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Н.Н. Мельникова
ИЗУЧЕНИЕ КОАГУЛЯЦИОННОГО
ГЕМОСТАЗА У КРЫС В УСЛОВИЯХ
ИНДУЦИРОВАННОЙ ОБЩЕЙ УМЕРЕННОЙ 
ГИПОТЕРМИИ

Использование индуцированной гипотермии в клинике может приводить к коагулопатии, увеличивая риск пери- и послеоперационных 
кровотечений. Целью работы было изучение влияния охлаждения организма до умеренной степени гипотермии на состояние системы 
гемостаза у крыс. Определяли активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), тромбиновое (ТВ), протромбиновое время 
(ПВ) при достижении ректальной температуры 32⁰С и после пролонгированной двухчасовой гипотермии при поддержании температуры 
животного на этом же уровне. Показано, что при охлаждении животных до стадии умеренной гипотермии происходит повышение АЧТВ, 
ТВ и ПВ, что указывает на развитие гипокоагуляционных сдвигов и ухудшение вторичного звена гемостаза.  При пролонгировании гипо-
термического воздействия наблюдается снижение параметров АЧТВ, ТВ и ПВ от достигнутых показателей, что, вероятно, свидетельству-
ет о некотором подавлении реакций коагуляции при продолжительном воздействии умеренной гипотермии на организм. Предполагается, 
что нарушение выработки тромбина может являться ключевым фактором коагулопатии при гипотермии.
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The use of induced hypothermia in clinical practice can lead to coagulopathy, increasing the risk of peri- and postoperative bleeding. The aim of 
this study was to investigate the effect of cooling the body to moderate hypothermia on the hemostatic system in rats. Activated partial thromboplas-
tin time (APTT), thrombin time (TT), and prothrombin time (PT) were determined upon reaching a rectal temperature of 32°C and after prolonged 
two-hour hypothermia while maintaining the animal’s temperature at the same level. It was shown that cooling the animals to moderate hypothermia 
resulted in an increase in activated partial thromboplastin time, thrombin time, and prothrombin time, indicating the development of hypocoagula-
tion shifts and impairment of the secondary hemostasis. With prolonged hypothermic exposure, a decrease in APTT, TT, and PT parameters from 
the achieved values was observed, which probably indicates some suppression of coagulation reactions with prolonged exposure to moderate 
hypothermia. It is suggested that impaired thrombin generation may be a key factor in hypothermia-induced coagulopathy. 
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Введение. В формирование сроч-
ного ответа на общее переохлаждение 
организма вовлекаются все органы и 
ткани. Однако в условиях общей гипо-
термии организма состояние сердеч-
но-сосудистой системы является клю-
чевым для обеспечения адекватного 
функционирования других органов и 
систем [10, 18, 26]. При этом для обе-
спечения адекватности трофики тка-
ней важное значение имеет система 
гемостаза [2, 19]. Многочисленные ис-
следования показали, что поддержа-

ние организма в состоянии лёгкой ги-
потермии может оказывать защитное 
действие на повреждённую мозговую 
ткань [14, 25, 28, 29]. Однако гипотер-
мия, используемая в хирургической 
практике для защиты от ишемического 
повреждения, например при операци-
ях на аорте с остановкой кровообра-
щения, часто приводит к коагулопатии, 
которая является одним из основных 
опасных для жизни осложнений [12]. 
Низкая температура (Т) тела изме-
няет агрегацию тромбоцитов и снижа-
ет активность ферментов в реакциях 
коагуляционного каскада [22, 23], эти 
изменения неизбежно повышают риск 
периоперационного кровотечения.

Считается [26, 27], что при гипотер-
мическом состоянии снижается свер-
тываемость крови, ухудшается первич-

