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ГЕМОСТАЗ-НА-ЧИПЕ / ВКЛЮЧЕНИЕ ЭНДОТЕЛИЯ В 

МИКРОФЛЮИДНЫЕ МОДЕЛИ КРОВОТЕЧЕНИЯ 

  

Аннотация: В настоящее время для оценки риска кровотечений 

используются точечные анализы на свертываемость крови человека, но в них 

отсутствует неповрежденный эндотелий - важнейший компонент 

сосудистой системы человека. В таких условиях оценка гемостаза 

неполноценна. И даже моделях на животных также, по определению, 
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отсутствует человеческий эндотелий, что может ограничить их 

клиническую значимость. В этом обзоре обсуждается микрофлюидные 

модели на основе клеток человека, включающие эндотелиальные клетки. 

Ключевые слова: кровотечение, эндотелиальные клетки, гемостаз, 

микрофлюидика, сосуды-на-чипе 

Abstract: Currently, spot tests for human blood coagulation are used to assess 

bleeding risk, but they lack intact endothelium, a critical component of the human 

vascular system. Under such conditions, the assessment of hemostasis is incomplete. 

And even animal models also, by definition, lack human endothelium, which may 

limit their clinical relevance. This review discusses human cell-based microfluidic 

models incorporating endothelial cells. 

Keywords: bleeding, endothelial cell, hemostasis, microfluidics, vessel-on-a-

chip 

Введение  

Гемостаз и тромбоз - это процессы, которые происходят в сосудистой 

системе. Тромбоз определяется как патологическое внутрисосудистое 

образование сгустка крови, вызванное патологическими состояниями крови и 

сосудистой сети, которые могут привести к ишемии и повреждению конечных 

органов. Гемостаз - это физиологический процесс, при котором после 

повреждения сосуда происходит образование тромба для поддержания 

кровообращения в сосудистой сети, физически останавливая утечку крови из 

поврежденного кровеносного сосуда (т.е. кровотечение). Гемодинамические 

силы возникают при разрушении кровеносных сосудов, и процесс гемостаза 

затем происходит в месте внутрисосудистого открытия раны (образование 

гемостатической пробки) и во внесосудистой области, куда могла проникнуть 

кровь. Гемостаз происходит только тогда, когда про- и антикоагулянтные 

процессы, а также фибринолитические/антифибринолитические процессы 

точно сбалансированы активностью компонентов крови и клетками 

сосудистой сети, такими как эндотелиальные клетки. И,  наоборот, риск 
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избыточного кровотечения или свертывания крови может возникнуть, когда 

эти процессы становятся несбалансированными. Известно, что эндотелий 

выполняет две противоположные биологические функции в сосудистой 

системе: антикоагулянтное или тромбосупрессивное свойство здорового 

неповрежденного эндотелия заключается в способности поддерживать 

непрерывное кровообращение в организме. Прокоагулянтные или 

тромбогенные свойства, проявляющиеся при повреждении и/или разрушении 

эндотелия. Последнее свойство помогает остановить кровотечение, 

инициируя образование гемостатической пробки в процессе нормального 

гемостаза, или вызвать патологический внутрисосудистый тромбоз. 

Эндотелиальные клетки могут диктовать, когда, где и как происходит гемостаз 

в организме.  

