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показания к приМенениЮ
Выявление состояния дисфункции эндотелия с целью диагнос-

тики поражения сосудов, определения степени тяжести заболева-
ния и оптимизированного выбора лекарственных препаратов с точ-
ки зрения их влияния на эндотелий.

оборудование и хиМиЧеские реактивЫ  
для проведения Метода
1. Цитрат натрия.
2. Аденозиндифосфорная кислота (АДФ).
3. Метиленовый синий.
4. Весы лабораторные электронные.
5. Колбы стеклянные мерные.
6. Механический смеситель со смещенным центром.
7. Центрифуга лабораторная ОПн-8.
8. Пробирки конические центрифужные.
9. Пробирки пластиковые.
10. Микропипетки (№ 12).
11. Камера Горяева.
12. Микроскоп лабораторный.

технология использования Метода

1. приготовление исходных растворов реагентов
1.1. Цитрат натрия. Растворить 3,8 г реактива в 100 мл дистил-

лированной воды (3,8% раствор).
1.2. Аденозиндифосфорная кислота (АДФ). Навеску 0,0054721 мг  

АДФ растворить в 10 мл дистиллированной воды (1 ммоль АДФ).
1.3. Метиленовый синий. Растворить 100 мг метиленового сине-

го в 100 мл дистиллированной воды (0,1% раствор).
2. проведение основного опыта
2.1. В пробирку, содержащую 1 мл 3,8% цитрата натрия, до-

бавить 9 мл крови, взятой путем пункции периферической вены 
(соотношение 1 : 10). Пробирку с кровью осторожно и тщательно 
перемешать.

2.2. Пробирку с кровью центрифугировать при 1000 об./мин  
10 мин.
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2.3. Плазму, обогащенную тромбоцитами, перенести в пласти-
ковую пробирку. 

2.4. К 3,8 мл обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП) доба-
вить 0,2 мл 1 ммоль АДФ. 

2.5. Пробирку встряхивать в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе на механическом смесителе со смещенным центром.

2.6. Центрифугировать пробирку при 2000 об./мин в течение  
10 мин.

2.7. Супернатант, представляющий собой бедную тромбоцита-
ми плазму, перенести по 1 мл в пластиковые пробирки.

2.8. В пробирки добавить по 20 мкл 0,1% раствора метиленового 
синего. 

2.9. Подсчет циркулирующих эндотелиальных клеток прово-
дить во всем объеме камеры Горяева (10 мкл). От одного пациента 
считать 10 проб по 10 мкл обогащенной клетками плазмы. Подсчет 
начинать с верхнего левого угла камеры Горяева. Суммировать дан-
ные, полученные при подсчете 10 проб. Таким образом, находят 
количество циркулирующих эндотелиальных клеток в 100 мкл обо-
гащенной клетками плазмы.

Эндотелиальные клетки просматриваются как большие 
(35 × 50 мкм) полигональные клетки с овальным, расположенным 
в центре ядром.

2.10. Количество циркулирующих эндотелиальных клеток выра-
жают в единицах на 100 мкл плазмы.

противопоказания к приМенениЮ
Противопоказаний к применению нет. 

возМожнЫе ошибки
1. Для уменьшения ошибки в определении количества цирку-

лирующих эндотелиальных клеток подсчет проводят в 10 пробах, 
содержащих по 10 мкл обогащенной клетками плазмы одного па-
циента или донора. Затем суммируют эти 10 значений. Полученная 
цифра отражает количество циркулирующих эндотелиальных кле-
ток в 100 мкл плазмы.

2. Иногда эндотелиальные клетки образуют конгломераты из 2–3 
и более клеток, однако при этом хорошо видны границы отдельных 
клеток и их ядра, что позволяет точно их учитывать.


