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À. À. Ïîíîìàðåâà è äð.
Ñòðóêòóðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà òðîìáîöèòîâ è òðîìáîöèòàðíûõ ìèêðîâåçèêóë

Òðîìáîöèòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áåçúÿäåðíûå êëåòêè êðîâè, îáåñïå÷èâàþùèå âìåñòå ñ ôèáðèíîì
îñòàíîâêó êðîâîòå÷åíèÿ (ãåìîñòàç). Êëåòî÷íûå ìèêðîâåçèêóëû — ýòî ìèêðîñêîïè÷åñêèå ÷àñòèöû, âû-
äåëÿåìûå âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ïðè àêòèâàöèè è (èëè) àïîïòîçå êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ. Òðîìáî-
öèòàðíûå ìèêðîâåçèêóëû îáðàçóþò îñíîâíóþ ïîïóëÿöèþ öèðêóëèðóþùèõ ìèêðîâåçèêóë êðîâè è èãðà-
þò âàæíóþ ðîëü â ðåàêöèÿõ ãåìîñòàçà, òðîìáîçà è ìíîãèõ äðóãèõ (ïàòî)ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ.
Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå ÷èñëî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ôóíêöèè òðîìáîöèòàðíûõ ìèêðîâåçèêóë, ìåõàíèçìû
èõ îáðàçîâàíèÿ è äåòàëè ñòðîåíèÿ îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíà óëüòðà-
ñòðóêòóðà èñõîäíûõ òðîìáîöèòîâ è ìèêðîâåçèêóë, îáðàçóþùèõñÿ in vitro èç ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê è òðîì-
áîöèòîâ, àêòèâèðîâàííûõ àðàõèäîíîâîé êèñëîòîé, ÀÄÔ, òðîìáèíîì è êàëüöèåâûì èîíîôîðîì À23187.
Ïî ðåçóëüòàòàì òðàíñìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè òðîìáîöèòîâ ÷åëîâåêà è èçîëèðîâàííûõ
ìèêðîâåçèêóë ïðîâåäåí àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ýòàïîâ ôîðìèðîâàíèÿ, ñòðóêòóðíîãî
ðàçíîîáðàçèÿ è ðàçìåðîâ ìèêðîâåçèêóë. Ïîêàçàíî, ÷òî òðîìáèí â îòëè÷èå îò äðóãèõ àêòèâàòîðîâ íå
òîëüêî ñòèìóëèðóåò ìèêðîâåçèêóëÿöèþ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, íî è âûçûâàåò ðàñïàä êëåòîê ñ îáðà-
çîâàíèåì ñóáêëåòî÷íûõ ÷àñòèö, ðàçìåðû êîòîðûõ ñîïîñòàâèìû ñ ðàçìåðàìè ìèêðîâåçèêóë èç íàðóæíîé
ìåìáðàíû êëåòîê. ×àñòü òàêèõ ìèêðî÷àñòèö ñîäåðæèò êëåòî÷íûå îðãàíåëëû, îêðóæåííûå òîíêîé îáî-
ëî÷êîé. Ðàçìåðû âûäåëåííûõ ìèêðîâåçèêóë âàðüèðóþò îò 30 äî 500 íì, îäíàêî èõ ðàñïðåäåëåíèå ïî
ðàçìåðàì çàâèñèò îò ïðèðîäû àêòèâèðóþùåãî ñòèìóëà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîäåðæàò íîâóþ èí-
ôîðìàöèþ î ôîðìèðîâàíèè òðîìáîöèòàðíûõ ìèêðîâåçèêóë è èõ ñòðóêòóðíîì ðàçíîîáðàçèè, ÷òî âàæíî
äëÿ ïîíèìàíèÿ èõ ìíîãî÷èñëåííûõ ôóíêöèé â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðîìáîöèòû, ìèêðîâåçèêóëû, àêòèâàöèÿ òðîìáîöèòîâ, óëüòðàñòðóêòóðà êëå-
òîê, ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÂ — ìèêðîâåçèêóëû, ÎÑÊ — îòêðûòàÿ ñèñòåìà êàíàëüöåâ, ÏÊÑ —
ïðîãðàììèðóåìàÿ êëåòî÷íàÿ ñìåðòü.

Àêòèâàöèÿ èëè àïîïòîç êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ, âêëþ-
÷àÿ òðîìáîöèòû, êàêèìè áû (ïàòî)ôèçèîëîãè÷åñêèìè
ñòèìóëàìè îíè íè âûçûâàëèñü, ñîïðîâîæäàþòñÿ îáðàçî-
âàíèåì ìèêðîñêîïè÷åñêèõ âíåêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, íàçû-
âàåìûõ ìèêðîâåçèêóëàìè (ÌÂ) èëè ìèêðî÷àñòèöàìè
(Burnouf et al., 2014). Íàèáîëåå î÷åâèäíûì ñâîéñòâîì
òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ ÿâëÿåòñÿ èõ ïðîêîàãóëÿíòíûé ýô-
ôåêò, ò. å. ñïîñîáíîñòü óñêîðÿòü ñâåðòûâàíèå êðîâè áëà-
ãîäàðÿ ñáîðêå òåíàçíîãî è ïðîòðîìáèíàçíîãî êîìïëåêñîâ
íà èõ ïîâåðõíîñòè (Zwicker, 2008). Ñïîñîáíîñòü ÌÂ
óñêîðÿòü îáðàçîâàíèå òðîìáèíà îáúÿñíÿåò èõ âàæíóþ
ðîëü ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ, ñîïðîâîæäàþùèõ-
ñÿ ãåìîñòàòè÷åñêèìè è òðîìáîòè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè
(Nomura, Shimizu, 2015). Êðîìå òîãî, òðîìáîöèòàðíûå
ÌÂ ó÷àñòâóþò â ðåàêöèÿõ èììóíèòåòà, âîñïàëåíèÿ, àí-
ãèîãåíåçà, ðåãåíåðàöèè, ìåòàñòàçèðîâàíèÿ è äð. (Thushara
et al., 2015; Varon, Shai, 2015). Â ñâÿçè ñ ïàòîãåíåòè÷å-
ñêèì çíà÷åíèåì òðîìáîöèòàðíûå ÌÂ ïðèâëåêàþò âíèìà-

