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РОЛЬ МЕМБРАННОГО ПОТЕНЦИАЛА МИТОХОНДРИЙ И АКТИВНЫХ ФОРМ 
КИСЛОРОДА В АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ 
 
В статье представлены данные о роли электрон-транспортной цепи митохондрий тромбоцитов 
в процессах агрегации. Было выяснено, что блокирование элементов дыхательной цепи приводит 
к уменьшению мембранного потенциала митохондрий, что свидетельствует о том, что мито-
хондрии играют важнейшую роль в агрегации тромбоцитов. Было показано возрастание концен-
траций активных форм кислорода при активации тромбоцитов, что может иметь регулятор-
ное значение. 
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ROLE OF MITOCHONRION MEMBRANE POTENTIAL AND REACTIVE OXYGEN 
SPECIES IN PLATELET AGGREGATION 
 
This article presents data on the role of membrane potential and reactive oxygen species in agonist-
induced platelet aggregation. We found a decrease in membrane potential upon inhibition of the mito-
chondrial respiratory chain, demonstrating the complex role of mitochondria in platelet aggregation. It 
was also found that respiratory chain inhibition during the initial stages of platelet activation results in a 
sudden increase in reactive oxygen species, which levels off over time, suggesting a regulatory role for 
reactive oxygen species in platelet aggregation. 
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Введение. Функциональной особенно-
стью тромбоцитов является их способность к 
быстрой активации и агрегации [1], что при-
водит к коагуляции и остановке кровотече-
ний [2]. Основным механизмом активации 
тромбоцитов является действие на тромбоци-
тарные рецепторы агонистов, которые запус-
кают процесс активации одним из двух сиг-
нальных путей: «снаружи-внутрь» (дополни-

тельная активация тромбоцитов, вызванная 
передачей сигналов внутрь клеток благодаря 
интегрину αIIbβ3) и «изнутри-наружу» (внут-
риклеточные события, ведущие к активации 
интегрина αIIbβ3) [3]. Среди таких рецепторов 
можно выделить рецепторы тромбина, колла-
гена, аденозиндифосфата, тромбоксана [4-7]. 
Стимуляция тромбоцитарных рецепторов 
генерирует каскад внутриклеточных процес-
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сов: дегрануляцию основных депо кальция 
(гранулы и плотная трубчатая система тром-
боцитов), митохондриальный перенос каль-
ция, генерация активных форм кислорода, 
что, по сути, является сигнальными путями 
апоптоза [8]. Итогом данных процессов явля-
ется активация интегрина и дальнейшее сли-
пание тромбоцитов в агрегаты с помощью 
интегринов через молекулу фибриногена [9]. 
Вышеописанные реакции приводят к сцепле-
нию тромбоцитов друг с другом и последу-
ющей закупорке поврежденного сосуда. 

Альтернативным путем является даль-
нейшее аккумулирование митохондриями 
высвобождаемого кальция, что приводит к 
открытию пор высокой проницаемости 
(mPTP), экстернализации фосфатидилсерина 
(ФС) и появлению популяции мертвых, не 
способных к агрегации клеток, но содержа-
щих на своей поверхности множество сайтов 
связывания коагулирующих агентов. Функ-
цией такой фосфатидилсерин-положительной 
популяции тромбоцитов является вовлечение 
все большего количества тромбоцитов в кас-
кад агрегации тромбоцитов [10].  

В последнее время большое внимание 
уделяется роли митохондрий в тромбоцитар-
ной активации, так как именно митохондри-
альный путь активации тромбоцитов приво-
дит к формированию прокоагулянтной попу-
ляции клеток [11]. Несмотря на то, что тром-
боциты содержат довольно мало митохон-
дрий (4-6 на клетку), активность данных ор-
ганелл в процессе активации тромбоцитов 
значительно возрастает [12].  