Нарушения свертываемости крови (например, гемофилия и болезнь фон 

Виллебранда) влияют на гемостаз, и у пострадавших пациентов могут 

наблюдаться различные степени проблем с кровотечением. Исторически 

сложилось так, что пациенты с подозрением на нарушение свертываемости 

крови проходили “тест на время кровотечения”, чтобы оценить риск 

кровотечения у пациента. Этот тест включает в себя создание небольших 

разрезов на руке пациента и регистрацию времени остановки кровотечения [1], 

но процедуру трудно контролировать и она инвазивна. В настоящее время тест 

на время кровотечения в значительной степени заменен анализами с 

использованием крови, взятой с помощью венопункции, для оценки рисков 

аномального кровотечения и свертываемости крови. В частности, анализы 

включают протромбиновое и частичное тромбопластиновое время, анализ 

функции тромбоцитов и различные тесты на вязкоупругость. Анализы могут 

проводиться на месте оказания медицинской помощи в клинических условиях 

[2-4], где требуется своевременная оценка в отделении неотложной помощи, 

хирургическом вмешательстве, травме, сопровождающейся геморрагическим 

шоком, а в последнее время и коагулопатией, ассоциированной с COVID-19 
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[5]. Также проведенные анализы могут более точно определить 

кровеостанавливающую способность пациента, однако другие критические 

факторы, контролирующие гемостаз в организме, могут быть упущены 

(например, гидродинамика кровотока и взаимодействие крови с 

эндотелиальными клетками и нижележащим матриксом).Кроме того, анализы 

могут определить риск свертывания крови путем прямого наблюдения за 

поведением тромбоцитов и коагуляцией, но о риске кровотечения 

свидетельствует только отсутствие тромбоцитов или их сниженная 

активность.    

Недавняя разработка микрофлюидных устройств использующих 

гидродинамику кровотока, предложила недорогие и воспроизводимые 

платформы, способствующие пониманию функционирования тромбоцитов и 

коагуляции в более подходящих биофизических условиях с минимальным 

количеством крови от пациентов и здоровых доноров. Было предложено 

множество микрофлюидных моделей на основе цельной крови в пунктах 

оказания медицинской помощи для оценки потенциального риска 

кровотечения или свертывания крови, а также в качестве платформ для 

тестирования лекарственных средств [6]. Тромбогенные субстраты, такие как 

коллаген, каолин и тканевой фактор (TF), способствуют адгезии тромбоцитов 

и коагуляции перфузируемой крови при различной геометрии и режимах 

течения микрофлюидных каналов [7]. Прозрачность материала чипа с 

полидиметилсилоксаном (PDMS) позволяет визуализировать агрегацию 

тромбоцитов и образование фибриновых сгустков или их отсутствие в 

перфузируемой цельной крови с помощью визуализации в режиме реального 

времени. Хотя эти микрофлюидные устройства стали бы следующим 

поколением анализов крови в медицинских учреждениях, по-прежнему важно 

учитывать реакцию эндотелия на повреждение сосудов и кровотечение, чтобы 

правильно оценить гемостаз в сосудистой системе. Следовательно, крайне 

важно разработать системы микрожидкостного кровотечения in vitro, которые 
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интегрируют все критические компоненты гемостаза, включая повреждение 

эндотелиальных клеток, разрушение сосудов и кровотечение.  

В этом обзоре обсуждается новейший метод гемостаза-на-чипе, т.е. 

микрофлюидные модели на основе цельной крови человека in vitro для оценки 

риска кровотечения, а также модели, которые включают локализованное 

повреждение эндотелиальных клеток с последующим разрушением стенки 

эндотелиального сосуда, модель образования гемостатической 

тромбоцитарной пробки (первичный гемостаз),  модель образования 

фибринового сгустка (вторичный гемостаз) и модель прекращения 

кровотечения. Учитывая ограниченное количество опубликованных моделей 

гемостаза-на-чипе, мы также обсудим будущее направление этой разработки, 

переменные факторы, которые еще предстоит исследовать, и ожидания 

создания полноценной сосудистой сети с перфузией цельной крови в чипе в 

качестве альтернативы традиционному “тесту на время кровотечения” и 

модели гемостаза на животных in vivo. 

Гемостаз-на-чипе: васкуляризированные системы "сосуд-на-чипе" с 

локализованным повреждением эндотелия и кровотечением 

Исторически сложилось так, что биомедицинские исследования 

гемостаза часто включали в себя модели кровотечений in vivo на животных. 

