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Локализованная наработка тромбина является центральным событием в процессе гемостатическо-
го ответа организма на повреждение сосудистой стенки: данный белок приводит к необратимой ак-
тивации тромбоцитов, а также отвечает за формирование фибриновой сети, прочно скрепляющей
гемостатический сгусток. Традиционно считается, что поток оказывает сильное ингибирующее
действие на протекание реакций плазменного звена гемостаза, и наработка тромбина может проис-
ходить в областях, защищенных от размывающего действия потока крови: например, внутри тром-
боцитарного агрегата или в субэндотелиальном матриксе. Однако экспериментальные данные ука-
зывают на возможность полимеризации фибрина in vitro при артериальных скоростях сдвига в от-
сутствие тромбоцитов. В данной работе на основе соотнесения результатов моделирования с
полученными экспериментальными данными было показано, что в условиях артериальных скоро-
стей сдвига инициация свертывания крови может происходить благодаря наличию иммобилизо-
ванной фракции фосфолипидов в области, имитирующей поврежденную сосудистую стенку. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что связывание факторов свертывания с фосфолипида-
ми обеспечивает защиту начальных этапов плазменного свертывания от потока и приводит к
быстрой наработке тромбина даже в условиях артериальных скоростей течения крови. Таким обра-
зом, полученные данные позволяют предположить, что в некоторых условиях активация плазмен-
ного звена гемостаза может предшествовать и способствовать активации и агрегации тромбоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из важнейших проблем современной

коагулологии является понимание механизмов,
регулирующих тромбообразование в условиях
артериального русла. На сегодняшний день оста-
ется неопределенной роль плазменного звена
гемостаза на начальных этапах формирования
артериального тромба и гемостатической пробки.
Считается, что в условиях артериального крово-
тока ключевые реакции плазменного гемостаза
могут активно проходить только в областях с ма-
лыми скоростями течения (например, в агрегате

тромбоцитов) из-за эффекта сноса и разбавления
активных молекул потоком. Однако ряд экспери-
ментальных данных [1, 2] свидетельствует о воз-
можности наработки тромбина и формирования
фибрина в условиях артериальных скоростей
сдвига в отсутствие тромбоцитов. Динамика про-
цесса наработки тромбина и фибрина в условиях
высоких (т.е. артериальных) скоростей сдвига, а
также механизмы, отвечающие за этот феномен,
остаются малоизученными.

Процесс плазменного гемостаза традиционно
представляется в виде сети протеолитических ре-
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акций, называемых каскадом свертывания. Свер-
тывание в большинстве случаев инициируется
контактом компонентов плазмы с трансмембран-
ным белком – тканевым фактором, который в
норме присутствует только в экстраваскулярных
клетках. Поэтому такой контакт возможен пре-
имущественно в результате нарушения целостно-
сти сосудистой стенки. В процессе коагуляции
участвует около 100 биохимических реакций, но
только несколько из них идут особенно медленно
по сравнению с остальными и в результате огра-
ничивают скорость генерации тромбина [3–5].
Главным результатом работы каскада является
превращение растворимого фибриногена в фиб-
рин под действием тромбина, что приводит к по-
лимеризации фибрина и желированию плазмы.
Таким образом, достаточная наработка тромбина
является необходимым условием для появления
фибринового сгустка [5, 6].

Свертывание крови является пространственно
неоднородным процессом, протекание которого
зависит как от скоростей химических реакций,
так и от транспорта ключевых молекул-участни-
ков в результате конвекции и диффузии. Извест-
но, что в присутствии потока каскад реакций
свертывания крови демонстрирует пороговое по-
ведение по нескольким ключевым параметрам:
скорости сдвига, концентрации тканевого факто-
ра и размеру области повреждения [1, 2, 7]. Моле-
кулярные механизмы, регулирующие инициацию
свертывания в условиях потока и определяющие
значения соответствующих порогов, на сегодняш-
ний день остаются предметом исследований.

Известно, что наличие фосфолипидных по-
верхностей может на порядки ускорять протека-
ние важнейших реакций каскада свертывания в
гомогенных системах без потока [6], однако во-
прос о роли неподвижной относительно потока
фракции фосфолипидов в свертывании на сего-
дняшний день остается открытым [8]. Возмож-
ность связывания молекул-участников каскада с
фосфолипидными мембранами может являться
важным фактором, защищающим процессы ак-
тивации от ингибирующего действия потока, од-
нако прямая экспериментальная проверка этой
гипотезы является крайне нетривиальной зада-
чей, так как фосфолипиды также напрямую уско-
ряют реакции свертывания.