íèå âðà÷åé êàê áèîëîãè÷åñêèå ìàðêåðû (Owens,
Mackman, 2011; Ayers et al., 2014). Íåñìîòðÿ íà ðàñòóùåå
÷èñëî ïóáëèêàöèé ïî ÌÂ, â òîì ÷èñëå òðîìáîöèòàðíûì,
èíôîðìàöèÿ î ìåõàíèçìàõ èõ îáðàçîâàíèÿ, ìîëåêóëÿð-
íîì ñîñòàâå, ñòðîåíèè è áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâàõ îñòàåò-
ñÿ íåïîëíîé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷åíû ìîðôîëîãè÷åñêèå îñíî-
âû ôîðìèðîâàíèÿ òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ è èõ ñòðóêòóðíàÿ
õàðàêòåðèñòèêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ò ð î ì á î ö è ò û â û ä å ë ÿ ë è èç êðîâè çäîðîâûõ äî-
íîðîâ, êîòîðûå íå ïðèíèìàëè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ
â òå÷åíèå 2 íåä äî âçÿòèÿ êðîâè (ñ ðàçðåøåíèåì ýòè÷å-
ñêîé êîìèññèè Êàçàíñêîé ãîñóäàðñòâåííîé ìåäèöèíñêîé
àêàäåìèè ¹ 2/2012). Ïëàçìó, áîãàòóþ òðîìáîöèòàìè, ïî-
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ëó÷àëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì öåëüíîé öèòðàòíîé êðîâè
ïðè 200 g â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Òðîìáîöèòû èç ïëàçìû âûäåëÿëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé íà
Ñåôàðîçå 2Â (GE Healthcare, Øâåöèÿ), óðàâíîâåøåííîé
áóôåðîì Òèðîäå (4 ìÌ HEPES, 135 ìÌ NaCl, 2.7 ìÌ
KCl, 2.4 ìÌ KCl, 2.4 ìÌ MgCl2, 5.6 ìÌ D-ãëþêîçû,
3.3 ìÌ NaH2PO4 è 0.35 ìã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà, pH 7.4).

Ïîäñ÷åò òðîìáîöèòîâ ïðîâîäèëè â êàìåðå Ãîðÿåâà
ïîä ìèêðîñêîïîì PrimoStar (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè-
÷åíèè îáúåêòèâà 40�.Òðîìáîöèòû èñïîëüçîâàëè â òå÷å-
íèå 3 ÷ ïîñëå âçÿòèÿ êðîâè. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê,
îïðåäåëÿåìàÿ ïî ñîõðàíåíèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïîòåí-
öèàëà ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè è ôëóîðåñöåíò-
íîãî êðàñèòåëÿ MitoTracker DeepRed FM (Invitrogen,
ÑØÀ), ñîñòàâëÿëà ~97 %.

Êîíòðîëüíûå òðîìáîöèòû (45 ìëí êëåòîê â 560 ìêë
áóôåðà Òèðîäå) èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
60 ìèí (ïîêîÿùèåñÿ òðîìáîöèòû). Äëÿ àêòèâàöèè ê òðîì-
áîöèòàì äîáàâëÿëè 50 ìêÌ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû,
5 ìêÌ ÀÄÔ èëè 1 åä./ìë òðîìáèíà ñ ïîñëåäóþùåé èíêó-
áàöèåé ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí. Êîíå÷íûé îáúåì êàæ-
äîãî îáðàçöà ñîñòàâëÿë 560 ìêë ñ êîíöåíòðàöèåé êëåòîê
~80 ìëí/ìë.

Ò ð à í ñ ì è ñ ñ è î í í à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î -
ñ ê î ï è ÿ ò ð î ì á î ö è ò à ð í û õ ï ð å ï à ð à ò î â. Ñðàçó ïî-
ñëå èíêóáàöèè ê ñóñïåíçèè òðîìáîöèòîâ äîáàâëÿëè ãëó-
òàðîâûé àëüäåãèä äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2 %, èíêó-
áèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Îñàäîê
ïðîìûâàëè áóôåðîì Òèðîäå ñ pH 7.4. Ïîñòôèêñèðîâàëè
îáðàçöû 1%-íûì ðàñòâîðîì òåòðîêñèäà îñìèÿ íà òîì æå
áóôåðå, ñîäåðæàùåì ñàõàðîçó (25 ìã/ìë), â òå÷åíèå 2 ÷.
Äàëåå îáðàçöû äåãèäðàòèðîâàëè â ýòèëîâîì ñïèðòå ñ
âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèåé (30, 40, 50, 60, 70 è 96 %
ïî îáúåìó), çàòåì â àöåòîíå è îêèñè ïðîïèëåíà. Çàëèâî÷-
íîé ñðåäîé ñëóæèë Ýïîí-812. Ïîëèìåðèçîâàëè îáðàçöû â
òå÷åíèå 3 ñóò, óâåëè÷èâàÿ òåìïåðàòóðó îò 37 äî 60 °Ñ.
Ñðåçû ïîëó÷àëè íà óëüòðàìèêðîòîìå LÊB-III (Øâå-
öèÿ). Êîíòðàñòèðîâàëè ñðåçû íàñûùåííûì ðàñòâîðîì âî-
äíîãî óðàíèë-àöåòàòà 10 ìèí ïðè 60 °Ñ, à çàòåì 10 ìèí
âîäíûì ðàñòâîðîì öèòðàòà ñâèíöà. Ïðåïàðàòû èññëå-
äîâàëè íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Jem-1200 EX (Jeol,
ßïîíèÿ).

Ï î ë ó ÷ å í è å è ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ
è ç î ë è ð î â à í í û õ ò ð î ì á î ö è ò à ð í û õ Ì Â. Äëÿ ñòè-
ìóëÿöèè îáðàçîâàíèÿ ÌÂ ê òðîìáîöèòàì, ñâåæåâûäåëåí-
íûì ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè è íàõîäÿùèìñÿ â áóôåðå
Òèðîäå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, äîáàâëÿëè 15 ìêM
êàëüöèåâîãî èîíîôîðà À23187 èëè 1 åä./ìë òðîìáèíà ñ
ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèåé ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 15 ìèí. Êîíå÷íûé îáúåì êàæäîãî îáðàçöà ñî-
ñòàâëÿë 300 ìêë è ñîäåðæàë 1.5 ìëí òðîìáîöèòîâ. Ñðàçó
ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 2000 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ óäàëåíèÿ êëåòî÷íîãî
äåáðèñà íàäîñàäîê äîïîëíèòåëüíî öåíòðèôóãèðîâàëè
10 ìèí ïðè 7000 g. 20 ìêë íàäîñàäî÷íîé ôðàêöèè, ñîäåð-
æàùåé ñóñïåíçèþ ÌÂ, íàíîñèëè íà ñåòî÷êè äëÿ ýëåê-
òðîííîé ìèêðîñêîïèè ñ ïîäëîæêîé 2%-íîãî Collodion
(EMS, ÑØÀ) è ïîäñóøèâàëè íà âîçäóõå. Êîíòðàñòèðîâà-
ëè ïðåïàðàò íàñûùåííûì âîäíûì ðàñòâîðîì óðàíèëàöå-
òàòà 15—20 ñ ñ ïîñëåäóþùèì âûñóøèâàíèåì. Ïðåïàðàòû
èçó÷àëè íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Jem-1200 EX (Jeol,
ßïîíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð í à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï î -
ê î ÿ ù è õ ñ ÿ ò ð î ì á î ö è ò î â. Ïîêîÿùèåñÿ (íåàêòèâèðî-
âàííûå) òðîìáîöèòû â çàâèñèìîñòè îò ïðîåêöèè èìåëè
äèñêîâèäíóþ èëè îêðóãëóþ ôîðìó. Ñðåäíèå ëèíåéíûå
ðàçìåðû îêðóãëûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëè 2—3 ìêì, âûòÿíó-
òûõ äèñêîâèäíûõ êëåòîê — 3 ìêì ïî äëèííîé îñè è
0.8—1.2 ìêì ïî êîðîòêîé îñè (ðèñ. 1, à, á).

Öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ ñîäåð-
æàëà íåñêîëüêî âèäîâ ãðàíóë — a-ãðàíóëû, ïëîòíûå òåëà
(d-ãðàíóëû), ëèçîñîìû (l-ãðàíóëû) è ìèêðîïåðîêñèñîìû.
Ñàìûìè ìíîãî÷èñëåííûìè áûëè ýëåêòðîííî-ïëîòíûå
a-ãðàíóëû îêðóãëîé ôîðìû. Èõ äèàìåòð âàðüèðîâàë â
ïðåäåëàõ 300—500 íì. Ïëîòíûå ãðàíóëû èìåëè ìåíüøèé
äèàìåòð — 200—300 íì. Äëÿ íèõ áûëà õàðàêòåðíà áîëåå
òåìíàÿ öåíòðàëüíàÿ îáëàñòü, êîòîðàÿ îêðóæåíà ñâåòëûì
îðåîëîì. Â ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòàõ â íåáîëüøîì êîëè-
÷åñòâå âñòðå÷àëèñü ëèçîñîìû â âèäå ïóçûðüêîâ äèàìåò-
ðîì 175—200 íì è ìèêðîïåðîêñèñîìû â âèäå ãðàíóë äèà-
ìåòðîì ïðèìåðíî 90 íì. Ãðàíóëû ãëèêîãåíà áûëè èëè õà-
îòè÷íî ðàñïîëîæåíû â öèòîïëàçìå, èëè îáðàçîâûâàëè
ñêîïëåíèÿ â âèäå ìåëêîçåðíèñòûõ ó÷àñòêîâ òåëà òðîìáî-
öèòà. Îòêðûòàÿ ñèñòåìà êàíàëüöåâ (ÎÑÊ) áûëà ïðåäñòàâ-
ëåíà íåáîëüøèìè ìíîãî÷èñëåííûìè âàêóîëÿìè è èçâè-
òûìè êàíàëàìè. Êàíàëüöû îáðàçîâûâàëè ðàçâåòâëåííóþ
ñèñòåìó, ïðîíèçûâàþùóþ òåëî òðîìáîöèòà, è ìîãëè íå-
ïîñðåäñòâåííî îòêðûâàòüñÿ íà ïîâåðõíîñòè öèòîïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû (ðèñ. 2, â). Òðîìáîöèòû èìåëè ìåë-
êèå ìèòîõîíäðèè îêðóãëîé ôîðìû ñ ýëåêòðîííî-ïëîòíûì
ìàòðèêñîì è åäèíè÷íûìè êðèñòàìè (ðèñ. 1, á).

Ó ë ü ò ð à ñ ò ð ó ê ò ó ð í à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à à ê -
ò è â è ð î â à í í û õ ò ð î ì á î ö è ò î â. Àêòèâàöèÿ òðîìáî-
öèòîâ ñîïðîâîæäàëàñü çíà÷èòåëüíûìè ìîðôîëîãè÷å-
ñêèìè èçìåíåíèÿìè, õàðàêòåð êîòîðûõ çàâèñåë îò ïðèðî-
äû ñòèìóëà. Ïîä âîçäåéñòâèåì àðàõèäîíîâîé êèñëîòû
(ðèñ. 1, â) ïîâåðõíîñòü òðîìáîöèòîâ ñòàíîâèëàñü èçâèëè-
ñòîé çà ñ÷åò èíâàãèíàöèé ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è
îáðàçîâàíèÿ òîíêèõ âûðîñòîâ — ïñåâäîïîäèé. Ðàçìåðû
òåëà òðîìáîöèòîâ íå èçìåíÿëèñü. Ïðîèñõîäèëà âàêóîëè-
çàöèÿ êëåòîê çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ ïðîñâåòà êàíàëîâ ÎÑÊ ñ
îáðàçîâàíèåì âàêóîëåé ðàçíûõ ðàçìåðîâ. Áîëüøèíñòâî
âàêóîëåé ñîäåðæàëî ðàçëè÷íûå âêëþ÷åíèÿ — a-ãðàíóëû,
d-ãðàíóëû, ìåìáðàííûå êîìïîíåíòû è ðûõëûå ìåëêîçåð-
íèñòûå âêëþ÷åíèÿ. Îáðàçîâàíèå âàêóîëåé èçâèëèñòîé
ôîðìû, âåðîÿòíî, ïðîèñõîäèëî â ðåçóëüòàòå óêðóïíåíèÿ
è ñëèÿíèÿ êàíàëüöåâ.

Àíàëîãè÷íûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè àêòèâàöèè
òðîìáîöèòîâ íàáëþäàëè ïðè äåéñòâèè ÀÄÔ (ðèñ. 1, ã).
Òðîìáîöèòû îáðàçîâûâàëè ïñåâäîïîäèè ðàçíîé äëèíû,
óâåëè÷èâàëîñü ÷èñëî âàêóîëåé, êîòîðûå òàêæå ìîãëè ñî-
äåðæàòü ðàçëè÷íûå âêëþ÷åíèÿ. Â êëåòêàõ ÷åòêî îïðåäå-
ëÿëàñü çîíà ñêîïëåíèÿ ãðàíóë ãëèêîãåíà, ïëîùàäü êîòî-
ðûõ ìîãëà çàíèìàòü äî ïîëîâèíû âñåé êëåòêè.

Ñàìûå çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ â óëüòðàñòðóêòóðå
òðîìáîöèòîâ ïðîèñõîäèëè ïðè èíêóáàöèè ñ òðîìáèíîì.
Ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà òðîìáîöèòîâ îáðàçîâûâàëà
ãëóáîêèå èíâàãèíàöèè è ñêëàäêè, ÷òî ïðèâîäèëî ê ïîÿâ-
ëåíèþ «àìåáîïîäîáíûõ» òðîìáîöèòîâ è äàëüíåéøåìó
ðàñïàäó òåëà òðîìáîöèòà íà ôðàãìåíòû (ðèñ. 1, ä). Öèòî-
ïëàçìà êëåòîê ñòàíîâèëàñü áîëåå ýëåêòðîííî-ïëîòíîé ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè, íåàêòèâèðîâàííûìè, êëåòêà-
ìè è ïî÷òè íå ñîäåðæàëà ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë. Âñå òåëî
òðîìáîöèòîâ áûëî ïðîíèçàíî èçâèòûìè è óçêèìè êàíàëà-
ìè îòêðûòîé ñèñòåìû ñ âûõîäîì íà ïîâåðõíîñòü êëåòêè.

106 À. À. Ïîíîìàðåâà è äð.