Одним из важнейших параметров функ-
циональной активности митохондрий являет-
ся уровень мембранного потенциала, за счет 
которого обеспечивается сопряжение про-
цессов окисления и фосфорилирования в 
электрон-транспортной цепи митохондрий 
[13]. Тромбоциты обладают высокой скоро-
стью обмена АТФ: примерно 60% АТФ вы-
рабатывается в процессе гликолиза, остав-
шийся часть АТФ вырабатывается в резуль-
тате окислительного фосфорилирования. По-
казано, что во время активации тромбоцитов 
скорости окислительного фосфорилирования 
и гликолиза возрастают для удовлетворения 
возросшей потребности в энергии [14].  

Митохондрии выступают в качестве ос-
новных поставщиков энергии в тромбоцитах 
во время образования тромба, что подтвер-

ждается эффектами ингибирования дыхания 
митохондрий с использованием ингибиторов 
цепи переноса электронов, таких как анти-
мицин А и цианид [15]. Помимо энергетиче-
ского обеспечения митохондрии выполняют 
регуляторные функции, связанные с актива-
цией тромбоцитов, выработкой активных 
форм кислорода (АФК) и индукцией апопто-
за [16]. Соответственно, изменения функцио-
нального состояния митохондрий приводят 
не только к нарушению клеточного дыхания, 
но и, вероятно, процессов активации и агре-
гации тромбоцитов [17]. В то же время прак-
тически нет данных о влиянии ингибирова-
ния компонентов дыхательной цепи мито-
хондрий на функциональное состояние тром-
боцитов при активации и агрегации, хотя 
данное исследование позволило бы выявить 
механизмы участия митохондрий в данных 
процессах.  

C функционированием митохондрий 
тромбоцитов тесно связана генерация АФК. 
Основной формой АФК, генерируемых ми-
тохондриями, является супероксиданион-
радикал [18]. АФК образуются в нормальных 
условиях эндогенно в результате работы 
электрон-транспортной цепи в комплексах I 
и III [19]. Продукция АФК усиливается при 
целом ряде заболеваний, в особенности, в 
случае митохондриальных нарушений [20]. 
Исследования показали, что гиперполяриза-
ция митохондриальной мембраны и генера-
ция АФК может оказывать влияние на акти-
вацию тромбоцитов [21]. Известно, что гене-
рация АФК после обработки опсонизирован-
ным зимозином А, активатором системы 
комплемента, приводит к перестройке цитос-
келета тромбоцитов, что указывает на акти-
вацию тромбоцитов [22]. Однако механизмы, 
лежащие в основе таких эффектов, не выяс-
нены и нуждаются в дальнейшем исследова-
нии. Повышенная генерация митохондриаль-
ных АФК способна вызывать патологиче-
скую активацию тромбоцитов [23]. АФК 
также могут нарушать функционирование 
дыхательной цепи: при значительном увели-
чении генерации АФК содержание АТФ и 
мембранный потенциал митохондрий тром-
боцитов снижается [24]. Понижение мем-
бранного потенциала митохондрий в резуль-
тате роста уровня АФК и повреждения дыха-
тельной цепи может привести к образованию 
mPTP [25]. Более того, повышенная генера-
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ция АФК может приводить к повреждению 
митохондриальной ДНК, что было показано 
в ряде исследований [26]. Таким образом, 
АФК оказывают многостороннее влияние на 
активацию тромбоцитов, однако механизмы 
этих процессов до конца еще не изучены.  

Целью данной работы явилось исследова-
ние влияния изменений мембранного потен-
циала и генерации АФК дыхательной цепи 
митохондрий на агрегацию тромбоцитов с 
использованием ингибиторного анализа. 

Материалы и методы. Забор крови про-
водили у добровольцев мужского пола воз-
растом от 20 до 28 лет без вредных привычек 
и приема лекарств в течение 3 дней до забора 
крови. Доноров выбирали с отсутствием хро-
нических заболеваний и воспалительных 
процессов в течение 7 дней до забора крови. 
Обогащенную тромбоцитами плазму получа-
ли из цельной крови с использованием 3,2% 
цитрата натрия в качестве антикоагулянта в 
результате центрифугирования при 300g в 
течение 15 минут. Из полученного суперна-
танта тромбоциты осаждали центрифугиро-
ванием при 800g в течение 15 мин. 

