы опубликовано большое количество
работ, в которых показано участие внеклеточных
частиц и переносимых ими молекул в процессах
ангиогенеза, воспаления, иммунного ответа и ряда
других [1–7]. Однако, кроме способности осу-
ществлять коммуникативные функции, МЧ обла-
дают также коагуляционной активностью, т.е. спо-
собностью ускорять свертывание крови [3, 5, 6, 8].
Эта активность в значительно большей степени
характерна для МЧ, чем для экзосом. МЧ содер-
жат на своей поверхности большие (по сравне-
нию с экзосомами) количества фосфатидилсери-
на (ФС), отрицательно заряженного фосфолипи-
да, служащего субстратом для формирования
коагуляционных комплексов [9–11]. Кроме того,
некоторые МЧ могут, так же, как и образующие их

Рис. 1. Микрочастицы (МЧ) и экзосомы. Микрочастицы образуются активированными/поврежденными клетками
путем “выпячивания” участка плазматической мембраны и его последующего отделения от поверхности клетки. Эк-
зосомы секретируются из клетки при слиянии с плазматической мембраной содержащих их мультивезикулярных те-
лец (МВТ). МВТ формируются в результате внутриклеточных преобразований эндосом – фрагментов плазматиче-
ской мембраны, отделившихся внутрь клетки. В ходе этих преобразований из мембраны эндосом образуются (путем
инвагинации внутрь эндосомы) более мелкие мембранные пузырьки (будущие секретируемые экзосомы) и происхо-
дит обмен молекулами с другими клеточными структурами. После формирования МВТ часть из них сливается с плаз-
матической мембраной, секретируя во внеклеточную среду экзосомы. Микрочастицы имеют размер 100–1000 нм, на
их поверхности локализованы белки плазматической мембраны “родительской” клетки и значительное количество
фосфатидилсерина. Экзосомы имеют размер 40–100 нм, на их поверхности локализованы белки внутриклеточных
мембран (например, CD63) и существенно меньшее (по сравнению с МЧ) количество фосфатидилсерина. Внутри МЧ
и экзосом содержатся переносимые ими цитозольные белки и нуклеиновые кислоты, в частности мРНК и микроРНК.
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(мРНК, микроРНК)
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клетки, экспрессировать тканевой фактор (ТФ),
первичный инициатор реакций коагуляционного
каскада [3, 5, 6, 8].

В настоящем обзоре мы рассмотрим различные
характеристики МЧ и уделим особое внимание их
коагуляционной активности. Будут представлены
данные о свойствах МЧ, продуцируемых клетками
крови (тромбоцитами, лейкоцитами и эритроци-
тами) и эндотелиальными клетками сосудистой
стенки. Именно МЧ, продуцируемые этими клет-
ками, циркулируют в кровотоке и могут непосред-
ственно влиять на реакции свертывания крови при
инициации процессов гемостаза (остановки крово-
течений) и внутрисосудистого тромбообразования.

1. ИСТОРИЯ ОТКРЫТИЯ 
И ИЗУЧЕНИЯ МИКРОЧАСТИЦ

Участие осаждаемого при высокоскоростном
центрифугировании материала в свертывании кро-
ви было продемонстрировано еще в 1946 г. Chargaff
и West [12]. Эти авторы показали, что способность
плазмы без тромбоцитов к свертыванию суще-
ственно снижается после центрифугирования
при 31000 g, а добавление ресуспендированного
осадка приводит к ускорению свертывания. В
1967 г. британский исследователь Wolf [13] не
только подтвердил, что высокоскоростное цен-
трифугирование приводит к замедлению сверты-
вания плазмы, но и обнаружил, используя элек-
тронную микроскопию, что осаждаемый материал
состоит из частиц, отличных от целых тромбоцитов.
Эти частицы содержали фосфолипиды и обладали
коагуляционной активностью, характерной для
фактора свертывания, который в то время опреде-
ляли как тромбоцитарный фактор 3. Сейчас хорошо
известно, что этим фактором являются отрица-
тельно заряженные фосфолипиды тромбоцитов (в
первую очередь ФС), необходимые для формиро-
вания коагуляционных комплексов. Также в этой
работе было показано, что количество коагуляци-
онно активного материала, осаждаемого при высо-
коскоростном центрифугировании, увеличивается
в процессе хранения обогащенной тромбоцитами
плазмы. Wolf назвал описанные и охарактеризован-
ные им субклеточные частицы тромбоцитарной
“пылью” (“platelet dust”). Впоследствии именно
они и получили название МЧ, или микровезикул,
а работа Wolf считается точкой отсчета в области
изучения этих субклеточных элементов. В 1970 г.
Webber и Johnson [14] обнаружили, что активация
тромбоцитов тромбином приводит к резкому уве-
личению высвобождения МЧ и таким образом
впервые продемонстрировали зависимый от ак-
тивации характер их образования. В 1982 г.
George и соавт. [15], анализируя МЧ из плазмы и
сыворотки крови с помощью иммуноэлектрофо-

реза, доказали наличие в них маркерного белка
плазматической мембраны тромбоцитов, глико-
протеина (ГП) IIb-IIIa. Эти авторы также отмети-
ли, что МЧ, осажденные из сыворотки, получен-
ной при свертывании свободной от тромбоцитов
плазмы, практически не реагировали с антитела-
ми против ГП IIb-IIIa. Таким образом, было уста-
новлено, что (1) МЧ содержат маркерные белки
родительской клетки, и (2) не все МЧ крови имеют
тромбоцитарное происхождение. В последующие
десятилетия было выяснено, что присутствующие
в кровотоке МЧ могут продуцироваться не только
тромбоцитами, но и другими клетками крови
(эритроцитами и лейкоцитами), эндотелиальны-
ми клетками сосудов и опухолевыми клетками.
Резкое увеличение количества работ, посвящен-
ных изучению МЧ, произошло в 2000–2010 гг.,
что было, в частности, обусловлено развитием
методов проточной цитометрии. Благодаря при-
менению высокочувствительных проточных ци-
тометров, способных анализировать мелкие суб-
клеточные структуры, стало возможным не толь-
ко оценивать количество МЧ в анализируемых
образцах (например, в плазме крови) без исполь-
зования методически сложных подходов (элек-
тронная микроскопия и др.), но и определять
происхождение МЧ, окрашивая их антителами
против маркерных антигенов родительских кле-
ток [3, 5].

2. ОБРАЗОВАНИЕ МИКРОЧАСТИЦ

Образование клетками МЧ ассоциировано с
их активацией и/или инициацией апоптоза. По-
коящиеся клетки также могут продуцировать ка-
кое-то количество МЧ, однако отсутствие экзо-
генных индукторов не исключает частичную ак-
тивацию и (или) апоптоз отдельных клеток в
популяции, которые могут быть источником МЧ.

Повышение концентрации внутриклеточного
кальция является ключевым событием, запускаю-
щим процесс образования МЧ. Одно из следствий
повышения концентрации кальция – изменение
работы ферментов, обеспечивающих асиммет-
ричность фосфолипидного состава внутреннего и
внешнего слоя плазматической мембраны и, в
частности, внутреннюю локализацию отрица-
тельно заряженного ФС в покоящихся клетках. К
этим ферментам относятся флиппаза, флоппаза и
скрамблаза, участвующие в транспортировке
фосфолипидов внутрь, наружу и в обоих направ-
лениях соответственно. Кальций-зависимое ин-
гибирование флиппазы на фоне активной работы
флоппазы и скрамблазы приводит к появлению
ФС в наружном слое плазматической мембраны.
Подтверждение важной роли транслокации ФС в
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ремоделировании мембраны и последующем об-
разовании мембранных пузырьков получено при
изучении пациентов с редкой наследственной
тромбоцитопатией, получившей название синдро-
ма Скотта. У таких больных вследствие мутации
белка TMEM16F, участвующего в реализации
скрамблазной активности, отсутствует экспони-
рование ФС при активации тромбоцитов. Вслед-
ствие этого нарушаются не только прокоагулянт-
ные функций тромбоцитов, но и процесса обра-
зования МЧ [3, 6, 16].