Ôðàãìåíòû ðàñïàâøåãîñÿ òðîìáîöèòà èìåëè î÷åíü ðàç-
íûå ðàçìåðû è ôîðìó è ñîäåðæàëè âíóòðèêëåòî÷íûå êîì-
ïîíåíòû, âêëþ÷àÿ îðãàíåëëû (ðèñ. 2, ã).

Ô î ð ì è ð î â à í è å ò ð î ì á î ö è ò à ð í û õ Ì Â. Ïðè
ìèêðîñêîïèðîâàíèè òðîìáîöèòîâ ìû îáíàðóæèëè áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ÌÂ, îáðàçóåìûõ êëåòêàìè, êàê â ñîñòîÿíèè
ïîêîÿ, òàê è ïðè àêòèâàöèè. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÌÂ îá-
ðàçîâûâàëèñü çà ñ÷åò âûïÿ÷èâàíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû ñ ïîñëåäóþùèì îòïî÷êîâàíèåì è âûñâîáîæäåíèåì â
îêðóæàþùóþ ñðåäó. ÌÂ îòäåëÿëèñü îò ïîâåðõíîñòè òåëà
òðîìáîöèòà, îò ïñåâäîïîäèé, à òàêæå ôîðìèðîâàëèñü ñ ó÷à-
ñòèåì îòêðûòîé ñèñòåìû êàíàëüöåâ (ðèñ. 2, à—â).

Ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ è îòäåëåíèÿ ÌÂ îò òåëà òðîì-
áîöèòà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, à-1—à-4. Õîðîøî âèäíî,
÷òî ñíà÷àëà ïðîèñõîäèò âûïÿ÷èâàíèå ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû, çàòåì çîíà êîíòàêòà ñ òåëîì òðîìáîöèòà
óìåíüøàåòñÿ, êðàÿ âûïóêëîé ìåìáðàíû ñìûêàþòñÿ, îáðà-
çóþòñÿ ïåðåòÿæêà è øàðîâèäíûé ïóçûðåê. Â ðåçóëüòàòå
íîâîîáðàçîâàííàÿ ÌÂ îòäåëÿåòñÿ îò òåëà òðîìáîöèòà.
Îáðàçîâàíèå ÌÂ ìîæåò ïðîèñõîäèòü è íà êîíöå ïñåâäî-

ïîäèè è òàêæå çà ñ÷åò âûïÿ÷èâàíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíû. Ñòðóêòóðà íîâîîáðàçóþùåéñÿ ÌÂ ìîæåò áûòü
êàê ïðîñòîé, ò. å. ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé ïóçûðåê, îãðàíè-
÷åííûé îäèíàðíîé ìåìáðàíîé, òàê è áîëåå ñëîæíîé, êîã-
äà âíóòðè êðóïíîé âåçèêóëû ðàñïîëàãàþòñÿ áîëåå ìåëêèå
âåçèêóëû (ðèñ. 2, á; 3, ã).

Äðóãèå ìåõàíèçìû ôîðìèðîâàíèÿ ÌÂ âîçìîæíû ïðè
ó÷àñòèè îòêðûòîé ñèñòåìû êàíàëüöåâ òðîìáîöèòîâ. Íà
ðèñ. 2, â, ã ïîêàçàíî âûäåëåíèå â îêðóæàþùóþ ñðåäó
âíóòðèêëåòî÷íûõ ãðàíóë è îáðàçîâàíèå ÌÂ èç êàíàëîâ
ÎÑÊ. Ïðîñâåò êàíàëà íåïîñðåäñòâåííî îòêðûâàåòñÿ íà
ïîâåðõíîñòè êëåòêè, ÷òî ïîçâîëÿåò âûâîäèòü íàðóæó ñî-
äåðæèìîå öèòîïëàçìû (ðèñ. 2, â, óâåëè÷åííûé ôðàãìåíò).
Âî âòîðîì ñëó÷àå, ïðè àêòèâàöèè òðîìáèíîì, âçàèìîäåé-
ñòâèå êàíàëîâ ÎÑÊ ñ ïëàçìàëåììîé ïðèâîäèò ê ãëóáîêèì
èãâàãèíàöèÿì è îáîñîáëåíèþ ÷àñòè öèòîïëàçìû â îò-
äåëüíûå ôðàãìåíòû, ÷òî ïðèâîäèò ê ôðàãìåíòàöèè òåëà
òðîìáîöèòà (ðèñ. 2, ã-1, ã-2).

Ñ ò ð ó ê ò ó ð í à ÿ ã å ò å ð î ã å í í î ñ ò ü ò ð î ì á î ö è -
ò à ð í û õ Ì Â. ÌÂ òðîìáîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îêà-
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Ðèñ. 1. Óëüòðàñòðóêòóðà ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ (à, á), à òàêæå àêòèâèðîâàííûõ àðàõèäîíîâîé êèñëîòîé (â), ÀÄÔ (ã) èëè òðîì-
áèíîì (ä).

a — a-ãðàíóëû, d — d-ãðàíóëû, ãë — ãðàíóëû ãëèêîãåíà, ë — ëèçîñîìà, ì — ìèòîõîíäðèÿ, ìï — ìèêðîïåðîêñèñîìà, îñê — îòêðûòàÿ ñèñòåìà êàíàëü-
öåâ, ï — ïñåâäîïîäèÿ. Ñòðåëêàìè óêàçàíû ìèêðîâåçèêóëû. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1 ìêì.



çàëèñü âåñüìà ðàçíîðîäíûìè ïî ñòðóêòóðå. Ïî ñòðîåíèþ
èõ ìîæíî ðàçäåëèòü íà ñëåäóþùèå ãðóïïû: 1) ÌÂ, îãðà-
íè÷åííûå îäèíàðíîé ìåìáðàíîé; 2) ÌÂ, ñîñòîÿùèå èç
íåñêîëüêèõ ìåìáðàííûõ ñëîåâ (ìíîãîñëîéíûå ÌÂ);
3) ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå ÷àñòèöû; 4) ìèêðî÷àñòèöû, îá-
ðàçîâàâøèåñÿ âñëåäñòâèå ôðàãìåíòàöèè òðîìáîöèòà

(ðèñ. 3). Ìû íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ
òèïîâ ÌÂ èç àêòèâèðîâàííûõ òðîìáîöèòîâ è òîëüêî ïåð-
âûõ òðåõ òèïîâ èç ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê. Íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àëèñü ÌÂ, îãðàíè÷åííûå îäèíàðíîé ìåìáðàíîé è
èìåþùèå ýëåêòðîííî-ïðîçðà÷íîå ñîäåðæèìîå. Òàêèå ÌÂ
îáðàçîâûâàëèñü èç ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è èìåëè

108 À. À. Ïîíîìàðåâà è äð.

Ðèñ. 2. Ïðîèñõîæäåíèå òðîìáîöèòàðíûõ ìèêðîâåçèêóë (ÌÂ).

