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ВВЕДЕНИЕ
Функция почечного аллотрансплантата (ПАТ) 

в раннем послеоперационном периоде во многом 
определяется состоянием органа на момент его 
изъятия. Поэтому требования к принципам конди-
ционирования потенциального донора включают 

обеспечение адекватной гидратации и диуреза, до-
статочное снабжение кислородом органов и тканей, 
предупреждение вазоконстрикции, медикаментоз-
ную защиту клеток от отека и ионного дисбалан-
са, снижение клеточного метаболизма, подавление 
токсического метаболизма и выброса ферментов в 
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Методом витальной компьютерной фазовой морфометрии (фазово-интерференционный микроскоп «Ци-
тоскан») исследовали состояние тромбоцитарного звена гемостаза 16 реципиентов, 16 оптимальных и 
16 маргинальных доноров ПАТ. Установлено, что как у доноров, так и у реципиентов ПАТ имеются на-
рушения клеточного звена гемостаза, которые могут оказывать определенное влияние на функциониро-
вание пересаженного органа, провоцировать развитие тромботических осложнений и нарушение микро-
циркуляции в паренхиме почки.
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The morphofunctional status of peripheral blood platelets from 16 recipients, 16 optimal and 16 marginal donors 
renal allograft were investigated by method of vital computer phase morphometry (phase-interference microscope 
«Cytoscan»). The abnormality of platelet hemostasis was found out in recipients and potential renal allograft 
donors. Such hemostasis damages can promote the thrombotic complications and failure of microcirculation in 
renal parenchymatous tissue.
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кровеносное русло, профилактику инфекционных и 
тромботических осложнений. Недооценка любого 
из этих факторов ведет к увеличению риска возник-
новения первично нефункционирующей почки [5, 
6, 10].

После трансплантации до 5,4% случаев ослож-
нений составляют венозные тромбозы, стеноз или 
окклюзия почечной артерии и ее ветвей [1, 15]. 
В развитии тромботических осложнений важную 
роль могут играть различные нарушения гемостаза 
и микроциркуляции как у донора, так и у реципиен-
та [7, 9, 14].

У потенциальных доноров ПАТ достаточно час-
то микроваскулярные тромбозы встречаются в ассо-
циации с проявлениями диссеминированного внут-
рисосудистого свертывания. Однако по-прежнему 
остается открытым вопрос, как эти процессы могут 
влиять на функцию пересаженного органа.

Состояние гемостаза у больных с хронической 
почечной недостаточностью (ХПН) в терминаль-
ной стадии изучено более подробно. Установлено, 
что азотемическая интоксикация, изменение гумо-
ральной среды (анемия, гипопротеинемия, ацидоз, 
нарушения иммунитета, эндокринные сдвиги) про-
воцируют нарушение проницаемости и генерали-
зованное поражение эндотелия сосудистых стенок 
токсичными продуктами, множественные геморра-
гии, блокаду микроциркуляторного русла, гипокси-
ческие нарушения функций органов и т. п. При этом 
по мере усугубления почечной недостаточности на-
растает и выраженность гемостазиологических на-
рушений [3, 13].

Внедрение в практическую медицину современ-
ных технологических средств, совершенствование 
биохимических и биофизических методов исследо-
вания позволяет значительно расширить наши пред-
ставления об особенностях перестройки гемоста-
тических механизмов организма донора на этапе 
забора органов и принципах реагирования организ-
ма реципиента на трансплантацию, своевременно 
выявить факторы риска и выбрать рациональный 
путь необходимого лечебного воздействия.

В настоящем исследовании мы сосредоточили 
внимание на некоторых особенностях тромбоци-
тарного звена гемостаза. Использованный в данной 
работе метод компьютерной морфометрии позво-
лил осуществить экспресс-диагностику наруше-
ний витального морфофункционального состояния 
тромбоцитов периферической крови потенциаль-
ных доноров и реципиентов почечного аллотранс-
плантата.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Обследованы 16 больных с ХПН в терминальной 

стадии в возрасте от 22 до 50 лет (средний возраст 

38,0 ± 2,3), находящихся на гемодиализе в течение 
3,1±1,2 года, и 32 потенциальных донора ПАТ. 16 из 
них составили группу оптимальных, а 16 – марги-
нальных доноров в возрасте старше 50 лет, имеющих 
различные сопутствующие заболевания (сахарный 
диабет, атеросклероз, артериальная гипертензия), 
наличие анурии, креатининемии и т. п. В группу 
сравнения были включены 20 практически здоро-
вых добровольцев (средний возраст 35,2 ± 3,7).