Например, анализ кровотечения из хвоста у мышей, модели лазерных и 

игольчатых травм[8,9]. Интравитальная визуализация использует проходящий 

свет и флуоресценцию для рассмотрения клеток крови, факторов свертывания 

и других белков, которые могут способствовать гемостазу во время травмы. 

Несмотря на то, что модели кровотечений у животных in vivo воспроизводят 

многочисленные аспекты гемостаза человека, сохраняются ограничения в 

переносе этих результатов на людей физиологически и клинически значимым 

образом[10]. Существуют врожденные различия между тромбоцитами 

человека и мыши[11,12]. Seok et al. не обнаружили корреляции между 

профилями экспрессии генов человека и мыши при воздействии различных 
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стимуляторов воспаления[13]. Более совершенные анализы in vitro на основе 

человеческих клеток дополнят существующие модели на животных и в 

конечном итоге сократят количество экспериментов на животных.  

Многие факторы вызывают повреждение эндотелия, приводящее к 

тромбозу: воспаление, окислительный стресс и физическая стимуляция[14,15]. 

В васкуляризированных микрофлюидных моделях на основе эндотелиальных 

клеток человека in vitro использовались различные методы для индуцирования 

локализованного повреждения эндотелия для изучения тромбоза. Некоторые 

примеры включают: гематопорфирин (фотосенсибилизатор) индуцирует 

локальное образование активных форм кислорода при воздействии 

света[16,17]; локальную тепловую индукцию[18]; физическое 

расчесывание[19], и выращивание эндотелиальных клеток на ограниченной 

площади поверхности[20]. В данном случае повреждение вызывает обнажение 

тромбогенной поверхности субэндотелия, вызывая тромбоз при перфузии 

цельной крови. Эти модели дают представление о гемостазе, поскольку 

основной механизм адгезии и свертывания тромбоцитов такой же, как при 

тромбозе. Однако им не хватает динамики текучести крови при 

“кровотечении”, и они не являются по-настоящему эквивалентными моделями 

теста времени кровотечения или моделям кровотечений у мышей in vivo.  

Микрофлюидные устройства на основе PDMS обладают хорошо 

описанной геометрией и динамикой потока. Первая модель микрофлюидной 

сосудистой сети на основе PDMS in vitro, включающая элемент 

“кровотечения” была описана Muthard et al. в 2012 году[21]. Они описали 

устройство для проникновения с участком каркаса из микропостов, который 

покрыт коллагеном и/или TF и через который протекает цельная кровь (Рис. 

1А). Это слабо имитирует гемодинамику крови в сосудах, а проницаемость 

сгустка измеряется при контролируемом перепаде давления в потоке. 

Аналогичный перколяционный элемент был введен в микрофлюидный 

“кровоточащий чип” на основе PDMS в последнем исследовании Lakshmanan 
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et al.[23]. Они создали три покрытых коллагеном микропилляра, 

расположенных на расстоянии 10 мкм друг от друга, и на стыке двух 

ортогональных каналов образуется гемостатическая пробка. Они 

предполагают, что чип может быть использован для оценки риска 

кровотечения при применении различных доз антитромботических 

препаратов у пациентов с COVID-19 с микроангиопатией. Schoeman 

разработал микрофлюидный канал в форме буквы “Н”, который моделирует 

гемостаз во внесосудистом пространстве, богатом коллагеном/TF (рис. 1Б) 

[22]. Здесь количественно измеряли время кровотечения, образование тромба 

за счет тромбоцитов и накопление фибрина в поврежденном канале и 

сравнивали с различными обработками протромботическими субстратами и 

антитромботическими ингибиторами, в частности антителами против фактора 

VIII и антагонистом P2Y12. В совокупности эти микрофлюидные устройства 

на основе PDMS оценивают только вклад крови в гемостаз. Во всех них 

отсутствуют клетки сосудистой сети. В частности, эндотелиальные клетки не 

включены и, следовательно, не участвуют в кровотечении и, как следствие, в 

гемостазе не принимают участие эндотелиальные клетки, которые всегда 

присутствуют в месте повреждения сосудов in vivo.  

