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Цель работы – определение условий, обеспечивающих формирование стабильного тромба в бедренной вене крыс 
при фотодинамическом повреждении.

Материал и методы. Опыты проводились на крысах-самцах линии Вистар массой 250–270 г. Фотосенсибилизатор (ФС) 
Бенгальский розовый (ACROS ORGANICS, USA) (БР) вводили внутривенно в дозе 17 мг/кг и через 60 мин накладывали 
на бедренную вену сосудистый зажим. Дистальнее зажима проводили 30-минутное лазерное облучение вены (диодный 
лазер DPSS, Республика Южная Корея, 532 нм, 60 мВт, площадь облучения – 1 мм2). Зажим снимали через 90 мин после 
прекращения облучения. Кровоток регистрировали методом высокочастотной ультразвуковой допплерографии («Минимакс-
Допплер-К», Россия). Прекращение кровотока рассматривали как показатель тромбоокклюзии бедренной вены.

Результаты. У крыс после снятия зажима кровоток в облученных венах отсутствовал и через 24 ч не восстанав-
ливался. Гистологически выявлено выраженное повреждение всех слоев сосудистой стенки и формирование тромба, 
заполняющего просвет сосуда. После 30-минутного облучения без пережатия вены кровоток сохранялся, хотя были 
выявлены повреждения сосудистой стенки. Введение БР и клипирование сосуда без облучения вызывало минимальные 
повреждения сосудистой стенки и не приводило к тромбозу.

Заключение. Для тромбообразования в бедренной вене крыс при фотодинамическом воздействии необходимо до-
полнительное временное прекращение кровотока в облучаемом сосуде. Сочетание фотодинамического повреждения 
сосуда и стаза обеспечивает надежную воспроизводимость тромбоза бедренной вены.
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The purpose of the work is to determine the conditions that ensure the formation of a stable thrombus in the femoral vein 
of rats with photodynamic damage.

Material and methods. The experiments were carried out on male Wistar rats weighing 250–270 g. A photosensitizer (FS) 
Bengal rose (ACROS ORGANICS, USA) (BR) was administered intravenously at a dose of 17 mg/kg and after 60 minutes 
a vascular clamp was applied to the femoral vein. Distal to clamping, a 30-minute laser irradiation of a vein was performed 
(DPSS diode laser, Republic of South Korea, 532 nm, 60 mW, irradiation area – 1 mm2). The clamp was removed after 90 min 
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Введение
В 1984 г. B. D. Watson et al. [1] впервые предложили 

использовать световое воздействие (560 нм) и фото-
сенсибилизатор (ФС) Бенгальский розовый (БР) для 
моделирования тромбоза сосудов. Исходя из механиз-
ма повреждения сосудов при этом воздействии, авторы 
назвали описанную ими модель «фотохимически-ин-
дуцированный тромбоз». Позже для моделирования 
тромбоза стали применяться и другие ФС (фотодитазин, 
эритрозин B) в сочетании с лазерным облучением соот-
ветствующей длины волны [2, 3], а также используются и 
другие названия этой модели – «лазерный фототромбоз» 
[4], «фотодинамически-индуцированный тромбоз» [3].

Модель фотодинамически-индуцированного тром
боза артерий широко используется при доклиниче-
ских исследованиях препаратов, влияющих на про-
цессы гемостаза [4–8]. 

Что касается фотодинамически-индуцированного 
тромбоза вен, то подробно описана модель тромбоза 
центральной вены сетчатки [2–4]. Более доступными 
для исследования являются периферические вены. 
В литературе имеются единичные описания модели-
рования фотодинамически-индуцированного тром-
боза яремной вены у крыс [9].

Целью исследования было определение условий, 
обеспечивающих формирование стабильного тромба 
в бедренной вене крыс при фотодинамическом по-
вреждении.

Материал и методы исследования
Экспериментальные животные. Исследования вы-

полняли на крысах-самцах линии «Вистар» массой 
250–290 г (ФГУП «Питомник лабораторных животных 
«Рапполово») в соответствии с «Руководством по ис-
пользованию лабораторных животных для научных 
и учебных целей в ПСПбГМУ им. И. П. Павлова», 
составленным в соответствии с Директивой Евро-
пейского парламента и Совета Европейского Союза 
2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите животных, 
использующихся для научных целей [10]. Животные 
содержались на неограниченном потреблении стан-
дартного корма К-120 («Информ-корм», Россия) и 
воды при фиксированном световом режиме 12.00:12.00 
ч (свет:темнота). Температура поддерживалась в пре-
делах 22–25 °С, относительная влажность – 50–70 %. 
Длительность карантина составляла 14 дней. 

Моделирование тромбоза бедренной вены. В каче-
стве фотосенсибилизатора (ФС) использовали Бен-
гальский розовый, который вводили в виде 0,85 %-го 
раствора в 0,9 %-м стерильном растворе хлорида на-
трия в объеме 2 мл/кг (17 мг/кг) в хвостовую вену.