Данная работа посвящена исследованию роли
иммобилизованной фракции фосфолипидов в
начальных этапах плазменного свертывания в по-
токе при помощи объединения эксперименталь-
ных подходов in vitro с методами компьютерного
моделирования. Первая часть статьи посвящена
экспериментальному анализу свертывания плаз-
мы в in vitro системе, где этот процесс иницииро-
вался рекомбинантным (релипидированным)
тканевым фактором в составе фосфолипидных

микровезикул, которые сорбируются на поверх-
ности, содержащей полиэтиленимин, и поэтому
являются неподвижными (иммобилизованными)
относительно потока. Вторая часть статьи посвя-
щена теоретическому анализу наблюдаемых в
эксперименте явлений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реагенты. Буфер А, состав: 150 мM NaCl,

2.7 мM KCl, 1 мM MgCl2, 0.4 мM NaH2PO4, 20 мM
HEPES, 5 мM глюкоза, 0.5% бычий сывороточ-
ный альбумин (БСА), pH 7.4; БСА 0.5%, pH 7.4;
БСА 2% в натрий-фосфатном буфере (Sigma–Al-
drich); полидиметилсилоксан (ПДМС, Sylgard 184,
Dow Cornig); полиэтиленимин (Sigma–Aldrich).

В качестве активирующего свертывание белка
применяли тканевый фактор (ТФ) (RecombiPlas-
Tin 2G, HemosIL), 10 нМ. В процессе инкубации
соотношение объема раствора к поверхности со-
ставляло 0.05 мкл/мм2. При проведении экспери-
ментов в проточных камерах использовались: че-
ловеческий фибриноген (Sigma–Aldrich), мечен-
ный флуоресцентной краской Alexa Fluor 647
(Invitrogen), среднее количество краски на 1 мо-
лекуле белка α = 4.92; ингибитор трипсина из ку-
курузы (КТИ) 5 мг/мл (Институт белка РАН, Пу-
щино, Россия); гепарин натрия (B. Braun Melsun-
gen) 1250 МЕ/мл в буферном растворе (HEPES);
3.2% цитрат натрия Na3C6H5O7 (pH 5.5); флуорес-
центные микросферы (FluoSpheres Fluorescent
Microspheres) 488 нм, d = 0.5 мкм, концентрация
0.29 × 109 шт/мкл; раствор конъюгата Annexin
V-FITC.

Процедура мечения Annexin V. Аннексин конъ-
югировали с Alexa Fluor 647 с помощью реакции
Alexa Fluor 647 NGS (Thermo Fisher) с белком в
0.2 М карбонатном буфере, рН 8.5. Соотношение
аннексин : Alexa Fluor 647 NGS при синтезе со-
ставляло 1 : 5. Полученный конъюгат аннексин–
Alexa Fluor 647 очищали от несвязавшейся краски
гель-фильтрацией на колонке с Sephadex G-25 и
характеризовали спектрофотометрически по по-
глощению аннексина при 280 нм (молярный ко-
эффициент поглощения 24000 М–1 с–1) и Alexa
Fluor 647 при 650 нм (молярный коэффициент
поглощения 270000 М–1 с–1). Степень модифика-
ции белка составляла около 1–1.2 молекулы Alexa
Fluor 647 на молекулу белка. В очищенный конъ-
югат аннексин–Alexa Fluor 647 добавляли азид
натрия до 0.05% и хранили при +4°C [9].

Изготовление микрофлюидных камер. Для по-
становки экспериментов in vitro использовали пло-
скопараллельные проточные камеры из ПДМС
c размерами каналов 10000 × 500 × 50 мкм (рис. 1а).
Для изготовления камер смесь ПДМС с отвер-
ждающим агентом в жидком состоянии наносили
на кремниевую подложку с рельефной структу-
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рой, полученной методом фотолитографии, по-
сле чего подложку с ПДМС помещали в сухой
термостат при температуре 60°C на 2 ч. Полиме-
ризованный ПДМС, отделенный от подложки,
повторяет ее рельеф. При его соединении с плос-
кой поверхностью (подложка из поликарбоната)
образуются герметичные полости, через которые
в дальнейшем прокачиваются растворы. Для под-
соединения подводящих трубочек в крайних точ-
ках этих полостей делаются сквозные отверстия
(рис. 1б).