à-1—à-4 — ïîñëåäîâàòåëüíûå ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ ÌÂ ïóòåì îòäåëåíèÿ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû òåëà òðîìáîöèòà; á — îáðàçîâàíèå ÌÂ íà
êîíöå ïñåâäîïîäèè; â — âûñâîáîæäåíèå ÌÂ èç îòêðûòîé ñèñòåìû êàíàëüöåâ; ã — ðàñïàä òðîìáîöèòà ïîñëå àêòèâàöèè òðîìáèíîì íà âåçèêóëû, ñî-
äåðæàùèå ìèòîõîíäðèþ (ã-1) èëè ãðàíóëû ãëèêîãåíà è ìèòîõîíäðèþ (ã-2). ëê — ëèïèäíàÿ êàïëÿ; îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1. Ìàñø-

òàáíûå îòðåçêè — 500 (à, âñå âñòàâêè) è 1000 (á—ã) íì.



íàèáîëüøèé ðàçáðîñ ïî ðàçìåðàì (ðèñ. 2, à; 3, à). Íà
ðèñ. 2, à-3 ïîêàçàíû äâå ÌÂ — áîëüøàÿ ðàçìåðîì 400 íì
è ìàëàÿ ðàçìåðîì 80 íì. Ìíîãîñëîéíûå ÌÂ áûëè îáðàçî-
âàíû èç íåñêîëüêèõ çàìêíóòûõ ìåìáðàí, ïðè ýòîì ÌÂ
ðàçëè÷íîãî äèàìåòðà áûëè êàê áû âëîæåíû îäíà â äðó-
ãóþ è ìîãëè èìåòü 3—5 ìåìáðàííûõ êîëåö (ðèñ. 3, á).
Ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå ÷àñòèöû ñîñòîÿëè èç íåñêîëüêèõ
ìåëêèõ âåçèêóë, êîòîðûå ìîãëè áûòü îãðàíè÷åíû îäíîé
îáùåé ìåìáðàíîé èëè íå èìåòü åå. Ìåëêèå âåçèêóëû
áûëè ðàñïîëîæåíû ðûõëî è èíäèâèäóàëüíî, åñëè íàõîäè-
ëèñü âíóòðè îäíîé áîëüøîé ÌÂ (ðèñ. 2, á; 3, ã), è íàîáî-
ðîò, ïðèëåãàëè äðóã ê äðóãó, îáðàçóÿ ïëîòíûå êîíòàêòû
ìåæäó ñîáîé, åñëè íå èìåëè îáùåé îãðàíè÷èâàþùåé

ìåìáðàíû (ðèñ. 1, ã; 3, â). Òàêèå àãðåãàòû ìîãëè îáúåäè-
íÿòü 10—15 èíäèâèäóàëüíûõ ÌÂ.

Ïðè àêòèâàöèè òðîìáîöèòîâ òðîìáèíîì íàáëþäàëè
îáðàçîâàíèå âñåõ âûøåïåðå÷èñëåííûõ òèïîâ ÌÂ, à òàêæå
ìèêðî÷àñòèö ñ ýëåêòðîííî-ïëîòíûì ñîäåðæèìûì (ðèñ. 3,
ã). Ôðàãìåíòû ðàñïàâøåãîñÿ òðîìáîöèòà áûëè îãðàíè÷å-
íû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé è ñîäåðæàëè öèòîïëàçìó,
ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå êîìïîíåíòû è îðãàíåëëû. Íà ðèñ. 2
ïîêàçàíû ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå èçîëèðîâàííóþ ìèòî-
õîíäðèþ (ã-1) èëè ãðàíóëû ãëèêîãåíà è ìèòîõîíäðèþ
(ã-2).

Ð à ç ì å ð û ò ð î ì á î ö è ò à ð í û õ Ì Â, âûÿâëÿåìûõ
â ïðåïàðàòàõ òðîìáîöèòîâ, âàðüèðîâàëè â øèðîêîì äèà-
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Ðèñ. 3. Ñòðóêòóðíîå ðàçíîîáðàçèå òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ.

à — ÌÂ ñ îäèíàðíîé ìåìáðàíîé; á — ÌÂ ñ ìíîãîñëîéíîé ìåìáðàíîé; â — ìóëüòèâåçèêóëÿðíàÿ ÷àñòèöà; ã — îáðàçîâàíèå ÌÂ ðàçíîãî ñòðîåíèÿ ïîñëå
ôðàãìåíòàöèè òðîìáîöèòà, âûçâàííîãî èíêóáàöèåé ñ òðîìáèíîì. Îáîçíà÷åíèÿ ñòðóêòóð òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1. Ñòðåëêàìè óêàçàíû ìèêðîâåçèêóëû.

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1000 íì.



ïàçîíå — îò 50 äî 2000 íì ñ ïðåîáëàäàíèåì ÷àñòèö ñ ðàç-
ìåðîì â äèàïàçîíå 50—130 íì (ðèñ. 3, ã). Ðàçìåð ÌÂ íå
çàâèñåë îò èõ ñòðîåíèÿ è ïðîèñõîæäåíèÿ (íàðóæíàÿ ìåìá-
ðàíà èëè âíóòðèêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû). ÌÂ, îãðàíè÷åí-
íûå îäèíàðíîé ìåìáðàíîé, ìîãëè äîñòèãàòü âåëè÷èíû
1500—2000 íì, à ìîãëè áûòü çíà÷èòåëüíî ìåíüøå
(70—100 íì). Íàáëþäàëè ìåëêèå âåçèêóëÿðíûå ÷àñòèöû
(50—70 íì), êîòîðûå áûëè èëè çàêëþ÷åíû âíóòðü îáùåé
âåçèêóëû ðàçìåðîì 600—1000 íì (ðèñ. 3, ã), èëè íå èìåëè
îãðàíè÷èâàþùåé ìåìáðàíû, íî áûëè ïëîòíî ñãðóïïèðîâà-
íû è îáðàçîâûâàëè àãðåãàòû ðàçìåðîì 1000—1500 íì
(ðèñ. 3, â). Ïðè ðàñïàäå òðîìáîöèòà íà ôðàãìåíòû îáðàçî-
âûâàëèñü ÷àñòèöû ðàçìåðîì äî 1000 íì, êîòîðûå ðàñ-
ñìàòðèâàëèñü íàìè êàê îäèí èç âàðèàíòîâ ìèêðîâåçèêó-
ëÿðíûõ ñòðóêòóð òðîìáîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Äëÿ äîïîëíèòåëüíîé îöåíêè ðàçìåðîâ áîëüøîãî ÷èñ-
ëà ÌÂ ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä íåãàòèâíîãî êîíòðàñòèðî-
âàíèÿ èçîëèðîâàííûõ ìèêðî÷àñòèö òðîìáîöèòàðíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (ðèñ. 4). ÌÂ, âûäåëåííûå èç ïîêîÿùèõñÿ
òðîìáîöèòîâ, èìåëè îêðóãëóþ ôîðìó ñ ÷åòêèìè ðîâíûìè
êðàÿìè. ÌÂ, âûäåëåííûå èç òðîìáîöèòîâ, àêòèâèðîâàí-
íûõ òðîìáèíîì èëè êàëüöèåâûì èîíîôîðîì, áûëè ãåòå-
ðîãåííûìè. Ñðåäè íèõ âèçóàëüíî ìîæíî âûäåëèòü äâå
ãëàâíûå ïîïóëÿöèè: 1) ñðàâíèòåëüíî êðóïíûå ÌÂ (áîëåå
200 íì) ïðàâèëüíîé øàðîâèäíîé ôîðìû è 2) áîëåå ìåë-
êèå âåçèêóëû (50—100 íì), ÷àñòî èìåþùèå øåðîõîâàòóþ
ïîâåðõíîñòü è òîíêèå âûðîñòû (ðèñ. 4). Ðàñïðåäåëåíèå
òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ ïî ðàçìåðàì ïîêàçàíî íà ðèñ. 5.
Â ïðåïàðàòå ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ ðàçìåð ÌÂ êîëå-
áàëñÿ îò 30 äî 500 íì ñ îò÷åòëèâûì ïèêîì 50—100 íì

110 À. À. Ïîíîìàðåâà è äð.