Через 45 мин после введения БР животных нарко-
тизировали (хлоралгидрат 4,3 % в 0,9 %-м стерильном 

растворе хлорида натрия в объеме 10 мл/кг) внутри-
брюшинно и производили разрез кожи длиной около 
3 см на внутренней поверхности бедра. Из сосуди-
сто-нервного пучка выделяли участок бедренной вены 
длиной около 5 мм и подводили под него полоску не-
прозрачного пластика шириной 4 мм, изолируя тем са-
мым окружающие ткани от последующего облучения.

 Лазерное облучение вены проводили при помощи 
диодного лазера «DPSS» (Республика Южная Корея), 
длина волны – 532 нм, мощность – 60 мВт, площадь 
облучения – 1 мм2, время облучения – 30 мин. 

Исследование кровотока. Для регистрации ли-
нейной скорости кровотока в бедренной вене ис-
пользовали метод высокочастотной ультразвуковой 
допплерографии («Минимакс-Допплер-К», частота 
датчика – 20 мГц). 

Морфологическое исследование. Образцы для ги-
стологического исследования забирали сразу после 
последнего измерения скорости кровотока. Участки 
сосудов с окружающими тканями и подлежащей плен-
кой фиксировали в 10 %-м нейтральном формалине 
на фосфатном буфере (рН=7,4) в течение суток, обе-
звоживали в серии этанола возрастающей концентра-
ции и заливали в парафиновые блоки по стандарт-
ной методике. Парафиновые срезы толщиной 5 мкм 
окрашивали гематоксилином и эозином (Bio-Optica, 
Италия). Для выявления и дифференциации возраста 
фибрина использовали метод Пикро – Маллори (Bio-
Optica, Италия). Микроскопический анализ проводи-
ли на световом микроскопе Leica DM750 (Германия) 
при увеличении в 100 и 400 раз. Фотосъемку гистоло-
гических объектов выполняли, используя цифровую 
микрофотокамеру ICC50 (Leica, Германия).

Группы животных. Было проведено 3 серии экс-
периментов. 

В первой серии опытов (n=5) через 1 ч после вве-
дения БР проводили лазерное облучение бедренной 
вены в течение 30 мин, после чего определяли ско-
рость кровотока и забирали образцы для гистологи-
ческого исследования. 

Учитывая значение замедления скорости крово-
тока при моделировании тромбоза вен, во второй 
серии опытов (n=10) облучение проводили на фоне 
клипирования вены проксимальнее облучаемой зоны 
(клипса микрохирургическая сосудистая средняя, 
длина – 18 мм). Итоговый протокол был следующим: 
введение БР, через 60 мин – регистрация кровотока 
и клипирование бедренной вены, облучение вены в 
течение 30 мин дистальнее зажима, через 90 мин – 
снятие клипсы и повторная регистрация кровотока. 

В третьей серии опытов (n=5) через 1 ч после вве-
дения БР на бедренную вену накладывали клипсу и 
через 120 мин проверяли наличие кровотока.

after cessation of irradiation. The blood flow was recorded by the method of high-frequency Doppler ultrasound (Minimax-
Doppler-K Russia). Cessation of blood flow was considered as an indicator of occlusion of femoral vein.

Results. Rats, after the clamp was removed, had no blood flow in the irradiated veins, and after 24 hours it was not restored. Histology 
revealed severe damage of all layers of the vascular wall and the formation of a blood clot filling the lumen of the vessel. After a 30-minute 
irradiation without clamping the vein, the blood flow was maintained, although damage to the vascular wall was detected. Introduction 
of BR and clipping of the vessel without irradiation caused minimal damage to the vascular wall and did not lead to thrombosis.

Keywords: photodynamically-induced thrombosis, femoral vein, Bengal rose
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Статистическая обработка результатов. Ста-
тистический анализ полученных результатов прово-
дился с помощью программного пакета IBM SPSS 
«Statistics Version 20». Значимость различий изме-
ряемых параметров оценивали с помощью точного 
двухстороннего критерия Фишера. Значения р менее 
чем 0,05 рассматривали как значимые. 

Результаты исследования и их обсуждение
В первой серии опытов после 30-минутного лазер-

ного облучения бедренной вены (без клипирования) 
на фоне предварительного введения БР у всех крыс 
скорость кровотока значимо не менялась, т. е. прохо-
димость вены сохранялась. При гистологическом ис-
следовании установлено следующее: в вене опреде-
ляется краевое стояние нейтрофильных лейкоцитов, 
в просвете сосуда выявляются эритроциты и большое 
количество нейтрофилов, отдельные участки деэн-
дотелизации с повреждением медии. В адвентиции 
значимых изменений не наблюдается (рис. 1). 

Таким образом, сразу после фотодинамического 
воздействия в стенке вены выявляются участки с по-
вреждением интимы и медии, однако к образованию 
тромба это не привело.

