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Оценка функции тромбоцитов имеет ключевое значение для диагностики нарушений свер-
тываемости крови и мониторинга эффективности антиагрегантных препаратов. Сравнительно
недавно был разработан метод оценки агрегации тромбоцитов, основанный на явлении мало-
углового рассеяния света. Измерения проводятся в среде с известным значением pH и кон-
центрацией кальция. Целью данной работы было исследование влияния преаналитических
и аналитических переменных, а также сопоставление результатов с уже широко используе-
мым в клинической практике методом световой трансмиссионной агрегометрии. Было выяв-
лено, что перевозка образца на автомобиле в течение двух часов не оказывает влияния на
параметры коллаген-индуцированной агрегации. Было обнаружено, что метод малоуглового
светорассеяния для измерения коллаген-индуцированной агрегации тромбоцитов обладает хо-
рошей прецизионностью в условиях повторяемости и является отдаленно воспроизводимым.
Параметры агрегации, полученные методом малоуглового светорассеяния, прямо коррелиру-
ют с параметрами агрегации, измеренными методом трансмиссионной агрегометрии. Показана
ускоряющая роль секретируемого из плотных гранул аденозиндифосфата на коллаген-индуци-
руемую агрегацию тромбоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ

Тромбоциты представляют собой безъядерные
дискообразные клеточные фрагменты размером
2–3 мкм [1] со средним объемом фемтолитров [2].
Они циркулируют в кровотоке в концентрации
150–400 тысяч в микролитре [3]. Тромбоциты от-
вечают за процесс остановки кровотечения — ге-
мостаз [4]. Они прикрепляются к месту поврежде-
ния сосуда и формируют гемостатическую «проб-
ку» — агрегат [5]. Тромбоциты играют ключевую
роль как в нормальном гемостазе, так и при па-
тологических состояниях, кровотечениях и тромбо-
зах, которые часто связаны именно с нарушени-
ем функции тромбоцитов [6]. В настоящее время
ишемическая болезнь сердца составляет значитель-
ную долю смертности населения Российской Феде-
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рации [7]. Оценка функции тромбоцитов применя-
ется для диагностики нарушений тромбоцитарного
гемостаза, а также для мониторинга антиагреган-
той терапии, которая является стандартным компо-
нентом лечения любого типа острого коронарного
синдрома [8]. К методам исследования тромбоци-
тарного звена гемостаза относят: метод импеданс-
ной агрегометрии, метод флуктуации светопропус-
кания, турбидиметрический метод и др. Импеданс-
ная агрегометрия, разработанная в начале 1980-х
годов, позволяет изучать агрегацию тромбоцитов
в цельной крови без предварительной пробоподго-
товки. Метод основан на измерении электрическо-
го сопротивления между двумя платиновыми элек-
тродами, погруженными в перемешиваемую цель-
ную кровь [9]. При добавлении агониста тромбоци-
ты агрегируют и прикрепляются к электродам, вы-
зывая изменения в электрическом импедансе, кото-
рые затем преобразуются в детекцию агрегации [4].
К преимуществам этого метода относят возмож-
ность оценки функции тромбоцитов в липемиче-
ской крови. Однако тест не реализуем при очень
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низком количестве тромбоцитов [10]. Также к прин-
ципиальным недостаткам этого метода относят на-
липание на электроды не только тромбоцитов, но
и белков плазмы [6].

Метод флуктуаций светопропускания (ФСП-
метод) был предложен З.А. Габбасовым. Принцип
этого метода основан на анализе флуктуаций свето-
вого потока, проходящего сквозь образец крови [6].
Относительная дисперсия ФСП пропорциональна
среднему размеру (радиусу) частиц в анализируе-
мой суспензии, и именно этот параметр, т.е. размер
агрегатов (в относительных единицах), и опреде-
ляется в ходе измерения. К достоинствам метода
относят высокую чувствительность к детекции эф-
фектов, обусловленных низкими дозами агонистов,
а также возможность регистрации спонтанной аг-
регации [11]. К недостаткам метода относят относи-
тельно высокую погрешность, связанную с высокой
чувствительностью к помехам [6].