ный и вторичный гемостаз, снижается 
функция тромбоцитов. Ряд исследова-
ний на животных подтверждает осла-
бление маркеров гемостаза во время 
гипотермии [20, 23, 33], однако некото-
рые работы [17, 24] с использованием 
гипотермии на экспериментальных 
моделях травмы и/или геморрагиче-
ского шока этого не показали. Другие 
экспериментаторы показывают [9], что 
усиление кровотечений при умеренно 
пониженных температурах (33-37°C) в 
первую очередь является результатом 
дефекта адгезии тромбоцитов, а не 
снижения активности ферментов или 
активации тромбоцитов. Однако при Т 
ниже 33°C коагулопатии способствуют, 
вероятно, как снижение функции тром-
боцитов, так и снижение активности 
ферментов.
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Отмечается [7], что при гипотермии 
происходит снижение объема циркули-
рующей крови, возникает гемоконцен-
трация, проявлением которой являет-
ся увеличение вязкости крови и гема-
токрита, а длительно существующий 
спазм сосудов (в наибольшей степени 
подвержены мелкие венозные сосуды) 
приводит к отморожениям и тромбооб-
разованию. Также риск возникновения 
тромбозов повышается при наличии 
послеоперационной гипотермии у па-
циента, перенесшего продолжитель-
ное операционное вмешательство, 
сопровождавшееся кровопотерей [31]. 

Исследования крови, которая была 
взята при нормальной температуре 
организма и затем инкубировалась 
при различных температурах, дали 
противоречивые результаты [1, 21]. 
Было показано, что Т неоднозначным 
образом действует на активирующие 
и ингибирующие обратимые реакции 
гемостаза. Так, при гипотермии сни-
жается скорость реакции изменения 
формы тромбоцита из дисковидной в 
сферическую, однако активация тром-
боцитов человека различными агони-
стами приводит к ускорению их агре-
гации. 

Тромбоэластография как методика, 
определяющая динамику взаимодей-
ствия всех компонентов гемостаза, 
выявила [13, 30, 34] снижение коагу-
ляции с замедленным образованием 
тромба во время гипотермии. У здо-
ровых испытуемых прогрессирующая 
задержка тромбообразования начи-
налась только при снижении Т ниже 
30  0C [16]. Было подтверждено [11], 
что нарушения свертывания крови при 
гипотермии были связаны с понижен-
ной скоростью образования сгустка, 
уменьшением прочности сгустка и на-
рушениями фибринолиза. 

Глубокое изучение системы гемо-
стаза при различных условиях окру-
жающей среды, в том числе и при 
гипотермических состояниях, в нашей 
стране проводится барнаульскими ис-
следователями, показавшими стерео-
типную стресс-реакцию системы гемо-
стаза в ответ на однократное порого-
вое воздействие стрессора [8]. Кроме 
того, было выявлено [5], что в процес-
се последовательного охлаждения при 
иммерсионной гипотермии изменения 
в системе гемостаза носят фазный ха-
рактер, переходя от гипокоагуляции (в 
условиях гипотермии легкой степени) 
к тромбинемии (при умеренной и глу-
бокой степени гипотермии), с последу-
ющим исчезновением признаков акти-
вации свертывания при сверхглубокой 
степени гипотермии. При иммерсион-

ном охлаждении крыс до ректальной 
температуры 30 0С регистрировалось 
[4] увеличение агрегационной способ-
ности тромбоцитов и концентрации 
растворимых фибрин-мономерных 
комплексов при уменьшении времени 
их полимеризации, что характеризует 
смещение гемостатического потенци-
ала крови в сторону гиперкоагуляции. 
При охлаждении животных в воздуш-
ной среде до Т 30  0С агрегационная 
способность тромбоцитов существен-
но снижалась относительно нормотер-
мии.

Противоречивые выводы исследо-
вателей о влиянии гипотермии на ге-
мостаз могут объясняться способами 
достижения гипотермии, ее продолжи-
тельностью и степенью снижения тем-
пературы. Использование гипотермии 
в клинике однозначно свидетельствует 
[29], что очень легкая гипотермия (до 
350С) не влияет на коагуляцию, и при 
более низких температурах может на-
чаться умеренная дисфункция тром-
боцитов. 

Целью работы было изучение влия-
ния охлаждения организма до умерен-
ной степени гипотермии на состояние 
системы гемостаза. В задачи входило 
определение показателей гемостаза 
(АЧТВ – активированное частичное 
тромбопластиновое время, ТВ – тром-
биновое время, ПВ – протромбиновое 
время) при достижении Т 320С и после 
пролонгированной двухчасовой гипо-
термии при поддержании температуры 
на этом же уровне.