 Для выполнения агрегометрических ис-
следований осадок тромбоцитов ресуспензи-
ровали в модифицированном буфере Тироде 
с глюкозой (134 мМ NaCl, 12 мМ NaHCO3, 
2,9 мМ KCl, 0,34 мМ NaH2PO4, 1 мМ MgCl2, 
10 мМ HEPES, 5 мМ глюкозы). Концентра-
ция клеток в пробе составляла 3 × 107 кл/мл.  
Агрегометрию проводили с использованием 
агрегометра Solar AP 2110 (Беларусь). Акти-
вацию вызывали агонистом АДФ в конечной 
концентрации 10 мкМ. В кювету добавляли 2 
мл суспензии тромбоцитов с ингибиторами 
электрон-транспортной цепи митохондрий и 
инкубировали в течение 15 минут при темпе-
ратуре 37 оС при постоянном перемешива-
нии. Агрегационные кривые прописывали 
300 сек. Данные агрегометрии представлены 
тремя показателями: время достижения пла-
то, уровень плато (процент агрегированных 
тромбоцитов) и скорость агрегации, которую 
рассчитывали по параметрам агрегационных 
кривых по формуле: 

 

=ݒ
஺௉

∆௧
, 

где ݒ – скорость агрегации, ܲܣ – процент агре-
гированных тромбоцитов, ∆ݐ – время достижения 
плато. 

В качестве ингибиторов электрон-
транспортной цепи митохондрий использо-
вали: ротенон (2 мкМ, ингибитор I комплек-
са), малонат (25 мкМ, конкурентный ингиби-
тор II комплекса), феноилтрифлуорацетон 
(ТТФА, 10 мкМ, неконкурентный ингибитор 
II комплекса), антимицин А (1 мкг/мл, инги-
битор III комплекса), азид натрия (10 мМ, 
неспецифический ингибитор IV комплекса), 
олигомицин (1 мкг/мл, ингибитор АТФ-
синтазы), карбонилцианид m-
хлорофенилгидразон (CCCP, 50 мкМ, прото-
нофор). В контрольные пробы добавляли 
аналогичные объемы растворителей (ДМСО, 
этанол, вода), на которых были растворены 
соответствующие ингибиторы. 

Для исследования мембранного потенциа-
ла и генерации клеточных форм АФК, а так-
же размеров и гранулярности тромбоцитов на 
проточном цитофлуориметре обогащенную 
тромбоцитами плазму разбавляли модифици-
рованным буфером Тироде до концентрации 
клеток 3 × 107 кл/мл. Исследование динамики 
размеров и гранулярности тромбоцитов про-
водили на проточном цитофлуометре BD 
FACS Canto II (США) по показателям прямо-
го (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния. 
Генерацию цитоплазматических АФК оцени-
вали с помощью зонда 2,7-
дихлородигидрофлуоресцеина ацетата 
(H2DCFDA, 10 мкМ), который имеет длину 
волны возбуждения в синей части спектра 
(495 нм) и длину волны эмиссии в зеленой 
части спектра (527 нм). В качестве положи-
тельного контроля использовали пероксид 
водорода (10 мкМ), а в качестве антиокси-
данта-стандарта – тролокс (1 мМ). Регистра-
цию генерации АФК в тромбоцитах осу-
ществляли в течение 20 минут с момента до-
бавления агониста АДФ (10 мкМ) (с интер-
валом в 2 мин). 

Мембранный потенциал митохондрий 
тромбоцитов оценивали с помощью липо-
фильного положительно-заряженного флуо-
ресцентного зонда JC-1 (длина волны воз-
буждения 514 нм), который в отсутствие 
мембранного потенциала в виде мономеров 
обладает эмиссией при λ = 529 нм, а при 
наличии мембранного потенциала образует 
димеры с эмиссией в красной части спектра 
(λ = 590 нм). Динамику мембранного потен-
циала тромбоцитов измеряли на проточном 
цитофлуометре сразу после добавления ис-
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следуемых ингибиторов и АДФ (10 мкМ) в 
течение 20 минут (с интервалом времени 2 
мин). 

