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ВВЕДЕНИЕ

Тромбоциты  – мелкие безъядерные клетки 
крови, одной из основных функций которых 
является участие в процессе свертывания кро-
ви. Фосфатидилсерин (ФС)-положительные 
тромбоциты образуются при действии на клет-
ки кальциевого ионофора А23187 [1] или акти-
вации тромбоцитов сильными агонистами, та-
кими как коллаген (или коллаген-подобные 
пептиды), тромбин (или PAR1- и  PAR4-акти-
вирующие пептиды) в высокой концентрации 
[2, 3]. ФС-положительные тромбоциты обладают 
высокой прокоагулянтной активностью [4], ин-
тенсивно образуют прокоагулянтные микрове-
зикулы [5] и способны образовывать гетероагре-
гаты с активированными ФС-отрицательными 

тромбоцитами [6]. Они обнаруживаются в тром-
бе in vitro [7], однако их функция на данный мо-
мент все же недостаточно ясна.

Исследование внутриклеточной сигнализа-
ции в ФС-положительных тромбоцитах сильно 
ограничено тем, что параллельно с экспозицией 
ФС в них происходит интенсивная перестройка 
цитоскелета [8], в результате чего ряд цитоске-
летных белков (миозин, филамин, талин) про-
теолитически деградирует в  результате каль-
ций-индуцированной активации протеазы каль-
паина [9, 10] и, возможно, как следствие этого, 
поскольку этот процесс ингибируется с  помо-
щью ингибиторов кальпаина, такие тромбоци-
ты размываются при обработке их после фикса-
ции раствором неионного детергента, такого как 
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Тритон Х-100 [10], который наиболее широко ис-
пользуется для пермеабилизации мембраны при 
анализе внутриклеточной сигнализации различ-
ных клеток.

В данной работе мы разработали протокол 
пермеабилизации ФС-положительных тром-
боцитов, полученных обработкой ионофором 
А23187, с  использованием одного из наиболее 
слабых детергентов сапонина. Мы показали, 
что, в отличие от Тритона Х-100, сапонин в зна-
чительно меньшей степени размывает фиксиро-
ванные ФС-положительные тромбоциты и по-
зволяет проанализировать их внутриклеточное 
содержимое. Мы использовали в качестве при-
мера флуоресцентно-модифицированный фал-
лоидин, который специфически связывается 
с актином в полимеризованной форме, так на-
зываемым F-актином, и  показали с  помощью 
проточной цитометрии и конфокальной микро-
скопии, что в ФС-положительных тромбоцитах 
актин частично представлен в полимеризован-
ной форме. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реактивы были квалифика-
ции не ниже х. ч. (получены из Sigma, США).

Выделение, активация, фиксация, пермеаби-
лизация и окраска тромбоцитов. Кровь забирали 
на 3.8% цитрат натрия (9:1). После этого полу-
чали богатую тромбоцитами плазму центрифу-
гированием крови при 120g в  течение 10 мин. 
После отбора богатой тромбоцитами плазмы 
выделяли из нее тромбоциты центрифугиро-
ванием при 500g в  течение 5 мин. Получен-
ные тромбоциты ресуспендировали в буфере А, 
рН 7.4 (150 мM NaCl, 2.7 мM KCl, 1 мM MgCl2, 
0.4 мM NaH2PO4, 20 мM HEPES, 5 мM глюкоза, 
0.5% бычий сывороточный альбумин), разводи-
ли до концентрации 100 тыс/мкл и окрашивали 
CD61-Алекса Флуор 647 (BioLegend, США).

