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Цель работы – определение активности нейтрофилов и 

тромбообразования в ex vivo модели тромбовоспаления у пациентов с 

хронической сердечной недостаточностью (ХСН) с одновременной оценкой 

микрореологии крови. Материалы и методы исследования. В исследовании 

участвовал 21 пациент МНОЦ МГУ с диагнозом ХСН и 8 здоровых 

добровольцев. Участникам исследования проводилось определение 

биохимического состава плазмы крови и оценка состояния форменных 

элементов крови. Оценка тромбовоспалительного процесса проводилась в 

цельной гепаринизированной крови с использованием плоско-параллельных 

проточных камер, покрытых коллагеном I типа, при сдвиговой скорости 100 

1/с. Параметры деформируемости эритроцитов измерялись in vitro с помощью 

метода лазерной дифрактометрии. Агрегация эритроцитов определялась 

методом диффузного рассеяния света от образцов цельной крови. Результаты 

исследования. Для площадей тромба не было обнаружено статистических 

различий между здоровыми из группы контроля и пациентами с ХСН. Однако 

скорость нейтрофилов для пациентов с ХСН была значимо ниже, чем у 



здоровых (0.11±0.02 мкм/с для ХСН против 0.16±0.04 мкм/с для здоровых 

контролей). Площади тромба для пациентов с ХСН на 5 и 10 минуте роста 

коррелировали с концентрацией эритроцитов и средним объемом эритроцита 

(MCV). Также с размерами тромба положительно коррелировали 

коэффициенты агрегации эритроцитов A1 и A2, характеризующие 

интенсивность процесса образования линейных и трехмерных агрегатов 

соответственно. Кроме того, MCV, индексы деформируемости эритроцитов и 

предел текучести для суспензии эритроцитов коррелировали со скоростями 

движения нейтрофилов. Заключение. Таким образом, хотя при ХСН не 

наблюдается значимого изменения тромбообразования, однако, можно 

говорить о снижении активности нейтрофилов, возможно, связанным с 

повышением вязкости крови.  

Ключевые слова: хроническая сердечная недостаточность, 

тромбообразование, тромбовоспаление, нейтрофилы, агрегация и 

деформируемость эритроцитов.   
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Aim. Determination of neutrophil activity and thrombus formation in an ex vivo 

model of thromboinflammation in patients with chronic heart failure (CHF) with 

simultaneous assessment of blood microrheology. Materials and Methods. The study 

involved 21 patients of the Moscow State University Medical Center with a diagnosis 

of CHF and 8 healthy volunteers. The patients and volunteers underwent 

determination of the biochemical composition of blood plasma and assessment of the 

condition of the blood elements. The thromboinflammation was evaluated in whole 

heparinized blood using parallel-flat flow chambers coated with type I collagen at a 

shear rate of 100 1/s. The deformability parameters of erythrocytes were measured in 

vitro using the method of laser diffractometry. Erythrocyte aggregation was 

determined by diffuse light scattering from whole blood samples. Results. For 

thrombus areas, no statistical differences were found between healthy controls and 

patients with CHF. However, the neutrophil velocities for patients with CHF were 

significantly lower than for healthy controls (0.11±0.02 µm/s for CHF versus 

0.16±0.04 µm/s for healthy controls). The thrombus areas for patients with CHF at 5 

and 10 minutes of growth correlated with the concentration of red blood cells and the 



average volume of red blood cells (MCV). Also, the aggregation coefficients of 

erythrocytes A1 and A2 characterizing the intensity of the process of formation of 

linear and three-dimensional aggregates positively correlated with thrombus area. In 

addition, MCV, erythrocyte deformability indices, and yield strength for erythrocyte 

suspension correlated with neutrophil movement velocities. Conclusion. Thus, 

although there is no significant change in thrombus formation in CHF, however, we 

can talk about a decrease in neutrophil activity, possibly associated with the increase 

in blood viscosity. 