Повышение концентрации внутриклеточного
кальция приводит также к разрушению мембран-
ного цитоскелета, обеспечивающего относитель-
ную жесткость и прочность плазматической мем-
браны. Белки семейства каспаз и кальпаинов,
протеазная активность которых повышается в
присутствии кальция, разрушают такие компо-
ненты цитоскелета, как филамин, талин, гельсо-
лин и др. Ингибирование кальцийзависимых про-
теаз и деполимеризации актина подавляет образо-
вание МЧ. В ремоделировании мембранного
цитоскелета участвуют также Rho-киназы, регу-
лирующие фосфорилирование киназ легких це-
пей миозина, и некоторые другие внутриклеточ-
ные сигнальные белки. Сигнальные каскады,
влияющие на мембранный цитоскелет, могут не-
сколько различаться в разных типах клеток, одна-
ко в любом случае это приводит к его разрушению
и снижению жесткости плазматической мембра-
ны [6, 17, 18].

Механизмы удаления (клиренса) из кровотока
МЧ, образующихся в организме, остаются не со-
всем ясными. Эксперименты на животных моде-
лях по введению экзогенных МЧ показали, что
они быстро (менее чем за 1 ч) выводятся из крово-
тока, в основном вследствие захвата макрофага-
ми печени и селезенки. В то же время, по-види-
мому, существуют и пути специфического захвата
МЧ различного происхождения клетками орга-
нов и тканей, с которыми МЧ могут взаимодей-
ствовать, используя поверхностные рецепторы
родительских клеток [2, 6].

3. МЕТОДЫ АНАЛИЗА МИКРОЧАСТИЦ

Анализ МЧ проводят в различных биологиче-
ских жидкостях, чаще всего в плазме крови (реже
в сыворотке), а в экспериментальных условиях в
клеточных супернатантах. Предварительно из
анализируемых образцов осаждают клетки и
крупный клеточный дебрис. Обычно с этой це-
лью применяют двукратное центрифугирование
при 1500–3000 g в течение 10–20 мин. Иногда вто-
рое центрифугирование проводят в течение ко-
роткого промежутка времени (<5 мин) при

~10000 g. Научный комитет по стандартизации
Международного общества по тромбозу и гемо-
стазу (SSC ISTH, Scientific and Standardization
Committee of the International Society on Thrombo-
sis and Hemostasis) рекомендует для изучения МЧ
центрифугировать кровь 2 раза по 15 мин при
2500 g [19]. Для осаждения МЧ из полученных су-
пернатантов применяют центрифугирование при
~20000 g. Повышение скорости центрифугирова-
ния может привести к осаждению уже более мел-
ких МЧ, т.е. экзосом (для выделения экзосом су-
пернатанты, полученные после осаждения МЧ,
центрифугируют при скоростях более 60000 g).
Иногда для выделения МЧ применяют и более
сложные методы – центрифугирование в гради-
енте плотности, гель-фильтрационную хромато-
графию и др. [20, 21].

3.1. Подсчет микрочастиц

3.1.1. Проточная цитометрия

Проточная цитометрия не самый точный ме-
тод подсчета МЧ (см. ниже), в первую очередь,
вследствие ограничения размера анализируемых
МЧ даже в современных высокочувствительных
цитометрах. Однако в связи с доступностью при-
боров и необходимых реактивов именно этот
подход чаще всего используют для определения
количества МЧ как в клинических, так и в экспе-
риментальных исследованиях. Еще одно важней-
шее преимущество проточной цитометрии перед
другими методами кроме доступности – возмож-
ность определения не только количества, но и
клеточного происхождения МЧ. Подсчет разных
видов МЧ проводят, используя флуоресцентные
антитела против специфических маркеров роди-
тельских клеток.

При анализе любого материла в проточном
цитометре требуется провести отсечение шумо-
вых сигналов, источником которых могут быть
очень мелкие объекты (пузырьки воздуха и пыле-
вые частицы, молекулы крупных белков и липо-
протеинов, агрегаты белков и т.д.), которые сохра-
няются даже в предварительно фильтрованных
растворах (фильтры 0.1–0.2 мкм), используемых
для суспендирования внеклеточных частиц или
клеток, и проведения исследований в цитометре.
Как правило, порог устанавливается по показате-
лям прямого или бокового светорассеяния в со-
ответствии с базовыми настройками прибора. В
современных цитометрах этот порог обычно со-
ответствует уровню детекции калибровочных по-
листироловых частиц диаметром 100–150 нм. Од-
нако в силу различных оптических свойств мем-
бранных и полистироловых частиц (разный
коэффициент преломления) этот порог соответ-
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ствует размеру МЧ около 200 нм. Таким образом,
при проведении анализа более мелкие МЧ не
учитываются. Важное преимущество проточной
цитометрии – возможность окрашивания МЧ с
помощью флуоресцентных меток, что позволяет
детектировать их по одному или нескольким флу-
оресцентным каналам. Чаще всего одна из меток
представляет собой маркер ФС, аннексин V или
лактадгерин, а вторая – антитела против маркер-
ного антигена родительской клетки (рис. 2). Этот
подход позволяет отделить анализируемые МЧ от
фоновых объектов того же размера, а также опре-
делить их клеточное происхождение. Более того,
при применении флуоресцентных меток суще-
ствует возможность устанавливать пороговые
значения для отделения шумовых сигналов по од-
ному из показателей флуоресценции, например,
по маркеру ФС (fluorescence triggering), что позво-
ляет анализировать флуоресцирующие частицы
небольшого размера, которые не учитываются,
если порог установлен по показателям светорас-
сеяния. В качестве маркерных белков при анали-
зе происхождения МЧ целесообразно выбирать
белки с наиболее высокой экспрессией на по-
верхности клетки. Для регистрации циркулирую-
щих в крови МЧ наиболее часто используют ан-
титела против следующих антигенов: CD41/61
(гликопротеин (ГП) IIb-IIIa) или CD42b (ГП Ib)
для МЧ тромбоцитов, CD45 для МЧ всех типов
лейкоцитов, CD14 для МЧ моноцитов, CD235a
для МЧ эритроцитов и CD144 или CD31 для МЧ
эндотелиальных клеток. В последнем случае, в
связи с наличием небольшого количества CD31
на тромбоцитах, эти частицы должны быть нега-
тивными по отношению к тромбоцитарным марке-
рам. Наиболее корректным вариантом для оценки
содержания конкретного вида МЧ является их по-
ложительная идентификация по двум маркерам –
окраска ФС и окраска маркерного антигена (раз-
ные флуоресцентные метки). По размеру МЧ выде-
ляют (“гейтируют”) с использованием калибровоч-
ных частиц. К МЧ относят все объекты размером
менее 0.9–1.0 мкм (размер частиц для калибровки).
После выделения (“гейтирования”) анализируе-
мых МЧ (показатели светорассеяния, показатели
флуоресценции) их подсчет можно проводить
двумя способами. В цитометрах, позволяющих
точно определить объем анализируемой суспен-
зии, концентрацию МЧ определяют, зная коли-
чество подсчитанных МЧ и объем, в котором они
подсчитаны. В цитометрах, не имеющих такой
функции, в образцы добавляют частицы для счета
с известной концентрацией и размером несколь-
ко больше МЧ (2–3 мкм), чтобы их подсчет не
препятствовал подсчету самих МЧ, и затем пере-
рассчитывают количество анализируемых МЧ,

Рис. 2. Выявление МЧ эритроцитов с помощью про-
точной цитофлуориметрии. Точки – события, реги-
стрируемые проточным цитометром. Микрочастицы
эритроцитов выделяли (осаждали при 20000 g, 30 мин)
из супернатанта эритроцитов, активированных ионо-
фором А23187. а – Собственная флуоресценция МЧ
без окрашивания аннексином V-FITC и антителами
CD235a-PE-Cy7 (отрицательный контроль 1). Подавля-
ющее большинство событий локализовано в квадрате Q3.
б – Раствор без МЧ с аннексином V-FITC и антителами
CD235a-PE-Cy7 (отрицательный контроль 2). Подавля-
ющее большинство событий локализовано в квадрате Q3.
в – Микрочастицы, окрашенные аннексином V-FITC и
антителами CD235a-PE-Cy7. Микрочастицы эритроци-
тов, окрашенные двумя метками, локализованы в
квадрате Q2. Проточный цитометр BD FACSCanto™ II
(BD Biosciences, США). Собственные данные.
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АНТОНОВА и др.