Материалы и методы исследова-
ния. Эксперименты были проведены 
на крысах-самцах линии Wistar массой 
300-320 г из биоколлекции «Коллекция 
лабораторных млекопитающих разной 
таксономической принадлежности» 
Института физиологии им. И.П. Павло-
ва РАН. Все процедуры, выполненные 
в данном исследовании, соответство-
вали этическим стандартам, утверж-
денным правовыми актами РФ, прин-
ципам Базельской декларации и ре-
комендациям Комиссии по контролю 
над содержанием и использованием 
лабораторных животных при Институ-
те физиологии им. И.П. Павлова РАН 
(протокол № 12/19 от 19.12.2022 г.).

Наркотизированных крыс (уретан, 
в/б, 1000 мг/кг) охлаждали с помощью 
пакетов со льдом. Время достижения 
целевой Т составляло 30 мин, после 
чего пакеты со льдом снимались, и 
животные находились при комнатной 
температуре на термостатируемом 
коврике с целью поддержания Т на 
требуемом уровне. Для оценки пока-
зателей гемостаза (АЧТВ, ПВ, ТВ) про-

изводили забор крови из печеночного 
синуса в норме (1-я группа, контроль, 
n=7), при достижении Т 32 0С (2-я груп-
па, n=8) и спустя 2 ч поддержания Т на 
уровне 32 0С (3-я группа, n=8). 

Как дополнительный критерий функ-
циональной активности тромбоцитов 
были измерены PDW (platelet distri-
bution width – ширина распределения 
тромбоцитов по объему), MPV – (mean 
platelet volume – средний объем тром-
боцитов). Количество тромбоцитов, 
PDW, MPV определяли на автомати-
ческом гематологическом анализато-
ре Mindray BC-30 Vet («Mindray Animal 
Care», Китай). Кровь для гематологи-
ческого исследования стабилизирова-
ли раствором ЭДТА в концентрации 2 
мг/мл цельной крови. Для исследова-
ния коагуляционного звена гемостаза 
кровь в объеме 5 мл собирали в про-
бирку, содержащую 0,11 М (3,8 %) рас-
твора цитрата натрия (соотношение 
крови и цитрата 9:1) и центрифугиро-
вали 10 мин со скоростью 3000 об/мин. 
Определение ПВ, ТВ и АЧТВ произво-
дили на коагулометре КоаТест-4 (НПЦ 
«Астра», Уфа, Россия) с помощью 
стандартных наборов реагентов ДДС 
фирмы «Диакон» (Пущино, Россия). 

При статистической обработке дан-
ных использовался пакет программ 
STATISTICA 6.0, для выявления раз-
личий между группами – непараме-
трический критерий Манна-Уитни. 
Критический уровень значимости р 
при проверке статистических гипотез 
принимали равным 0,05. Все экспери-
ментальные данные представлены как 
средняя ± ошибка средней (M±SE).

Результаты и обсуждение. Коагу-
лопатия, которая часто наблюдается 
при случайной гипотермии и ацидозе, 
может быть вызвана снижением коли-
чества и/или функции тромбоцитов, 
синтезом/деградацией тромбина и 
фибриногена, а также специфическим 
воздействием на различные факторы 
свертывания крови [20]. Мы разрабо-
тали нашу экспериментальную модель 
гипотермии, чтобы изучить, изменя-
ется ли при индуцированной общей 
гипотермии по сравнению с нормотер-
мией коагуляционное звено гемостаза, 
нарушения которого могут привести к 
усилению кровотечения при использо-
вании охлаждения организма в клини-
ке.  

В отличие от легкой степени гипо-
термии [32] умеренная гипотермия 
значительно подавляет гемодинами-
ческие реакции, особенно при исполь-
зовании общей анестезии. В нашем 
эксперименте при охлаждении ане-
стезированных крыс до Т 32 0С (рис.1) 
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было отмечено снижение ЧСС на 15% 
(р<0,001) по сравнению с нормой и 
увеличение ЧД на 14 % (р<0,05), при 
этом САД не изменялось. Пролонгиро-
вание гипотермии на уровне Т 32 0С в 
течение 2 ч способствовало снижению 
САД на 13 % (р<0,05), тогда как боль-
шего изменения ЧСС и ЧД не после-
довало.