Keywords: chronic heart failure, thrombosis, thromboinflammation, 

neutrophils, erythrocyte aggregation and deformability 

 

По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), сердечно-

сосудистые заболевания (ССЗ) остаются основной причиной смертности в 

мире/ Хроническая сердечная недостаточность (ХСН) является одним из 

наиболее часто встречающихся и тяжелых осложнений большинства ССЗ [1, 2]. 

Современные исследования показывают, что микрореологические параметры 

эритроцитов и тромбоцитов могут существенно влиять на развитие и 

прогрессирование ХСН [1, 2]. Микрореология крови оказывает значительное 

воздействие на микроциркуляцию, периферическое сосудистое сопротивление 

и кровообращение в целом [3] и играет важную роль в поддержании 

нормальной гемодинамики [4, 5].  

Такие параметры, как вязкость крови [6], деформируемость эритроцитов 

[7], их размер [6] и концентрация в крови [8], напрямую влияют на 

формирование и рост тромба. Эритроциты осуществляют маргинализацию 

тромбоцитов к стенкам сосуда [9], способствуя тромбообразованию как путем 

увеличения концентрации тромбоцитов, так и путем их активации через 

механочувствительные процессы [7]. При нарушениях микрореологических 

свойств крови и повышении ее вязкости происходит замедление кровотока и 

снижение сдвиговых скоростей, что также приводит тромбообразованию [10]. 



Известно, что ХСН часто связывают с измененной активностью тромбоцитов 

[11] и повышенным тромбообразованием [12]. 

Показано, что чрезмерная активация врожденного иммунитета, в первую 

очередь активация нейтрофилов и моноцитов, также связана с прогрессией 

сердечной недостаточности [13]. Активированные нейтрофилы инициируют 

тромбообразование как по пути затравки для образования тромбоцитарного 

агрегата [14, 15], так и по контакному пути свертывания плазмы крови от 

богатых фосфатами внеклеточных ДНК-ловушек нейтрофилов [16, 17]; 

чрезмерная активация нейтрофилов может привести к нарушению гемостаза и 

прогрессированию тромботических осложнений при ХСН [18, 19]. Активность 

нейтрофилов может определяться их взаимодействием с тромбоцитами и 

эндотелием [16], а также микрореологическим окружением, например, 

взаимодействием с эритроцитами [15], что может также привести к 

повышенному тромбообразованию. 

Цель работы – определение активности нейтрофилов и 

тромбообразования в ex vivo модели тромбовоспаления у пациентов с 

хронической сердечной недостаточностью (ХСН) с одновременной оценкой 

микрореологии крови. 

Материалы и методы исследования 

Следующие реагенты были использованы в данной работе: Annexin V-

Alexa Fluor 647 (BioLegend, San Diego, CA), DiOC-6, HEPES, бычий 

сывороточный альбумин, Hoechst-33342, PBS (Sigma-Aldrich, St Louis, MO); 

фибриллярный коллаген I типа (Chrono-Log Corporation; Havertown; USA);  

Сбор крови проводился по протоколу, одобренному этическим комитетом 

Медицинского научно-образовательного центра МГУ имени М.В. Ломоносова 

(№ 5/23  от 16 октября 2023 года), и от всех доноров и пациентов были 

получены письменные информированные согласия. Кровь собирали у здоровых 

взрослых добровольцев (n = 8, мужчины и женщины в возрасте 45–61 лет) или 

у пациентов с ХСН (n = 21, возраст 42-86) в вакуумные пробирки Vacuette© с 



гепарином лития (18 МЕ/мл крови) и ЭДТА. Эксперименты проводили в 

течение 3 ч после сбора крови.   

 Основываясь на ранее опубликованных работах [15, 20], исследования 

роста тромбов, взаимодействия нейтрофилов с тромбами и их активности 

производились при помощи флуоресцентной микроскопии путем прокачивания 

цельной крови, нагруженной красителями DiOC3(6), Hoechst 33342 и Annexin 

V-Alexa Fluor 647, через проточные камеры, покрытые коллагеном I типа. 