Венозную кровь (2–3 мл) заготавливали в пробир-
ку из ареактивного пластика («Sarstedt Monovette», 
Германия) с антикоагулянтом (цитрат натрия). Для 
приготовления плазмы, обогащенной тромбоцита-
ми, кровь центрифугировали при 1000 об./мин в те-
чение 5–7 минут [2].

Морфофункциональное состояние циркулирую-
щих тромбоцитов in situ оценивали экспресс-методом 
витальной компьютерной морфометрии на основе 
отечественного компьютерного фазово-интерферен-
ционного микроскопа «Цитоскан» (КФМ) [4].

КФМ представляет собой модифицированный 
интерферометр Линника с модуляцией фазы опор-
ной волны. Источником света является гелий-не-
оновый лазер (λ = 633 нм). Основные параметры 
КФМ: объектив 30×, общее увеличение системы 
5000×, точность измерения по высоте 0,5 нм, по 
полю – 20 нм; дискретность изображения 128 × 128, 
при минимальном размере пиксела 3 нм. Микроскоп 
обладает разрешением, незначительно уступающим 
растровому электронному микроскопу, и позволяет 
регистрировать параметры биологических объек-
тов, не подвергавшихся предварительной фиксации 
или окрашиванию.

Взвесью нативных клеток заполняли камеру 
Горяева, рабочая поверхность которой имела зер-
кальное напыление. Оптимальный объем выборки 
составлял 50 клеток. Время измерения одного ин-
терференционного поля, соответствующего изоб-
ражению одной клетки, не превышало 14 секунд. 
Комплексный алгоритм морфометрии клеток пе-
риферической крови предполагал автоматическое 
определение заданных размерных параметров изу-
чаемых цитообъектов, статистическую обработку 
данных и документирование результатов в виде 
протоколов трех уровней: I уровень включал ана-
лиз структурно-объемных параметров (топограмма, 
3-мерное изображение клетки, профиль, гистограм-
ма распределения фазовых высот); II уровень – рас-
чет морфометрических показателей отдельных 
клеток (диаметр – D, периметр – P, высота – H, пло-
щадь – S, объем – V); оценка распределения объема 
и площади клетки по уровням сканирования (взаи-
модействие с чужеродной поверхностью); контур-
ное изображение топографии интерференционного 
поля (послойная интерферограмма клетки в псев-
доцвете); III уровень – интегральный морфомет-
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рический анализ клеточной популяции по мерным 
признакам (D, P, H, S, V), построение цитограмм.

Статистический анализ экспериментальных и 
клинических данных проводили с помощью ал-
горитмов среды MatLab и математического паке-
та «Statistica 6». Стандартная обработка выборок 
включала подсчет значений средних арифметичес-
ких величин, ошибок средних, а также величины 
дисперсии, среднего квадратичного отклонения и 
анализа асимметричности распределения. Различия 
между сравниваемыми группами рассчитывали по 
критериям Вилкоксона–Манна–Уитни, Колмагоро-
ва–Смирнова или Стьюдента. Уровень значимости 
устанавливался равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Система гемостаза подразумевает синергичное 

взаимодействие четырех важнейших систем: сосу-
дистой сети, тромбоцитов, факторов свертывания 
и фибринолиза. В обеспечении нормального гемо-
стаза основную роль играют констрикция сосуда, 
образование тромбоцитарного тромба и выработка 
фибрина. Первичный же гемостаз осуществляет-
ся преимущественно тромбоцитами. Поэтому воз-
можность проведения в режиме реального времени 
детального анализа морфофункционального состо-
яния живых функционирующих клеток экспресс-
методом компьютерной морфометрии представля-
лась весьма важной и интересной.

Ретроспективный анализ литературы и получен-
ная нами база данных фазово-интерференционных 
изображений живых тромбоцитов позволили иден-
тифицировать 4 морфологических типа клеток, ха-
рактеризующих ту или иную степень их активации. 
Основой для дискриминации структурно изменен-
ных тромбоцитов служили различные варианты их 
формы, характера рельефа поверхности, наличие 
псевдоподий, их количество и величина.

Рис. 1 иллюстрирует различные формы тромбо-
цитов периферической крови, зарегистрированные 
с использованием протоколов анализа фазовых пор-
третов живых клеток I информационного уровня.

Подавляющее большинство тромбоцитов пред-
ставлено плоскими, округлыми клетками с гладкой 
или складчатой поверхностью – «гладкие» и «риф-
леные» дискоциты, соответствующие I морфологи-
ческому типу.

К II типу тромбоцитов были отнесены дискоид-
ные клетки округлой, неправильной формы с глад-
кой или складчатой поверхностью и 1–3 короткими 
(меньше диаметра клетки) отростками-псевдоподи-
ями, являющимися выростами поверхностной мем-
браны – «диск-эхиноциты» 1-го класса.

