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МОДЕЛИРОВАНИЕ ИНДУЦИРОВАННОГО 
ХЛОРИДОМ ЖЕЛЕЗА АРТЕРИАЛЬНОГО 
ТРОМБОЗА НА КРОЛИКАХ
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Резюме: Для оценки эффективности препаратов модель артериального тромбоза, вызванного 
аппликацией хлорида железа (III), широко используется на крысах и мышах, и гораздо реже на 
кроликах. Показано, что фактор свертывания крови Ха (Фактор Стюарта – Прауэра) кроликов 
имеет гораздо больше гомологии с фактором Ха человека, чем фактор Ха крыс. Учитывая, что 
фактор Ха является мишенью многих новых препаратов, в ряде случаев моделирование тромбо-
за на кроликах является наиболее актуальным для изучения их эффективности, чем использо-
вание других видов лабораторных животных. Целью данной работы была оценка целесообраз-
ности использования модели артериального тромбоза на кроликах, предложенной Couture L. 
(2013), с модификациями для изучения эффективности препаратов, обладающих антиагрегант-
ной активностью, при субхроническом введении. Показано, что 10-минутная аппликация хло-
рида железа (III) в концентрации 20% на поверхность артерии кролика вела к формированию 
обтурирующих и крупных пристеночных тромбов, которые определялись при гистологическом 
исследовании спустя 7 дней после формирования патологии. Введение препарата Плавикс®, ко-
торый обладает антиагрегантной активностью, приводило к формированию морфологических 
признаков, характерных для благоприятного исхода артериального тромбоза. Предложенный 
методический подход позволяет использовать различные курсы приема препаратов, не огра-
ничиваясь однократным введением, что может быть ценно при изучении возможного влияния 
препаратов на процесс тромбообразования в динамике.

Введение
Необходимым этапом для оценки эф-

фективности препаратов-регуляторов 
функции гемостаза является изучение 
фармакологической активности in vivo с 

использованием экспериментальных мо-
делей повышенной адгезии и агрегации 
тромбоцитов. Основной задачей данно-
го этапа доклинического изучения новых 
антиагрегантов in vivo является оценка их 
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противотромботической активности. Од-
ной из моделей, используемой в исследова-
ниях эффективности антиагрегантов явля-
ется экспериментальный тромбоз сосудов 
артериального русла [1]. В эксперимен-
тах часто используется модель артериаль-
ного тромбоза, вызванного поверхност-
ной аппликацией раствора хлорида железа 
[2]. Формирование патологии можно про-
водить на сонной артерии, брюшной аор-
те или сосудах брыжейки. Принцип метода 
состоит в том, что поверхностная апплика-
ция хлорида железа (III) на сосуд вызыва-
ет в данном месте образование тромбоци-
тарного тромба. Хлорид железа вызыва-
ет мощный оксидативный стресс с форми-
рованием свободных радикалов, которые 
инициируют перекисное окисление липи-
дов и разрушение клеток эндотелия, что в 
результате, ведет к формированию тромба 
[2, 3, 4].

Вызванный хлоридом железа артери-
альный тромбоз это модель, которая хо-
рошо апробирована и часто применяется 
на крысах и мышах. Существенно реже ар-
териальный тромбоз, индуцированный ап-
пликацией хлорида железа (III), моделиру-
ют на кроликах [5]. Вместе с тем показано, 
что фактор свертывания крови Ха (Фак-
тор Стюарта – Прауэра) кроликов имеет 
гораздо больше гомологии с фактором Ха 
человека, чем фактор Ха крыс [6-8], а ди-
аметр артерий позволяет оценить такой 
важный показатель, как масса тромба [9]. 
Учитывая, что фактор Ха является мише-
нью многих новых препаратов, в ряде слу-
чаев моделирование тромбоза на кроликах 
является наиболее целесообразным для 
оценки их эффективности, чем использо-
вание других видов лабораторных живот-
ных.

При моделировании артериального 
тромбоза на кроликах с помощью хлорида 
железа (III) в основном используют индук-
тор в концентрации 70% [9, 10]. Однако ис-
пользование высокой концентрации при-
водит к формированию обширного тромба 
и некрозу окружающих тканей, что может 
сделать затруднительным оценку действия 
препаратов. В этом смысле использование 
более низких концентраций индуктора яв-
ляется более предпочтительным. Недавно 
был предложен подход, при котором для 
индукции патологии использовался рас-
твор хлорида железа (III) в концентрации 
20% [5].