Рисунок 1. Микрофлюидные устройства на основе PDMS, “гемостаз -на-чипе” 

для моделирования кровотечения и гемостаза. (А) Модель утечки из сосуда 

для оценки свертываемости крови и сокращения сгустка при контролируемой 

гидродинамике и перепаде давления. Рисунок воспроизведен из оригинальной 
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публикации [21], лицензированной CC-BY-NC. (Б) Микрофлюидный канал в 

форме буквы “Н”, моделирующий гемостаз во внесосудистом пространстве, 

богатом коллагеном/TF. Рисунок воспроизведен по оригинальной публикации 

[22], лицензированной CC-BY-NC. 

“Эндотелиализированный” микрососуд на чипе, способный к чисто 

механическому повреждению эндотелия и последующему кровотечению, был 

впервые разработан Sakurai et al., использование пневматического клапана под 

небольшой частью эндотелиализированного микроциркуляторного канала, 

который открывает микроциркуляторный канал в новый ветвящийся 

“кровоточащий” канал[24]. Неповрежденный эндотелий в сосудистом канале 

разрушается при вскрытии, и под ним обнажаются белки внеклеточного 

матрикса (ECM). Перфузируют цельную кровь и наблюдают за образованием 

гемостатической пробки, фибринового сгустка и, в конечном счете, за 

прекращением кровотечения (рис. 2А). Эта модель пневматического клапана 

обеспечивает четкое представление о локальном повреждении эндотелия, 

кровотечении, адгезии и накоплении тромбоцитов, образовании фибрина, а 

также измеряет время кровотечения[24,26]. Это свидетельствовало об 

избыточном кровотечении при гемофилии. Кровь пациента, изменение 

структуры сгустка при медикаментозном лечении (эптифибатид), гемостаз, 

зависящий от фактора Виллебранда (vWF), при скорости артериального 

кровотока (2500 с-1), быстрое воздействие фосфатидилсерина на 

поврежденные эндотелиальные клетки во время гемостаза[24], и участие 

лектинового пути комплемента, особенно маннан-связывающего лектина 

(MBL) и MBL-ассоциированных сериновых протеаз-1 в гемостазе [27]. Другой 

эндотелиализированный метод гемостаза на чипе был опубликован Poventud-

Fuentes et al. (2021), использующий микроиглу для проникновения в 

сосудистые и нижележащие слои гидрогеля (рис. 2B) [25]. При повреждении 

микроиглой происходит кровотечение через слой гидрогеля богатый 

компонентами ECM и особенно TF, под эндотелиализированным 
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микроциркуляторным руслом. Благодаря способности гидрогеля 

деформироваться, эта модель может продемонстрировать образование 

гемостатической пробки и закрытие раны за счет сокращения сгустка в слое 

гидрогеля, обеспечивая важную информацию о коагуляции в поврежденной 

ткани вне сосудов [25].  Обе “эндотелиализированные” модели расширяют 

наше понимание механизма гемостаза за счет непосредственного наблюдения 

за кровотечением, адгезией тромбоцитов и коагуляцией в более целостной 

среде со всеми компонентами сосудистой системы организма и позволяют 

оценить влияние различных методов лечения на процесс гемостаза. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2. “Эндотелиализированные” микрофлюидные устройства в 

качестве системы гемостаза-на-чипах для моделирования кровотечения и 

гемостаза. (А) Модель пневматического клапана воспроизводит механическое 

повреждение сосудов с последующим кровотечением и гемостазом. Рисунок 

воспроизведен из оригинальной публикации [24], лицензированной CC-BY. 

(Б) Модель микроиглы воспроизводит гемостаз и сокращение сгустка во 

внесосудистом пространстве, богатом коллагеном/tf. Рисунок воспроизведен 

по оригинальной публикации [25], лицензированной CC-BY. 