Подготовка подложки с активатором свертывания.
Для имитации сосудистой стенки с ограниченной
областью повреждения использовали поликарбо-
нат. Очищенная поверхность пластины поликар-
боната толщиной 100 мкм размерами 50 × 50 мм
обрабатывали в низкотемпературной кислород-
ной плазме (Harrick Plasma, Ithaca) при давлении
400 мторр в течение 5 мин. Затем на нее наносили
2.5% раствор полиэтиленимина и инкубировали в
течение 15 мин, после чего высушивали.

В качестве активирующего свертывание белка
применяли тканевый фактор (рекомбипластин,
10 нМ). Везикулы, содержащие тканевый фактор
высокой плотности, локально наносили на по-
верхность поликарбоната с полиэтиленимином
(в виде полоски размерами 1 × 30 мм) и инкуби-
ровались 30 мин (рис. 1б). Такая методика нане-
сения тканевого фактора приводит к величине
поверхностной плотности порядка 60–120 моле-
кул на квадратный микрон (определялась при по-
мощи анализа генерации фактора Xa) и примерно
соответствует плотности тканевого фактора на
фибробластах человека [10].

Пластину поликарбоната с иммобилизован-
ным тканевым фактором располагали относи-
тельно рельефной заготовки ПДМС так, чтобы
полости для прокачивания жидкости были ори-
ентированы перпендикулярно полоске с ТФ
(рис. 1а, 1б). После этого к ПДМС подсоединяли
подводящие трубочки. Места стыковок трубочек,
поликарбоната и ПДМС герметизировали и через
трубочки получившуюся проточную камеру за-
полняли 2% раствором бычьего сывороточного
альбумина в натрий-фосфатном буфере.

Приготовление свободной от тромбоцитов плазмы.
Для получения очищенной от тромбоцитов плаз-
мы цельную кровь здоровых доноров с 5% раство-
ром цитрата натрия центрифугировали 15 мин
с ускорением 1000 g. Затем верхнюю фракцию
(без осажденной эритромассы) центрифугировали
повторно со скоростью 15000 g в течение 5 мин,
после чего отбирали 2/3 верхней фракции.

Эксперимент в микрофлюидных камерах. Для
визуализации точного местоположения границы
иммобилизованного тканевого фактора в проточ-
ной камере применяли 0.285 мкМ раствор конъ-
югата Annexin V-FITC в буфере А, обеспечиваю-

щий специфичное окрашивание микровезикул с
ТФ благодаря кальций-зависимому связыванию
аннексина с фосфатидилсерином. После опреде-
ления положения границы активатора (по сигна-
лу от Annexin V-FITC) в камеру повторно вносили
2% раствор альбумина для отмывания системы от
аннексина, так как этот белок блокирует сверты-
вание крови.

Перед введением плазмы крови в проточную
камеру, к выходному отверстию камеры подавали
раствор гепарина (1.25 МЕ/мл). Затем к плазме
добавляли раствор хлорида кальция (до конечной
концентрации 20 мМ), ингибитор контактного
пути свертывания (КТИ 50 мкг/мл), а также чело-
веческий фибриноген, меченный флуоресцентной
краской Alexa Fluor 647 (0.29 мкМ, 25.4 мкг/мл).
Конечная концентрация свободных ионов каль-
ция (Са2+) после добавления к “цитратной” плазме
раствора хлорида кальция (до расчетного уровня
20 мМ) составляла около 1 мМ, что соответствует
физиологическому значению концентрации сво-
бодных ионов кальция. Начало эксперимента от-
считывалось от момента, когда в проточную ка-
меру поступала плазма с концентрацией Са2+,
восстановленной до физиологического уровня.

Для съемки использовали конфокальный мик-
роскоп Zeiss AxioObserver Z1 в режиме эпифлуо-
ресценции и в проходящем свете (рис. 1в, 1г).
Анализ изображений проводили в программе
ImageJ.

Компьютерное моделирование инициации свер-
тывания в потоке. Описание кинетики наработки
тромбина в экспериментальной системе прово-
дили с помощью двумерной редуцированной ма-
тематической модели свертывания плазмы крови,
основанной на опубликованной ранее модели [7].
Редуцированная описывает динамику факторов
свертывания в центральном сечении экспери-
ментальной системы (рис. 2а, 2б): рассматривает-
ся двумерная область размером 50 мкм (соответ-
ствует высоте экспериментального канала) на
10000 мкм (что соответствует протяженности ка-
нала вдоль направления потока плазмы).