Плоско-параллельные проточные камеры были ранее описаны в работах 

[20, 21]. Использовались следующие параметры канала: 0.1×18×2 мм. 

Покровные стекла покрывали фибриллярным коллагеном типа I (0.2 мг/мл), 

разведенным в уксусной кислоте в течение 1 ч 30 мин при 37 °C. Далее стекла 

промывали дистиллированной водой и вставляли в проточные камеры. После 

добавления флуоресцентных реагентов (DiOC6 (1 мкМ), Hoechst 33342 (2 

мкг/мл) и AnnexinV-Alexa647 (10 мкг/мл)) кровь перфузировали через камеры 

со скоростью сдвига 100 с−1. Рост тромба и перемещение лейкоцитов 

наблюдались в режиме эпифлуоресценции с помощью инвертированного 

микроскопа Nikon Eclipse Ti (объектив Apo TIRF 100x Oil DIC N2).  

Программное обеспечение Nikon NIS-Elements использовалось для 

получения изображений с микроскопа; ImageJ (http://imagej.net/ImageJ) 

использовался для обработки изображений. Плагин Manual Tracking в ImageJ и 

программный пакет  trackpy для Python 3.6 использовался для ручного 

отслеживания гранулоцитов. 

Местоположение тромбов определялось с помощью программного пакета 

ilastik (http://ilastik.org). Площадь тромбоцитарных тромбов рассчитывалась как 

процент экрана, покрытого тромбами (рис. 1А – пример роста тромба на поле 

зрения).  

Оценка микрореологических свойств эритроцитов, т.е. агрегационных и 

деформационных, проводилась по предложенной ранее методике [22] с 

использованием лазерного агрегометра/деформометра эритроцитов RheoScan 

http://imagej.net/ImageJ
http://ilastik.org/


AnD-300 (RheoMedTekh, Южная Корея) [23], а также вискозиметр Lamy 

Rheology RM100 CP1000 (Lamy Rheology Instruments, Франция), 

приобретенный в рамках программы развития МГУ имени М.В. Ломоносова. 

Вкратце, измерялись такие параметры, как A1, A2, которые характеризуют 

суммарный вклад линейных эритроцитарных агрегатов (A1) и трехмерных 

агрегатов (A2) в сигнал светорассеяния в прямом направлениии на 

исследуемых образцах тонкого слоя цельной крови. Другими словами, 

параметр A1 характеризует степень выраженности (интенсивность процесса) 

образования линейных эритроцитарных агрегатов в цельной крови, а A2 – 

трехмерных агрегатов. Также измерялись параметры деформируемости 

эритроцитов: E3 – степень удлинения эритроцитов при сдвиговом напряжении 

в потоке 3 Па, и предел текучести – минимальное сдвиговое напряжение, 

необходимое для инициации удлинения эритроцитов, характеризующий 

механическую жёсткость мембраны эритроцитов.  

Статистический анализ полученных данных выполняли с помощью 

программного кода, написанного на Python 3.6 (USA), и программного пакета 

GraphPad Prism. Количественные данные представлены в виде среднего 

арифметического и стандартного отклонения. Статистическую значимость 

различий между двумя группами оценивали с помощью критерия Манна-

Уитни. Корреляции показателей пациентов рассчитывались по критерию 

Спирмана. Различия между показателями в группах считали статистически 

значимыми при p<0.05. 

Результаты исследования  

При помощи разработанного ранее метода наблюдения движения 

нейтрофилов вокруг растущего тромба (рис. 1а), нами был оценен статус 

тромбовоспаления у пациентов с ХСН. Для данной группы пациентов площади 

тромбов не отличались по сравнению со здоровыми контролями ни в одной 

рассмотренной временной точке (рис. 1б). Интересно, что для пациентов с ИМТ 

< 30 кг/м2, площади тромба на 300 секунде были в среднем ниже, чем для 

популяции с ожирением (ИМТ >= 30 кг/м2) (рис. 1г). 