Ðèñ. 4. Íåãàòèâíîå êîíòðàñòèðîâàíèå èçîëèðîâàííûõ òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ.

à — ìàòåðèàë ïîäëîæêè (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü); á — ÌÂ, âûäåëåííûå èç ïðåïàðàòà ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ; â, ã — ÌÂ, âûäåëåííûå èç ïðåïàðà-
òîâ òðîìáîöèòîâ, àêòèâèðîâàííûõ êàëüöèåâûì èîíîôîðîì À23187 è òðîìáèíîì ñîîòâåòñòâåííî. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 1000 íì.



(ðèñ. 5, à). Àñèììåòðèÿ ïèêà ñî ñäâèãîì â ñòîðîíó á *îëü-
øèõ çíà÷åíèé óêàçûâàåò íà íàëè÷èå ôðàêöèè ÌÂ, èìåþ-
ùèõ ðàçìåðû 150—200 íì è áîëüøå. Ïîñëå àêòèâàöèè
òðîìáîöèòîâ êàëüöèåâûì èîíîôîðîì ÌÂ ñòàíîâÿòñÿ
î÷åíü ðàçíûìè ïî ðàçìåðó ñ ïîÿâëåíèåì äîïîëíèòåëüíûõ
ïèêîâ íà 200—250 è 350—400 íì, îòðàæàþùèõ óâåëè÷å-
íèå äîëè ñðàâíèòåëüíî êðóïíûõ ÷àñòèö (ðèñ. 5, á), êîòî-
ðûõ ïî÷òè íå áûëî â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ. Àêòèâàöèÿ
òðîìáîöèòîâ òðîìáèíîì, íàïðîòèâ, ñîïðîâîæäàëàñü çíà-
÷èòåëüíûì ïðèðîñòîì ôðàêöèè ìåëêèõ ÷àñòèö ðàçìåðîì
ìåíåå 75 íì, ïðåäïîëîæèòåëüíî èìåþùèõ âíóòðèêëåòî÷-
íîå ïðîèñõîæäåíèå (ðèñ. 5, â).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íà ãèñòîãðàììàõ (ðèñ. 5) îò-
ñóòñòâóþò ÌÂ ðàçìåðîì áîëåå 500 íì, õîòÿ, ïî íà-
øèì äàííûì, òðîìáîöèòàðíûå ÌÂ ìîãóò äîñòèãàòü
1000—1500 íì (ðèñ. 3). Ýòî ñêîðåå âñåãî ñâÿçàíî ñ ìåòî-
äè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ âûäåëåíèÿ ÌÂ, à èìåííî: áîëåå
êðóïíûå ÌÂ ìîãëè îñåäàòü íà âòîðîì ýòàïå öåíòðèôóãè-
ðîâàíèÿ ïðè 7000 g, êîòîðûé íåîáõîäèì äëÿ óäàëåíèÿ
êëåòî÷íîãî äåòðèòà.

Îáñóæäåíèå

Ñïîñîáíîñòü êëåòîê îáðàçîâûâàòü è âûäåëÿòü ìåìá-
ðàííûå ìèêðî÷àñòèöû ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ìåõàíèçìîì ðå-

ãóëÿöèè ôèçèîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé, ñïîñîáîì ìåæêëåòî÷-
íûõ êîììóíèêàöèé è ïàòîãåíåòè÷åñêèì ôàêòîðîì ïðè
ìíîãèõ çàáîëåâàíèÿõ (Kelton, 2005; Nomura et al., 2008;
Varon, Shai, 2015). Òðîìáîöèòû âûïîëíÿþò ìíîæåñòâåí-
íûå ôóíêöèè, âêëþ÷àÿ ðåøàþùåå ó÷àñòèå â ðåàêöèÿõ ãå-
ìîñòàçà è òðîìáîçà, ïîýòîìó ÌÂ òðîìáîöèòàðíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ òàêæå îáëàäàþò ðàçíîîáðàçíûìè è âàæíûìè
áèîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè (Çóáàèðîâ, Çóáàèðîâà, 2009;
Aatonen et al., 2012). Òðîìáîöèòàðíûå ÌÂ ñîñòàâëÿþò
îñíîâíóþ ôðàêöèþ êëåòî÷íûõ ìèêðî÷àñòèö, öèðêóëèðó-
þùèõ â êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé, à ïðè ðàçíûõ âèäàõ ïàòî-
ëîãèè èõ êîíöåíòðàöèÿ â êðîâè ìíîãîêðàòíî âîçðàñòàåò,
÷òî èìååò áîëüøîå êëèíè÷åñêîå çíà÷åíèå (Thushara et al.,
2015). Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïðèçâàíà ÷àñòè÷íî âîñïîëíèòü
ïðîáåë â çíàíèè ñòðóêòóðû òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ, êîòîðîå
îòñòàåò îò ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé èõ ôóíêöèé â
íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè.

Ñòðóêòóðà äî÷åðíèõ ÌÂ íåîòäåëèìà îò ñòðîåíèÿ êëå-
òîê, èç êîòîðûõ îíè ïðîèñõîäÿò, ïîýòîìó ìû íà÷àëè ñ
îïèñàíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû ïîêîÿùèõñÿ è àêòèâèðîâàí-
íûõ òðîìáîöèòîâ, ó÷èòûâàÿ, ÷òî òå è äðóãèå ìîãóò îáðà-
çîâûâàòü ÌÂ (Burnouf et al., 2014). Â ïîëíîì ñîîòâåòñò-
âèè ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (James, White, 1972; Zucker
et al., 1974; Neumüller et al., 2013) ìû íàáëþäàëè ñóáêëå-
òî÷íóþ îðãàíèçàöèþ íîðìàëüíûõ ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöè-
òîâ è òèïè÷íûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè èõ àêòèâà-

Ñòðóêòóðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà òðîìáîöèòîâ è òðîìáîöèòàðíûõ ìèêðîâåçèêóë 111

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå ÌÂ, âûäåëåííûõ èç ïðåïàðàòîâ ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ, ïî ðàçìåðó â êîíòðîëå (n = 200) è ïîñëå àêòèâà-
öèè êàëüöèåâûì èîíîôîðîì (ÊÈ, n = 100) èëè òðîìáèíîì (n = 200).