При моделировании потока плазмы крови
применяли стандартные методы вычислительной
гидродинамики: плазма крови описывалась как
ньютоновская несжимаемая жидкость, а ее тече-
ние – уравнениями Навье–Стокса в стационар-
ном приближении:

где f – вектор удельной массовой силы,  – вектор
скорости,  – плотность жидкости,  – давление,
ν – коэффициент кинематической вязкости.
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Рис. 1. Экспериментальная система для анализа динамики свертывания плазмы в условиях потока. а – Схематическое
изображение микрофлюидной камеры (вид сверху). Каждый канал имеет вход (справа), куда подается плазма, свободная
от тромбоцитов, выход, откуда откачиваются все растворы при помощи шприцевого насоса, а также дополнительный вход
для введения антикоагулянта в систему (гепарина), препятствующего свертыванию плазмы в соединительных трубках. Мик-
рофлюидный чип содержит три эквивалентных канала и вакуумный контур для его прижатия к поликарбонату. Черным цве-
том показаны углубления в ПДМС, которые формируют каналы. Серым цветом – места прокола ПДМС для подсоединения
трубок. Красным цветом показано положение полоски с тканевым фактором в собранной системе. б – Сверху: подложка из
поликарбоната с нанесенным активатором (ТФ, красный цвет) – вид сверху. Снизу: собранный чип, вид сбоку в сечении
вдоль одного из каналов. Красным цветом показана область с тканевым фактором. в – Общий вид экспериментальной си-
стемы. г – Схематичное указание веществ, находящихся в проточной камере в процессе эксперимента (вид сбоку). д – Сред-
ние значения и среднеквадратичные отклонения длин треков флуоресцентных шариков в промежутках 0–5 и 15–20 мин
после захода плазмы в канал.
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Граничные условия – отсутствие проскальзы-
вания на областях, соответствующих стенкам ка-
меры (u = 0), и постоянные давления на входе и
выходе моделируемого участка системы (давле-
ние на входе подбиралось для достижения при-
стеночной скорости сдвига значения 1000 с–1, а
давление на выходе бралось равным нулю).

Стационарные уравнения Навье–Стокса до-
полнялись нестационарными уравнениями, опи-
сывающими пространственно-временнýю дина-
мику концентрации ключевых участников ини-
циации каскада свертывания в рассматриваемой
системе, т.е. нестационарными уравнениями
типа конвекции–диффузии–реакции. Для этого

Рис. 2. Описание двумерной математической модели свертывания. а – Геометрические параметры модели. Размеры
моделируемой проточной камеры – 10000 × 50 мкм. б – Карты распределения концентрации тромбина в области, от-
стоящей на 130 мкм от первой в направлении потока границы с активатором для различных моментов времени; шкала
соответствует значениям концентрации в единицах наномолей, результаты представлены для варианта модели с при-
сутствием фосфолипидов. в – Схематическое изображение ключевых реакций плазменного звена свертывания, задей-
ствованных в математической модели. Здесь Xase – неактивная теназа (ТФ + фактор свертывания VII), XaseA – ак-
тивная внешняя теназа (ТФ + фактор свертывания VII в активной форме), PLi – свободные фосфолипиды на поверх-
ности, ATIII – антитромбин III. Черные стрелки соответствуют химическим реакциям, а зеленые – связям между
ферментами, которые катализируют реакции, и соответствующими реакциями. Черные “молотки” обозначают реак-
ции ингибирования ферментов (ингибиторы указаны рядом с “молотками”).
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была составлена упрощенная схема каскада свер-
тывания крови, описывающая процесс образова-
ния тромбина по пути тканевого фактора (внеш-
ний путь свертывания) (рис. 2в). Такая система
включает ключевые реакции, отвечающие за
инициацию свертывания и описывает начальные
этапы этого процесса.