При этом, скорость движения нейтрофила вокруг растущего тромба для 

пациентов с ХСН была значительно снижена по сравнению со здоровыми 

контролями (0.11±0.02 мкм/с против 0.16±0.04 мкм/с, рис. 1в). Интересно, что 

для единственного пациента в выборке с нормальным ИМТ, скорость движения 

нейтрофилов повышена (0.19 мкм/с), что может указывать на иную причину 

ХСН у пациента; поэтому данный пациент не участвовал в дальнейшем 

анализе. 

 

                    

 

Рис. 1. Определение статуса тромбовоспаления у пациентов с ХСН. а) 

плоскопараллельная проточная камера и типичный поле зрения для здорового 

донора на 25й минуте эксперимента. Композитное изображение (бирюзовый - 

DiOC(6), фиолетовый - Hoechst 33342, красный - Annexin V-Alexa 647). Белой 

штриховкой отмечено расположение растущего тромба. Зеленым контуром 

обведены нейтрофилы. Зеленая линия соответствует траектории движения 

нейтрофила. Масштабный отрезок 25 мкм. (б) Площади тромба статистически 

значимо не отличались между пациентами с ХСН и здоровыми контролями на 

300, 600 и 1500 секундах съемки. (в) Нейтрофилы пациентов с ХСН имеют 



статистически значимо меньшую скорость движения, чем здоровые контроли. 

(г) Пациенты с ИМТ >=30 кг/м2 демонстрируют повышенное 

тромбообразование на 300 секундах.  

Fig. 1. Determination of the status of thromboinflammation in patients with 

CHF. a) parallel-plane flow chamber and a typical field of view for a healthy donor at 

the 25th minute of the experiment. Composite image (DiOC(6), Hoechst 33342, 

Annexin V-Alexa 647). The location of the growing blood clot is marked with white 

shading. Neutrophils are outlined in green. The green line corresponds to the 

trajectory of the neutrophil. Scale bar 25 μm. (b) The thrombus area did not differ 

statistically significantly between patients with CHF and healthy controls at 300, 600 

and 1500 seconds. (c) Neutrophils of patients with CHF have a statistically 

significantly lower movement velocity than healthy controls. (d) Patients with a BMI 

>=30 show increased thrombosis at 300 seconds. 

 

Далее для пациентов с ХСН мы проанализировали связь роста тромба с 

такими микрореологическими параметрами крови, как размер и концентрация 

эритроцитов, а также параметрами, характеризующими линейную и 

трехмерную агрегацию эритроцитов (A1 и А2, соответственно) (рис. 2). Было 

показано, что средний объем эритроцита (MCV) положительно коррелирует с 

площадями тромбов на 300 и 600 секундах (r = 0.4, p < 0.05 и r = 0.5, p < 0.05, 

соответственно). Это может объясняться вытеснением эритроцитами более 

мелких тромбоцитов к краям сосуда из-за гидродинамических эффектов, 

которое происходит эффективнее для более крупных эритроцитов. Также и для 

300, и для 600 секунды, была обнаружена положительная корреляция для 

параметра A1 с площадями тромбов (r = 0.4, p < 0.05 и r = 0.4, p <0.05), однако 

параметр A2, характеризующий линейную агрегацию эритроцитов, 

коррелировал с площадями тромбов только на 300 секунде (r = 0.5, p < 0.01  для 

300 секунды против r = 0.35, p = 0.08 для 600 секунды), что может быть связано 

с характерными временами линейной и трехмерной агрегации. 