нормируя его на концентрацию частиц для счета.
Независимо от применяемого метода, подсчет
МЧ рекомендуется проводить в условиях низкой
скорости анализа и при относительно невысокой
концентрации МЧ, что способствует лучшему
разделению МЧ в потоке и снижает возможность
получения сигнала от нескольких МЧ одновре-
менно. Для корректного подсчета МЧ необходим
также анализ контрольных образцов: оценивают
неспецифическое связывание аннексина V (в от-
сутствие кальция), проводят изотипический кон-
троль на используемые антитела и растворы с
красителями, но без МЧ [20–25].

Несмотря на широкое распространение мето-
да подсчета МЧ с помощью проточной цитомет-
рии, вопросы стандартизации этого подхода оста-
ются в значительной степени нерешенными.
Применение разных цитометров, разных реакти-
вов для окрашивания МЧ и разных контролей не
позволяет сравнивать результаты, полученные в
отдельных лабораториях. Даже при проведении
организованных SSC ISTH стандартизованных
исследований, в которых проводят подсчет МЧ
тромбоцитов в одних и тех же образцах плазмы и с
помощью стандартных реактивов, распространяе-
мых центральной лабораторией, полученные раз-
ными участниками результаты значительно варьи-
руют (некоторые показатели/параметры различа-
лись в 5–6 раз) [22, 25]. В стандартизированном
исследовании, опубликованном в 2017 г. [25], ко-
личество тромбоцитарных МЧ в плазме, опреде-
ляемое с помощью проточной цитометрии, со-
ставило в среднем около 8000 в 1 мкл (пул плазмы
от 10 доноров) с межинструментальной вариа-
бельностью 37%. Близкие количества МЧ тромбо-
цитов, около 10000 в 1 мкл плазмы, зарегистриро-
ваны и в работе Arraud и соавт. [24], выполненной
на современном цитометре и с использованием
всех необходимых контролей. В то же время в дру-
гих, также недавно опубликованных работах, аб-
солютные количества МЧ тромбоцитов были су-
щественно меньше – от нескольких сотен до не-
скольких тысяч в 1 мкл плазмы [26–29]. По данным
цитофлуориметрических сравнительных исследо-
ваний именно МЧ тромбоцитарного происхожде-
ния являются основной фракцией МЧ плазмы
крови: их количество (вне зависимости от реги-
стрируемых абсолютных значений) существенно
(не менее чем в несколько раз) превышает коли-
чество МЧ эритроцитов, лейкоцитов и эндотели-
альных клеток [5, 6, 24, 26–29].

Таким образом, на сегодняшний день, несмот-
ря на существенный прогресс в изучении МЧ с по-
мощью проточной цитометрии, корректное срав-
нение результатов подсчета МЧ возможно лишь
при выполнении анализов в одной лаборатории

на одном и том же цитометре с одними и теми же
реактивами.

3.1.2. Другие методы подсчета микрочастиц
Кроме проточной цитометрии, для подсчета

МЧ можно использовать различные варианты
электронной микроскопии, а также метод анали-
за траекторий наночастиц (Nanoparticle Tracking
Analysis, NTA) и метод резистивного импульсного
зондирования (Resistive Pulse Sensing, RPS). С по-
мощью электронной микроскопии можно визу-
ально просчитывать частицы практически любого
размера, но этот метод слишком сложен, длителен
и трудоемок для анализа большого количества об-
разцов (например, при обследовании больных).
Метод NTA основан на регистрации с помощью
видеозаписи показателей броуновского движе-
ния отдельных частиц при освещении раствора
лазерным лучом; последующая компьютерная
обработка траекторий частиц позволяет оценить
как их размер, так и концентрацию. Метод RPS
фактически является усовершенствованным ва-
риантом известного метода Коултера, с помощью
которого проводят анализ частиц (измерение
концентрации и размера) по изменению прово-
димости (“резистентности”) при их прохождении
через отверстие, соединяющее два резервуара с
проводящей ток жидкостью и расположенными в
них электродами. В RPS-приборах используют
мембраны с размером пор (через которые прохо-
дят частицы) менее 1 мкм, что позволяет анализи-
ровать очень мелкие объекты. Главное преиму-
щество и электронной микроскопии, и методов
NTA и RPS перед проточной цитометрией – воз-
можность детекции МЧ размером менее 200 нм
[21, 29–33]. В связи с этим при подсчете МЧ с по-
мощью данных методов получают значения на
порядки более высокие, чем в проточных цито-
метрах [32–36]. Тем не менее, методы NTA и RPS
имеют и серьезные недостатки, и ограничения. В
отличие от проточной цитометрии, при исполь-
зовании метода NTA в стандартной модификации
и метода RPS отсутствует возможность мечения
МЧ маркерами родительских клеток. В связи с
этим крайне сложно отделить анализируемые
внеклеточные МЧ (как МЧ, так и экзосомы) от
примесей того же размера и невозможно опреде-
лить их клеточное происхождение. Эти же огра-
ничения осложняют проведение исследований
МЧ и экзосом с помощью NTA и RPS в биологи-
ческих жидкостях, так как в них всегда присут-
ствуют эндогенные не мембранные объекты, со-
поставимые по размеру с фракциями мелких МЧ
(крупные белки, агрегаты белков, липопротеины
и т.д.). Таким образом, применение методов NTA и
RPS требует предварительного выделения МЧ из
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биологических жидкостей и использования уль-
трачистых растворов. Наличие электронных мик-
роскопов, NTA- и RPS-приборов лишь в специали-
зированных лабораториях также ограничивает
применение этих методов. За последние годы опуб-
ликованы работы, демонстрирующие возможность
подсчета флуоресцентно меченных внеклеточных
частиц с использованием специальных NTA-ана-
лизаторов, имеющих дополнительную функцию
регистрации флуоресцентного сигнала [31, 36,
37]. При использовании электронной микроско-
пии также существует возможность мечения ча-
стиц антителами, конъюгированными с наноча-
стицами золота (метод “immune-gold”) [32, 38].
Однако очевидно, что такие подходы, требующие
применения дорогостоящей аппаратуры и присут-
ствия в лаборатории высококвалифицированных
специалистов, практически неприменимы для се-
рийных и тем более клинических исследований.

3.2. Определение размера микрочастиц

Как сказано выше (см. ВВЕДЕНИЕ), размер
МЧ варьирует от 100 до 1000 нм, а экзосом от 40 до
100 нм. Метод проточной цитометрии позволяет
проводить лишь качественный и сравнительный
анализ размеров различных МЧ (ограничения по
размеру частиц, нелинейный характер изменений
показателей прямого и бокового светорассеяния,
трудности калибровки, межинструментальная ва-
риабельность и другие причины). Наиболее кор-
ректные результаты при анализе размера мембран-
ных внеклеточных частиц получают, используя
электронную микроскопию, NTA- и RPS-методы
(см. раздел “Подсчет микрочастиц”), а также ме-
тод динамического светорассеяния (Dynamic Light
Scattering, DLS) или лазерной корреляционной
спектроскопии. Метод DLS, с помощью которого
размер частиц определяют по показателям их свето-
рассеяния в процессе броуновского движения, бо-
лее прост и доступен по сравнению с электронной
микроскопией и NTA- и RPS-методами [21, 29–33].