Реакции были записаны в виде уравнений
в соответствии с законом действующих масс,
с соответствующими начальными условиями и
параметрами (табл. 1), а также эффективными
константами в случае ферментативных реакций
(табл. 2). Уравнения разделены на несколько
условных блоков с учетом геометрических осо-
бенностей модели (рис. 2а):

Поток веществ из области активатора (с по-
верхности в объем):

Реакции, происходящие на поверхности в об-
ласти, имитирующей повреждение:
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Уравнения для концентрации веществ в
“объеме” системы:
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Таблица 1. Начальные условия для переменных и значения постоянных параметров для веществ, входящих
в математическую модель

Обозначение Начальное значение Смысл величины

Xa, Va, IIa Концентрации факторов свертывания Xa, Va, IIa в объеме (переменные)

Xase Поверхностная плотность неактивной внешней теназы (переменная)

XaseA Поверхностная плотность активной внешней теназы (переменная)

TF  Поверхностная плотность тканевого фактора (константа)

PLi  
Поверхностная плотность свободных 
(доступных) фосфолипидных молекул (переменная)

X  Концентрация фактора свертывания X в объеме (константа)

II  Концентрация фактора свертывания II в объеме (константа)

V  Концентрация фактора свертывания V в объеме (константа)

ATIII  Концентрация антитромбина III в объеме (константа)

XaB, VaB, 
XaVaB 0 Поверхностная плотность cвязанного с иммобилизованными липидами 

фактора Xа, Va и прототромбиназы (переменные)

VB 0 Поверхностная плотность 
cвязанного с иммобилизованными липидами фактора V

XaVa 0 Концентрация протромбиназы (комплекса XaVа) в объеме (переменная)

0

0.9 TF

0.1 TF 

1260 10−× 2моль м

72.4 10−× 2моль м

41.7 10−× 3моль м

31.4 10−× 3моль м

52 10−× 3моль м

33.4 10−× 3моль м
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Для всех границ вне активатора потоки ве-
ществ считались равными нулю (граничные усло-
вия для уравнений, описывающих объемные пе-
ременные).

В качестве программного инструмента для ре-
шения систем уравнений использовался пакет
Comsol Multiphysics, использующий метод конеч-
ных элементов для численного решения диффе-
ренциальных уравнений в частных производных
(https://www.comsol.ru/contact).

В модели течение Пуазейля в рассмотренной
области возникает в результате численного реше-
ния стационарного уравнения Навье–Стокса для
конечной области пространства (в связи с этим
имеются незначительные отличия от аналитиче-

Таблица 2. Константы скоростей реакций, входящих в модель

Параметр Значение константы Источник

 [11–13]

 [14]

 [15]

 [16]

 [16]

140 [16]

 [16]

44400 [16]

140 [16]

 [17]

1.1 [17, 18]

2.5 [19]

5.6 [20]

Ki_XaVa 0.14 [21]

 [22]

 [22]

 [22]

0.5 [22]

 [22]

700 [23]

nXa 50 [24]
nVa 40 [17, 25]
nV 130 [17, 25]

0.002 [26]

X,XaseA
effK 510 3м (моль с)
Xase,Xa
effK 34.5 10× 3м (моль с)
VB,IIaK 33.2 10× 3м (моль с)
Xa,Va
aK 34.44 10× 3м (моль с)
XaVa
dK 32 10−× 1 с

Va,PLi
aK 3м (моль с)

VaB
dK 44 10−× 1 с

XaB,VaB,PLi
aK 2м (моль с)

V,PLi
aK 2м (моль с)

II,XaVa
effK 53.6 10× 3м (моль с)

II,Xa
effK 3м (моль с)

Xa
iK 3м (моль с)
IIa
iK 3м (моль с)

3м (моль с)

XaD 116.17 10−× 2м с

IIaD 116.67 10−× 2м с

VaD 113.67 10−× 2м с
XaB
dK 1 с
VB
dK 44 10−× 1 с

Xa,PLi
aK 3м (моль с)

TFPIK 1 с
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ской формулы Пуазейля вблизи вертикальных
границ рассматриваемой области).

Двумерное описание процессов в данной мо-
дели является следствием приближения однород-
ности рассматриваемой системы в направлении Z
(направление, перпендикулярное вертикальной
плоскости симметрии канала). Так как ширина
канала (500 мкм) на порядок превосходит его вы-
соту, то процессы, происходящие вблизи верти-
кальной плоскости симметрии канала, можно
считать однородными на расстояниях порядка
300 мкм по оси Z, так как на этих расстояниях
скорости течения практически не зависят от Z.
Двумерное описание, предложенное в данной ра-
боте, следует рассматривать как усреднение трех-
мерной модели процессов по некоторой эффек-
тивной толщине Z (толщине, на которой все про-
цессы считаются однородными по Z). Таким
образом, все величины, входящие в модель, со-
храняют привычные трехмерные размерности,
однако сама координата Z из описания уходит
в силу приближения однородности процессов
вдоль этой координаты.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспериментальный анализ динамики формиро-
вания фибрина в условиях потока. Для получения
пространственно-временнóй картины формиро-
вания фибринового сгустка при артериальных
скоростях течения плазмы в отсутствие тромбо-
цитов, нами была разработана проточная система
специальной геометрии (рис. 1а). Эксперимент
состоял в прокачивании через проточную камеру
свободной от тромбоцитов плазмы здоровых
доноров с фиксированной скоростью сдвига
(1000 c–1). При помощи методов флуоресцентной

микроскопии детектировали процессы формиро-
вания фибринового сгустка в области активатора,
после чего анализировали его пространственно-
временная динамика.