Основным критерием является вре-
мя наступления окклюзии сосуда, которое 
определяется по снижению скорости кро-

вотока. Эксперименты проводят на нар-
котизированных кроликах. Опыты явля-
ются «острыми», и по окончании измере-
ний животных эвтаназируют. В качестве 
еще одного критерия иногда используют 
массу тромба, которую измеряют, взве-
шивая участок артерии со сформирован-
ным тромбом. Тестируемый препарат при 
таком подходе вводят непосредственно до 
начала индукции патологии.

Целью данной работы была оценка це-
лесообразности использования модифици-
рованной модели, предложенной Couture 
(2013) [5], для изучения эффективности 
препаратов, обладающих антиагрегант-
ной активностью, при субхроническом (7 
дней) введении тестируемых веществ на 
кроликах. На 8-ой день после эвтаназии 
для оценки успешности формирования па-
тологии и оценки эффективности лечения 
было проведено гистологическое исследо-
вание артерии и прилежащих тканей в ме-
сте формирования тромба. 

Материалы и методы исследований
План исследования был рассмотрен и 

одобрен на заседании биоэтической ко-
миссии ЗАО «НПО «Дом фармации». Экс-
перименты были выполнены на кроли-
ках самцах (питомник «НПО «ДОМ ФАР-
МАЦИИ», Россия). Животных содержали 
при свободном доступе к очищенной воде 
и стандартному корму (гранулированный 
комбикорм и сено), в контролируемых ус-
ловиях окружающей среды (15-25°C и от-
носительной влажности воздуха 30-70%), 
световой режим составил 12 часов света и 
12 часов темноты. 

Индукция артериального тромбоза
Артериальный тромбоз моделировали 

аппликацией 20% раствора железа (III) на 
левую сонную артерию кролика по моди-
фицированному методу Couture [5]. 

Для индукции патологии животное вво-
дили в наркоз (Золетил 100 (2,6 мг/кг) и 
Ксилазин, 2,6 мг/кг), внутривенно. Затем 
выделяли левую общую сонную артерию. 
На участок сонной артерии (0,5 см) накла-
дывалась фильтровальная бумага. На нее 
наносилось 20 мкл 20% раствора хлорида 
железа (III). Окружающие ткани при этом 
изолировались при помощи лабораторной 
пленки «Parafilm» (рисунки 1 и 2).

Далее фильтровальную бумагу обора-
чивали вокруг артерии на время апплика-
ции, которое составило 10 минут. После че-
го фильтровальную бумагу удаляли, опе-
рационная рана послойно ушивалась и об-
рабатывалась антисептиком.
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Рис. 1. Наложение на общую 
сонную артерию фильтровальной бумаги. 

Окружающие ткани изолированы при 
помощи лабораторной пленки «Parafilm» 

(указано стрелками) 

 
Рис. 2. Нанесение на 

фильтровальную бумагу 20 мкл хлорида 
железа (III) 

 

Рис. 1. Наложение на общую сонную артерию 
фильтровальной бумаги. Окружающие тка-
ни изолированы при помощи лабораторной 

пленки «Parafilm» (указано стрелками)

Рис. 2. Нанесение на фильтровальную бумагу 
20 мкл хлорида железа (III)

Экспериментальный дизайн
В эксперименте были использованы 10 

кроликов. После индукции патологии жи-
вотные были разделены на две группы: од-
на получала лечение клопидогрелом (Пла-
викс®), блокатором пуриновых, P2Y рецеп-
торов тромбоцитов, другая - получала пла-
цебо. Препарат и плацебо вводили внутри-
желудочно. Первое введение осуществля-
ли в день индукции патологии, непосредс-
твенно после выхода животных из нарко-
за. Клопидогрел вводили в дозе 2,5 мг/кг. 
По данным инструкции по применению те-
рапевтическая доза для клопидогрела со-
ставляет 75 мг (или 1,07 мг/кг для челове-
ка средней массой 70 кг). При перерасчете 
терапевтическая доза для кролика весом 
3000 г составила 2,5 мг/кг. В эксперименте 
на кроликах было показано, что в данном 
диапазоне доз клопидогрел эффективно 
снижал массу тромба (ЕД50=6,7 мг/кг) [11].

Эвтаназия и забор материала
Эвтаназия осуществлялась на 8-й день 

исследования методом передозировки ане-
стетика, вводимого внутривенно (золе-
тил 100 мг/кг+ксилазин 20 мг/кг). При про-
дольном разрезе по срединной линии шеи 
осуществляли доступ к сосудистому пучку 
шеи. Далее вычленялась сонная артерия, 
вырезался ее участок (2 см проксимальней 
бифуркации).