В настоящее время тестом — «золотым стандар-
том» для оценки функции тромбоцитов — является
световая трансмиссионная агрегометрия (СТА) [12,
13]. Этот метод основан на регистрации изменений
светопропускания в суспензии тромбоцитов [14].
Эти изменения обусловлены снижением светорассе-
яния и увеличением прозрачности суспензии в про-
цессе образования тромбоцитарных агрегатов по-
сле добавления агониста [15]. Оптическая агрего-
метрия предоставляет информацию об агрегации
и дезагрегации тромбоцитов, однако имеет неко-
торые ограничения, такие как отсутствие стандар-
тизации [16], нефизиологичность и трудоемкость
процедуры предподготовки пробы. Помимо проче-
го, метод СТА для оценки агрегации тромбоци-
тов требует сравнительно большоо объёма образ-
ца [17]. Для исследования агрегации методом оп-
тической агрегометрии необходимо, чтобы концен-
трация тромбоцитов в крови была не менее 150 тыс.
тромбоцитов/ мкл, таким образом, анализ не прово-
дят у пациентов, страдающих тромбоцитопенией.

Наиболее современным, но наименее проработан-
ным методом оценки функции тромбоцитов явля-
ется метод малоуглового светорассеяния, реализо-
ванный на лазерном анализаторе LaSca (low angle
light scattering, ЛАСКА). Метод основан на явле-
нии малоуглового светорассеяния на сферической
частице, размер которой больше длины волны пада-
ющего света (теория светорассеяния Ми с прибли-
жением Фраунгофера). Это устройство позволяет
оценить агрегацию (образование димеров и триме-
ров) и изменение формы тромбоцитов при их акти-
вации. Принцип действия прибора ЛАСКА таков:
луч лазера падает на кювету с разбавленной суспен-
зией тромбоцитов, рассеянный свет детектируется
массивом фотодиодов, затем сигнал передается на
компьютер (рис. 1) [18].

На основании полученных кривых светорассея-
ния оцениваются максимальная скорость агрега-
ции тромбоцитов Vmax, амплитуда агрегации∆I(1),
амплитуда изменения формы тромбоцитов ∆I(12),
а также лаг-фаза tlag (время задержки агрегации)

Рис. 1. Схема установки, регистрирующей малоугловое
светорассеяние. 1 — Источник света (лазерный диод
с коллиматором, длина волны 670 нм); 2 — прозрачная
кювета с перемешивающим устройством-якорем; 3 —
магнитная термостатируемая мешалка; 4 — массив фо-
тодиодов; 5 — аналого-цифровой преобразователь. Ри-
сунок заимствован из [18]

и время свертывания tclot. По сравнению со све-
товой трансмиссионной агрегометрией метод ЛАС-
КА обладает рядом преимуществ: требует меньше-
го объема крови, что критически важно при ис-
следовании педиатрических пациентов, обеспечи-
вает возможность анализа при тромбоцитопении,
а также работает при физиологической концентра-
ции ионов кальция. Метод ЛАСКА может быть ис-
пользован для анализа суспензии, содержащей не
менее 10 тыс. тромбоцитов/мкл [18], что на поря-
док меньше чем в методе СТА. Новая модифика-
ция прибора позволяет оценивать не только агрега-
цию тромбоцитов и изменение их формы, но и уро-
вень внеклеточного кальция [19]. Метод ЛАСКА
уже был применен для оценки влияния липополи-
сахаридов на образование тромбоцитарных агрега-
тов [20], а также для оценки функции тромбоци-
тов у пациентов с капошиформной гемангиоэндо-
телиомой/синдромом Казабаха–Меритт [21]. С по-
мощью метода ЛАСКА был проведен анализ аг-
регации тромбоцитов у пациентов онкологическо-
го профиля на химиотерапии [22]. С помощью дан-
ного метода было впервые показано, что ускоре-
ние агрегации при гипотермических условиях непо-
средственно связано с увеличением уровня внекле-
точного кальция [19]. Кроме того, метод ЛАСКА
был использован для характеристики ингибирова-
ния тромбоцитов уже используемым в клинике NO-
независимым стимулятором растворимой гуанилат-
циклазы (рГЦ) риоцигуатом [23], NO- и гем-незави-
симым активатором рГЦ [24]. Однако настоящий
метод до сих пор остается слабо охарактеризован-
ным и апробированным для применения в клиниче-
ской практике. Поэтому целью данной работы явля-
ется апробация метода ЛАСКА для измерения аг-
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регации тромбоцитов у здоровых взрослых, а также
пациентов с кровоточивостью при активации тром-
боцитов коллагеном.