Ðàçìåðû ÌÂ îïðåäåëåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû ImageJ ïî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ñ íåãàòèâíûì êîíòðàñòèðîâàíèåì. Îáùåå ÷èñëî
ÌÂ â êàæäîé ãðóïïå ïðèíÿòî çà 100 %.



öèè, êîòîðûå âêëþ÷àëè â ñåáÿ èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê
çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ ïñåâäîïîäèé, ðàçðàñòàíèå êàíàëüöåâ
ÎÑÊ è âûäåëåíèå â îêðóæàþùóþ ñðåäó ñåêðåòîðíûõ ãðà-
íóë (ðèñ. 1). Íå âïîëíå ÿñíî, íàñêîëüêî èíòàêòíû «ïîêîÿ-
ùèåñÿ» òðîìáîöèòû, ïîñêîëüêó ïðè âûäåëåíèè èç êðîâè
êëåòêè íåèçáåæíî ïîäâåðãàþòñÿ ðàçíîîáðàçíûì âîçäåé-
ñòâèÿì, êîòîðûå ìîãóò èõ àêòèâèðîâàòü. Âîçìîæíî, ýòîé
íåñïåöèôè÷åñêîé àêòèâàöèåé îáúÿñíÿåòñÿ íàáëþäàåìîå
íàìè îáðàçîâàíèå ÌÂ èç òðîìáîöèòîâ äàæå áåç äîáàâëå-
íèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ñòèìóëÿòîðîâ, õîòÿ, ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, ìèêðîâåçèêóëÿöèÿ ìîæåò áûòü íîðìàëüíîé ôóíêöèåé
ëþáîé êëåòêè â ñîñòîÿíèè ôèçèîëîãè÷åñêîãî ïîêîÿ
(Thushara et al., 2014).

Óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ àêòèâèðîâàííûõ
òðîìáîöèòîâ çàâèñåëè îò ïðèðîäû ñòèìóëà. Òàê, ýôôåêòû
àðàõèäîíîâîé êèñëîòû è ÀÄÔ, ôèçèîëîãè÷åñêèõ àêòèâà-
òîðîâ òðîìáîöèòîâ, îêàçàëèñü ñðàâíèòåëüíî óìåðåííûìè
è ñõîäíûìè ìåæäó ñîáîé (ðèñ. 1, â, ã), òîãäà êàê òðîìáèí
âûçûâàë ãëóáîêóþ ïåðåñòðîéêó ñòðóêòóðû êëåòêè âïëîòü
äî ðàñïàäà (ðèñ. 1, ä; 2, ã; 3, ã). Ôðàãìåíòàöèÿ òðîìáîöè-
òîâ ïðè àêòèâàöèè òðîìáèíîì ìîæåò îòðàæàòü ïîçäíèå
ñòàäèè àïîïòîçà êëåòîê (Gyulkhandanyan et al., 2012;
Akers et al., 2013). Ïîêàçàíî, ÷òî òðîìáèí ïîìèìî âûñâî-
áîæäåíèÿ ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë è ëèçîñîìàëüíûõ ôåðìåí-
òîâ èíäóöèðóåò àïîïòîç, îïðåäåëÿåìûé ïî ýêñïðåññèè
ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ Bax è Bak, àêòèâàöèè êàñïà-
çû-3, ñíèæåíèþ òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîí-
äðèé è ïîÿâëåíèþ ôîñôàòèäèëñåðèíà íà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå (Leytin et al., 2006). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
òðîìáèí âûçûâàë óïëîòíåíèå è ñæàòèå öèòîïëàçìû òðîì-
áîöèòîâ, èñ÷åçíîâåíèå ñåêðåòîðíûõ âåçèêóë â ãèàëîïëàç-
ìå, ãëóáîêèå èíâàãèíàöèè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è
ðàñïàä êëåòêè íà ðàçíîðîäíûå ìåëêèå ôðàãìåíòû (àïîï-
òîòè÷åñêèå òåëüöà), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìîðôîëîãè÷åñêèì
ïðèçíàêàì ïîçäíåãî àïîïòîçà.

Ïî ïðîèñõîæäåíèþ êëåòî÷íûå ÌÂ óñëîâíî ïîäðàç-
äåëÿþòñÿ íà äâå ãðóïïû — ýêòîñîìû, îáðàçóþùèåñÿ èç
íàðóæíîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (Stein, Luzio, 1991), è ýê-
çîñîìû, îáðàçóþùèåñÿ èç âíóòðåííèõ ìåìáðàííûõ
ñòðóêòóð (Johnstone et al., 1987; Akers et al., 2013). Íàøè
èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò ïðàâîìî÷íîñòü òàêîãî äåëå-
íèÿ ïðèìåíèòåëüíî ê òðîìáîöèòàðíûì ÌÂ. Ìû âûÿâèëè
ïîñëåäîâàòåëüíûå ýòàïû îáðàçîâàíèÿ ÌÂ íà òåëå òðîì-
áîöèòà è ïîêàçàëè, ÷òî ìåìáðàíà ÌÂ ïðîèñõîäèò èç ïëàç-
ìàëåììû (ðèñ. 2, à). Êàê àëüòåðíàòèâíûé âàðèàíò ìû íà-
áëþäàëè îáðàçîâàíèå ÌÂ çà ñ÷åò âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð (ðèñ. 2, â). Ïåðâîíà÷àëüíî ýêçîñîìû òðîìáîöè-
òàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áûëè îáíàðóæåíû in vitro, è òî-
ëüêî íåäàâíî ïîêàçàíî èõ ñóùåñòâîâàíèå in vivo (Nieuw-
land et al., 2013). Ðàçëè÷èòü ýêòîñîìû è ýêçîñîìû äðóãè-
ìè ìåòîäàìè, êðîìå ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, äîâîëüíî
òðóäíî, õîòÿ ýêçîñîìû ìåíüøå ïî ðàçìåðó (40—100 ïðî-
òèâ 100—1000 íì). Ê ñîæàëåíèþ, ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè, êîòîðûé øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ÌÂ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, êàê ïðàâèëî, íå âûÿâëÿ-
åò ÷àñòèö ìåíüøå 300—400 íì (Nieuwland et al., 2013;
Ayers et al., 2014). Êðîìå òîãî, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ íå
äàåò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìîðôîëîãè÷åñêîì ðàçíîîáðàçèè
êëåòî÷íûõ ìèêðî÷àñòèö (Heijnen et al., 1999; Leytin et al.,
2006; Lacroix et al., 2010), îòêóäà ñëåäóåò âàæíîñòü óëüò-
ðàñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèé êëåòî÷íûõ ÌÂ.