Гистологическое исследование
У экспериментальных животных было 

изучено гистологическое строение сонных 
артерий на поперечных и продольных сре-
зах. Образцы указанных тканей были вы-
резаны, обезвожены, пропитаны парафи-
ном, нарезаны на срезы, окрашены гема-
токсилином и эозином. Морфологическое 
исследование гистологических препаратов 
проводилось при помощи светооптическо-

го микроскопа CarlZeiss при увеличении 
микроскопа 100. Микрофотографирова-
ние проводили при помощи цифровой фо-
токамеры AxioScope A1 (Германия).

Критериями оценки служили: наличие 
тромба, его морфология и исход, патоло-
гические и репаративные изменения стен-
ки артерии. Благоприятным исходом после 
терапии считался асептический аутолиз и 
организация тромбов, их реканализацию, 
снижение степени воспаления, фиброза и 
дегенеративных изменений периваскуляр-
ной ткани и стенок сосудов. Степень выра-
женности признака оценивалась в баллах 
от 1 до 5: 

Минимальная;
Незначительная;
Умеренная;
Значительная;
Максимальная;
«0» При отсутствии признака.
Статистическая обработка
Для анализа непараметрических дан-

ных применяли тест Манна-Уитни, Вил-
кокосона. Различия были определены при 
уровне значимости p � 0,05. Статистиче-p � 0,05. Статистиче- � 0,05. Статистиче-
ский анализ выполнялся с помощью про-
граммного обеспечения Статистика 6.0 
(StatSoft, USA).

Результаты и обсуждение 
Макроскопически у животных груп-

пы, не получавшей лечение, в месте аппли-
кации хлорида железа (III) было отмече-III) было отмече-) было отмече-
но изменение цвета артерии, что было об-
условлено повреждением артериальной 
стенки и/или образованием тромба.

С целью изучения строения сосудов и 
оценки патологических повреждений, ги-
стологическому исследованию были под-
вергнуты поврежденные (левые) и интакт-
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ные (правые) артерии животных. Стенка 
неповрежденных артерий животных име-
ла правильное гистологическое строение, 

была представлена тремя оболочками: 
внутренней (интимой), средней (медией) и 
наружной (адвентицией) (рис. 3.). 

 
Рис. 3. Срез неповрежденной артерии кролика. Окр. гематоксилин-эозин. 

Ув. 100

У кроликов группы, не получавшей ле-
чение, обнаруживались существенные из-
менения стенки левых артерий, проявля-
ющиеся в виде некроза, истончения и рас-
слоения оболочек, особенно, в месте ап-
пликации хлорида железа (III). Эндотелий 
был поврежден. В периартериальной тка-
ни также определялись очаги некроза, кро-
воизлияния, выраженный диффузный вос-
палительный инфильтрат, представлен-
ный, главным образом мононуклеарными 
клетками. В просвете сосудов обнаружива-
лись обтурирующие и крупные пристеноч-
ные тромбы, имеющие характерное слои-
стое строение, с преобладанием в составе 
фибрина и эритроцитов, как лизирован-
ных, так и в виде пигмента. Фибрин в со-
ставе тромба откладывался в виде волокон 
или образовывал базофильные глыбки. 

Имели место гемолиз и сладж эритроци-
тов. В умеренном количестве выявлялись 
лейкоциты, особенно в головке тромба. В 
отдельных случаях отмечалось прораста-
ние соединительной тканью с преоблада-
нием фибробластов и макрофагов. 

Стенка сосудов была истончена и заме-
щена в основном фиброзной тканью. От-
мечалось незначительное набухание и про-
лиферация интимы. В периартериальной 
ткани обнаруживались явления клеточно-
го отёка, сочетание продуктивного воспа-
ления с распадом большей части сегменто-
ядерных нейтрофилов, внутриклеточное 
накопление буро-коричневого гемосиде-
рина. Эндотелий сосудов был поврежден, 
с признаками резко выраженной пролифе-
рации и формирования так называемого 
«частокола ядер» (рисунки 4 и 5).

  
 

Рис.4. Срез артерии кролика в месте 
индукции патологии. Выраженные 

некротические изменения стенки сосуда 
и периартериальной ткани. Расслоение 
стенки сосуда и набухание интимы. В 
просвете сосуда обтурирующий тромб 
смешанного строения (стрелка). Окр. 