С помощью метода DLS нами был проведен
сравнительный анализ размеров МЧ, получаемых
in vitro при активации различных клеток крови и
эндотелиальных клеток (табл. 1) [39–41]. МЧ вы-
деляли центрифугированием при 20000 g в тече-
ние 30 мин, что обеспечивало отсутствие суще-
ственных примесей экзосом (более мелких частиц)
в образцах. Результаты этих экспериментов пока-
зали, что размеры МЧ значительно варьируют в за-
висимости от их клеточного происхождения.
Средний диаметр варьировал от ~600 нм для МЧ
нейтрофилов и эндотелиальных клеток, ~500 нм
для МЧ моноцитов, ~350–400 нм для МЧ тромбо-
цитов, до ~200 нм для МЧ эритроцитов. Средний

диаметр МЧ, выделенных из плазмы крови, по на-
шим данным, составил ~350 нм, т.е. был наиболее
близок к размеру МЧ тромбоцитов, составляю-
щих, как указано выше, основную фракцию МЧ
плазмы (см. раздел “Подсчет микрочастиц”). Эти
результаты в основном соответствуют данным дру-
гих работ, в которых размер МЧ этих клеток изме-
ряли с помощью различных методических подхо-
дов. Размер МЧ эритроцитов в диапазоне ~200 нм
был зарегистрирован также и другими авторами с
помощью как DLS, так и микроскопических мето-
дов [42–44]. Средний диаметр основной фракции
МЧ нейтрофилов при определении размера с по-
мощью DLS и электронной микроскопии соста-
вил 500–600 нм [45], a при определении размера
МЧ эндотелиальных клеток с помощью элек-
тронной микроскопии большая часть МЧ имела
диаметр от 400 до 1000 нм [46]. Brisson и соавт. [38],
используя электронную микроскопию и окрашива-
ние МЧ с помощью антител, конъюгированных с
наночастицами золота, показали, что размер МЧ,
продуцируемых активированными тромбоцитами
(CD41+/ФС+), варьируют в диапазоне от 100–200
до 500–600 нм с пиком в области 300–400 нм. Из-
меряя размер МЧ моноцитов и тромбоцитов с по-
мощью электронной микроскопии и метода NTA,
Aleman и соавт. [34] зарегистрировали несколько
более мелкие размеры для обоих видов частиц
(средний диаметр от 200 до 300 нм) по сравнению
с нашими данными [39, 40] (МЧ тромбоцитов и
моноцитов) и данными Brisson и соавт. [38] (МЧ
тромбоцитов). Tripisciano и соавт. [10] методом
NTA определили размер МЧ тромбоцитов даже
менее 200 нм (средний диаметр ~170 нм), однако
при анализе тех же МЧ с помощью электронной
микроскопии были выявлены вариации в диапа-
зоне от 100 до 500 нм. Причины значительных
различий при определении размера МЧ в некото-
рых работах остаются неясными, однако при со-
поставлении результатов необходимо учитывать
применение авторами разных методических под-
ходов. Sustar и соавт. [29, 47] измеряли размер МЧ
плазмы крови с помощью электронной микроско-
пии и показали, что размер МЧ варьирует в диапа-
зоне 300–400 нм, что близко к данным, получен-
ным нами с помощью метода динамического све-
торассеяния [39].

Таким образом, анализ опубликованных и
собственных данных указывает на то, что размер
МЧ существенным образом варьирует в зависи-
мости от их клеточного происхождения.

3.3. Определение коагуляционной
активности микрочастиц

Коагуляционную активность МЧ в большин-
стве лабораторий оценивают с использованием
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стандартных коагуляционных тестов. Самый про-
стой подход – определение времени свертывания
плазмы после добавления кальция по изменению
светопропускания/светорассеяния (тест рекаль-
цификации) в присутствии изучаемых МЧ в срав-
нении с плазмой без МЧ, которые удаляют путем
предварительного центрифугирования (рис. 3). В
ходе таких экспериментов можно фиксировать не
только время свертывания (лаг-фаза), но и скорость
этой реакции. (см., например, [34, 40, 48–50]). Вто-
рой часто применяемый подход связан с исполь-
зованием теста генерации тромбина. Добавление
МЧ усиливает генерацию тромбина в плазме кро-
ви, что определяется по изменению всех изучае-
мых в этом тесте показателей: лаг-фаза, время до-
стижения и высота пика, площадь под кривой
(общее количество образовавшегося тромбина)
(см., например, [10, 34, 49–52]). Еще один подход
связан с использованием недавно разработанного
в России теста “тромбодинамика”, позволяюще-
го в реальном времени с помощью покадровой
видеосъемки следить за “волной” свертывания
плазмы, запускаемого иммобилизованным на
пластиковой подложке ТФ [53]. Наличие коагу-
ляционно активных эндогенных или добавление
экзогенных МЧ приводит к образованию в объе-
ме плазмы “спонтанных” сгустков и увеличению
скорости свертывания [54]. Наличие ТФ в МЧ ре-
гистрируют иммунологически с использованием
соответствующих антител. Активность ТФ оце-
нивают по влиянию на коагуляционные показа-
тели блокирующих анти-ТФ-антител и/или не-
посредственно измеряя ее по способности активи-
ровать фактор X. Еще одна возможность проверки
способности МЧ инициировать свертывание по
внешнему, ТФ-зависимому, пути – использование
инактивированного фактора VII и дефицитной

по этому фактору плазмы [10, 34, 40, 48, 51, 52, 54,
55]. Способность МЧ стимулировать свертыва-
ние по внутреннему пути изучают, используя ин-
гибиторы факторов XI и XII, дефицитные по этим
факторам плазмы и хромогенные тесты, специ-
фически регистрирующие их активность [10, 34,
51, 52, 54].

4. ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ В КРОВОТОКЕ 
МИКРОЧАСТИЦЫ 

И ИХ КОАГУЛЯЦИОННАЯ АКТИВНОСТЬ
Очевидно, что такое свойство МЧ, как их коа-

гуляционная активность, может проявиться лишь
в том случае, если МЧ попадают в кровоток, где
могут влиять на свертывание крови в процессе
остановки кровотечения или внутрисосудистого
тромбообразования. Главными источниками цир-
кулирующих МЧ служат клетки крови (тромбоци-
ты, лейкоциты, эритроциты), а также эндотелиаль-
ные клетки, выстилающие внутреннюю поверх-
ность сосудов. Коагуляционная активность МЧ
определяется наличием на их поверхности ФС (все
МЧ вне зависимости от клеточного происхожде-
ния), формирующего отрицательно заряженный
субстрат для сборки коагуляционных комплексов.
С ФС связываются содержащие положительно
заряженную γ-карбоксиглутаминовую кислоту
факторы свертывания (факторы VII, IX, X и про-
тромбин), а также антикоагулянтные белки S и С.
Более выраженной коагуляционной активностью
обладают МЧ, которые содержат не только ФС,
но и активный ТФ – первичный инициатор реак-
ций коагуляционного каскада. Такие МЧ проду-
цируются активированными моноцитами, акти-
вированными эндотелиальными клетками и
клетками некоторых опухолей. Они обычно не
циркулируют в крови здоровых доноров, но вы-

Таблица 1. Размеры микрочастиц (МЧ) различного происхождения, определенные методом динамического све-
торассеяния

Примечание. Микрочастицы получали (осаждение при 20000 g, 30 мин) из надосадков активированных эндотелиальных кле-
ток, нейтрофилов, моноцитов (везде активатор ЛПС), тромбоцитов (активатор TRAP), эритроцитов (активатор А23187) и из
плазмы крови. Представлены средние значения ± стандартные отклонения, в скобках указано количество проанализирован-
ных препаратов. 
* Аналогичные результаты получены при анализе МЧ из просроченной эритроцитарной массы для переливания, 225 ± 26 нм
(7). Собственные результаты [39–41].

Источник МЧ Средний диаметр МЧ, нм
Уровень значимости (р) отличия от группы

НФ МО ТЦ ЭР ПК

Эндотелиальные клетки 591 ± 21 (6) 0.376 0.002 <0.001 <0.001 <0.001
Нейтрофилы (НФ) 580 ± 10 (4) – 0.016 <0.001 <0.001 <0.001
Моноциты (МО) 485 ± 61 (6) – – 0.004 <0.001 <0.001
Тромбоциты (ТЦ) 382 ± 56 (10) – – – <0.001 0.186
Эритроциты* (ЭР) 213 ± 14 (9) – – – – <0.001
Плазма крови (ПК) 346 ± 48 (7) – – – – –
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являются при патологических состояниях, ассо-
циированных с тромбозом или его повышенным
риском [3, 5, 6, 8, 55, 56].

4.1. Микрочастицы тромбоцитов

Тромбоциты представляют собой безъядерные
форменные элементы крови, образующиеся из ме-
гакариоцитов костного мозга. Содержание тромбо-
цитов в крови в норме составляет (150–450) × 109/л.