Тромбоциты активировали 10 мкМ кальци-
евого ионофора А23187 в присутствии 2.5 мкМ 
хлорида кальция 10 мин. Затем тромбоциты фик-
сировали добавлением свежеприготовленного 
раствора формальдегида из параформальдегида 
до 1% в течение 45 мин. После этого тромбоци-
ты пермеабилизовывали добавлением детерген-
та Тритона Х-100 (Sigma, США) или сапонина 
(Merck, Германия) до 0.1% в течение 10 мин. Для 
гашения непрореагировавшего формальдегида 
и  предотвращения его неспецифического реа-
гирования с добавляемыми внутриклеточными 
метками фиксированные пермеабилизованные 

тромбоциты инкубировали с 50 мМ раствором 
глицина в  буфере А  в течение 30 мин при по-
стоянном перемешивании. Затем центрифуги-
ровали тромбоциты при 1000g в течение 10 мин, 
удаляли супернатант и  после этого окраши-
вали тромбоциты ресуспендированием осад-
ка в 100 мкл буфера А с фаллоидином-ФИТЦ 
в  течение 10 мин (конечная концентрация 
фаллоидина-ФИТЦ  – 2.5 мкг/мл для проточ-
ной цитометрии и 5 мкг/мл для конфокальной 
микроскопии). Заметного осадка после центри-
фугирования в случае фиксированных пермеа-
билизованных Тритоном Х-100 тромбоцитов не 
было, а в случае пермеабилизации сапонином 
был совсем небольшой осадок.

Проточная цитометрия. Окрашенные тром-
боциты разбавляли буфером А  в 20 раз до  ко-
нечного объема 2 мл, инкубировали 15 мин при 
перемешивании и затем анализировали на про-
точном цитометре Accuri C6 (Accuri Cytometers, 
США). Данные были обработаны с  помощью 
программы CFlow (Accuri Cytometers).

Конфокальная микроскопия. Окрашенные 
тромбоциты разбавляли буфером А до конечно-
го объема 1 мл, тщательно перемешивали и цен-
трифугировали при 1000g в течение 10 мин для 
удаления несвязавшегося красителя, после это-
го образец ресуспендировали в 50 мкл буфера А 
и анализировали на конфокальном микроскопе 
Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Данные 
были обработаны с помощью программы ImageJ.

Статистика. Данные приведены в виде средне-
го значения ± ошибка среднего. Данные сравни-
вали с помощью критерия Манна–Уитни и счи-
тали различие значимым при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы проанализировали обработку фиксиро-
ванных ФС-положительных тромбоцитов двумя 
детергентами, такими как Тритон Х-100 и  са-
понин, отличающихся механизмом действия 
на мембрану при пермеабилизации клеток. Как 
Тритон Х-100, так и сапонин хорошо пермеабили-
зуют неактивированные тромбоциты (рис. 1а–г).  
Мы регистрировали заметное (почти в  8 раз, 
рис. 1г) уменьшение числа событий в  регио-
не тромбоцитов при использовании Тритона 
Х-100 для пермеабилизации ФС-положительных 
тромбоцитов (р < 0.05, n = 3), индуцированных 
активацией кальциевым ионофором А23187, в 
то же время мы отмечали уменьшение числа со-
бытий в  гораздо меньшей степени (примерно 
в 1.8 раз, рис. 1г) при пермеабилизации таких 
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Рис. 1. Проточная цитометрия для неактивированных и активированных А23187 тромбоцитов (н/а – неактиви-
рованные, А23187 – активированные ФС-положительные). а–в – Приведены дот-плоты типичных эксперимен-
тов (n = 3). Первый столбец показывает FSC – прямое светорассеяние, второй столбец FL4-A – флуоресценция 
CD61-Алекса Флуор 647, третий столбец FL1-A – флуоресценция фаллоидина-ФИТЦ; SSC – боковое светорассея-
ние. г – Приведены усредненные данные по трем донорам, количество тромбоцитов без обработки их детергентом 
взято за 1. д – Приведены относительные значения флуоресценции окрашивания фаллоидином-ФИТЦ фиксиро-
ванных тромбоцитов после их пермеабилизации (n = 3).
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тромбоцитов сапонином (р > 0.05, n = 3). Наши 
результаты показывают, что для пермеабилиза-
ции неактивированных тромбоцитов подходят 
оба использованных нами детергента, в то вре-
мя как для пермеабилизации ФС-положитель-
ных тромбоцитов гораздо более предпочтителен 
сапонин, чем Тритон Х-100 (рис. 1а–1г), хотя са-
понин также приводит к снижению количества 

пермеабилизованных фиксированных тромбо-
цитов, однако далеко не в такой значительной 
степени как Тритон Х-100.