Во второй серии опытов (30-минутное лазерное 
облучение бедренной вены + клипирование) после 
снятия зажима у всех животных кровоток отсутство-
вал (p<0,05 по сравнению с группами 1 и 3). 

После снятия зажима в вене определяется «моло-
дой» тромб с небольшим количеством лейкоцитов, на 
2/3 заполняющий просвет сосуда. В остальной части 

просвета наблюдается краевое стояние лейкоцитов 
(рис. 2). Эндотелий полностью отторгнут, субэндоте-
лий на всем протяжении разрушен. Гладкие миоциты 
медии в некоторых местах полностью разрушены. 
Сохранившиеся миоциты резко растянуты, границы 
между клетками не определяются. В местах разру-
шения интимы и медии в адвентиции коллагеновые 
волокна гомогенизированы (рис. 2).

Таким образом, при фотодинамическом повреж-
дении на фоне стаза выявляются повреждения всех 
оболочек стенки вены. В просвете сосуда определя-
ется сформированный «молодой» тромб. 

Ни у одного из 5 животных, у которых сосуды для 
гистологического исследования не иссекали, через 
24 ч после фотодинамического воздействия кровоток 
в вене не восстановился.

При гистологическом исследовании выявлены фи-
бриновые массы (1/3 просвета сосуда), формирующие 
зрелый тромб. В остальной части просвета сосуда на-
ходится скопление эритроцитов, единичные лейкоци-
ты. Эндотелий полностью отторгнут, местами интима 
разрушена до мышечного слоя. В медии гладкие мио-
циты местами полностью разрушены. Единичные со-
хранившиеся миоциты отечны, границы между клет-
ками нечеткие. Адвентиция пропитана эритроцитами 
и лейкоцитами. Местами выявляется гомогенизация 
коллагеновых волокон. В сохранившемся участке ад-
вентиции сосуды сосудов расширены и полнокровны, 
с признаками стаза (рис. 3). Таким образом, через 24 ч 
в просвете сосуда выявляется «зрелый» тромб, опре-
деляются повреждения всех оболочек стенки вены. 

             

 

а б
Рис. 1. Вена, окраска гематоксилином и эозином: а – общий вид, увеличение: окуляр ×10, объектив ×10; б – участок сосуда, увеличение: 

окуляр ×10, объектив ×40. Фигурная стрелка – участки деэндотелизации, двойная стрелка – краевое стояние нейтрофилов
Fig. 1. Vienna, stained with hematoxylin and eosin: a – general view, eyepiece: magnification ×10, lens ×10; б – vessel section, eyepiece: 

magnification ×10, lens ×40. Figured arrow – deendothelization areas, double arrow – marginal standing of neutrophils

Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ66 18(2) / 2019 www.microcirc.ru



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ (экспериментальные исследования) / ORIGINAL ARTICLES (experimental investigations)

В третьей серии опытов (введение БР + клипиро-
вание бедренной вены без облучения) после снятия 
клипсы у всех крыс скорость кровотока значимо не 
менялась, что свидетельствует об отсутствии тромбо
окклюзии. 

Просвет вены заполнен эритроцитарной массой с 
единичными лимфоцитами и нейтрофилами. На не-
которых участках стенки сосуда целостность эндоте-
лия нарушена. Сохранившийся эндотелий – без при-
знаков повреждения. Гладкие миоциты медии – без 
видимых изменений, тканевой состав адвентиции 
сохранен. Таким образом, введение БР и длительный 
венозный стаз вызвали развитие начальных призна-
ков повреждения сосудистой стенки, не приводящих 
к тромбозу (рис. 4, а, б).

При сравнении представленных результатов с 
полученными ранее [5] возникает вопрос – почему 
при одних и тех же условиях фотодинамического 
воздействия в бедренной артерии крыс развивается 
тромбоз, а в бедренной вене – нет? По-видимому, 
это связано с тем, что в эндотелии и других клетках 
стенки артерий больше образуется тромбогенных 
веществ – тромбопластина, ф. Виллебранда, кол-
лагена и др. [11]. В литературе имеются данные о 
более быстром образовании лазер-индуцированных 
тромбов в артериолах, по сравнению с венулами, 
в брыжейке крыс [12].

Наше объяснение согласуется с данными Y. Kim et 
al. [9], наблюдавшими бóльшее повреждение эндоте-
лия сонных артерий крыс, по сравнению с эндотели-
ем яремных вен при фотодинамическом воздействии.

При фотодинамическом воздействии на стенку 
бедренной вены на фоне остановки кровотока соз-
даются условия для более высокой концентрации 
тромбогенных факторов в зоне повреждения эн-
дотелия, что и обеспечивает инициацию процесса 
тромбообразования.

Выводы
1. Для тромбообразования в бедренной вене крыс 

при фотодинамическом воздействии необходимо до-
полнительное временное прекращение кровотока 
в облучаемом сосуде. 

2. Сочетание фотодинамического повреждения 
сосуда и стаза обеспечивает надежную воспроизво-
димость тромбоза бедренной вены.
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