Хотя обе модели сочетают эндотелиальные клетки и разрушение 

эндотелия с последующим кровотечением, существует множество важных 

различий: (1) Модель пневматического клапана открывает часть сосудистого 

русла для разрушения эндотелия. Это приводит к длительному повреждению 
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эндотелиальных клеток и воздействию белков ECM, окружающих области, где 

создается отверстие. Вследствие этого в модели пневматического клапана 

наблюдается более высокая внутрисосудистая адгезия тромбоцитов и 

образование тромбов, а также неправильная форма гемостатической пробки, и 

гемостаз достигается в течение 10 минут [24]. Модель микроиглы пробивает 

сосудистое русло и нижележащий гидрогелевый слой тонкой иглой и не 

вызывает длительного повреждения эндотелия. Образуется минимальная 

внутрисосудистая гемостатическая пробка, которая меньше той, что 

наблюдалась в мышиной модели in vivo [25]. (2) Модель пневматического 

клапана не имеет предварительного покрытия тканевым фактором. Тем не 

менее, в модели гемостаз сопровождался образованием фибрина. Это 

предполагает, что существуют места генерации тромбина, помимо 

предварительного покрытия тканевым фактором, например, на 

активированных/поврежденных тромбоцитах/эндотелиальных клетках. 

Однако время кровотечения и величина образования фибринового сгустка 

могут быть недооценены по сравнению с моделью с предварительным 

покрытием тканевым фактором [24]. В модели с микроиглами гемостаз 

достигается только тогда, когда богатая тканевым фактором внесосудистая 

рана заполняется тромбоцитами и фибриновыми сгустками. Без тканевого 

фактора в гидрогеле гемостатическая пробка не образуется, и рана не 

закрывается. Тромбоциты сокращают сгусток только в присутствии тканевого 

фактора[25]. (3) В модели пневматического клапана используется 

относительно большая скорость потока 500 с-1 по умолчанию и 2500 с-1 в 

качестве артериального потока. Авторы наблюдали, как vWF встраивается в 

область раны, а при использовании ингибирующих антител против vWF, 

гемостаз нарушается при артериальной скорости потока [24]. В модели с 

микроиглами используется более низкая скорость венозного потока - 100 с-1, 

поэтому тромбоциты не связывают коллаген под действием vWF и TF-

зависимое образование фибринового сгустка является основным вкладом в 
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гемостаз, а включение vWF может быть незначительным [25]. В целом, модель 

пневматического клапана демонстрирует прокоагулянтные свойства локально 

поврежденных эндотелиальных клеток. Также эта модель может дать 

представление о взаимодействии между поврежденными эндотелиальными 

клетками и кровью и о том, как это влияет на гемостаз. Модель микроигл 

вместо этого использует эндотелий в качестве антикоагулянтной поверхности 

во время перфузии цельной крови. Вклад прокоагулянтного свойства 

эндотелия в результате травмы представляется минимальным.  Уникальный 

деформируемый гидрогель с высоким содержанием TF может обеспечить 

биофизически  более релевантную микросреду для оценки гемостатических 

функций крови и ее вязкоупругих свойств. 

Выводы и перспективы на будущее 

Последние разработки двух васкуляризированных моделей гемостаза-

на-чипе откроют новые перспективы в исследовании гемостаза человека и 

новые платформы для открытия лекарств. Однако многие аспекты этих 

моделей еще не до конца исследованы. Важность органоспецифической 

гетерогенности эндотелия была рассмотрена в последние годы [22], но очень 

мало исследований посвящено гемостазу. В моделях гемостаза-на-чипе 

тестировались только эндотелиальные клетки вены пуповины человека [24,25] 

и эндотелиальные клетки аорты человека [24]. Нынешние модели гемостаза-

на-чипе содержат только эндотелиальные клетки и исключают 

гладкомышечные клетки и фибробласты, из которых состоят более крупные 

кровеносные сосуды в организме. Возможно, включение других клеток 

позволит измерить внутренний тканевой фактор в моделях, уменьшить 

просвет сосудов при сосудистых повреждениях и создать лучшие 

биофизические и биохимические условия  для гемостаза-на-чипе в будущем. 