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1.1. Пациенты

Исследование проведено в соответствии с Хель-
синкской декларацией и одобрено Этическим ко-
митетом Центра теоретических проблем физико-
химической фармакологии (протокол № 2/1-20 от
03.08.2020). В исследование включены здоровые
взрослые добровольцы (n = 20, 12 мужчин, 8 жен-
щин, возраст 18–40 лет, без хронических заболева-
ний), педиатрические пациенты с геморрагическим
синдромом(n = 10, возраст 5–16 лет, 3 мальчика,
7 девочек), а также брат (8 лет) и сестра (9 лет)
с дефицитом плотных гранул тромбоцитов — син-
дромом Германского–Пудлака (ГП). Диагноз уста-
новлен по результатам молекулярно-генетического
исследования.

1.2. Протокол исследования агрегации

тромбоцитов методом ЛАСКА

Цельную кровь здоровых добровольцев за-
бирали в 3-миллилитровые вакуумные пробир-
ки (S-Monovette, Sarstedt AG&Co., Germany)
с 3.2%-м раствором цитрата натрия (соотношение
кровь:цитрат — 9:1). Для получения богатой тром-
боцитами плазмы (БТП) кровь центрифугирова-
ли 8 мин при 100×g. БТП оставляли при ком-
натной температуре на 30 мин. Затем БТП раз-
бавляли до 10×103 тромбоцитов/мкл модифициро-
ванным буфером HEPES (140 мМ NaCl, 10 мМ
HEPES, 2.0 мМ KCl, 1 мМ MgCl2, 2 мМ CaCl2,
5 мМ глюкозы, pH=7.4, все реагенты производ-
ства Sigma-Aldrich, США). Исследования агрега-
ции методом малоуглового светорассеяния прово-
дились на лазерном анализаторе частиц ЛАСКА-
ТМ (Биомедицинские системы, Санкт-Петербург,
Россия) при температуре в кювете 23◦С и пере-
мешивании 1200 об/мин. Для обработки данных
использовалось оригинальное программное обеспе-
чение LaSca_32 (ООО «БиоМедСистемы», Санкт-
Петербург, Россия). Максимальную скорость агре-
гации тромбоцитов Vmax рассчитывали как тангенс
угла наклона кривой интенсивности светорассея-
ния на 1◦ за 60 с (рис. 2). Амплитуду агрегации
∆I(1) и изменения формы тромбоцитов ∆I(12) вы-
числяли как разность между интенсивностями све-
торассеяния на базовом уровне и максимальном на
1◦ и 12◦ соответственно. Время, за которое интен-
сивность светорассеяния на 1◦ увеличивалась на
3% после добавления активатора, обозначили лаг-
фазой tlag. Время свертывания tclot — временной
интервал между моментом инициации агрегации

и моментом времени, когда светорассеяние снизи-
лось до 0 отн. ед. Измерение концентрации тромбо-
цитов проводилось на проточном цитофлуориметре
Novocyte (Acea Bioscience, США). Тромбоциты ак-
тивировали 0.4 мг/мл коллагена.

Рис. 2. Характерный вид зависимости интенсивности
светорассеяния от времени при коллаген-индуцируемой
агрегации тромбоцитов и характерные параметры. Рас-
считываются максимальная скорость агрегации, ампли-
туда агрегации, лаг-фаза и время свертывания. Макси-
мальную скорость Vmax рассчитывали — тангенс угла
наклона кривой интенсивности светорассеяния на 1◦ за
60 с. Амплитуда интенсивности светорассеяния — раз-
ность между интенсивностями светорассеяния на базо-
вом уровне и максимальном. Время, за которое интен-
сивность светорассеяния на 1◦ увеличивалась на 3% по-
сле добавления активатора, обозначили лаг-фазой tlag.
Время свертывания tclot — временной интервал между
моментом инициации агрегации и моментом времени,
когда светорассеяние снизилось до 0 отн. ед.

1.3. Методики экспериментов

Для оценки прецизионности метода была проана-
лизирована степень близости друг к другу измере-
ний, полученных в условиях одной аналитической
серии, в пределах часового интервала, одним опера-
тором. Был рассчитан коэффициент вариации (CV)
как отношение стандартного отклонения к средне-
му для всех параметров агрегации.

Для оценки отдаленной воспроизводимости ре-
зультатов исследования здоровые добровольцы бы-
ли приглашены на исследование агрегации дважды
с интервалом в неделю (n = 5).

Для оценки влияния транспортировки образца
сравнивали результаты, полученные на цельной
крови здоровых добровольцев (n = 5) до и после
транспортировки образца в термостатируемом кон-
тейнере в течение двух часов на наземном транс-
порте.