В качестве внутриклеточного маркера мы ис-
пользовали флуоресцентно-меченный фаллои-
дин, который связывается с полимеризованной 
формой актина, так называемым F-актином. Из 
наших результатов (рис. 1д) видно, что не только 
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Рис. 1. Продолжение. 
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неактивированные, но и  ФС-положительные 
тромбоциты, полученные активацией кальцие-
вым ионофором А23187, хорошо окрашиваются 
с помощью фаллоидин-ФИТЦ. Это предполага-
ет, что несмотря на значительную перестройку 
цитоскелета в таких тромбоцитах, они также со-
держат актин в полимеризованной форме, хотя 
и в меньшем количестве, чем неактивированные 
тромбоциты.

В качестве дополнительного контроля со-
стояния фиксированных ФС-положительных 
тромбоцитов, полученных активацией кальцие-
вым ионофором А23187, после их пермеабили-
зации сапонином мы использовали конфокаль-
ную микроскопию для их визуализации (рис. 2). 

Из полученных данных видно, что пермеабили-
зация сапонином не влияет заметным образом 
на визуализирующуюся конфокальной микро-
скопией структуру таких тромбоцитов (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе мы проанализировали дей-
ствие двух различных детергентов на  пермеа-
билизацию предварительно фиксированных 
ФС-положительных тромбоцитов. Мы показали, 
что использование такого детергента, как сапо-
нин, позволяет в значительной степени сохранить 
структуру тромбоцита, в  то время как исполь-
зование такого широко известного детергента, 
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Рис. 1. Продолжение.
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как Тритон Х-100, для пермеабилизации в зна-
чительной степени разрушает фиксированный 
ФС-положительный тромбоцит. Мы на примере 
внутриклеточного актина показали, что в ФС-по-
ложительных тромбоцитах актин хотя бы частич-
но содержится в полимеризованной форме, что 
до сегодняшнего дня не было исследовано. Дан-
ный результат интересен в  контексте анализа 
внутриклеточной структуры ФС-положительных 
тромбоцитов, которая до  настоящего времени 
остается малоисследованной. Мы предполагаем 
также, что наш подход может быть использован 
в дальнейшем для пермеабилизации ФС-поло-
жительных тромбоцитов и для анализа внутри-
клеточной сигнализации в  таких тромбоцитах, 
которая остается относительно малоизученной 

именно в результате отсутствия простых методик, 
позволяющих анализировать состояние белков 
в таких тромбоцитах.

ФС-положительные тромбоциты были от-
крыты в 2002 году [11] и после этого неуклонно 
привлекали интерес исследователей своим суще-
ствованием. Была сделана одна попытка изучить 
внутриклеточную сигнализацию в таких тром-
боцитах [12], однако предложенная для иссле-
дования методика выделения ФС-положитель-
ных тромбоцитов была крайне трудоемкой и не 
гарантировала сохранение целостности такого 
тромбоцита. Несколько позже была предложена 
методика анализа фиксированных ФС-положи-
тельных тромбоцитов [13], однако пермеабили-
зация для них до сих пор не была разработана.

