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Резюме
Введение. Ишемические повреждения эндотелия сосудов влияют на коагуляционный гемостаз, ухудшая гемодина-

мику микроциркуляторной сосудистой сети головного мозга в результате реологической окклюзии. Изменения системы 
свертывания крови в отдаленном постишемическом периоде имеют свои особенности, которые в настоящее время 
изучены недостаточно. 

Цель работы – изучить коагуляционный гемостаз и простациклин-синтетическую активность эндотелия пиальных 
сосудов у крыс на протяжении 21-го дня после однократной кратковременной транзиторной ишемии головного мозга.

Материал и методы. Ишемия воспроизводилась с помощью 12-минутной окклюзии обеих сонных артерий с одно-
временной управляемой гипотензией. Постишемические изменения исследовали в 4 отдельных группах крыс: на 3-й, 
7-й, 14-й и 21-й день после ишемии. Состояние системы свертывания крови оценивали по времени образования сгустка 
в цитратной плазме автоматическим оптическим коагулометрическим методом с использованием скриннинговых тестов 
определения протромбинового и тромбинового времени и концентрации фибриногена, а простациклин-синтезирующую 
активность эндотелия – по реакции пиальных артериальных сосудов на индометацин. 

Результаты. На 3-й день после ишемии наблюдалось увеличение протромбинового времени. Уровень фибрино-
гена увеличивался на 3-й день и 14-й день постишемического периода. На 21-й день после воздействия снижалось 
тромбиновое время. Выявлена обратная корреляция простациклин-синтетической активности эндотелия пиальных 
сосудов с уровнем фибриногена и прямая корреляция с площадью сечения этих сосудов.

Выводы. Кратковременная глобальная ишемия головного мозга вызывает изменение механизмов системы свер-
тывания крови, сохраняющиеся на протяжении 21 дня постишемического периода. Постишемические нарушения в 
системе гемостаза связаны с изменениями простациклин-синтетической активности эндотелия мозговых сосудов, что, 
наряду с ослаблением антиагрегационной способности сосудистой системы, является причиной сужения просвета 
сосудов пиального артериального русла. 
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Summary
Introduction. Ischemic injury to the endothelium influences on a coagulation hemostasis, worsening hemodynamics of 

cerebral microcirculation as a result of rheological occlusion. The long-term post-ischemic blood clotting system changes are 
not studied well by now. 

The work purpose – to study a coagulation hemostasis and endothelial prostacyclin – synthetic activity of pial vessels 
within 21 days after single short-term transient cerebral ischemia in rat.

Material and Methods. Ischemia was reproduced by means of 12-minute time occlusion of both carotids with the simultaneous 
arterial hypotension. Post-ischemic changes were investigated in 4 groups of rats: on the 3rd, 7th, 14th and 21st day after 
ischemia. The state of blood clotting system was estimated on time of clot formation in the blood plasma by an automatic optical 
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Введение
Одной из наиболее значимых и динамичных го-

меостатических систем организма является система 
регуляции агрегатного состояния крови (РАСК). От ее 
функционального состояния в значительной степени 
зависит эффективность кровоснабжения тканей и ор-
ганов. Ишемические повреждения могут приводить 
к изменениям состояния коагуляционного гемостаза, 
ухудшающим гемодинамику в микроциркуляторной 
сосудистой сети головного мозга в результате рео-
логической окклюзии и способствующим возник-
новению повторных ишемических поражений мозга 
[1–4]. В основе постишемических изменений РАСК 
могут лежать ишемические повреждения эндоте-
лия сосудов, приводящие к нарушению сосудисто-
тромбоцитарного звена системы гемостаза [5–10]. 
Изменения состояния системы свертывания крови в 
отдаленном постишемическом периоде имеют свои 
особенности, которые в настоящее время изучены 
недостаточно полно. 

Цель исследования – оценить динамику коагуляци-
онного гемостаза и простациклин-синтетической ак-
тивности эндотелия пиальных артериальных сосудов у 
крыс на протяжении 21 дня после однократной кратко
временной транзиторной ишемии головного мозга. 

Материал и методы исследования
Эксперименты проведены на крысах линии Wistar 

(n=68) массой 230–300 г в соответствии с требова-
ниями Комиссии по контролю за содержанием и ис-
пользованием лабораторных животных при Инсти-
туте физиологии им. И. П. Павлова РАН. Животные 
содержались по 6 особей в клетках Т4 на стандартной 
лабораторной диете в условиях искусственного ос-
вещения с циклом 12 ч свет/12 ч темнота.