Для оценки изменения скорости потока в ходе
эксперимента проводилось измерение длины
треков (т.е. “размытых” вдоль направления пото-
ка изображений) флуоресцентных шариков диа-
метром 0.5 мкм, добавляемых в плазму крови
перед началом эксперимента. На рис. 1д пред-
ставлены результаты анализа длин четко наблю-
даемых треков (вне области полимеризации фиб-
рина) для разных интервалов времени – в начале
и ближе к концу типичного эксперимента. Боль-
шой разброс длин обработанных изображений
шариков (при выдержке камеры 100 мс) связан с
эпифлуоресцентным режимом съемки и наличи-
ем градиента скорости вблизи поверхности кана-
ла: на изображениях видны треки шариков, кото-
рые двигаются в разных горизонтальных плоско-
стях системы и ввиду существенного градиента
скорости течения имеют разные скорости. Таким
образом, примерное постоянство средней длины
треков шариков на протяжении всего времени
эксперимента свидетельствует об отсутствии зна-
чительного изменения скорости течения за время
наблюдения.

Для исследования динамики полимеризации
фибрина была построена зависимость усреднен-
ного сигнала флуоресценции в канале фибрина
(фибриногена) от расстояния до границы начала
активатора, представляющего собой иммобили-
зованные фосфолипидные везикулы, содержа-
щие тканевый фактор.

Анализ данных проводился следующим обра-
зом: выделялась область во всем поле съемки
(желтый контур размером 320 на 234 мкм, соот-

Рис. 3. Динамика полимеризации фибрина и результаты численного моделирования динамики плазменного сверты-
вания в условиях артериального потока. a, сверху – Эпифлуоресцентные изображения области с активатором в канале
флуоресцентно меченного фибриногена через 0, 5 и 20 мин после попадания плазмы на участок с тканевым фактором.
Области с большей локальной концентрацией фибриногена (высоким значением интенсивности флуоресценции) со-
ответствует большее количество фибрина. а, снизу – Вид интегральных кривых интенсивности сигнала флуоресцен-
ции (I) от меченого фибриногена при усреднении значений интенсивности по вертикальной оси (в условных едини-
цах). Анализ данных проводился во всем поле зрения (желтая рамка). б – Кривые распределения локальной интенсив-
ности флуоресценции от меченого фибриногена в пространстве с фиксированным шагом по времени от 0 до 20 мин. 
в – Зависимость положения начала фибринового сгустка относительно границы активатора от времени. Показаны
средние значения и ошибки средних для N = 6 экспериментов. Точки для каждой индивидуальной кривой были вы-
браны путем сечения набора кривых из б горизонтальной прямой, соответствующей 10% от максимальной амплитуды
изменения сигнала. Данную кривую можно также представить как зависимость времени начала полимеризации фиб-
рина от положения по отношению к границе активатора. г – Кинетические кривые концентрации тромбина, снятые
на расстоянии 1 мкм над центром области с активатором, в моделях с различными параметрами. Здесь черная
кривая – модель со средней величиной поверхностной плотности тканевого фактора (60 × 10–12 моль/м2 или 36 моле-
кул на квадратный микрон) в отсутствие фосфолипидов (PLi = 0); красная кривая – модель с высоким значением кон-
центрации ТФ (20 × 10–11 моль/м2), наличием фосфолипидов (начальная концентрация доступных для связывания
фосфолипидов PLi = 2.4 × 10–7 моль/м2) и в присутствии механизма ингибирования внешней теназы за счет ингиби-
тора пути тканевого фактора (TFPI); синяя кривая – модель с высокой концентрацией ТФ (20 × 10–11 моль/м2 или
120 молекул на квадратный микрон) в отсутствие фосфолипидов (PLi = 0); зеленая кривая – модель с крайне высоким
значением поверхностной плотности ТФ (60 × 10–11 моль/м2 или 360 молекул на квадратный микрон) в отсутствие
фосфолипидов (PLi = 0). д – Сравнение репрезентативных экспериментальных данных по времени задержки появле-
ния фибринового сгустка в различных областях активатора и времени достижения пороговой концентрации тромбина
в 1 нМ тромбина как функции расстояния до начала активатора (параметры соответствуют красной кривой на графике г).
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ветствующий области в центре канала вблизи гра-
ницы активатора), и усреднялась интенсивность
сигнала флуоресценции по оси y (рис. 3а). Таким
образом, каждой точке по оси X соответствует

усредненное значение интенсивности по верти-
кали.