Для изучения влияния секретируемого аденозин-
дифосфата (АДФ) на коллаген-индуцированную
агрегацию тромбоцитов, тромбоциты инкубирова-
ли с апиразой (100 ед. акт./мл).
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1.4. Протокол исследования агрегации

тромбоцитов методом агрегометрии по Борну

Для получения БТП цельную кровь центрифуги-
ровали при 200 g в течение 7 мин. Из каждой про-
бирки осторожно отбирали супернатант (500 мкл
БТП). Обедненную тромбоцитами плазму (ОТП)
получали повторным центрифугированием остав-
шегося образца при 2000×g в течение 15 мин. БТП
разводили в ОТП до 200 тыс. тромбоцитов/мкл.
Для калибровки прибора использовали 200 мкл
ОТП.

В измерительную кювету помещали 200 мкл
БТП и магнитный якорь (скорость перемешивания
800 оборотов в мин). Затем образец термостатиро-
вали в измерительной ячейке при 37◦С не менее
3 мин. Процесс агрегации индуцировался коллаге-
ном в концентрации 2 мг/мл. Оценку степени агре-
гации проводили по кривой светопропускания в %.
Агрегация тромбоцитов наблюдалась методом све-
товой турбидометрической агрегометрии на прибо-
ре Biola LA-230.

1.5. Статистика

Для оценки достоверных различий в парных из-
мерениях был использован парный t -критерий (уро-
вень значимости p<0.05). Для оценки различий
между двумя независимыми выборками исполь-
зовался критерий Манна–Уитни. Корреляцию па-
раметров оценивали коэффициентом Пирсона. Ре-
зультаты анализировались программным обеспече-
нием OriginPro v.8.5 (OriginLab Corporation, США)
и были представлены в виде среднего (по меньшей
мере 3 повторных измерений) ± стандартное откло-
нение (SD), если не указано другое.

2. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

2.1. Оценка прецизионности метода

малоуглового светорассеяния в условиях

повторяемости результатов измерений

Для описания точности результатов по изме-
рению коллаген-индуцируемой агрегации методом
ЛАСКА была поставлена задача об оценке пре-
цизионности метода малоуглового светорассеяния
в условиях повторяемости результатов измерений.
Для решения данной задачи мы повторили на
одном доноре последовательно один и тот же
эксперимент трижды в течение одной аналитиче-
ской серии. Рассчитанные коэффициенты вариации
(CV) для всех параметров агрегации представлены
в табл. 1.

Выяснено, что коэффициент вариации для Vmax

составил 3.5%, для ∆I(1) — 1.8%, для ∆I(12) —
2.3%, время свертывания воспроизвелось с точно-
стью в 2.2%, а лаг-фаза варьировалась при повтор-
ных измерениях с разбросом в 1%. Таким обра-

зом, оценена изменчивость результатов и получен-
ные данные могут быть использованы для практи-
ческой интерпретации измерений.

2.2. Оценка воспроизводимости результатов

исследования агрегации и изменения формы

тромбоцитов методом ЛАСКА

Одной из характеристик любого диагностическо-
го метода, определяющей его ценность, является
воспроизводимость полученных при его использо-
вании результатов. Для введения метода ЛАСКА
в клиническую практику, а также для исследова-
тельских целей была поставлена задача об оценке
воспроизводимости результатов исследования агре-
гации и изменения формы тромбоцитов методом
ЛАСКА в течение недели. На рис. 3 отражены
результаты серии экспериментов для оценки вос-
производимости параметров агрегации тромбоци-
тов, стимулированных коллагеном. Максимальная
скорость агрегации Vmax (рис. 3, а) воспроизводит-
ся в рамках недели наблюдения: 2.3±2.0 отн.ед./с
в день 1 и 1.7±0.7 отн.ед./с (среднее ± сред-
некв. откл.) на 8-й день. Амплитуда коллаген-
индуцированной агрегации ∆I(1) остается неиз-
менной: в 1-й день наблюдения она составила
790±140 отн.ед., а на 8-й день наблюдения была
равной 700±250 отн.ед. (рис. 3, б ). Изменение фор-
мы тромбоцитов при активации коллагеном ∆I(12)
в 1-й день составило 1.9±0.5 отн. ед., а на 8-й день
было равным 2.1±0.4 отн.ед. (рис. 3, в). Время свер-
тывания составило 900±300 с и 800±300 с соответ-
ственно на 1-й и 8-й дни исследования (рис. 3, г);
а лаг-фаза была равной 80±60 с и 76±18 с
(рис. 3, д). Значимых изменений в параметрах от
1-го дня исследования к 8-му обнаружено не было
(p > 0.05).