Активация тромбоцитов различными индук-
торами приводит к стимуляции продукции МЧ,
что впервые наблюдали еще в 1970 г. при добавле-
нии к тромбоцитам тромбина [14]. Наибольшие
количества МЧ образуются при активации тром-
боцитов сильными агонистами (или их смесью),
такими как тромбин, пептид-активирующий ре-
цептор тромбина (TRAP, Thrombin Receptor Acti-
vating Peptide), коллаген или коллагеновые пепти-
ды, и меньшие количества – при активации сла-
быми индукторами, такими как арахидоновая
кислота и АDP. Обработка тромбоцитов ионофо-
ром A23187 вызывает наиболее высокий уровень
продукции МЧ, так как этот искусственный аго-

нист вызывает максимальное повышение внут-
риклеточного кальция (по сравнению со всеми
физиологическими индукторами) – ключевого
сигнала, запускающего процесс образования МЧ
[10, 34, 38, 40, 48, 51, 57]. Образование МЧ реги-
стрируется также при воздействии высоких на-
пряжений сдвига (“shear stress”) [58, 59] и при
хранении тромбоконцентратов [10, 60, 61].

Тромбоцитарные МЧ выявляют с помощью
проточной цитометрии с использованием анти-
тел против специфических маркеров их поверхно-
сти, таких как CD41 (ГП IIb) и/или СD42b (ГП Ib) и
маркеров ФС (аннексин V). Именно МЧ тромбо-
цитов представляют наиболее многочисленную
фракцию циркулирующих МЧ – до 70–80% от
общего числа МЧ плазмы крови [6, 24, 26–29, 32],
а их абсолютное количество у здоровых доноров
при измерении с помощью проточной цитомет-
рии (в том числе по результатам стандартизова-
ного исследования SSC ISTH 2017 г.) составляет
около 10000 в 1 мкл плазмы [24, 25]. Механизмы
образования циркулирующих в крови МЧ тром-
боцитов остаются не совсем ясными. Возможно,
МЧ высвобождаются частично активированны-

Рис. 3. Микрочастицы и свертывание плазмы (тест рекальцификации). Кровь здорового донора собирали в 3.8% цит-
рат натрия и получали плазму после двукратного осаждения клеток при 2500 g, 15 мин. Свертывание плазмы иниции-
ровали добавлением 50 мкл раствора 25 мМ CaCl2 к 100 мкл плазмы, разведенной в 2 раза буфером Оурена–Коллера
(Diagnostica Stago, Франция), содержащим 150 мкг/мл ингибитора трипсина из кукурузы (частичное подавление свер-
тывания по контактному пути). Образование фибринового сгустка регистрировали в лунках микропланшета при
30°С, измеряя поглощение света (А450) каждые 30 с в планшетном спектрофотометре Thermo Scientific Multiskan Go
(Thermo Fisher, Финляндия). Представлены кривые коагуляции контрольной плазмы (1), плазмы после осаждения
МЧ (2) и плазмы после добавления предварительно осажденных из плазмы (20000 g, 30 мин, 1 мл плазмы) и ресуспен-
дированных МЧ (3). Видно, что удаление эндогенных МЧ замедляет, а добавление дополнительных экзогенных МЧ
ускоряет свертывание плазмы. Собственные данные.
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ми в кровотоке тромбоцитами или образуются в
процессе их “старения”. Однако в работах группы
Italiano и соавт. [62, 63], выполненных на мышах,
показано, что МЧ могут образовываться не толь-
ко тромбоцитами, но и костно-мозговыми проду-
центами тромбоцитов – мегакариоцитами, при-
чем МЧ мегакариоцитов содержат на своей по-
верхности те же маркеры, что и МЧ тромбоцитов:
CD41, CD42b и ФС. В отличие от МЧ, образую-
щихся при активации тромбоцитов, мегакарио-
цитарные МЧ не содержат маркеры, специфич-
ные для поверхности активированных тромбоци-
тов, такие как CD62P (P-селектин) и LAMP-1
(CD107а) (эти мембранные белки экспонируются
на поверхности активированных тромбоцитов
вследствие экзоцитоза содержащих их внутри-
клеточных гранул). Отсутствие активационных
маркеров (CD62P) характерно и для большинства
циркулирующих тромбоцитов, в связи с чем был
сделан вывод о мегакариоцитарном происхожде-
нии значительной фракции CD41-положитель-
ных циркулирующих МЧ. Косвенно эту гипотезу
подтверждают результаты ряда исследований, вы-
полненных на пациентах и показавших, что коли-
чество МЧ-положительных по активационным
маркерам тромбоцитов CD62P и/или СD63 (еще
один маркер экзоцитоза гранул) коррелирует с на-
личием внутрисосудистого тромбоза (инфаркт
миокарда, нестабильная стенокардия), т.е. с ак-
тивацией тромбоцитов [64, 65].

Способность МЧ тромбоцитов ускорять сверты-
вание плазмы продемонстрирована еще в первых
работах по изучению МЧ (см. раздел 1 “История от-
крытия и изучения микрочастиц”). В дальнейшем
коагуляционную активность МЧ тромбоцитов изу-
чали как с помощью теста свертывания плазмы
(тест рекальцификации), так и более современны-
ми методами: тест генерации тромбина, измере-
ние протромбиназной активности, измерение ак-
тивности ТФ и др. Микрочастицы тромбоцитов
стимулируют свертывание плазмы [34, 40, 48],
проявляют протромбиназную активность и уско-
ряют образование тромбина [10, 34, 51]. С помо-
щью иммуноэлектронной микроскопии показа-
но, что МЧ тромбоцитов способны связывать
фактор X и протромбин [9]. В то же время МЧ
тромбоцитов, в отличие от МЧ моноцитов и эн-
дотелиальных клеток, не содержат ТФ (активатор
внешнего пути свертывания), поэтому соответ-
ствующие ингибиторы не влияют на коагуляци-
онную активность МЧ тромбоцитов и в них не
удается зарегистрировать наличие активного ТФ
в хромогенном тесте [10, 34, 40, 48, 51]. Эти дан-
ные соответствуют тому, что ТФ не экспрессиру-
ется и в самих тромбоцитах [56, 66]. Однако МЧ
тромбоцитов обладают способностью активиро-

вать фактор XII, т.е. контактный (внутренний)
путь коагуляции [10, 51]. В отличие от целых
тромбоцитов, продуцируемые ими МЧ не содер-
жат фактора V (не проявляют коагуляционной ак-
тивности в отсутствие экзогенного фактора) [34].
Коагуляционная активность МЧ тромбоцитов
подавляется блокаторами ФС – аннексином V и
лактадгерином [10, 40]. Сравнительные исследо-
вания, проведенные с помощью теста рекальци-
фикации плазмы и теста генерации тромбина, по-
казали, что МЧ тромбоцитов обладают меньшей
коагуляционной активность по сравнению с МЧ
моноцитов и эндотелиальных клеток, которые
содержат активный ТФ [10, 34, 40, 51]. Таким об-
разом, прокоагулянтные свойства МЧ тромбоци-
тов определяются (1) наличием на их поверхности
ФС (субстрат для формирования коагуляционных
комплексов) и (2) способностью активировать
контактный путь свертывания (фактор XII). В ра-
боте Sinauridze и соавт. [67] показано, что тромбо-
цитарные МЧ обладают более высокой плотно-
стью экспрессии ФС на поверхности по сравне-
нию с активированными тромбоцитами, что
позволяет предположить, что поверхность МЧ
коагуляционно даже более активна, чем поверх-
ность родительских клеток.

Повышение количества МЧ тромбоцитов заре-
гистрированы у больных с тромбоцитозом [68, 69],
тромботическими обострениями сердечно-сосу-
дистых заболеваний (острый коронарный син-
дром – инфаркт миокарда и нестабильная стено-
кардия) [64, 65, 70, 71], тяжелым атеросклерозом
[72], хроническими воспалительными заболева-
ниями (системная красная волчанка, ревматоид-
ный артрит) [73, 74] и другими патологиями, ас-
социированными с риском тромбозов [3, 5, 6, 8,
56]. Очевидно, что в большинстве случаев увели-
чение МЧ тромбоцитов является следствием и
маркером внутрисосудистой активации тромбо-
цитов. Повышение в кровотоке МЧ тромбоцитов
может быть предиктором повторных тромботиче-
ских событий у больных с острым коронарным
синдромом [71] и развития рестеноза после чре-
скожных коронарных вмешательств (ангиопла-
стическиx процедур) [75].

