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Резюме
Исследована ф ункциональная акт ивност ь тромбоцитов у 25 больны х с терминальной  

ХПН и у 27 нелинейны х крыс с уремической интоксикацией. Уремию у крыс индуцировали  
введением хлорида рт ут и (II) в дозе 5 м г /к г . Адгезию тромбоцитов исследовали по способнос
т и прилипат ь к эндотелию сосудистой ст енки. АДФ -зависимую агрегацию тромбоцитов 
изучали т урбидимет рическим методом по В от  G.V.R. Установлено угнетение адгезии и агре
гации тромбоцитов. Нарушение адгезии тромбоцитов связано с изменением адгезивного по
т енциала эндотелиоцитов. Креат инин и мочевина не вносят вклада в дисф ункцию тромбоци
тов при  урем ии. Показано, что дисф ункция  т ромбоцит ов при  урем ии  сопровождается 
повышением продукции оксида азота (II) в крови и изменением процессов свободно-радикально- 
го окисления в тромбоцитах.
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Введение
Н аруш ение функции тромбоцитов р ас 

сматриваю т как основную причину кровото
чивости у больных с уремией (1, 2). Показано 
изменение всех компонентов гемостатической 
ф ункции  тромбоцитов: адгезии, агрегации, 
секреции (3). В разное время доминировали 
концепции о роли в дисфункции тромбоцитов 
«уремических токсинов» (4, 5, б, 7), наруш е
ния синтеза и секреции АДФ, серотонина и 
других веществ (5, б, 8 , 9), дефектов рецеп
торного аппарата тромбоцитов (10, 11, 12, 13),

уточнения (15). Цель работы — исследовать не
которые механизмы дисфункции тромбоцитов 
в условиях уремической интоксикации.

Методы
Под наблюдением находились 25 больных 

с терминальной стадией ХПН в возрасте от 21 
до 73 лет, из них 12 мужчин и 13 женщин. Все 
больные получали гемодиализную терапию в 
отделении диализа ГМЛПУЗ ЧОКБ на аппара
тах «А4008Е» («Фрезениус», Германия) 2 раза 
в неделю сеансами по 5 часов, K t/v  1,37±0,06. 
Кровь для исследований брали из артериаль
ного колена артерио-венозной фистулы до се-
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анса гемодиализа. Группой контроля служили 
15 кадровых доноров областной станции пере
ливания крови.

Отдельные исследования выполнены с ис
пользованием  27 нелинейны х кры с-самцов 
массой 220-240 г. Все манипуляции с экспери
ментальными животными выполнялись в соот
ветствии с положениями Хельсинской декла
рации о гуманном отношении к животным, 
методическими рекомендациями по их выве
дению из опыта и эвтаназии. Эксперименталь
ные животные были случайным образом раз
делены на 2 группы: 1 группа — интактные 
животные, 2 группа — животные с острой уре
мией. Уремию индуцировали подкожным вве
дением в межлопаточную область водного 10% 
раствора хлорида ртути (И) в дозе 5 мг/кг (16). 
Поражение почек верифицировали морфоло
гическими и биохимическими методами, кри
териями служ или некроз клеток канальцев 
нефрона и статистически значимое увеличе
ние содержания креатинина и мочевины в сы
воротке. Исследования проводили на 5 сутки 
эксперимента — во время наиболее выражен
ных изменений в почечной ткани и уровня уре
мических токсинов в сыворотке.

Для изучения роли уремических токсинов в 
дисфункции тромбоцитов использовали раство
ры креатинина и мочевины на аутоплазме в кон
центрациях 30 ммоль/л и 1 ммоль/л соответ
ственно. Эксперименты выполнены в условиях 
in vitro с использованием цельной крови 20 до
норов областной станции переливания крови.