У наркотизированных хлоралгидратом (внутри-
брюшинно, 43 мг/100 г массы тела) крыс ишемия 
воспроизводилась с использованием техники 12-ми-
нутной окклюзии обеих сонных артерий с одно-
временной управляемой гипотензией (снижение и 
строгое поддержание артериального давления (АД) 
на уровне 45±3 мм рт. ст. путем забора/реинфузии 
крови в гепаринизированный шприц) [11]. Пости-
шемические изменения исследовали в 4 отдельных 
группах крыс: на 3-й (n=14), 7-й (n=15), 14-й (n=14) 
и 21-й (n=13) дни после ишемии. Контролем служи-
ли 2 группы интактных крыс (по 6 крыс в каждой 
группе). Предварительно проведенные исследова-

ния показали отсутствие достоверных различий в 
реакциях у интактных и ложнооперированных крыс 
линии Wistar.

Оценка изменений параметров коагуляционного 
гемостаза и уровня фибриногена проводилась мето-
дом автоматического оптического определения вре-
мени образования сгустка с помощью коагулометра 
СоаDATA 4001 (Великобритания) с использованием 
наборов реагентов HELENA BioSciences Europe (Ве-
ликобритания). Посредством скриннинговых тестов 
определяли протромбиновое время по Квику, концент
рацию фибриногена по Клаусу и тромбиновое время. 

Для проведения тестов кровь из сонной артерии 
наркотизированных животных (n=34: 6 – контроль, 
по 7 на 3-й и 7-й, 8 – на 14-й, 6 – на 21-й день пост
ишемического периода) через канюлю отбирали в 
пластиковые пробирки с 3,8 %-м раствором цитрата 
натрия в отношении 9:1, центрифугировали в течение 
15 мин при 1500 g и отделяли плазму. 

Перед фиксированием времени образования 
сгустка цитратную плазму определенным образом 
подготавливали. При определении протромбинового 
времени 0,1 мл тестируемой плазмы инкубировали 
при 37 °С в течение 2 мин, после чего к ней добавляли 
0,2 мл свежеприготовленной смеси жидкого тром-
бопластина и 0,025 М хлорида кальция (1:1). Для 
определения тромбинового времени к 0,2 мл инкуби-
рованной в течение 3 мин плазмы добавляли 0,1 мл 
реагента, содержащего лиофилизированный препа-
рат бычьего тромбина (10 NIH ЕД/мл), разведенно-
го в 2 мл дистиллированной воды. Поскольку кровь 
крыс содержит низкое количество фибриногена, 
определение его уровня проводили в неразведенной 
цитратной плазме. Плазму (0,2 мл) инкубировали в 
течение 2 мин, после чего добавляли 0,1 мл реагента 
(тромбиновый реагент – бычий тромбин, 100 МЕ – 
разводили 2 мл коалиновой суспензии, 0,5 г/л). 

Для исследования простациклин-синтезирующей 
активности эндотелия сосудов проводилась проба с 
индометацином – неселективным ингибитором ци-
клооксигеназы [12]. У наркотизированных хлоралги-
дратом крыс (n=34: 6 – контроль, 7–3-й, 8–7-й, 6–14-й, 
7–21-й дни постишемического периода) исследова-
лись реакции пиальных артериальных сосудов на 
орошение поверхности головного мозга раствором 
индометацина (2×10–5 М, 20 мин). Для оценки состо-
яния животных через канюлю в бедренной артерии 
измеряли среднее системное АД с помощью устрой-

method with use of screening tests of definition of prothrombin and thrombin clotting time and concentration of fibrinogen. 
Endothelial prostacyclin – synthetic activity was estimated by pial vessel reaction to indometacin.

Results. On the 3rd day after ischemia the increase in prothrombin time was observed. Level of fibrinogen increased on 
the 3rd and the 14th days of the post-ischemic time. On the 21st day after ischemia thrombin time decreased. The inverse 
correlation of pial vessel endothelial prostacyclin – synthetic activity with the fibrinogen level and direct correlation with vessel 
cross-sectional area of these vessels is established.