Клетки, имеющие около 2–5 длинных (больше 
диаметра клетки) отростков-«антенн», представляли 

III тип и отличались большим многообразием форм: 
от плоских дисков до клеток неправильной причуд-
ливой формы – «диск-эхиноциты» 2-го класса.

Тромбоциты неправильной формы с неровной 
бугристой поверхностью, большим количеством 
отростков различной длины и многочисленными 
вакуолями были отнесены к IV морфологическому 
типу – дегенеративно-измененным клеткам.

Следует отметить, что гладкие и рифленые дис-
коциты являются так называемыми формами «по-
коя». Тромбоциты II–III типов, отличающиеся появ-
лением отростков (псевдоподий) различного числа 
и длины, а также изменением их формы, связанной 
с перестройкой цитоскелета и структуры грануло-
мера, проявляют внешние признаки функциональ-
ной активности.

Клетки IV типа являются дегенеративно изме-
ненными, функционально неполноценными тром-
боцитами, практически исчерпавшими свои биоло-
гические функции.

На рис. 2 представлены диаграммы распреде-
ления тромбоцитов периферической крови в со-
ответствии с принадлежностью к 4 выделенным 
морфологическим типам. У практически здоровых 
добровольцев 63% тромбоцитов были представлены 
клетками «покоя», 21% – тромбоцитами с низким 
уровнем активации (II тип). Количество высокоак-
тивированных клеток с длинными отростками-«ан-
теннами» составляло 12% (III тип), а дегенератив-
но-измененных (IV тип) – 4%.

У больных ХПН тромбоциты «покоя» составля-
ли 51,3%. 33,2% клеток были представлены диск-
эхиноцитами с низким уровнем активации (II тип); 

Рис. 1. Морфофункциональные типы живых тромбо-
цитов периферической крови: I – тромбоцит «покоя»; 
II – тромбоцит с низким уровнем активности; III – высо-
коактивированный тромбоцит; IV – дегенеративно изме-
ненный тромбоцит

I II

III IV
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13,7% относились к III типу, а к дегенеративно-из-
мененным, исчерпавшим функциональный резерв 
клеткам – всего 1,4%.

В донорской группе оптимальных доноров соот-
ношение различных типов тромбоцитов в циркули-
рующей популяции оказалось иным: 61,8; 23,7; 13,1 
и 1,4% (I, II, III и IV тип соответственно). Морфо-
логическая картина популяции тромбоцитов марги-
нальных доноров характеризовалась незначитель-
ным снижением в циркуляции тромбоцитов «покоя» 
(до 51,6%), увеличением активированных (29,5% – 
II тип; 15,8% – III тип) и дегенеративно измененных 
тромбоцитов (3,1% – IV морфологический тип).

Анализ размерных параметров тромбоцитов 
(диаметр, периметр, высота, объем и площадь) поз-
волил количественно охарактеризовать структурно-
объемные особенности каждой отдельной клетки и 
всей популяции в целом (табл. 1).

Установлено, что морфометрические характе-
ристики тромбоцитов периферической крови боль-
ных с ХПН значительно превышали аналогичные 
показатели практически здоровых лиц. Так, величи-
на среднего в популяции диаметра клеток была уве-
личена на 15%, периметра – на 10%, площади – на 
11%, объема – на 11% (p < 0,05). Фазовая высота, 

напротив, оказалась сниженной на 17% (p < 0,05). 
Полученные результаты свидетельствуют, что для 
больных ХПН характерен повышенный уровень 
функциональной активности тромбоцитарного зве-
на: присутствие в циркуляции крупных клеток пре-
имущественно II и III типа. Такие изменения мор-
фометрических показателей, скорее всего, являются 
результатом вполне определенных процессов, свя-
занных с активацией тромбоцитов, формированием 
многочисленных псевдо- и ламелоподий. При этом 
структурная перестройка клеток сопровождается 
интенсивным выбросом гранулярного пула накоп-
ления, что находит отражение в снижении величи-
ны фазовой высоты клеток.

В периферической крови потенциальных доно-
ров также наблюдались изменения морфометриче-
ских показателей циркулирующих тромбоцитов. 
Мы зарегистрировали достоверное увеличение 
средне-популяционных значений диаметра (на 
19,2 и 15,4% в группе оптимальных и маргиналь-
ных доноров соответственно), периметра (на 17,1 и 
9,8%), площади (на 30,4 и 10,9%) и объема (на 16,7 
и 11,1%) клеток по сравнению с показателями прак-
тически здоровых добровольцев. В обеих группах 
фазовая высота клеток была снижена на 25%. Такая 
морфометрическая картина отражает появление в 
кровеносном русле большего числа активирован-
ных тромбоцитов с характерным рельефом поверх-
ности и наличием отростков-псевдоподий.