гематоксилин-эозин. Ув. 100 

 
Рис.5. Срез артерии кролика в месте 
индукции патологии. Выраженные 

некротические изменения стенки сосуда 
и периартериальной ткани. 

Воспалительная инфильтрация. В 
просвете сосуда обтурирующий тромб 

смешанного строения. Окр. 
гематоксилин-эозин. Ув. 25 

 

Рис.4. Срез артерии кролика в месте индук-
ции патологии. Выраженные некротические 

изменения стенки сосуда и периартериальной 
ткани. Расслоение стенки сосуда и набухание 

интимы. В просвете сосуда обтурирующий 
тромб смешанного строения (стрелка). Окр. 

гематоксилин-эозин. Ув. 100

Рис.5. Срез артерии кролика в месте индук-
ции патологии. Выраженные некротические 

изменения стенки сосуда и периартериальной 
ткани. Воспалительная инфильтрация. В про-
свете сосуда обтурирующий тромб смешанно-

го строения. Окр. гематоксилин-эозин. 
Ув. 25
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В группе, получавшей препарат клопи-
догрел (Плавикс®), у большинства живот-
ных (у четырех из пяти) в разной степени 
обнаруживались признаки раннего исхо-
да тромба путем асептического расплав-
ления, что не исключает и предупрежде-
ние образования тромба. Степень повреж-

дения эндотелия и дегенеративных измене-
ний стенки сосудов в большинстве случа-
ев была ниже, чем в группе контроля. Про-
пускная способность большинства иссле-
дованных артерий была сохранена. Сни-
жалась степень воспаления периартери-
альной ткани и стенки сосудов (рисунок 6).

 
Рис. 6. Срез артерии кролика (Плавикс®, 2,5 мг/кг). Некротические изменения стенки сосуда 

и периартериальной ткани менее выражены. Воспалительная инфильтрация. При этом отмечается 
полное аутолитическое расплавление тромба. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 25

В таблице приведены данные полу-
количественной оценки (в баллах) степе-
ни выраженности патологии. Как видно, в 
контрольной группе в минимальной степе-
ни (до 1 балла) были выражены признаки 
благоприятного исхода тромба (реканали-

зация, организация), в то время как в груп-
пе, получавшей лечение, в 80% случаях 
тромб не определялся. В одном случае (при 
наличии тромба) пропускная способность 
артерии была сохранена, благодаря высо-
кой степени реканализации и организации.

Таблица Исходы тромба. В каждой ячейке представлены баллы по 
каждому животному и сумма баллов ** по группе 

Группа № 
животного 

Признак 
Аутолиз Организация Реканализация 

Контрольная 
(плацебо) 

1 0 0 1 
2 0 1 1 
3 0 0 1 
4 0 0 1 
5 0 1 1 

Сумма баллов по группе 
(плацебо) 0 2 5 

Плавикс®, 
2,5 мг/кг 

6 5 0 0 
7 5 0 0 
8 0 3 4 
9 5 0 0 
10 5 0 0 

Сумма баллов по группе 
(Плавикс®)# 20 3 4 

Примечание -  
* - аутолиз или предотвращение развития тромба; 
** - максимальная сумма баллов по группе по каждому признаку составляет 25 

баллов (что соответствует максимально благоприятному исходу тромба); 
# - достоверные отличия от контрольной группы, тест Манна-Уитни, р<0,05; 
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Таким образом, на основании изучен-
ного гистологического строения артерий 
было установлено, что введение препа-
рата клопидогрел (Плавикс®) при анали-
зе эффективности на экспериментальной 
модели артериального тромбоза у кроли-
ков приводит к формированию морфоло-
гических признаков, характерных для бла-
гоприятного исхода артериального тром-
боза. Они проявляются предупреждением 
развития тяжелых деструктивных измене-
ний стенок сосудов и формирования тром-
ба и/или частичным и полным аутолитиче-
ским расплавлением обтурирующих и при-
стеночных тромбов.

Как антиагрегант, Клопидогрел (Пла-
викс®) способствовал раннему исходу тром-
ба (или предотвратил формирование тром-
ба) у 80% животных с моделируемой пато-
логией.