нарушения ионного гомеостаза (14) и другие 
теории. По мнению некоторых авторов и в на-
стоящее время характер и механизм нарушения 
функции тромбоцитов при уремии требует             
выа



Из цельной крови центрифугированием при 
150 g и 1200 g получали обогащенную и бедную 
тромбоцитами плазму соответственно. В рабо
чей суспензии концентрация тромбоцитов со
ставила 300х109/л. Адгезивную способность 
тромбоцитов исследовали оригинальным мето
дом по их способности прилипать к эндотелию 
сосудистой стенки. Для этого у наркотизиро
ванной крысы пропускали через участок аор
ты определенной площ ади ф иксированны й 
объем аутологичной крови с известным коли
чеством тромбоцитов под постоянным давлени
ем 100 мм рт. ст. при температуре 37‘С и под
считы вали количество клеток на выходе с 
определением % адгезии тромбоцитов. Агрега
цию тромбоцитов исследовали турбидиметри- 
чес^ким методом в аутологичной плазме при 
тег^пературе 37’С по (17). Для индукции агре
гации применяли 1х10-6 М раствор АДФ. Реги
стрировали максимальную амплитуду (МА, %), 
время агрегации (ВА, мин), скорость агрега
ции; (СА, %/мин) и аналогичные показатели 
для 1-й и 2-й волн агрегатограммы. Процессы 
СРО в тромбоцитах исследовали методом хе- 
милюминесцентного анализа (XJI) на приборе 
<ХЛ-003» (18). Реакционная среда включала 
100хЮ9/мл тромбоцитов, люминол в конечной 
концентрации 1x 10-6 м. Свечение индуцирова

Таблица 1. Влияние гемодиализа на показатели агрегации тромбоцитов у больных с уремией

Г рулпы сравнения /  показатели Группа 1, контроль, п=12 Группа 2, уремия, п=25 Значение р

Максимальная амплитуда, % 29,02 (8,52) 18,99 (7,19) <0,001

Время агрегации, мин 8,09 (1,71) 8.57 (2,66) >0,05

Скорость агрегации, %/мин 3,62 (0,84) 2,31 (0,87) <0,001

Амплитуда первой волны, % 24,46 (7,48) 15,29 (5,98) <0,001

Время первой волны, мин 4,06 (0,67) 3,55 (0,97) 0,048

Скорость первой волны, %/мин 6,07 (1 ,8 4 )'. 4 ,4 4 (1 ,9 2 ) 0,015

Амплитуда второй волны, % 4 .5 5 (1 ,3 2 ) 3,59 (1,65) 0,046

Время второй волны, мин 4 ,0 3 (1 ,4 2 ) • ' 5 ,0 2 (2 ,1 0 ) 4 >0,05

Скорость второй^олны, %/мин 1 .1 7 (0 ,2 2 ) 0,78 (0,30) <0,001

Таблица 2. Влияние уремических токсинов на показатели агрегации тромбоцитов при инкубации 
с цельной кровью

Группы сравнения /  показатели агрегации Контроль, п=10 Мочевина, п=10 Креатинин, п=10

Максимальная амплитуда, % 16,69 (6,36) 18,60 (10,63) 18,48 (10,62)
Время агрегации, мин 4,88 (1,57) 5,60 (3,06) 5,48 (3,19)
Скорость агрегации, %/мин 3,39 (0,81) 3,49 (1,39) 3,58 (1,18)
Амплитуда 1 -ой  волны, % 13,52 (5,24) 15,49 (8,36) 15,43 (8,33)
Время 1-ой волны, мин 2,41 (0,75) 2,75 (0,98) 2,69 (1,06)
Скорость 1-ой волны, %/мин 5,67 (1,95) 5,49 (3,08) 5,62 (2,97)
Амплитуда 2 -о й  волны, % 3 ,2 5 (1 ,7 1 ) 3,11 (2,68) 3,05 (2,72)
Время 2-ой волны, мин 2,46 (1,28) 2,86 (2,23) 2,80 (2,29)
Скорость 2 -ой  волны, %/мин 1.33 (0,27) 1 .1 2(0 ,4 0 ) 1 .1 8 (0 ,5 4 )

ли добавлением 7x 10-6 м  раствора АДФ. ХЛ 
лейкоцитов исследовали в цельной крови, ин
дуцированное свечение оценивали после адге
зии клеток к стеклянной поверхности. Уровень 
продукции эндогенного оксида азота (II) оце
нивали по концентрации конечных стабильных 
метаболитов NO (NOx) с помощью реакции 
Griess по методу Емченко Н. Л. (19).