Для площади тромба на 1500 секунде не было обнаружено связи с 

микрореологическими параметрами крови. При этом интересно, что площади 

тромба на 300 и 600 секунде коррелировали друг с другом (r = 0.83, p < 0.0001), 

однако для 1500 секунды корреляция не наблюдалась ни с 300, ни с 600 

секундами (r = 0.2, p = 0.3 и r = 0.2, p = 0.25, соответственно). Вероятно, это 

связано с тем, что площадь тромба на 1500 секунде описывает уже 

насыщенную площадь тромба для данной постановки, а не динамику его роста. 

Единственным параметром, с которым коррелировала площадь тромба, было 

наличие терапии антагонистами минералокортикоидных рецепторов (r = 0.4, 

p<0.05), что может говорить о повышении уровня альдостерона у данной 

группы пациентов [24].  

 

Рис. 2. Корреляция площади тромбов с микрореологическими 

параметрами крови. (а,б) Площадь тромбов на 300 секунде положительно 

коррелирует с параметром агрегации эритроцитов A1 (а, r = 0.4, p < 0.05) и А2 

(б, r = 0.5, p <0.01). (в) Площадь тромбов на 300 секунде положительно 



коррелирует со средним объемом эритроцитов (r = 0.4, p < 0.05). (г) 

Концентрация эритроцитов отрицательно коррелирует с площадью тромба на 

600 секунде. r = 0.4, p < 0.05. Представлена линейная интерполяция данных 

(сплошная линия) и 95% доверительные интервалы (пунктир). 

Fig. 2. Correlation of the area of blood clots with microrheological parameters 

of blood. (a, b) The area of blood clots at 300 seconds positively correlates with the 

parameter of erythrocyte aggregation A1 (a, r = 0.4, p < 0.05) and A2 (b, r = 0.5, p 

<0.01). (c) The area of blood clots at 300 seconds positively correlates with the 

average volume of red blood cells (r = 0.4, p < 0.05). (d) The concentration of 

erythrocytes negatively correlates with the area of the thrombus at 600 seconds. r = 

0.4, p < 0.05. Linear data interpolation (solid line) and 95% confidence intervals 

(dotted line) are presented. 

 

Также нами была проанализирована связь микрореологии крови с 

поведением нейтрофилов вокруг растущего тромба (рис. 3). Как и в случае 

площадью тромбов, скорость нейтрофилов коррелировала с параметрами, 

характеризующими способность эритроцитов образовывать агрегаты. При этом 

и для A1  (r = -0.5, p < 0.05), и для  А2 (r = -0.5, p < 0.05), в отличие от площади 

тромбов, скорости движения нейтрофилов отрицательно коррелировали с 

данными параметрами, что, вероятно, связано с уменьшенным количеством 

столкновений эритроцитов с нейтрофилами при их агрегации в потоке на 

низких скоростях сдвига. Аналогичная ситуация (обратная зависимость) 

наблюдалась и со средним объемом эритроцита MCV (r = -0.55, p<0.01) и 

шириной распределения эритроцитов RDW-SD (r = -0.4, p<0.03).   

Также измеренный индекс деформируемости при напряжениях 1-20 Па 

(E1-E20) отрицательно коррелировал со скоростями нейтрофилов в случае E1 (r 

= -0.5 p < 0.05), E2 (r = -0.55, p < 0.01), E3 (r = -0.6, p < 0.01, рис. 3а), E4 (r = -

0.55, p < 0.05) и E5 (r = -0.5, p < 0.05),как и предел текучести для суспензии 

эритроцитов (r = 0.5, p < 0.05, рис. 3б) . 



Интересно, что скорость нейтрофилов имела отрицательную линейную 

связь с таким клиническим параметром как функциональный класс ХСН по 

NYHA (r = -0.45, p < 0.05), что указывает на более заметное подавление 

нейтрофилов при более выраженной ХСН. 