Conclusions. Short-time global cerebral ischemia causes changes of blood clotting system mechanisms lasting for 21 days of 
the post-ischemic time. Post-ischemic abnormalities in hemostasis system are connected with changes in endothelial prostacyclin 
– synthetic activity of cerebral vessels that, along with decreased anti-aggregation ability of vascular system, is also the reason 
of narrowing of the lumen in pial vessels.
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ства для инвазивного измерения АД у крыс. Сред-
нее АД у наркотизированных интактных животных 
составило 96,7±9,8 мм рт. ст., у ишемизированных 
животных всех групп – 94,2±11,9 мм рт. ст. В темен-
ной области черепа животного (n=34: 6 – контроль, 
7–3-й, 8–7-й, 6–14-й, 7–21-й дни постишемического 
периода) высверливалось отверстие площадью 2 см2, 
твердая мозговая оболочка в пределах которого уда-
лялась. Методом прижизненной микрофотосъемки 
[13] (×470) фиксировалось фоновое изображение 
сосудов и их реакция на индометацин. Проведено 
измерение 563 участков сосудов диаметром от 14 
до 98 мкм. Линейные размеры сосудов определяли 
при помощи программы «Inspector Matrox». Измеря-
ли ширину потока эритроцитов, соответствующую 
внутреннему диаметру сосуда, и далее вычисляли 
площадь поперечного сечения сосуда по формуле: 
S= πr2, где r – радиус сосуда, равный 1/2 его диамет
ра. Учитывали число участков и изменение средней 
площади сечения сосудов. О характере изменения 
простациклин-синтетической активности эндотелия 
судили по изменению числа констрикторных реакций 
сосудов на индометацин.

Статистический анализ полученных данных про-
водили с использованием пакета статистических про-
грамм «Microsoft Excell 2003» и программы «InStat 
3.02» (GraphPad Software Inc., США). Данные пред-
ставляли в виде среднего арифметического значения 
и его средней ошибки. Сравнение средних данных 
независимых выборок при нормальном характере 
распределения вариант в совокупности данных (вы-
борке) рассчитывали при помощи t-критерия Student. 
При распределении вариант в выборке, отличном от 
нормального, применяли U-критерий Mann – Whit-
ney (при сравнении двух групп) и критерий Krus-
kal – Wallis (при сравнении более двух групп). Кор-
реляционный анализ производили с использованием 
r-критерия Spirmen. Достоверным уровнем отличий 
считали вероятность не менее 95 % (р<0,05).

Результаты исследования и их обсуждение
В ходе исследования было установлено, что ише-

мия-реперфузия вызывает изменение активности 
процессов внешнего каскада системы свертывания 
крови, что проявляется, в частности, в увеличении 
(в среднем на 23,99 % по сравнению с интактными 
крысами, p=0,024, U=24,5, n=7, критерий Mann – 
Whitney) показателя протромбинового времени, на-
блюдаемом через 3 дня после перенесенной ишемии 
(таблица). 

Увеличение протромбинового времени свидетель-
ствует о гипокоагуляционных сдвигах [14] и может 
косвенно указывать на снижение активности витамин-
К-зависимых факторов свертывания крови [14, 15]. 
В период с 7-го по 21-й день постишемического пе-
риода изменений механизма формирования протром-
биназной активности не обнаружено: показатели про-
тромбинового времени у крыс, перенесших ишемию, 
не отличались от таковых у интактных животных 
(р>0,05 по критерию Kruskal – Wallis) (таблица). 

Анализ содержания фибриногена в крови жи-
вотных выявил его значительное увеличение на 3-й 
день после перенесенной ишемии: концентрация 
фибриногена в крови ишемизированных крыс рав-
нялась 1,79±0,21 г/л (р<0,05, t-критерий Student), в 
то время как в крови интактных животных она была 
на уровне 0,81±0,19 г/л (р<0,05, t-критерий Student) 
(таблица). Увеличение уровня фибриногена в этот 
отрезок постишемического периода на фоне увели-
чения протромбинового времени, указывающего на 
гипокоагуляционные сдвиги в системе свертывания 
крови, может свидетельствовать об активации пости-
шемического воспалительного процесса, являющегося 
результатом развития оксидативного стресса [16–18]. 
Фибриноген является белком острой фазы, а любой 
воспалительный процесс сопровождается усилением 
синтеза белков острой фазы [14]. На 7-й день после 
перенесенной ишемии уровень фибриногена досто-
верно не отличался от значений у интактных живот-
ных (таблица). Новое повышение уровня фибриногена 
в крови ишемизированных животных (примерно в 
2 раза относительно интактных крыс, р=0,031, U=11,0, 
n=8, критерий Mann – Whitney) отмечено на 14-й день 
после ишемического воздействия (таблица). Гипер-
фибриногенемия является одним из важных индукто-
ров агрегабельности тромбоцитов [19, 20]. Поэтому 
повышение уровня фибриногена в плазме крови при 
отсутствии других достоверных изменений процессов 
плазменного гемостаза, наблюдаемое через 14 дней 
после ишемии, может рассматриваться как предтром-
ботическое состояние. На 21-й день после ишемии, 
несмотря на то, что уровень фибриногена достоверно 
не отличался от значений у интактных крыс, у пере-
несших ишемию животных наблюдалось достоверное 
снижение тромбинового времени (в среднем на 50 %, 
p=0,0095, U=0, n=6, критерий Mann – Whitney) (табли-
ца). Снижение этого показателя свидетельствует об 
уменьшении времени трансформации фибриногена в 
фибрин [21], нарушении соотношения антикоагулян-
тов и прокоагулянтов, участвующих в формировании 