С татистическую  обработку результатов  
проводили с использованием пакета приклад
ных программ «Statistica v. 6.0 for Windows» (20, 
21). Для описания результатов использовали М- 
среднее значение признака, s-среднее квад
ратичное отклонение, характеристику выбор
ки представляли в формате M(s). Для анализа 
вида распределения данных применяли крите
рий Ш апиро-Уилка, для проверки равенства 
дисперсий в группах — критерий Левена. Про
верку статистических гипотез в группах в за 
висимости от вида распределения проводили с 
использованием параметрических (t-критерий 
Стыодента) и непараметрических (U-критерий 
Манна-Уитни и WW-критерий Вальда-Вольфо- 
витца) критериев. Отличия считали статисти
чески значимыми при р<0,05. Для оценки свя
зи между показателями использовали методы 
корреляционного анализа.



Таблица 3. Влияние уремических токсинов на показатели агрегации тромбоцитов при инкубации 
с клетками

Группы сравнения /  показатели агрегации Контроль, п=10 Мочевина, п=10 Креатинин, п=10

Максимальная амплтуда, % 18,86 (6,14) 17,96 (6,70) 18,20 (3,76)
Время агрегации, мин 7,18(2 ,48 ) 6,78 (2,57) 6.20 (1,62)
Скорость агрегации, %/мин 2,75 (0,91) 2,65 (0,93) 2,98 (0,35)
Амплитуда 1 -ой  волны, % 16,19(6,54) 15,99 (7,33) 15,01 (3,47)
Время 1-ой волны, мин 3,72 (0,92) 3,51 (0,91) 3 ,12(0 ,82 )
Скорость 1 -ой  волны, %/мин 4,31 (1,17) 4,56 (1,22) 4,86 (0,59)
Амплитуда 2 -о й  волны, % 2,66 (1,41) 1,96 (1,27) 23,18 (0,86)
Время 2-ой  волны, мин 3,47 (1,94) 3,27 (2,01) 3,08 (0,86)
Скорость 2 -о й  волны, %/мин 0,79 (0,19) 0,59 (0,31) 1,05 (0,20)

Таблица 4. Показатели хемилюминесценции клеток крови у больных с уремией

Группы сравнения /  показатели Контроль, п=10 Уремия, п=25 Значение р

Спонтанная светимость тромбоцитов, у.е. 0,98 (0,39) 1,42 (1,77) 0,008 (WW)
Амплитуда быстрой вспышки тромбоцитов, у.е. 1,06 (0,44) 1,69 (2,11) 0,008 (WW)
Амплитуда медленной вспышки тромбоцитов, у.е. 2,73 (1,03) 5 ,19(5 ,87 ) >0,05
Спонтанная светимость фагоцитов, у.е.хмин/105 клеток 2 1 ,16 (15 ,02 ) 3,44 (3,90) <0,001
Индуцированная светимость фагоцитов, у.е.хмин/105 клеток 110,84 (24,57) 17,95 (10,40) <0,001

Таблица 5. Содержание продуктов NO в сыворотке у больных с уремией

Показатели Контроль, п=15 Уремия, п=20 Значение р

нитриты, мкмоль/л 3,40 (0,65) 5.38 (2,61) 0,035

нитраты, мкмоль/л 11,01 (1,97) 16,99 (5,68) 0,005 (U)

сумма, мкмоль/л 14,39 (2,07) 21,69 (7,47) 0,015 (U)

Результаты
Р азви ти е  уремии сопровож дается дис

функцией тромбоцитов, что выраж ается в на
рушении адгезивной и агрегационной способ
ности клеток. Установлено снижение адгезии 
тромбоцитов к эндотелиальной выстилке сосу
да. В опытной группе показатель составил 25,15 
(5,84)%, в контрольной — 28,20 (8,39)%; р=0,013 
(WW). Депрессия адгезии тромбоцитов к эндо
телию при уремии может быть связана с нару
шением функциональной активности тромбоци
тов и /или  эндотелиальных клеток. Для ответа 
на поставленный вопрос исследовали, во — 
первых, адгезивную способность уремических 
тромбоцитов по отношению к интактному эн
дотелию (31,86 (5,13)%; в контрольной группе 
28,51 (7,67)%; р>0,05). В о — вторых, адгезию 
интактных тромбоцитов к уремическому эндо
телию  (25,87 (3,71)%; в контрольной группе 
29,41 (6,23)%; р=0,049 (WW)). Таким образом, 
показано, что изменение адгезии тромбоцитов 
при уремии детерминировано изменением фун
кциональной активности эндотелиоцитов, а не 
тромбоцитов.