Для представления результатов экспери-
ментов использовали среднее арифметиче-
ское и стандартную ошибку среднего. Коли-
чество повторных измерений по исследуе-
мым показателям в экспериментальных 
группах составляло не менее пяти. Статисти-
ческую обработку результатов осуществляли 
с применением критерия Стьюдента и непа-
раметрического критерия Манна-Уитни. Раз-
личия между средними арифметическими 
сравниваемых групп принимали достовер-
ными при уровне значимости p < 0,05. Для 
статистической обработки результатов ис-
пользовали программное обеспечение 
GraphPad Prism 7.0. Для построения рисунков 
применяли программный пакет Microsoft 
Office Excel для Windows 10 и программное 
обеспечение GraphPad Prism 7.0. 

Результаты и их обсуждение. Установ-
лено, что среди ингибиторов наибольшее 
влияние на агрегацию тромбоцитов оказыва-
ет ингибитор АТФ-синтазы олигомицин, зна-
чительно снижая (на 90%) скорость агрега-
ции, общий процент агрегированных тром-
боцитов и время наступления плато, что обу-
словлено необходимостью в митохондриаль-
ной генерации АТФ при активации тромбо-
цитов (таблица 1). Ингибиторы II, III и IV 
комплексов дыхательной цепи митохондрий 
также оказывали влияние на процесс агрега-
ции тромбоцитов. В частности, неконкурент-
ный ингибитор феноилтрифлуорацетат ста-
тистически достоверно снижал все 3 пара-

метра агрегации тромбоцитов. Антимицин А 
и азид натрия приводили только к ингибиро-
ванию скорости агрегации тромбоцитов, не 
оказывая при этом влияния на уровень агре-
гации и время достижения плато. 

Поскольку мембранный потенциал мито-
хондрий обеспечивает сопряжение процессов 
окисления и фосфорилирования, на следую-
щем этапе мы исследовали уровень митохон-
дриального мембранного потенциала тром-
боцитов в динамике.  

Нами показано, что мембранный потенци-
ал митохондрий тромбоцитов возрастает в 
течение 20 минут на протяжении всего пери-
ода активации и агрегации тромбоцитов (ри-
сунок 1). Из всех исследованных ингибито-
ров электрон-транспортной цепи митохон-
дрий лишь только феноилтрифлуорацетон 
приводил к статистически достоверному 
снижению мембранного потенциала (рис. 1, 
Г). Интересно, что ингибиторы электрон-
транспортной цепи митохондрий ротенон, 
малонат, азид натрия, приводили к возраста-
нию мембранного потенциала в первые 10 
минут активации тромбоцитов. При этом, в 
последующие 10 минут мембранный потен-
циал не отличался от уровня контроля (рис. 
1, A, Б, Д).  Антимицин А и олигомицин при-
водили к незначительному уменьшению или 
повышению мембранного потенциала, соот-
ветственно (рис 1, В, Е). В то же время про-
тонофор СССР приводил к значительному 
снижению мембранного потенциала мито-
хондрий тромбоцитов в течение всего про-
цесса агрегации (рис. 1, Ж). 

 
Таблица 1. – Параметры агрегации тромбоцитов при воздействии ингибиторов электрон-
транспортной цепи митохондрий  
 

Показатель 
Время достижения 

плато (сек) 
Уровень агрегации 

(%) 
Скорость агрегации 

(сек-1) 
Контроль (ДМСО) 177,0 ± 16,0 74,0 ± 8,0 37,5 ± 3,2 
Ротенон 177,0 ± 15,0 88,0 ± 9,0 23,0 ± 2,1 
Антимицин А 208,1 ± 19,0 60,0 ± 5,0 16,0 ± 2,0* 
Контроль (вода) 70,0 ± 6,9 95,0 ± 8,9 285,0 ± 31,0 
Малонат 70,2 ± 6,2 80,0 ± 7,7 288,0 ± 27,9 
Азид натрия 81,0 ± 8,0 80,0 ± 7,5 37,0 ± 3,5* 
Контроль (этанол) 218,0 ± 22,0 47,0 ± 5,2 23,0 ± 2,2 
Феноилтрифлуорацетон 160,0 ± 15,0* 30,0 ± 3,3* 14,0 ± 1,3* 
Олигомицин 129,0 ± 13,0* 1,4 ± 0,10* 2,0 ± 0,11* 