На рис. 3б показана динамика изменения про-
филя флуоресценции во времени для шести экс-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 2  2022

РОЛЬ ИММОБИЛИЗОВАННОЙ ФРАКЦИИ ФОСФОЛИПИДОВ 135

периментов. Представленные данные позволяют
сделать следующие выводы:

1) появление фибрина на расстояниях более
200 мкм от начала области с активатором детекти-
руется в течение нескольких минут от начала вза-
имодействия потока плазмы с активатором;

2) чем ближе рассматриваемая область к гра-
нице начала активатора (положение 0 по осям
абсцисс на рис. 3а, 3б), тем позже детектируется
появление фибрина (рис. 3б, 3в).

3) фибрин, как правило, не появляется на рас-
стояниях ближе, чем 50 мкм от места поврежде-
ния, даже после 15 мин наблюдения: усреднен-
ный график демонстрирует выход на плато.

Так как процесс полимеризации фибрина за-
висит от активности тромбина, наблюдаемая ки-
нетика свертывания свидетельствует о его быст-
рой наработке, несмотря на артериальные скоро-
сти сдвига и отсутствие тромбоцитов.

Для объяснения полученных результатов была
использована редуцированная модель начальных
этапов свертывания.

Моделирование начальных этапов свертывания
в условиях потока. Разработанная двумерная мо-
дель инициации свертывания позволяет исследо-
вать влияние различных параметров на простран-
ственно-временнýю динамику наработки тром-
бина и соотнести результаты моделирования с
экспериментальными данными (рис. 2). Для
упрощения рассмотрения в данной модели не
описывался процесс полимеризации фибрина:
выводы о возможном начале полимеризации де-
лались исходя из локальных концентраций тром-
бина (так как именно пространственное распре-
деление концентрации тромбина определяет
процессы полимеризации фибрина в условиях
потока [4]).

Для анализа зависимости динамики наработки
тромбина от концентрации тканевого фактора и
доступных (для связывания факторов свертыва-
ния) фосфолипидов были получены кинетиче-
ские кривые концентрации тромбина в области
активатора (рис. 3г). В качестве варьируемых па-
раметров системы выделялись поверхностные
плотности свободных фосфолипидов и тканевого
фактора в области повреждения.

Модель продемонстрировала высокую чув-
ствительность к поверхностной плотности фос-
фолипидов. При нулевой концентрации иммоби-
лизованной фракции фосфолипидов, в модели не
удается получить значительной наработки тром-
бина даже в случае нереалистично высоких значе-
ний поверхностной плотности тканевого фактора
(рис. 3г). Явный учет фосфолипидов на поверх-
ности канала позволяет описать быструю нара-
ботку тромбина выше условного порога в 1 нМ [9]
(рис. 3г): при достаточно высоких поверхностных
плотностях фосфолипидов надпороговая кон-

центрация тромбина достигается уже через не-
сколько десятков секунд после активации, что
качественно соответствует экспериментальным
данным, полученным in vitro (рис. 3).

Для сопоставления пространственно-времен-
нóй динамики наработки фибрина в экспери-
менте с данными компьютерного моделирова-
ния, был построен график зависимости времени
достижения пороговой концентрации тромбина
от расстояния до начала области с активатором
(рис. 3д). Стоит отметить, что результаты модели-
рования находятся в качественном соответствии
с репрезентативными экспериментальными дан-
ными и демонстрируют значительное увеличение
времени задержки свертывания для областей ак-
тиватора, находящихся на расстояниях ближе,
чем 100 мкм к границе начала активатора (рис. 3д).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе представлены новые сведения