Интегральный показатель агрегации тром
боцитов — скорость процесса — уменьшался за 
счет 1-ой и 2 -ой волн агрегации, то есть спо
собности клеток к агрегации на внешний сти
мул (АДФ) и собственной проагрегантной ак
тивности, п роявляю щ ейся в ходе реакции  
высвобождения тромбоцитов (табл. 1).

Установлено, что мочевина и креатинин в 
условиях in vitro не изменяют адгезивную спо
собность тромбоцитов. При инкубации с цель
ной кровью мочевины адгезивная способность 
тромбоцитов составила 28,34 (14,68)% (р>0,05 
при сравнении с показателями в контрольной 
группе: 32,44 (10,93)%). В аналогичных услови
ях под влиянием креатинина— 31,25 (5,39)% 
(р>0,05). Кроме этого, мочевина и креатинин 
при инкубации как с цельной донорской кро
вью, так и выделенными тромбоцитами стати
стически значимо не влияют на показатели 
агрегации тромбоцитов (табл. 2 и 3).

У больных ХПН отмечено усиление про
цессов СРО в тромбоцитах по показателям XJI 
(табл. 4). Причем, возрастает как спонтанное, 
так и индуцированное АДФ свечение тромбо



цитов. Установлено, что в данном случае из
менение процессов СРО в тромбоцитах не име
ет достоверной корреляции со скоростью агре
гации к л е то к  (к о эф ф и ц и е н т  к о р р ел я ц и и  
Пирсона=0,23; р>0,05). Отметим, что процес
сы СРО в тромбоцитах у крыс с уремией по
давлены (р<0,001). Интегральный показатель 
свечения клеток -светосумма составляет 1,73 
(0,29) у.е., в тоже время у интактных живот
ных — 2,45 (0,26) у.е.

Фагоциты периферической крови не вносят 
вклад в патогенез дисфункции тромбоцитов, т.к. 
их функциональная активность по показателям 
XJI подавлена (табл. 4). Базальное и индуциро
ванное свечение лейкоцитов снижается пропор
ционально примерно в 7 раз по сравнению с 
контрольной группой. Данный факт свидетель
ствует об угнетении способности фагоцитов ге
нерировать активные формы кислорода.

Содержание конечных метаболитов NO у 
больных с уремией увеличивается с заинте
ресованностью нитритов и нитратов (табл. 5). 
Установлена отрицательная достоверная кор
реляция между суммарным содержанием про
дуктов NO (нитриты+нитраты) и скоростью аг
регации тромбоцитов (коэффициент корреляции 
Пирсона = -0,69; р=0,009).

Обсуждение
Полученные данные согласуются с резуль

татами других исследователей гемостаза при 
уремии. Показано, что дисфункция тромбоци
тов при уремии связана с конформационными 
перестройкам и гликопротеина I lb -I I Ia , что 
приводит к нарушению связывания тромбоци
тов с фибриногеном и тромбоспондином и выс
вобождению содержимого альф а-гран ул , то 
есть процессов, опосредующих агрегацию кле
ток (11). Castillo R. et a l. установлено, что при 
перф узии  цельной крови больных, а такж е 
отмытых тромбоцитов в нормальной плазме и 
наоборот, нормальных тромбоцитов в плазме 
больных, показано, что во всех трех случаях 
адгезия тромбоцитов к субэндотелию сниж ает
ся (2 2 ).

Особый интерес представляют исследова
ния, раскрывающие роль конкретных уреми
ческих токсинов в нарушении функции тром
боцитов. По наш им  данны м , д о б ав л ен и е  
мочевины и креатинина к тромбоцитарной плаз
ме не изменяет функциональную активность 
тромбоцитов по показателям адгезии и агрега
ции. Другими исследователями получены убе
дительные доказательства того, что гуаниди
н о я н т а р н а я  к и сл о та , н а к а п л и в а ю щ а я с я  
вследствие усиления метаболизма L-аргинина 
по альтернативному пути, способна ингибиро
вать агрегацию тромбоцитов. Этот механизм 
опосредован активацией NO-синтазы в тром

боцитах и повышением уровня внутриклеточ
ного NO (23). Результаты  собственных иссле
дований позволили зафиксировать повышение 
концентрации конечных метаболитов NO в сы
воротке. Отметим, что литературны е данные 
по этому вопросу противоречивы. Ряд иссле
дователей фиксируют снижение продукции N 0  
эндотелиоцитами и лейкоцитами и как след
ствие падение концентрации конечных мета
болитов в крови и моче (24). Отметим такж е и 
существование прямо противоположной кон
цепции. Так, Noris и Remuzzi в ряде работ ука
зывают, что уремия сопровождается повыше
нием синтеза NO и экспрессии NOS [25].