Тромбоцитарные МЧ, кроме реакций гемоста-
за и тромбоза, участвуют также в развитии воспа-
ления, стимуляции ангиогенеза и заживления
ран, метастазировании опухолей [6, 76–78].

4.2. Микрочастицы лейкоцитов

Общее количество лейкоцитов в крови здоро-
вых лиц (4–9) × 109/л. Основные фракции лейко-
цитов – моноциты, нейтрофилы, лимфоциты –
способны образовывать МЧ. Общую фракцию МЧ
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лейкоцитов обычно идентифицируют с помощью
панлейкоцитарного маркера CD45. В качестве спе-
цифического маркера МЧ моноцитов чаще всего
используют CD14, МЧ нейтрофилов – CD66b, а
МЧ лимфоцитов – CD3/CD4/CD8/CD20 (в зави-
симости от типа лимфоцитов) [5, 79]. В крови МЧ
лейкоцитов определяются в меньших количе-
ствах по сравнению с МЧ более многочисленных
форменных элементов крови – тромбоцитов и
эритроцитов [26, 27, 74, 80–82]. С точки зрения
участия в процессах гемостаза и тромбоза наибо-
лее активными и наиболее хорошо изученными
являются МЧ моноцитов.

4.2.1. Микрочастицы моноцитов

Количество моноцитов в крови в норме варьи-
рует в диапазоне (0.2–0.7) × 109/л (3–7% от всех
лейкоцитов). Для изучения образования МЧ in vitro
обычно используют моноциты крови или моно-
цитарную линию клеток THP-1. Моноциты чаще
всего активируют бактериальным липополисаха-
ридом (ЛПС), но иногда используют и ионофор
А23187 [10, 34, 40, 48, 51]. Bernimoulin и соавт. [83]
обнаружили, что моноциты могут продуцировать
МЧ при добавлении к ним химерной молекулы Р-
селектин/IgG, моделируя таким образом возмож-
ное взаимодействие моноцитов и тромбоцитов,
содержащих мембранный P-селектин. По дан-
ным Aleman и соавт. [34], моноциты, активиро-
ванные ЛПС, продуцируют приблизительно 60
МЧ на 1 моноцит (подсчет МЧ с помощью NTA).

Во многих работах показано, что активирован-
ные моноциты и продуцируемые ими МЧ экс-
прессируют активный ТФ [10, 34, 40, 48, 51, 56,
66, 83]. Именно благодаря наличию ТФ, МЧ мо-
ноцитов обладают выраженной коагуляционной
активностью, что показано в экспериментах с ис-
пользованием теста генерации тромбина и теста
рекальцификации. В тесте генерации тромбина
МЧ моноцитов оказывались существенно более
активны, чем МЧ тромбоцитов и эритроцитов
[10, 34, 51]. В наших исследованиях мы обнаружи-
ли, что МЧ моноцитов ускоряют свертывание
плазмы эффективнее МЧ тромбоцитов, нейтро-
филов и даже МЧ эндотелиальных клеток, кото-
рые также содержат активный ТФ, хотя и в мень-
ших количествах [40]. Ключевая роль ТФ в реали-
зации прокоагулянтых свойств МЧ моноцитов
подтверждена с помощью ингибиторного анализа
[10, 34, 40, 48, 51]. Показано также, что МЧ моноци-
тов по сравнению с МЧ тромбоцитов стимулируют
образование более плотного и более резистентного
к фибринолизу фибринового сгустка [34].

В работах группы Furie [84–86] на модели
тромбоза in situ с помощью интравитальной флу-

оресцентной видеомикроскопии показано, что
МЧ моноцитов, содержащие ТФ, могут накапли-
ваться в растущем тромбе, причем включение в
тромб МЧ происходит на начальных стадиях
тромбоза и быстрее, чем включение самих моно-
цитов. Способность МЧ накапливаться в зоне
растущего тромба полностью зависела от взаимо-
действия лейкоцитарного лиганда P-селектина
(P-selectin glycoprotein ligand 1, PSGL-1) и P-селек-
тина, появляющегося на поверхности активиро-
ванных тромбоцитов. На основании этих данных
авторы предполагают, что МЧ моноцитов могут
доставлять в растущий тромб появляющийся в
крови (“blood-borne”) ТФ. ТФ, поступающий в
кровь в больших количествах из субэндотелиаль-
ных структур при повреждении сосуда, может ча-
стично маскироваться тромбоцитами, накапли-
вающимися в зоне повреждения. Однако ТФ, пе-
реносимый МЧ, в результате их связывания с
адгезированными и агрегированными тромбоци-
тами может локализоваться не внутри тромба, а
на его поверхности. Способность МЧ моноцитов
переносить ТФ в тромбоциты путем слияния
мембран также продемонстрирована в экспери-
ментах in vitro [87, 88]. Кроме того, нам удалось
выявить в крови больных с инфарктом миокарда
небольшую фракцию тромбоцитов, положитель-
ных по лейкоцитарному антигену CD45, часть из
которых оказалась положительной и по ТФ, что
возможно обусловлено их взаимодействием в
кровотоке с МЧ моноцитов [89]. Интересно, что
моноциты – возможно, также с помощью МЧ –
могут переносить ТФ и в нейтрофилы [90] (см.
также ниже).

Повышение содержания в крови МЧ моноци-
тов выявлено у больных с сепсисом [91], серпо-
видно-клеточной анемией [81], острым коронар-
ным синдромом [92, 93], диабетом [82, 94] и вос-
палительными заболеваниями [74]. Временное
повышение МЧ моноцитов наблюдали при моде-
лировании эндотоксемии у здоровых лиц [95].
Важно отметить, что в ряде исследований зареги-
стрировано увеличение содержания МЧ моноци-
тов, содержащих ТФ [81, 91, 96], т.е. обладающих
наиболее высокой коагуляционной активностью.
Высокое содержание МЧ моноцитов у больных с
острым коронарным синдромом может быть фак-
тором риска последующего развития сердечной
недостаточности [92] и даже смертельных исхо-
дов [96].

4.2.2. Микрочастицы нейтрофилов и лимфоцитов

Нейтрофилы (другие используемые названия –
гранулоциты и полиморфноядерные лейкоциты
(без учета базофилов и эозинофилов)) и лимфо-
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циты присутствуют в крови в большем количе-
стве, чем моноциты – (2–7) × 109/л и (1–5) × 109/л
(50–70 и 25–40% от всех лейкоцитов) соответ-
ственно. И те, и другие клетки при активации
способны продуцировать МЧ. В условиях in vitro
для активации нейтрофилов, стимулирующей вы-
брос МЧ, чаще всего используют ЛПС, хемоат-
трактантный пептид N-формилметионин-лей-
цин-фенилаланин (N-formylmethionyl-leucyl-phe-
nylalanine, fMCP) или форболмиристатацетат
(активатор протеинкиназы С) [97], а для актива-
ции лимфоцитов – форболмиристатацетат и фи-
тогемагглютинин (см., например, [98]). Количе-
ство МЧ нейтрофилов и лимфоцитов (как и мо-
ноцитов) крайне невелико по сравнению с МЧ
тромбоцитов [93].