Примечание –* – Статистически достоверные изменения по отношению к контролю (Р ≤ 0,05) 
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Рисунок 1. – Динамика мембранного потенциала митохондрий при действии ингибиторов  

электрон-транспортной цепи при активации-агрегации тромбоцитов 
 

При активации и агрегации тромбоцитов 
происходит изменение морфологии и разме-
ров тромбоцитов, что сопровождается пере-
стройкой цитоскелета и изменением грану-
лярности в результате высвобождения гранул 
из цитоплазмы тромбоцитов [27]. Поскольку 
феноилтрифлуорацетон оказывал влияние на 
процесс агрегации и динамику мембранного 
потенциала митохондрий (таблица 1, рисунок 
1), нами было проведено исследование влия-
ния данного ингибитора на размеры и грану-
лярность клеток при активации и агрегации 
тромбоцитов.  

Нами было показано, что в контрольной 
группе и группе с добавлением ТТФА (10 
мкМ) при использовании в качестве агониста 
АДФ (10 мкМ) увеличивается количество 
клеток, характеризующихся большими раз-
мерами, на протяжении 20 минут, что обу-
словлено активацией тромбоцитов (рис. 2, A, 
Б). При этом не отмечено статистически до-
стоверных различий в количестве тромбоци-
тов с увеличенными размерами в присут-
ствии ТТФА по сравнению с группой кон-
троля при АДФ-индуцированной агрегации 
тромбоцитов на 20 минуте инкубации (рис. 2, 
B). 
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Рисунок 2. – Динамика размеров тромбоцитов при их активации в присутствии и отсутствие ТТФА 

 
 

При АДФ-индуцированной агрегации в 
контрольной группе наблюдали рост грану-
лярности тромбоцитов во времени (рисунок 
3, А). 

В присутствии ингибитора 2-го комплекса 
электрон-транспортной цепи митохондрий 
тромбоцитов ТТФА (10 мкМ) при АДФ-
индуцированной агрегации также наблюдали 
возрастание гранулярности тромбоцитов на 
протяжении 20 минут, но в меньшей степени 
по сравнению с контрольной группой, в осо-
бенности на начальном этапе процесса агре-
гации (рисунок 3, Б-Д). Вероятно, данный 
факт обусловлен тем, что ТТФА ингибирует 
агрегационные процессы в тромбоцитах, что 
подтверждается вышеприведенными иссле-
дованиями агрегометрии (таблица 1) и дина-
мики мембранного потенциала митохондрий 
тромбоцитов (рисунок 1, Г) в присутствии 
данного ингибитора. 

Известно, что при высокой митохондри-
альной активности в клетках активно идет 
генерация АФК [19]. На рисунке 4 показаны 
данные генерации АФК при АДФ-

индуцированной агрегации тромбоцитов, в 
том числе при ингибировании электрон-
транспортной цепи митохондрий. 

После добавления агониста АДФ (10 
мкМ) наблюдали резкий рост уровня генера-
ции АФК в первые 2 минуты, который затем 
снижался в течение последующих 20 минут. 
При этом данный процесс подавлялся добав-
лением антиоксиданта тролокса (рисунок 4, 
А). В то же время все исследуемые ингиби-
торы электрон-транспортной цепи митохон-
дрий и протонофор СССР приводили к сти-
муляции генерации АФК в различной степе-
ни в первые несколько минут после добавле-
ния агониста активации агрегации АДФ (ри-
сунок 4, Б-Г). 