Наложение Фаллоидин ДИКCD61

а

б

в

Рис. 2. Исследование структуры ФС-положительных тромбоцитов, полученных активацией ионофором А23187, 
с помощью конфокальной микроскопии. а – Фиксированные ФС-положительные тромбоциты, пермеабилизован-
ные сапонином, окрашенные CD61-Алекса Флуор 647 и фаллоидином-ФИТЦ. б – Фиксированные ФС-положи-
тельные тромбоциты, непермеабилизованные, окрашенные только CD61-Алекса Флуор 647. в – Фиксированные 
ФС-положительные тромбоциты, пермеабилизованные сапонином, окрашенные только CD61-Алекса Флуор 647. 
ДИК – дифференциальный интерференционный контраст. Шкала равна 10 мкм.
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Согласно имеющимся данным, такой детер-
гент, как Тритон Х-100, неселективно вымыва-
ет липиды из клеточных мембран [14] и вместе 
с ними частично может вымывать белковые ком-
плексы, в то время как сапонин, как полагают, 
экстрагирует из мембран преимущественно хо-
лестерин, что приводит к  формированию пор 
в мембране [14]. Разница в подобных механиз-
мах предполагает, что использование этих двух 
детергентов может давать совершенно разный 
результат при иммуноокрашивании и  их при-
менение зависит от анализируемого внутрикле-
точного белка. Наши данные показывают, что 
при использовании Тритона Х-100 для пермеа-
билизации фиксированных ФС-положительных 
тромбоцитов они в значительной степени раз-
мываются (рис. 1), вероятно, за счет вымывания 
белковых комплексов вместе с экстрагируемыми 
липидами, в то время как при использовании 
сапонина такого значительного размывания не 
происходит (рис. 1, 2).

В качестве анализируемого внутриклеточ-
ного маркера мы выбрали полимеризованный 
актин, с  которым специфически связывается 
использованный нами флуоресцентно-мечен-
ный фаллоидин. Наши результаты, полученные 
как проточной цитометрией, так и конфокаль-
ной микроскопией, показывают, что ФС-поло-
жительные тромбоциты довольно интенсивно 
окрашиваются ФИТЦ-фаллоидином (рис. 1, 2), 
что предполагает, что в таких тромбоцитах актин 
находится в полимеризованной форме, несмотря 
на происходящую при их формировании интен-
сивную перестройку цитоскелета. Это допуска-
ет возможность использования такой мягкой 
пермеабилизации фиксированных ФС-положи-
тельных тромбоцитов сапонином для анализа 
и других внутриклеточных маркеров в ФС-по-
ложительных тромбоцитах, в  том числе и  сиг-
нальных молекул, по крайней мере, в ассоции-
рованной с цитоскелетом фракции, поскольку 
цитоскелет при такой пермеабилизации заметно 
не размывается.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы предполагаем, что предложенный нами 
подход позволит анализировать внутриклеточ-
ные маркеры, как структурные, так и сигналь-
ные, ассоциированные с цитоскелетом, в фос-
фатидилсерин-положительных тромбоцитах 
с помощью проточной цитометрии и/или кон-
фокальной микроскопии и поможет значитель-
но расширить наши представления о структуре 
и сигнализации в таких тромбоцитах.
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Approach for Analysis of Intracellular Markers in Phosphatidylserine-Positive 
Platelets
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Phosphatidylserine (PS)-positive platelets play an important role in thrombosis and hemostasis. They have high 
procoagulant activity, the ability to vesiculate, and can aggregate with activated PS-negative platelets. They are 
found in growing thrombus in vitro, but there remain a number of mysteries associated with them. In particular, 
intracellular signaling and cytoskeletal reorganization in these platelets is very poorly studied, because they 
are destroyed upon permeabilization, which is necessary for antibodies to intracellular markers to penetrate 
the cell. In this work, we propose an approach that allows the analysis of intracellular signaling in calcium 
ionophore A23187-induced PS-positive platelets using flow cytometry or confocal microscopy. We used the 
mildest permeabilization of fixed PS-positive platelets using saponin and showed that such permeabilization 
allows us to preserve PS-positive platelets. As an example, we analyzed the state of the polymerized form of 
actin in PS-positive platelets and showed that, despite the significant rearrangement of the cytoskeleton that 
occurs upon activation in such platelets, actin in them is partially presented in a polymerized form.

Keywords: hemostasis, platelets, phosphatidylserine, flow cytometry, confocal microscopy