МЧ нейтрофилов и лимфоцитов содержат на
поверхности ФС [45, 98], т.е. потенциально могут
быть коагуляционно активны, однако в силу су-
щественно меньшего количества в крови по срав-
нению с МЧ тромбоцитов и отсутствия на их по-
верхности активного ТФ (см. подробно ниже) (в
отличие от МЧ моноцитов), их участие в сверты-
вание крови скорее всего минимально. В связи с
этим практически отсутствуют данные по изуче-
нию коагуляционной активности МЧ нейтрофи-
лов и лимфоцитов. В нашей работе, используя
тест рекальцификации, мы показали, что МЧ
нейтрофилов обладают приблизительно такой же
способностью ускорять свертывание плазмы, как
и МЧ тромбоцитов, но существенно более низкой
способностью по сравнению с ТФ-содержащими
МЧ моноцитов и эндотелиальных клеток [40].
Вопрос о наличии ТФ в нейтрофилах является
предметом дискуссий. В некоторых работах уда-
лось зарегистрировать ТФ в нейтрофилах, акти-
вированных in vitro [99, 100], и даже в МЧ нейтро-
филов в крови у больных васкулитом [101]. Одна-
ко в работе Egorina и соавт. [90] убедительно
продемонстрирована не только неспособность
нейтрофилов продуцировать ТФ при добавлении
в кровь сильных активаторов лейкоцитов (ЛПС +
форболмиристатацетат), но и возможность пере-
носа ТФ с активированных моноцитов на нейтро-
филы. Таким образом, в настоящее время боль-
шинство исследователей считают, что сами ней-
трофилы не экспрессируют ТФ, но могут получать
его путем переноса из других клеток, предположи-
тельно моноцитов [56, 66]. В соответствии c этой
точкой зрения нам также не удалось обнаружить
активный ТФ в МЧ нейтрофилов (отсутствие эф-
фектов анти-ТФ-антител в тесте рекальцифика-
ции и отсутствие ТФ-зависимой активации фак-
тора X в хромогенном тесте) [40, 48]. Интересно,
что МЧ нейтрофилов могут взаимодействовать с
тромбоцитами и активировать их в результате

этого взаимодействия, т.е. оказывать на тромбо-
циты протромботическое действие [102]. Повы-
шение количества МЧ нейтрофилов и лимфоци-
тов отмечено при инфаркте миокарда (тромботи-
ческая патология) [93], а повышение количества
МЧ нейтрофилов – при выраженном атероскле-
ротическом стенозе сонных артерий (состояние с
высоким риском тромбозов) [103]. Интересно,
что в качестве прогностического фактора небла-
гоприятных исходов у больных с острым коро-
нарным синдромом зарегистрированы не повы-
шенные, а сниженные уровни МЧ нейтрофилов
[104]. МЧ лимфоцитов как предикторы сердечно-
сосудистых тромбозов выявлены у лиц с высоким
риском развития ишемической болезни сердца
[105]. Тем не менее, по-видимому, главная функ-
ция МЧ нейтрофилов и лимфоцитов – это их уча-
стие в реакциях воспаления и иммунитета (актива-
ция комплемента, провоспалительное воздействие
на эндотелиальные клетки, взаимная активация
разных типов лейкоцитов и др.), а не в реакциях
тромбоза и гемостаза [6, 79, 97]. И именно эти
свойства определяют их роль как маркеров и фак-
торов риска атеросклероза и атеротромботиче-
ских событий.

4.3. Микрочастицы эритроцитов

Эритроциты – это самые многочисленные
форменные элементы крови. Их количество в
норме составляет (4– 5) × 1012/л. Эритроциты об-
разуют МЧ при хранении эритроконцентратов
для трансфузии и, возможно, при старении в орга-
низме, а в экспериментах in vitro их продукцию ча-
ще всего стимулируют ионофором А23187 [6, 106].
Как и другие МЧ, они содержат на своей поверх-
ности ФС, т.е. взаимодействуют с аннексином V
[6, 106], а для их специфического выявления
практически всегда используют антитела против
CD235a (гликофорина) (см., например, [24, 26–
29, 32]). В крови количество МЧ эритроцитов в
несколько раз меньше, чем количество МЧ тром-
боцитов [24, 26–29, 32], но несколько больше,
чем МЧ лейкоцитов [26, 27]. Различия в содержа-
нии МЧ эритроцитов и тромбоцитов отмечены не
только с помощью проточной цитометрии, но и с
помощью электронной микроскопии (антитела
против маркеров эритроцитов и тромбоцитов,
меченные наночастицами золота) [32].

Как и другие ФС-положительные МЧ, МЧ
эритроцитов проявляют прокоагулянтные свой-
ства, ускоряя свертывание плазмы [41, 107] и уси-
ливая генерацию тромбина [51, 52]. Как и МЧ
тромбоцитов, они не содержат ТФ [41, 51, 52], но
способны активировать внешний путь свертыва-
ния (фактор XI- и XII-зависимый) [51, 52] и по
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своей коагуляционной активности существенно
уступают ТФ-содержащим МЧ моноцитов [41, 51].
Как показано Fischer и соавт. [107], МЧ эритро-
цитов сами не содержат ТФ, однако могут стиму-
лировать его синтез в моноцитах.

Количество МЧ эритроцитов ожидаемо и су-
щественно увеличено при серповидно-клеточ-
ной анемии [81, 108]. Зарегистрировано увеличение
МЧ эритроцитов у больных с инфарктом мио-
карда [109–111], что может быть обусловлено по-
вреждением эритроцитов при включении в
состав растущего тромба. Повышенный уровень
МЧ эритроцитов у таких больных рассматрива-
ется как фактор риска повторных тромботиче-
ских событий [109].

Поскольку МЧ эритроцитов не содержат ТФ и
присутствуют в кровотоке в небольшом количе-
стве (по крайней мере, по сравнению с МЧ тром-
боцитов), их вклад в тромботические реакции,
по-видимому, невелик, возможно, за исключени-
ем гиперкоагуляционного состояния при таком
специфическом заболевании, как серповидно-
клеточная анемия, ассоциированном в период
кризисов с массированным разрушением патоло-
гически измененных эритроцитов и резким уве-
личением количества их МЧ [81, 108].

4.4. Микрочастицы эндотелиальных клеток

Эндотелиальные клетки монослоем выстила-
ют всю внутреннюю поверхность сосудистого
русла. Способность культивируемых эндотели-
альных клеток (чаще всего изучают клетки из пу-
почной вены человека) продуцировать МЧ in vitro
неоднократно наблюдали при их активации фак-
тором некроза опухолей, интерлейкином 1, ЛПС,
тромбином и другими активаторами [6, 56, 112].
Для выявления МЧ эндотелиального происхожде-
ния используют антитела против CD144 (VE-кадге-
рина), CD62E (E-селектина), CD31 (при использо-
вании CD31 частицы должны быть негативными
по отношению к тромбоцитарным маркерам, в
связи с экспрессией этого антигена и в тромбоци-
тах, хотя и в гораздо меньшем количестве, чем в
эндотелиальных клетках) [5, 6, 56, 112].

Микрочастицы эндотелиального происхожде-
ния, как и все другие МЧ, содержат на поверхно-
сти ФС [6, 56, 112]. Микрочастицы, продуцируе-
мые in vitro активированными эндотелиальными
клетками, способны экспрессировать ТФ, как и са-
ми культивируемые клетки, [6, 40, 48, 56, 112–116].
Эндотелиальные МЧ, содержащие ТФ, обнару-
жены не только в экспериментах in vitro, но и в
крови пациентов с серповидно-клеточной ане-
мией [81]. Тем не менее, вопрос о способности
эндотелия (и эндотелиальных МЧ) экспрессиро-

вать ТФ in vivo остается дискуссионным. Предпо-
лагается, что эндотелиальные клетки в сосуди-
стом русле скорее не синтезируют ТФ de novo, но
захватывают его в результате взаимодействия с
МЧ моноцитов [56, 66], приблизительно так же,
как и в случае нейтрофилов (см. выше). В соответ-
ствии с этой гипотезой Pawlinski и соавт. [117], бло-
кируя синтез ТФ в эндотелии на модели эндоток-
семии у мышей, не обнаружили снижения тромбо-
тических маркеров (в отличие от блокады синтеза
ТФ в гемопоэтических клетках, т.е. моноцитах).

Коагуляционная активность эндотелиальных
МЧ зарегистрирована при исследовании сверты-
вания плазмы (тест рекальцификации) [40, 48,
114] и в тесте генерации тромбина [116]. Стимуля-
ция различных коагуляционных реакций эндоте-
лиальными МЧ зависела от ТФ [40, 48, 113–116],
но не подавлялась существенно антителами про-
тив фактора XII [116]. По нашим данным, способ-
ность эндотелиальных МЧ ускорять свертывание
плазмы существенно выше, чем у МЧ тромбоци-
тов и нейтрофилов, но несколько ниже, чем у МЧ
моноцитов крови, что, возможно, обусловлено
более низким уровнем экспрессии ТФ [40]. Abid
Hussein и соавт. [116] показали, что полученные
in vitro МЧ эндотелиальных клеток при введении
крысам могут стимулировать ТФ-зависимое об-
разование венозного тромба. Однако по данным
Pawlinski и соавт. [117], блокада синтеза ТФ в эн-
дотелиальных клетках мышей in vivo не влияла на
маркеры тромбоза в модели эндотоксемии, что
противоречит предположению об участии ТФ-
содержащих эндотелиальных МЧ в реализации
тромботических реакций в условиях in vivo.