Показатели гемостаза у крыс линии Wistar в постишемический период
Hemostasis in Wistar rats in the Post-ischemic Period

Показатель гемостаза Интактные 
крысы

Крысы после перенесенной ишемии мозга
3-й день 7-й день 14-й день 21-й день

Протромбиновое время, с 34,3±3,5 42,5±2,3** 34,4±4,7 39,2±2,6 37,8±4,7
Тромбиновое время, с 64,2±18,5 70,7±5,4 70,9±0,2 89,2±17,2 29,2±5,0**
Фибриноген, г/л 0,81±0,19 1,79±0,21** 1,34±0,44 1,51±0,39* 1,10±0,01
П р и м е ч а н и е: * – р<0,05; **– р<0,01 относительно значений у интактных крыс, критерий Mann – Whitney.
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третьей фазы свертывания крови, и характеризует ги-
перкоагуляционные сдвиги [22, 23]. В период от 3 до 
14 дней после перенесенной ишемии достоверных 
отличий показателя тромбинового времени во всех 
исследованных группах ишемизированных крыс по 
сравнению с аналогичным показателем у интактных 
животных не отмечено (таблица).

В возникновении изменений в системе гемостаза 
большую роль играет состояние сосудистой стенки 
[5]. Первичное поражение сосудистой стенки при 
ишемии головного мозга, приводящее к нарушению 
антикоагулянтных свойств крови, может быть свя-
зано с реперфузионным повреждением эндотелия 
мозговых сосудов [24], обусловленным изменением 
его синтетической активности и, в частности, синтеза 
простациклина [8, 25, 26]. Адекватность кровоснаб-
жения головного мозга во многом обеспечивается 
системой пиальных артерий. Для подтверждения 
факта изменения простациклин-синтезирующей ак-
тивности эндотелия этих сосудов в постишемическом 
периоде мы провели пробу с индометацином. Индо-
метацин является игибитором циклооксигеназного 
пути метаболизма арахидоновой кислоты, ведущего 
к образованию простаноидов, в том числе и проста-
циклина [27, 28]. Блокада циклооксигеназы приводит 
к снижению синтеза простациклина и вакантному 
увеличению синтеза лейкотриенов, являющихся ак-
тивными вазоконстрикторами [29]. Доказательством 
участия простациклина в регуляции тонуса пиальных 
сосудов может служить возникновение констриктор-
ных реакций на воздействие индометацина у крыс, 
перенесших ишемию-реперфузию. В наших экспе-
риментах орошение поверхности головного мозга 
раствором индометацина у интактных животных вы-
зывало сужение (44,83±13,73) % (р<0,05, t-критерий 
Student) исследованных сосудов. На 3-й день после 
перенесенной ишемии достоверных отличий чис-
ла сузившихся в ответ на индометацин сосудов, по 
сравнению с аналогичным показателем у интактных 
животных, не наблюдалось (р>0,05 по критерию 
Kruskal – Wallis). Первые изменения были отмече-
ны лишь на 7-й день после ишемии и сохранялись 
на протяжении всего исследованного постишемиче-
ского периода. Изменения носили фазный характер. 
На 7-й день после ишемии число сузившихся сосу-
дов на индометацин увеличилось до (72,75±13,77) % 
(р<0,05, t-критерий Student), а к 14-‌му дню снизилось 
примерно в 2 раза относительно числа констрик-
ций у интактных крыс. Но в дальнейшем, на 21-й 
день после перенесенной ишемии, число пиальных 
артериальных сосудов, сузившихся в ответ на воз-
действие индометацина, вновь увеличилось (рис. 1). 
Корреляционный анализ зависимости концентрации 
фибриногена в крови от уровня простациклин-син-
тетической активности эндотелия пиальных сосудов 
показал наличие достоверной отрицательной зависи-
мости между этими показателями (r= –0,337; р<0,05). 
Таким образом, изменение уровня фибриногена мо-
жет быть следствием изменения простациклин-син-
тезирующей активности эндотелия.