        

Рис. 3. Корреляция скорости движения нейтрофилов с 

микрореологическими параметрами крови у пациентов с ХСН. (а) Скорость 

движения нейтрофилов отрицательно коррелирует с параметром 

деформируемости эритроцитов E3. r = r = -0.6, p < 0.01, соответственно. (б) 

Скорость движения нейтрофилов положительно коррелирует с пределом 

текучести для суспензии эритроцитов. r = 0.5, p <0.05. (в) Скорость движения 

нейтрофилов отрицательно коррелирует с параметрами агрегации нейтрофилов 

A1 и A2 для суспензии эритроцитов. r = -0.5, p < 0.05 и r = -0.5, p < 0.05, 

соответственно. (г) Отрицательная корреляция для скорости движения 

нейтрофилов и ширины распределения эритроцитов для обобщенных данных 

по пациентам и здоровым донорам. r = -0.4, p <0.03. Представлена линейная 

интерполяция данных (сплошная линия) и 95% доверительные интервалы 

(пунктир). 

Fig. 3. Correlation of neutrophil velocity with microrheological parameters of 

blood. (а) The velocity of neutrophils negatively correlates with the deformability 



parameter of erythrocytes E1 and E3. r = -0.5, p < 0.05 and r = -0.6, p < 0.01, 

respectively. (b) The velocity of neutrophils is positively correlated with the yield 

strength for erythrocyte suspension. r = 0.5, p <0.05. (c) The speed of neutrophil 

movement negatively correlates with the parameters of neutrophil aggregation A1 

and A2 for erythrocyte suspension. r = -0.5, p < 0.05 and r = -0.5, p < 0.05, 

respectively. (d) Negative correlation for neutrophil velocity and RBW-SD. R = -0.4, 

p <0.03. Linear data interpolation (solid line) and 95% confidence intervals (dotted 

line) are presented. 

 

Обсуждение  

В данной работе нами были проанализированы рост тромбов и 

активность нейтрофилов, адгезирующих к тромбу, у пациентов с ХСН. Было 

показано, что наблюдаемые параметры тромбовоспаления коррелируют с 

показателями микрореологии, что находится в согласии с предыдущими 

исследованиями, предполагающими, что деформируемость и агрегация 

эритроцитов могут играть решающую роль в тромбогенезе [4, 7], потенциально 

способствуя гиперкоагуляционным состояниям у пациентов с ХСН [5]. 

Сниженная скорость миграции нейтрофилов у пациентов с ХСН по 

сравнению с контрольной группой, отрицательно коррелирующая с 

функциональным классом ХСН, может указывать на нарушение 

функциональности иммунных клеток, вероятно, отражающее хроническое 

воспаление, связанное с сердечной недостаточностью [5]. Корреляция между 

движением нейтрофилов и деформируемостью эритроцитов дополнительно 

указывает на то, что аномальные свойства эритроцитов могут усугублять 

воспалительные реакции вблизи тромбов у пациентов с ХСН [2].  

Интересно, что коэффициенты агрегации A1 и A2 положительно 

коррелировали со скоростью роста тромба, указывая на повышенную 

агрегацию эритроцитов как на потенциальный фактор развития тромба при 

ХСН. Эти результаты согласуются с более ранними исследованиями, 



указывающими на то, что повышенная агрегация эритроцитов может усиливать 

образование тромбов [25].  

В целом, это исследование находится в согласии с существующими 

данными о том, что изменения микрореологии крови могут играть 

значительную роль в образовании тромбов и иммунных реакциях у пациентов с 

ХСН [2].  

 

Выводы 

Таким образом мы показали, что хотя у пациентов с ХСН мы не выявили 

отклонений в тромбообразовании в сравнении со здоровыми добровольцами из 

группы контроля, нейтрофилы при ХСН  находятся в подавленном состоянии, 

причем снижение активности нейтрофилов наиболее выражено при ожирении 

сопровождающем основное заболевание (ИМТ > 30 кг/м2). Впервые показано, 

что показатели тромбовоспаления – площади тромбов и подавление активности 

нейтрофилов – положительно коррелируют с изменениями микрореологии 

крови, а именно, показателями объема и агрегационной способности 

эритроцитов.  
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