Полученные результаты убедительно свиде-
тельствуют о выраженных изменениях морфо-
функционального состояния тромбоцитов пе-
риферической крови обследованных пациентов. 
Компьютерная морфометрия позволила выявить 
особенности различных клеточных форм по их 
структурно-объемным показателям и рельефу по-
верхности, представить количественную и качес-
твенную характеристику каждой группы клеток. 
Нами выявлен повышенный уровень активности 
тромбоцитарного звена у реципиентов и потенци-
альных доноров ПАТ: увеличенное содержание 
активированных и дегенеративных тромбоцитов, 
присутствие в циркуляции клеток более крупных 
размеров с низкой высотой и объемом. Несомнен-

Рис. 2. Процентное соотношение морфофункциональ-
ных типов тромбоцитов периферической крови: а – 
практически здоровые добровольцы (внутренний круг) 
и больные хронической почечной недостаточностью в 
терминальной стадии (внешний круг); б – оптимальные 
(внутренний круг) и маргинальные (внешний круг) доно-
ры трупной почки

а б

Таблица 1
Средние в популяции размерные параметры тромбоцитов периферической крови (М ± σ)

Группа D, мкм P, мкм H, мкм S, мкм2 V, мкм3

Практически здоровые 
лица (n = 20) 2,6 ± 0,8 8,2 ± 3,4 1,2 ± 0,3 4,6 ± 1,2 1,8 ± 0,6

Больные ХПН (n = 16) 3,0 ± 0,9* 9,0 ± 3,3* 1,0 ± 0,4* 5,1 ± 1,5 2,0 ± 0,7
Оптимальные доноры 
(n = 16) 3,1 ± 2,3* 9,6 ± 3,0* 0,9 ± 0,6* 6,0 ± 1,7* 2,1 ± 0,8*

Маргинальные доноры 
(n = 16) 3,0 ± 2,3* 9,0 ± 3,1* 0,9 ± 0,6* 5,1 ± 1,7 2,0 ± 0,8

Примечание. * – достоверно относительно контроля, p < 0,05
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но, подобные изменения морфометрических пока-
зателей тромбоцитов могут негативно сказываться 
на микроциркуляции органа, вызывая нарушения 
капиллярного кровотока. В то же время достовер-
ных различий между показателями тромбоцитар-
ного звена гемостаза у оптимальных и маргиналь-
ных доноров органов не установлено.

В табл. 2 представлены исходы трансплантаций 
почек, полученных от обследованных нами опти-
мальных и маргинальных доноров. Не обнаружено 
разницы между числом реципиентов с первичной 
и отсроченной функциями трансплантированной 
почки в обеих анализируемых группах. Уровни кре-
атинина при выписке реципиентов с ПАТ от марги-
нальных и оптимальных доноров также оказались 
практически равнозначными, что согласуется с 
мнением отечественных и зарубежных трансплан-
тологов, полагающих, что изменения гемостаза у 
доноров со стандартными и расширенными крите-
риями отбора в целом являются сопоставимыми [8, 
11, 12, 14]. Приведенные результаты могут служить 
еще одним аргументом в пользу расширения пула 
донорского обеспечения за счет маргинальных до-
норов, являющегося, несомненно, перспективным и 
вполне оправданным способом обеспечения расту-
щей потребности донорских органов.

Полученные данные не дают оснований для од-
нозначных выводов о роли гемостазиологических 
факторов в патогенезе первично нефункциониру-
ющего нефротрансплантата. Однако не стоит ис-
ключать сам факт влияния нарушений гемостаза 
реципиента и донора в развитии ряда осложнений 
пересаженного органа: венозного тромбоза, ишеми-
ческих повреждений и т. п.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, основываясь на полученных 

результатах, можно заключить, что как у доноров, 
так и у реципиентов ПАТ имеются нарушения 

клеточного звена гемостаза, которые могут оказы-
вать определенное влияние на функционирование 
пересаженного органа, провоцировать развитие 
тромботических осложнений и нарушение микро-
циркуляции в паренхиме почки. Решением данного 
вопроса, обеспечивающего успех трансплантации, 
может быть своевременное исследование состоя-
ния гемостаза реципиента и донора ПАТ, а также 
корректно проведенное кондиционирование потен-
циального донора в плане профилактики гемоста-
зиологических и васкулярных нарушений. При этом 
считаем возможным отметить, что витальная ком-
пьютерная морфометрия тромбоцитов может слу-
жить одним из методов уточняющей диагностики 
патологии гемостаза на клеточном уровне и найти 
успешное применение в клинической практике при 
мониторинге гемостазиологических показателей в 
процессе кондиционирования потенциальных до-
норов нефротрансплантата.
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