о возможных механизмах активной наработки
тромбина, наблюдаемой в условиях артериаль-
ных скоростей течения крови (плазмы). Для ис-
следования этого вопроса была разработана экс-
периментальная система, позволяющая детально
анализировать процесс полимеризации фибрина
при прокачивании свободной от тромбоцитов
плазмы через поверхность, содержащую фосфо-
липидные везикулы с тканевым фактором. Полу-
ченные результаты позволили сделать вывод о
быстрой наработке тромбина в области активато-
ра в силу коротких времен задержки появления
фибриновой сети вблизи границы с активатором
свертывания (в направлении потока плазмы).
Для объяснения полученных данных была ис-
пользована математическая модель, которая поз-
волила описать быструю наработку тромбина
только в случае явного описания процессов взаи-
модействия факторов свертывания с неподвижной
относительно потока фракцией фосфолипидов.
Учет связывания ключевых молекул-участников,
в том числе факторов Xa и Va, c фосфолипидами,
находящимися на одной из стенок канала, а так-
же учет формирования комплекса протромбина-
зы на соответствующих мембранах приводят к су-
щественному увеличению скорости наработки
тромбина. Следует подчеркнуть, что наличие
фосфолипидов на поверхности, которая в нашем
случае имитирует поврежденную стенку сосуда,
приводит не только к удалению факторов сверты-
вания из объемной фазы (где происходит конвек-
ционный транспорт и быстрое разбавление), но и
к концентрации этих факторов на соответствую-
щей поверхности, что приводит к существенному
увеличению скорости наработки тромбина. Таким
образом, полученные результаты свидетельству-
ют о том, что в условиях потока наличие богатых
фосфолипидами (и неподвижных относительно
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течения крови) мембран может представлять
не только “плацдарм” для сборки белковых ком-
плексов, необходимых для наработки тромбина,
но и служить важным механизмом удержания и
накопления активированных молекул вблизи
места повреждения, тем самым “защищая” на-
чальные этапы свертывания от разбавляющего
действия потока. Связывание активных молекул
с фосфолипидами, по всей видимости, позволяет
избежать сильного ингибирующего действия по-
тока крови на начальные этапы плазменного ге-
мостаза и, таким образом, обеспечить достаточно
высокую локальную концентрацию тромбина,
необходимую как для образования фибрина, так
и для активации тромбоцитов. Следует отметить,
что наблюдаемый эффект значительного увели-
чения скорости генерации тромбина при нали-
чии явно учитываемых фосфолипидов, проде-
монстрированный результатами математическо-
го моделирования, связан как с биохимическим
эффектом (возможность сборки комплекса про-
тромбиназы), так и с физическим эффектом (свя-
зывание активированных десятого и пятого фак-
тора с фосфолипидными мембранами позволяет
уменьшить влияние конвекции на инициацию
свертывания).

Известно, что поток также оказывает сильное
ингибирующее действие на этапе полимеризации
фибрина – процесса, который не рассматривался
в предложенной теоретической модели. Одним из
возможных механизмов защиты начальных эта-
пов полимеризации фибрина от потока в описан-
ных экспериментах может служить неспецифиче-
ское связывание молекул фибриногена и фибри-
на с поверхностью, содержащей полиэтиленимин
и везикулы с тканевым фактором. Детальное изу-
чение этих процессов требует отдельного экспе-
риментального и теоретического анализа.
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Localized thrombin generation appears to be a key event in the hemostatic response to the vascular injury.
This protein leads to both irreversible platelet activation and formation of a fibrin mesh, which stabilizes the
hemostatic plug. It is generally accepted that f low has a strong inhibitory effect on the kinetics of plasma co-
agulation reactions, so that thrombin generation and fibrin formation are restricted to the areas, which are
protected from the diluting effect of blood flow, for example, the regions inside the platelet aggregate or in
the subendothelial matrix. However, experimental evidence indicates the possibility of in vitro fibrin polym-
erization at arterial shear rates in the absence of platelets. Here using in vitro experiments and in silico models
we show that the initiation of plasma coagulation under arterial shear rates can occur due to the presence of
an immobilized phospholipid fraction in the area mimicking the damaged vascular wall. Our results suggest
that binding of coagulation factors to these phospholipids allows the initial stages of plasma coagulation to be
protected from the f low and leads to a rapid thrombin production even under conditions of arterial blood
shear rates. Thus, the obtained data suggest that under some conditions the activation of secondary hemosta-
sis may precede and promote platelet activation and aggregation.

Keywords: secondary hemostasis, initiation of coagulation, coagulation cascade, thrombin generation, fibrin
polymerization, phospholipids, blood flow
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