В будущем можно будет также изучить гемостатическую реакцию на более 

широкую шкалу размеров повреждений и различные типы повреждений. В 

доклинических испытаниях лекарственных препаратов для лечения 
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нарушений кровообращения очень важно тщательно оценивать действенность 

и эффективность лекарств в отношении крови и эндотелиальных клеток. В 

здоровом гемостазе только поврежденные эндотелиальные клетки в месте 

повреждения становятся прокоагулянтными и усиливают процесс гемостаза. 

Неповрежденный эндотелий сохраняет свое антикоагулянтное свойство, 

чтобы предотвратить нежелательное образование тромбов в другом месте.  

Терапевтические мероприятия, направленные на помощь пациентам при 

нарушениях кровообращения обычно усиливают прокоагулянтную 

активность крови и эндотелия, но необходимы дополнительные исследования 

по изучению реакции  эндотелия выше и ниже по течению от области 

сосудистого повреждения  (т.е. аномальной коагуляции или эндотелиальной 

дисфункции в других местах). Кроме того, необходимо изучить возможность 

точной дозировки препарата с учетом индивидуальных особенностей 

пациента. 

 

Эндотелиальная дисфункция вызывается различными факторами в 

течение жизни пациента и может быть наследственной. Различные фенотипы 

эндотелиальных клеток отдельных пациентов с наследственными 

кровотечениями или тромботическими нарушениями, такими как болезнь фон 

Виллебранда, гемофилия и наследственная тромботическая 

тромбоцитопеническая пурпура, могут быть интегрированы в систему 

"гемостаз-на-чипах". Пациент-специфичный эндотелиальные клетки роста 

крови (BOECs) уже используются в технологии "сосуд-на-чипе" для оценки 

тромбоза  и воспаления у пациентов с диабетом и серповидноклеточной 

анемией [28,29]. В будущем персонализированные модели гемостаза-на-чипе 

могут включать собственные эндотелиальные клетки пациента и его 

собственную кровь, чтобы оценить эффективность препарата и риск 

кровотечения/тромбоза, воспроизводя более точный, персонализированный 

результат лечения.  
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Анализы гемостаза на сосудистом чипе позволят изучить все важные 

аспекты заболеваний, начиная от гемостатических функций крови, 

дисфункции эндотелия при повреждении, взаимодействия крови и эндотелия, 

кровотечения и гемостаза.  Наконец, более сложные васкуляризированные 

модели органов на чипе были разработаны в  последнее десятилетие [30]. К 

таким моделям относятся: легкое на чипе [31], печень на чипе [32], почка на 

чипе [33], гематоэнцефалический барьер на чипе [34,35] и 

васкуляризированная опухоль на чипе[30,36]. В некоторых моделях 

сосудистая сеть может быть сформирована путем васкулогенеза и ангиогенеза 

эндотелиальных клеток [30,37], и эти самособирающиеся микрососудистые 

сети оказываются перфузируемыми [38]. Однако для того, чтобы модели 

органов на чипе стали платформами для тестирования лекарств и изучения 

кровотечений и гемостаза, необходимо проведение большего числа 

междисциплинарных исследований биомедицинских наук и тканевой 

инженерии для преодоления проблемы перфузии цельной крови, получения 

согласованности размеров и геометрии сосудов микроциркуляторного русла и  

динамики потока, а также возможности внедрения локальных повреждений, 

кровотечений и гемостаза. В перспективе будущие исследования гемостаза на 

органах на чипе позволят заменить модели травм in vivo на животных. 
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