В представленной работе мы 
определяли ряд параметров коагуля-
ционного звена гемостаза (АЧТВ, ТВ, 
ПВ). ТВ отражает взаимодействие 
тромбина с фибриногеном – конечного 
этапа свертывания крови. ПВ измеряет 
время, необходимое для образования 
сгустка в присутствии тромбопластин-
кальциевой смеси, которая обеспечи-
вает функционирование внешнего ка-
скада формирования фибрина. АЧТВ 

измеряет время, необходимое для 
образования сгустка в присутствии 
активатора внутреннего пути сверты-
вания крови и кальция, и оценивает 
способность формировать фибрин по-
средством последовательного взаимо-
действия ряда факторов свертывания 
крови [3].

Результаты данного исследования 
позволяют утверждать, что снижение 
температуры тела до степени умерен-
ной гипотермии оказывает значитель-
ное влияние на активность внешнего 
и внутреннего путей свертывания кро-
ви крыс. При оценке показателей ко-
агуляционного гемостаза охлажден-
ных до Т 320С крыс (2-я группа) было 
установлено (рис. 2) удлинение АЧТВ 
на 29%, ТВ на 41, ПВ на 17% (p<0,001). 
При пролонгировании умеренной гипо-
термии (3-я группа) показатели АЧТВ 
и ПВ возвратились к норме, тогда как 
ТВ остался повышенным (на 30% от 
нормы). 

В исследовании [4] была показана 
фазность изменений в системе гемо-
стаза в зависимости от длительности 
однократного холодового воздействия, 
необходимого для достижения той или 
иной степени гипотермии. Гипокоагу-
ляционные сдвиги, регистрируемые на 
начальных этапах гипотермии, по мере 
снижения температуры тела сменяют-
ся развитием состояния тромботиче-
ской готовности. В нашем эксперимен-
те, когда Т снижалась и поддержива-
лась на уровне 320С, мы наблюдали 
аналогичные изменения АЧТВ, ТВ, ПВ, 
что свидетельствует о гипокоагуляци-
онных сдвигах при умеренной степени 
гипотермии. 

Исследование по изучению коа-
гуляционного гемостаза при более 

Рис. 1. Влияние умеренной гипотермии на показатели САД, ЧСС и ЧД у крыс. 
Примечание. В рис.1-2: УГ – умеренная гипотермия при достижении Т 320С; 2ч УГ – про-
лонгирование умеренной гипотермии на уровне Т 320С в течение 2 ч

Рис. 2. Изменение показателей активированного частичного тромбопластинового времени 
(АЧТВ), тромбинового времени (ТВ), протромбинового времени (ПВ) при умеренной гипо-
термии у крыс
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высокой Т у кроликов [32] показало, 
что кратковременная лёгкая гипотер-
мия влияет на механизм свёртывания 
крови в клинически незначительной 
степени. При использовании легкой 
гипотермии [15] у пациентов с череп-
но-мозговой травмой в течение 2 дней 
происходило удлинение показателей 
ПВ и АЧТВ, а при увеличении време-
ни температурного воздействия до 5 
дней ПВ и АЧТВ существенно снижа-
лось (более 35 %), что, вероятно, сви-
детельствует о наличии зависимости 
коагуляционного звена гемостаза от 
времени индуцированной гипотермии. 
Наше исследование при более низкой 
Т также показало зависимость АЧТВ и 
ТВ от продолжительности гипотерми-
ческого воздействия.

Гипотермия снижает активность 
ферментов в реакциях коагуляцион-
ного каскада [18]. Ферменты, как и все 
биохимические реакции, замедляются 
при понижении температуры. В целом 
нарушение выработки тромбина яв-
ляется одним из основных факторов, 
способствующих коагулопатии при 
гипотермии. Замедление активности 
этого ключевого фермента приводит 
к нарушению всего каскада свертыва-
ния крови, увеличению времени свер-
тывания и повышению риска кровоте-
чения. Анализ кинетических кривых, 
характеризующих выработку тромбина 
и образование комплекса тромбин-ан-
титромбин [22], показал, что гипотер-
мия в диапазоне Т от 36°C до 31°C по-
степенно замедляла выработку тром-
бина, о чем свидетельствовали время 
свертывания, время достижения пика 
тромбина и ПВ, которые увеличива-
лись у всех испытуемых. Наша рабо-
та также подтверждает идею о том, 
что нарушение выработки тромбина 
может быть ключевым фактором ко-
агулопатии, вызванной гипотермией, 
поскольку максимальные изменения 
коагуляционного звена гемостаза при 
гипотермии касались увеличения ТВ 
как при достижении Т 320С, так и при 
пролонгировании умеренной гипотер-
мии на уровне Т 320С в течение 2 ч.