Установленное несоответствие между по
казателями агрегации и хемилюминесценции 
тромбоцитов, вероятно, связано с активацией 
тромбоцитов во время процедуры гемодиализа. 
Имеются данные, что во время гемодиализа 
происходит адгезия тромбоцитов к мембране 
диализатора и активация клеток (26, 27, 28). 
В пользу данного предположения свидетель
ствует факт угнетения процессов СРО в тром
боцитах при экспериментальной уремии.

На данном этапе исследования мы предпо
ложили, что активация процессов СРО в тром
боцитах опосредована фагоцитами — основны
ми и н и ц и ато р ам и  С РО  в крови . О днако 
полученные результаты  опровергли это пред
положение. Результаты  других исследователей 
такж е свидетельствуют об угнетении функции 
фагоцитов. Так, M uniz-Junqueira et al. конста
тирую т сниж ение ф ункции  нейтроф илов у 
больных ХПН до диализа более чем в 10 раз 
по сравнению с контролем (29). Предположи
тельно, уремические нейтрофилы имеют де
ф ект доставки энергии к НАДФН-оксидазной 
системе. Реакция нейтрофилов на такие сти
муляторы, как формил-метионин-лейцин-фе- 
нилалалнин, S taphilococcus au reus, форбол- 
миристил-ацетат снижена до диализа (30).

Таким образом, результаты  проведенного 
исследования позволили установить угнетение 
адгезии и агрегации тромбоцитов в условиях 
уремической интоксикации организма. Креати- 
нин и мочевина не вносят вклада в дисфунк
цию тромбоцитов при уремии. Снижение адге
зии  тромбоцитов обусловлено наруш ением  
адгезивной способности эндотелиоцитов. Пока
зано, что дисфункция тромбоцитов при уре
мии может быть связана с повышением про
д у к ц и и  о кси д а а з о т а  (II)  и и зм ен ен и ем  
процессов свободно-радикального окисления в 
тромбоцитах.
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Новый эритропоэз-стимулирующий 
препарат Аранесп (дарбэпоэтин альфа) 
в коррекции анемии почечного генеза

В Ю. Ш ило
Рабочая группа по анемии (РГА); 
Центр Диализа при ГКБ №20. Москва

К лю чевы е слова: хроническая болезнь почки; ренальная анемия; рчЭПО; хроническая по
чечная недостаточность; диализ.

Введение
Анемия является наиболее ранним и час

тым осложнением хронической почечной недо
статочности (ХПН) и обычно развивается при 
снижении скорости клубочковой фильтрации 
(СКФ) до 60-40 мл/мин, хотя может наблю
даться и на ранних стадиях хронической бо
лезни почек (ХБП). Анемия вносит существен
ный вклад в высокую кардиоваскулярную смер
тность, характерную  для больных ХПН, как 
уж е находящихся на заместительной терапии, 
так и ожидающих диализа. В отличие от дру
гих факторов риска сердечно-сосудистых ос
ложнений, нефрогенная анемия является по
тенциально изменяемым фактором. Коррекция 
анемии эритропоэз-стимулирующими препара
тами сниж ает заболеваемость и смертность 
больных на заместительной почечной терапии

(ЗПТ), уменьш ает и практически устраняет 
потребность в гемотрансфузиях, улучш ает ка
чество ж изни и социальную  реабилитацию  
больных. Анемия при ХБП носит характер ги- 
порегенераторной, нормохромной и нормоци- 
тарной, со сниженным числом ретикулоцитов, 
и имеет множественный генез. Основными при
чинами развития анемии при ХПН являются 
недостаток выработки эндогенного эритропо^- 
тина (ЭПО), уменьшение срока жизни эритро
цитов в условиях уремического окружения (ге
молиз), дефицит железа. Таким образом, по
чечную анемию можно характеризовать как 
гипорегенераторную («ЭПО-дефицитную»), с 
признаками гемолиза и дефицита железа. Ве
дущее значение в развитии анемии при ХПН 
принадлежит дефициту эндогенного ЭПО. Уре
мии свойственен не столько абсолютный, как