Выводы и заключение 
Одним из распространённых методов 

оценки эффективности препаратов, об-
ладающих антиагрегантной активностью, 
является модель артериального тромбо-
за, вызванного поверхностной аппликаци-
ей 70% раствора хлорида железа на гры-
зунах. В качестве критерия процесса тром-
бообразования используют степень сниже-
ния скорости кровотока вплоть до полной 
окклюзии артерии на наркотизированных 
животных, которых непосредственно по-
сле эксперимента подвергают эвтаназии. 
Такой подход не позволяет оценить влия-
ние препаратов при их длительном приме-
нении на процесс тромбообразования. Це-
лью данной работы была оценка целесо-
образности использования модели арте-
риального тромбоза на кроликах, предло-
женной Couture (2013) [5], с модификация-
ми, для изучения эффективности препара-
тов, обладающих антиагрегантной актив-
ностью, при субхроническом введении. 

Как и в упомянутой выше работе, ин-
дуктор наносили в концентрации 20% на 
фильтровальную бумагу, которую обе-
ртывали вокруг артерии так, чтобы индук-
тор был равномерно распределен по всей 
окружности сосуда. При этом особое вни-
мание обращалось на стандартизацию дан-
ной манипуляции, что крайне необходи-
мо для воспроизводимости модели. Важно, 
чтобы размер фильтровальной бумаги, ко-
личество наносимого индуктора, время ап-
пликации не различались между животны-
ми. В проведенном исследовании время ап-

пликации хлорида железа составило 10 ми-
нут. Данный параметр был выбран на ос-
новании данных литературы, где было по-
казано, что через 10 мин аппликации начи-
нает происходить существенно снижение 
скорости кровотока, заканчивающееся ок-
клюзией через 20-25 минут [5]. Как пока-
зали результаты последующего гистоло-
гического исследования, данный времен-
ной параметр достаточен для индукции па-
тологии и оценки эффективности препара-
тов.

У кроликов группы, не получавшей ле-
чение, обнаруживались все признаки фор-
мирования тромба. Определялись суще-
ственные изменения стенки артерий, про-
являющиеся в виде некроза, истончения и 
расслоения оболочек, особенно в месте ап-
пликации хлорида железа (III), с повреж-III), с повреж-), с повреж-
дением эндотелия. В просвете сосудов об-
наруживались обтурирующие и крупные 
пристеночные тромбы, имеющие харак-
терное слоистое строение, с преобладани-
ем в составе фибрина и эритроцитов, как 
лизированных, так и в виде пигмента. Фи-
брин в составе тромба откладывался в ви-
де волокон или образовывал базофиль-
ные глыбки. Имели место гемолиз и сладж 
эритроцитов. В умеренном количестве вы-
являлись лейкоциты, особенно в головке 
тромба. 

Введение референтного препарата 
клопидогрел (Плавикс®), который облада-
ет антиагрегантной активностью, приво-
дило к формированию морфологических 
признаков, характерных для благоприят-
ного исхода артериального тромбоза. Те-
рапия клопидогрелом предупреждала раз-
витие тяжелых деструктивных изменений 
стенок сосудов и формирование тромба, а 
также, возможно, способствовала аутоли-
тическому расплавлению пристеночных 
тромбов.

Полученные данные показали, что мо-
делирование артериального тромбоза на 
кроликах с применением 20% хлорида же-
леза (III) может быть применяться для 
оценки эффективности препаратов, об-
ладающих антиагрегантной активностью, 
при их длительном применении. Предло-
женный методический подход позволя-
ет использовать различные курсы приема 
препаратов, не ограничиваясь однократ-
ным введением, что может быть ценно при 
изучении возможного влияния препаратов 
на процесс тромбообразования в динамике.
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Abstract: The ferric chloride-induced arterial model of thrombosis is one of the most widely used animal 
models to assess arterial efficacy of new antithrombotic drug candidates. This model is well-established 
in rodents but in a less extent in the rabbits. Тhere are evidences in literature that the rabbit factor Xa is 
more similar to human than the rat one. Since factor Xa is an important target for new antithrombotic 
compounds in development, it seems reasonable to use rabbits in studies aimed to assess drug efficacy. 
The aim of this work was to evaluate the usefulness of arterial thrombosis model in rabbits suggested 
by Couture L. (2013), with modifications, for the study of the effectiveness of antithrombotic drugs via 
subchronic administration. The application of 20% ferric chloride (III) on the surface of carotid artery 
during 10 minutes resulted in formation of occlusive and large parietal thrombi, which were determined 
by histological examination 7 days after the formation of pathology. Administration of widely used 
antiplatelet drug clopidogrel (Plavix®) (2.5 mg/kg, 7 days), prevented thrombus formation (or induced 
thrombus autolysis). The rabbit ferric chloride-induced arterial model of thrombosis presented in this 
paper is sensitive tool for the assessment of new antithrombotic agents with various schedules of drug 
treatment, not limited to a single administration.
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