Количество МЧ эндотелиальных клеток в цир-
куляции существенно ниже, чем МЧ тромбоци-
тов, и сравнимо с количеством МЧ лейкоцитов
[26–29]. Количество эндотелиальных МЧ повы-
шено при многих заболеваниях, ассоциирован-
ных с активацией или повреждением эндотелия и
тромбозом: тромботическая тромбоцитопениче-
ская пурпура [118], тромбоцитоз [68], серповид-
но-клеточная анемия [81], сепсис [119, 120], ост-
рый коронарный синдром (инфаркт миокарда и
нестабильная стенокардия) [92, 93, 121, 122],
тромбоэмболия [123] и ряд других [6, 56, 112]. По-
вышенные количества МЧ эндотелиального про-
исхождения могут служить прогностическими мар-
керами развития тромботических патологий у лиц с
высоким риском ишемической болезни сердца
[124] и развития сердечной недостаточности у боль-
ных, перенесших инфаркт миокарда [92].

Таким образом, MЧ продуцируемые in vitro акти-
вированными эндотелиальными клетками, содер-
жат ТФ и проявляют высокую коагуляционную ак-
тивность, а повышение количества эндотелиальных
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МЧ наблюдается при многих тромботических па-
тологиях. Однако роль этих МЧ в реализации
тромботических событий остается непонятной, в
частности, из-за неясности вопроса о способности
эндотелия (и соответственно продуцируемых им
МЧ) экспрессировать ТФ в условиях in vivo.

5. АНТИКОАГУЛЯНТНЫЕ 
И ФИБРИНОЛИТИЧЕСКИЕ 

СВОЙСТВА МИКРОЧАСТИЦ
Несмотря на то что МЧ обладают выраженны-

ми прокоагулянтными свойствами, на их поверх-
ности могут быть локализованы и антикоагулянт-
ные белки. Более того, некоторые МЧ способны
проявлять фибринолитическую активность.

Ингибитор пути ТФ (Tissue Factor Pathway In-
hibitor, TFPI) обнаружен в ТФ-содержащих МЧ
эндотелиальных клеток [115] и моноцитов [125], а
ингибирование TFPI повышало активность ТФ в
этих МЧ. Микрочастицы, содержащие как ТФ,
так и TFPI, обнаружены не только в эксперимен-
тах in vitro, но и у больных с инфарктом миокарда
[126] и диабетом [127]. На основании этих данных
предположили, что соотношение ТФ/TFPI и
определяет ТФ-зависимую коагуляционную ак-
тивность МЧ [8]. Интересно, что TFPI был обна-
ружен также и в неэкспрессирующих ТФ тромбо-
цитарных МЧ, образование которых запускалось
мощной активацией тромбоцитов тромбином в
сочетании с ионофором А23187 [128].

Продемонстрирована способность МЧ тром-
боцитов и эритроцитов связывать белок S, а до-
бавление к ним активированного белка C (антикоа-
гулянт, кофактором которого является белок S)
приводило к инактивации факторов V и VIII (суб-
страты белка C) [129, 130]. Perez-Casal и соавт.
[131] показали, что эндотелиальные клетки могут
образовывать МЧ, содержащие на своей поверх-
ности рецептор белка С, причем активированный
белок С в комплексе с рецептором на МЧ сохра-
няет свою антикоагулянтную активность. Однако
такие МЧ образовывались лишь в результате ин-
кубации клеток с активированным белком С, но
не с фактором некроза опухолей.

Lacroix и соавт. [8, 132, 133] установили, что
МЧ эндотелиальных клеток и МЧ всех типов лей-
коцитов (моноцитов, нейтрофилов и лимфоци-
тов), но не МЧ тромбоцитов и эритроцитов могут
стимулировать превращение плазминогена в
плазмин (главный фибринолитический фермент
крови). Эта активность выявлена как в МЧ, обра-
зующихся in vitro [132, 133], так и в МЧ, выделен-
ных из плазмы пациентов с тромботической
тромбоцитопенической пурпурой, атеросклеро-
зом и системной красной волчанкой [133]. Пре-

вращение плазминогена в плазмин на поверхно-
сти МЧ лейкоцитов происходило с участием ак-
тиватора плазминогена урокиназного типа, а на
поверхности МЧ эндотелиальных клеток с уча-
стием тканевого активатора плазминогена [133].
Также некоторые МЧ (тромбоцитарные и эндоте-
лиальные) могут содержать и ингибитор актива-
тора плазаминогена типа 1 (Plasminogen Activator
Inhibitor 1, PAI-1), один из ключевых регуляторов
процесса образования плазмина [8, 133, 134].

Наличие антикоагулянтной и фибринолити-
ческой активности у некоторых МЧ не приводит
к блокированию их более выраженной прокоагу-
лянтной активности. Доказательством этого слу-
жит тот очевидный факт, что все МЧ при добав-
лении к плазме крови существенно ускоряют (но
никак не замедляют) свертывающие реакции.
Тем не менее, можно предположить, что уровень
коагуляционной активности МЧ может регули-
роваться присутствущими в них антикоагулянт-
ными и фибринолитическими факторами.

6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнение коагуляцонных свойств МЧ клеток

крови и эндотелиальных клеток показывает, что
все МЧ в той или иной степени могут ускорять
коагуляционные реакции благодаря присутствию
на их поверхности ФС. Наибольшей активностью
обладают МЧ моноцитов и эндотелиальных кле-
ток, так как они (как и продуцирующие их клет-
ки) способны экспрессировать ТФ. Некоторые
МЧ могут также содержать антикоагулянтные белки
и проявлять фибринолитическую активность. Со-
держание МЧ различного происхождения повыша-
ется при тромботических и воспалительных патоло-
гиях и служит отражением активации и/или повре-
ждения соответствующих родительских клеток.

Работа была выполнена при поддержке гранта
РФФИ № 17-04-00347.
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Coagulation Activity of Membrane Microparticles
O. A. Antonova1, V. V. Yakushkin1, and A. V. Mazurov1, *

1National Medical Research Center of Cardiology, Russian Ministry of Health,
ul. 3 Cherepkovskaya 15a, Moscow, 121552 Russia

*e-mail: avmazurov@list.ru

Properties of membrane microparticles (MP), as well as methods applied for their research are reviewed. MP
are vesicular fragments of plasma membrane, which are detached from the surface of cells upon their activa-
tion and/or damage. Increase of intracellular calcium and subsequent remodeling of membrane cytoskeleton
and redistribution of membrane phospholipids are key events leading to the MP formation. Main function of
MP is the transfer of biologically active substances (proteins, lipids, nuclear acids) from “parental” cell to
other cells in the organism. However, MP also possess coagulation activity, i.e., they are able to accelerate
blood clotting. Procoagulant properties of MP are determined by the expression on their surface of negatively
charged phospholipids (first of all phosphatidylserine), which serve as substrates for assembling of coagula-
tion complexes, and by the presence in some of them of tissue factor, primary inducer of coagulation reac-
tions. In this review we survey methods for MP counting and sizing and analyze limitations, advantages and
disadvantages of these methods. We mainly focuse on flow cytometry, the method that is most widely used
in the MP research. The data concerning the coagulation activity of MP derived from blood cells (platelets,
leukocytes, and erythrocytes) and endothelial cells are reviewed. Monocyte- and endothelial cell-derived MP
containing tissue factor have the highest ability for acceleration of blood clotting. Information on blood con-
tent of MP of different cellular origin in healthy subjects and in patients with thrombotic, inflammatory, and
other diseases is presented.

Keywords: membrane microparticles, blood coagulation, phosphatidylserine, tissue factor blood cells, endo-
thelial cells
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