Результаты, полученные in vitro, 
в изолированных гипотермических 
тромбоцитах [35], показали темпера-
турно-зависимое снижение выработки 
тромбина: в гипотермических образ-
цах тромбоцитов выработка тромби-
на была на 25% (33 °C) и 68% (23 °C) 
ниже по сравнению с нормотермиче-
скими образцами тромбоцитов. Эти 
результаты приводят к выводу, что при 
гипотермии надлежащий микрососуди-
стый гемостаз может быть изначально 
отсрочен из-за задержки фазы инициа-

ции тромбина, т.е. умеренная гипотер-
мия приводит к задержке выработки 
тромбина на начальном этапе. Наше 
исследование подтвердило, что инду-
цированная гипотермия в первую оче-
редь влияет на скорость образования 
тромбина, вероятно, эти изменения 
носят временный характер.

Гипотермия оказывает значитель-
ное влияние как на свертываемость 
крови, так и на гемореологию. По дан-
ным [18], увеличение вязкости крови 
при снижении температуры тела при-
водит к гематологической концентра-
ции и увеличению гематокрита. В на-
шем исследовании мы также получили 
увеличение гематокрита на 8% при до-
стижении Т 320С (2-я группа) и на 15% 
при пролонгировании гипотермии (3-я 
группа). 

Холодовой стресс, стимулируя вы-
брос катехоламинов, таких как адрена-
лин и норадреналин, может приводить 
к увеличению сосудистого сопротивле-
ния и уменьшению кровотока в пери-
ферических сосудах [6]. В результате 
этого тромбоциты могут задерживать-
ся в сосудах, что может способство-
вать их разрушению и снижению их 
количества в крови. Кроме того, тром-
боцитопения при гипотермии может 
возникнуть за счет секвестрации тром-
боцитов [18], и это, в свою очередь, мо-
жет привести к неравномерному рас-
пределению тромбоцитов в сосудах. 
В нашей работе мы зафиксировали 
значительное снижение числа тромбо-
цитов (на 80% во 2-й группе и на 92% 
в 3-й, p<0,001). Соответственно, риск 
кровотечения на холоде может повы-
шаться за счет снижения количества 
самих тромбоцитов, а, следовательно, 
возможности тромбоцитов адгезиро-
вать и образовывать тромбы. Необхо-
димо отметить, что значения среднего 
объема тромбоцита и ширина распре-
деления тромбоцитов по объему при 
гипотермическом воздействии отли-
чались от исходных незначительно (в 
пределах 5-9%).

Таким образом, показано, что ряд 
ферментативных реакций коагуляци-
онного каскада ингибируется индуци-
рованной общей умеренной гипотер-
мией, о чем свидетельствует значимое 
удлинение ПВ, АЧТВ и ТВ при сниже-
нии Т у крыс до 320С и сохранении уве-
личенного показателя ТВ при пролон-
гировании умеренной гипотермии на 
уровне Т 320С в течение 2 ч. Полагаем, 
что при диагностике и ведении пациен-
тов с пониженной температурой тела 
следует учитывать удлинение времени 
свёртывания крови и риски периопера-
ционного кровотечения.

Выводы:
1. При однократном кратковремен-

ном охлаждении наркотизированных 
крыс до Т 320С (до стадии умеренной 
гипотермии) происходит повышение 
активированного частичного тромбо-
пластинового времени, тромбинового 
и протромбинового времени, что ука-
зывает на развитие гипокоагуляцион-
ных сдвигов и ухудшение вторичного 
звена гемостаза.

2. Во время поддержания Т на 
уровне 320С в течение 2 ч наблюда-
ется снижение параметров АЧТВ, ТВ 
и ПВ от достигнутых показателей, 
что, вероятно, свидетельствует о не-
которой трансформации реакций ко-
агуляции при продолжительном воз-
действии умеренной гипотермии на 
организм.

3. При достижении границы умерен-
ной гипотермии основные изменения 
могут быть связаны с нарушением вы-
работки тромбина, что может являться 
ключевым фактором коагулопатии при 
гипотермии.
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