Íàìè âûÿâëåíû ñëåäóþùèå ìîðôîëîãè÷åñêèå âàðè-
àíòû òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ — îäèíàðíûå îäíîñëîéíûå,
îäèíàðíûå ìíîãîñëîéíûå, ìóëüòèâèçèêóëÿðíûå (â âèäå
àãðåãàòîâ èç íåñêîëüêèõ âåçèêóë) è ìåìáðàííûå ôðàã-

ìåíòû êëåòêè ñ îðãàíåëëàìè âíóòðè. Òàêèå ôðàãìåíòû
ïîìèìî öèòîïëàçìû ìîãëè âêëþ÷àòü â ñåáÿ ìèòîõîíä-
ðèè, ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà, ãðàíóëû ãëèêîãåíà, íåáîëü-
øèå âàêóîëè è êîìïîíåíòû ÎÑÊ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ñóùåñòâóþò åäèíè÷íûå ðàáîòû, â êîòîðûõ íàðÿäó ñ êëàñ-
ñè÷åñêèìè îäíîñòåííûìè «ïóçûðüêàìè» îïèñàíû ìóëü-
òèëàìåëëÿðíûå ñòðóêòóðû (ò. å. ìíîãîñëîéíûå ÌÂ)
(George et al., 1982), ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå îáðàçîâàíèÿ
(Polasek, 1982) è òðîìáîöèòàðíûå ÌÂ, ñîäåðæàùèå ìèòî-
õîíäðèè (Boudreau et al., 2014). Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðå-
çóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû î ãåòåðî-
ãåííîñòè òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ. Îäíàêî â îòëè÷èå îò
ïðåäøåñòâóþùèõ ïóáëèêàöèé â íàøåé ðàáîòå îïðåäåëå-
íû óñëîâèÿ îäíîâðåìåííîãî îáðàçîâàíèÿ ðàçíûõ òèïîâ
ÌÂ, ïðîñëåæåí ñòðóêòóðíûé ìåõàíèçì èõ ôîðìèðîâà-
íèÿ, ðàñøèðåí è äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàí ìîðôîëîãè÷å-
ñêèé ñïåêòð âîçìîæíûõ âàðèàíòîâ ÌÂ òðîìáîöèòàðíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ.

Äîïîëíèòåëüíàÿ èíôîðìàöèÿ î ìîðôîëîãèè è ðàçìå-
ðàõ òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ áûëà ïîëó÷åíà íàìè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ìåòîäà íåãàòèâíîãî êîíòðàñòèðîâàíèÿ èçîëèðî-
âàííûõ ìèêðî÷àñòèö. Åñëè ÌÂ, âûäåëåííûå èç ïðåïàðà-
òîâ ïîêîÿùèõñÿ òðîìáîöèòîâ, óêëàäûâàþòñÿ â
êëàññè÷åñêîå ïðåäñòàâëåíèå î ÌÂ ïî ôîðìå è ðàçìåðàì
(Heijnen et al., 1999; Van der Pol et al., 2012; Arraud et al.,
2014), òî àêòèâàöèÿ òðîìáîöèòîâ êàëüöèåâûì èîíîôî-
ðîì, èçâåñòíûì èíäóêòîðîì àïîïòîçà òðîìáîöèòîâ, ïðè-
âîäèëà ê ïîÿâëåíèþ ôðàêöèè áîëåå êóïíûõ ÌÂ (ýêòî-
ñîì), à òðîìáèí, íàîáîðîò, âûçûâàë óâåëè÷åíèå ÷èñëà
ìåëêèõ è î÷åíü ìåëêèõ âåçèêóë (ýêçîñîì). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàåò çàâèñèìîñòü ïðèðîäû ÌÂ îò
áèîõèìè÷åñêîãî ñòèìóëà è ïîäòâåðæäàþò ñâÿçü ìèêðîâå-
çèêóëÿöèè êàê ñ àêòèâàöèåé, òàê è ñ àïîïòîçîì òðîìáîöè-
òîâ, ÷òî òðåáóåò äàëüíåéøèõ óãëóáëåííûõ èññëåäîâàíèé.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè óëüòðàñòðóêòóðíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ïîêàçàíà ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü
ÌÂ òðîìáîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è îïðåäåëåíû êëå-
òî÷íûå ñòðóêòóðû, ÿâëÿþùèåñÿ èñòî÷íèêîì èõ ôîðìèðî-
âàíèÿ. Ïðèâåäåíà êëàññèôèêàöèÿ òðîìáîöèòàðíûõ ÌÂ,
îñíîâàííàÿ íà èõ ðàçìåðàõ è ñïîñîáå îáðàçîâàíèÿ, äå-
òàëüíîì ñòðîåíèè, íàëè÷èè âêëþ÷åíèé è îðãàíåëë âíóò-
ðè ìèêðî÷àñòèö. Ýòè äàííûå âàæíû äëÿ ïîíèìàíèÿ ïðî-
èñõîæäåíèÿ êëåòî÷íûõ ÌÂ, èõ ñîñòàâà, ñâîéñòâ è ðàçíî-
îáðàçíîé ðîëè â ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïàòîëîãè÷åñêèõ
ïðîöåññàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà çà ñ÷åò ñóáñèäèè, âûäåëåííîé â
ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè Êàçàíñêîãî (Ïðè-
âîëæñêîãî) ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ ïîâûøå-
íèÿ åãî êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ
íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ öåíòðîâ.
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF PLATELETS

AND PLATELET-DERIVED MICROVESICLES
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Platelets are the anucleated blood cells, wich together with the fibrin stop bleeding (hemostasis). Cellular
microvesicles are membrane-surrounded microparticles released into extracellular space upon activation and/or
apoptosis of various cells. Platelet-derived macrovesicles from the major population of circulating blood micro-
particles that play an important role in hemostasis and thrombosis. Despite numerous studies on the pathophysi-
ology of platelet-derived macrovesicles, mechanisms of their formation and structural details remain poorly un-
derstood. Here we investigated the ultrastructure of parental platelets and platelet-derived microvesicles formed
in vitro by quiescent cells as well as by cells stimulated with one of the following activators: arachidonic acid,
ADP, thrombin, calcium ionophore A23187. Using transmission electron microscopy of human platelets and
isolated microvesicles, we analyzed the intracellular origin, steps of formation, structural diversity, and size
distributions of the subcellular particles. We have revealed that thrombin, unlike other stimuli, not only induced
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vesiculation of the plasma membrane but also caused break-up of the cells followed by formation of micropar-
ticles that are comparable with microvesicles by size. A fraction of these microparticles contained cellular orga-
nelles surrounded by a thin membrane. The size of platelet-derived macrovesicles varied from 30 nm to
500 nm, however, the size distributions depended on the nature of a cell-activating stimulus. The results obtai-
ned provide new information about the formation of platelet-derived macrovesicles and their structural diversi-
ty, wich is important to understand their multiple functions in normal and disease states.

K e y w o r d s: platelets, cellular macrovesicles, blood microparticles, platelet activation, cell ultrastructu-
re, electron microscopy.

114 À. À. Ïîíîìàðåâà è äð.