При этом уже к 20-й минуте уровень АФК 
значительно снижался практически до уров-
ня контроля в случае практически всех инги-
биторов, за исключением азида натрия, в 
случае которого снижение уровня АФК про-
исходило, но оставалось повышенным по 
сравнению с группой контроля (рисунок 4, Б-
Г). 
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Обозначения: А – контроль; Б - в присутствии ТТФА; В – контроль и ТТФА без АДФ; Г – контроль и ТТФА 

с АДФ (0 мин); Д – контроль и ТТФА с АДФ (20 мин); А – контроль, B – в присутствии ТТФА 
 

Рисунок 3. – Динамика гранулярности клеток при АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов 
 

Заключение. Нами было установлено, что 
при активации тромбоцитов митохондриаль-
ный мембранный потенциал постепенно 
нарастает на протяжении всего периода (20 
мин) АДФ-индуцированной агрегации тром-
боцитов.  При этом такие ингибиторы как 
ротенон, малонат, азид натрия и олигомицин 
приводили к повышению мембранного по-
тенциала на начальных этапах агрегации и не 
оказывали влияние на его значение на более 
поздних этапах.  

В свою очередь, ингибиторы ТТФА, ан-
тимицин А и протонофор СССР приводили к 
снижению мембранного потенциала на про-
тяжении всего периода агрегации тромбоци-

тов. АДФ-индуцированная агрегация тром-
боцитов приводит к резкому возрастанию 
генерации АФК на начальных этапах и ее 
снижению на завершающих этапах агрегации 
(20 мин). Такое резкое возрастание уровня 
АФК на начальных этапах агрегации тром-
боцитов, вероятно, имеет регуляторное зна-
чение в физиологии тромбоцитов, однако 
после активации не играет существенной ро-
ли, кроме влияния на апоптотические собы-
тия в тромбоцитах. 

Генерация АФК подавлялась стандартным 
антиоксидантом тролокс.  
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Рисунок 4. – Генерация АФК при АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов при ингибировании 

электрон-транспортной цепи митохондрий 
 

В то же время все ингибиторы дыхатель-
ной цепи и даже протонофор СССР суще-
ственно усиливали генерацию АФК на 
начальных этапах и практически не оказыва-
ли влияния на уровень АФК на поздних (20 
мин) этапах агрегации тромбоцитов. 

Таким образом, уровень АФК и уровень 
митохондриального мембранного потенциала 
при АДФ-индуцированной агрегации тром-
боцитов находятся в обратно пропорцио-
нальной зависимости, либо не взаимосвяза-
ны, т.к. несмотря на то, что практически все 
ингибиторы приводили к росту АФК на 
начальных этапах, не все из них  приводили к 
росту митохондриального мембранного по-
тенциала, что является отклонением от обще-
го принятого представления о том, что высо-
кий мембранный потенциал митохондрий 
способствует повышению уровня генерации 
АФК в митохондриях [28].  

Подтверждением участия митохондрий в 
агрегации тромбоцитов является показанные 
в работе нарушения параметров агрегации 
тромбоцитов при действии ряда ингибиторов 
дыхательной цепи митохондрий. Более того, 
в случае ТТФА (ингибитора 2-го комплекса 
дыхательной цепи, который приводил к су-
щественным нарушениям всех параметров 
АДФ-индуцированной агрегации тромбоци-
тов) наблюдали снижение уровня грануляр-

ности тромбоцитов в процессе агрегации по 
сравнению с группой контроля. 

Таким образом, результаты проведенного 
исследования демонстрируют непосред-
ственное участие митохондрий в агрегации 
тромбоцитов при использовании АДФ в ка-
честве агониста. В то же время применение 
ингибиторного анализа демонстрирует, что 
роль функциональной активности различных 
комплексов дыхательной цепи митохондрий 
в агрегации тромбоцитов не равнозначна и 
требует своего дальнейшего исследования с 
целью выявления молекулярных механизмов 
участия отдельных комплексов дыхательной 
цепи митохондрий в процессах агрегации 
тромбоцитов. 

 
Исследования проведены при финансовой 

поддержке Министерства образования Рес-
публики Беларусь (договор № 65 от 
05.05.2021) в рамках ГПНИ «Биотехнологии-
2» (Рег. № НИР 20241017). 
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