Простациклин образуется в клетках эндотелия и 
является одним из основных эндотелиальных вазоди-

лататоров, участвующих в регуляции тонуса сосудов, 
поддержании их в дилатированном состоянии в покое 
[5, 6, 8, 10]. Развивающиеся повреждения эндотелия 
стенки сосудов, приводящие к изменению активно-
сти синтеза простациклина, могут быть причиной 
изменений просвета сосудов [5, 8, 10]. Временные 
изменения кровотока при наличии сужения сосудов, 
в свою очередь, могут также стимулировать агрегаци-
онную способность тромбоцитов [30]. Проведенное 
нами исследование средней площади сечения пиаль-
ного сосудистого русла показало изменение этого по-
казателя уже с 7-го дня постишемического периода. 
На 7-й день после ишемии общая площадь сечения 
исследованных пиальных сосудов достоверно увели-
чивалась в среднем на 55,99 % (p=0,0031, U=11338, 
n=122, критерий Mann – Whitney), на 14-й день по-
сле перенесенного воздействия, напротив, она умень-
шалась в среднем на 57,90 % (p=0,0022, U=9159,2, 
n=101, критерий Mann – Whitney) по сравнению со 
значениями у интактных животных (рис. 2). 

Тенденция к снижению средней площади сечения 
исследованных сосудов сохранялась и к 21-му дню 
постишемического периода, однако различия были 
статистически недостоверны (р>0,05 по критерию 
Kruskal – Wallis). По результатам проведенного стати-
стического анализа нами была установлена корреля-
ционная зависимость площади сечения пиальных ар-

Рис. 1. Констрикция пиальных артериальных сосудов и уро-
вень фибриногена в крови крыс в постишемический период.

Столбики – констрикция, график – фибриноген. По оси абсцисс: 
группы крыс в разные сроки постишемического переода; по оси 

ординат слева – количество суженных сосудов, % к общему числу 
исследованных сосудов; по оси ординат справа – содержание в крови 

фибриногена, г/л; * – р<0,05; **– р<0,01 относительно значений у 
интактных крыс, критерий Mann – Whitney; # – р<0,05 относительно 

значений у интактных крыс, t-критерий Student
Fig. 1 Constriction of pial arterial vessels and the level of fibrino-

gen in the blood of rats during the post-ischemic period. 
Bars – constriction, graph – fibrinogen. On the x-axis: groups of rats 
at different times of the post-ischemic period; on the ordinate axis on 

the left – the number of narrowed vessels, % of the total number of in-
vestigated vessels; the ordinate axis on the right is the blood content of 

fibrinogen, g/l; * – p <0.05; ** – p <0.01 relative to values in intact rats, 
Mann – Whitney test; # – p <0.05 relative to values in intact rats,  

t-criterion Student
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териальных сосудов от уровня простациклин-синте-
тической активности их эндотелия (r=0,532; р<0,05). 

Выводы
1. Установлено, что кратковременная глобальная 

ишемия-реперфузия головного мозга вызывает из-
менения механизмов системы свертывания крови, 
которые сохраняются на протяжении 21 дня пост
ишемического периода. 

2. На 3-й день после перенесенной крысами ише-
мии происходит снижение активности процессов 
внешнего каскада системы свертывания крови, что 
проявляется в увеличении протромбинового времени 
и указывает на изменение механизма формирования 
протромбиназной активности, свидетельствующее о 
гипокоагуляционных сдвигах. 

3. К 21-му дню после ишемии происходит актива-
ция процессов конечного этапа свертывания крови, 
проявляющаяся в снижении тромбинового времени, 
что указывает на ускорение процесса образования 
фибринового сгустка. 

4. Изменения коагуляционного гемостаза сопро-
вождаются увеличением уровня фибриногена в пе-
риферической крови на 3-й и 14-й дни после ишемии. 

5. Постишемические нарушения в системе гемо-
стаза связаны с изменениями простациклин-синте-
тической активности эндотелия мозговых сосудов.

Работа выполнена на животных из ЦКП «Биокол-
лекция ИФ РАН» при финансовой поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований, грант 
18-015-00077.
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