По результатам измерений выявлено, что резуль-
таты исследования агрегации и изменения формы
тромбоцитов методом ЛАСКА являются воспроиз-
водимыми в течение недели наблюдения.

2.3. Исследование зависимости параметров

агрегации и изменения формы тромбоцитов

от транспортировки образца

Для того чтобы выяснить, могут ли образец при-
везти из другого диагностического центра при со-
блюдении условий перевозки, мы исследовали вли-
яние транспортировки крови на результаты из-
мерения агрегации тромбоцитов. Было получено,
что максимальная скорость коллаген-индуцируе-
мой агрегации Vmax, измеренная методом ЛАС-
КА, составила 1.7±1.1 отн. ед./с (рис.4, а), а по-
сле транспортировки 2.1±0.6 отн.ед./с. Амплиту-
да агрегации ∆I(1) была равной 750±180 отн. ед.,
а после перевозки 800±300 отн. ед. (рис.4, б ).
Амплитуда изменения формы ∆I(12) состави-
ла 2.1±0.7 отн. ед., а после транспортировки
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Таблица 1. Коэффициенты вариации параметров агрегации и изменения формы у трех здоровых добровольцев

Донор CV(Vmax), % CV(I(1)), % CV(I(12)), % CV (tclot), % CV(tlag), %

1 3.3 1.6 5.0 3.5 0.9

2 3.8 1.8 0.6 2.0 0.9

3 3.4 2.0 1.1 1.1 1.0
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Рис. 3. Параметры коллаген-индуцированной агрегации тромбоцитов измеренной методом ЛАСКА стабильны в те-
чение недели (n = 5). Максимальная скорость агрегации (а) тромбоцитов, амплитуда агрегации (б ), изменение
формы (в), время свертывания (г), а также лаг-фаза (д) значимо не изменяются за неделю (p > 0.05). Средние
линии — медианы, рамки показывают 25–75 процентили, полосы ошибок показывают интервалы 5–95%
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Рис. 4. Оценка влияния транспортировки крови на результаты исследования коллаген-индуцируемой агрегации
методом ЛАСКА: а — максимальная скорость агрегации тромбоцитов, б — амплитуда АДФ-индуцированной агре-
гации, в — изменение формы тромбоцитов, г — время свертывания, д — лаг-фаза. Статистика как на рис. 1

2.7±0.7 отн. ед. (рис.4, в). Время свертывания со-
ставило 2800±800 с и 3200±1000 с соответственно
до и после транспортировки (рис. 4, г); а лаг-фаза
была равной 74±19 с и 80±40 с (рис. 4, д). Значи-

мых изменений в измеряемых параметрах колла-
ген-индуцируемой агрегации тромбоцитов методом
ЛАСКА до/после транспортировки крови обнару-
жено не было (p > 0.05).
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Рис. 5. Роль секретируемого АДФ в коллаген-индуцированной агрегации для метода малоуглового светорассеяния.
На графике представлены усредненные данные для параметров (n = 5). Агрегацию тромбоцитов индуцировали
коллагеном 0,4 мг/мл в отсутствии (контроль) или присутствии ингибитора (апираза): а — максимальная скорость
агрегации тромбоцитов, б — амплитуда АДФ-индуцированной агрегации, в — изменение формы тромбоцитов, г —
время свертывания, д — лаг-фаза. Статистика как на рис. 1. Значимо увеличена лаг-фаза в пробе с апиразой по
сравнению с контрольной (p < 0.05)

Таким образом, было показано, что наземная пе-
ревозка образца крови в течение двух часов не ока-
зывает влияния на результаты исследования агре-
гации тромбоцитов методом ЛАСКА.

2.4. Роль секретируемого АДФ

в коллаген-индуцированной агрегации

для метода малоуглового светорассеяния

Поскольку метод ЛАСКА требует сильно разбав-
ленной БТП для достижения одночастичного рассе-
яния, мы проверили, наблюдается ли влияние сек-
ретируемого АДФ на коллаген-индуцированную аг-
регацию тромбоцитов в этих условиях.

Известно, что при стимуляции коллагеном про-
исходит секреция содержимого гранул из тром-
боцитов, в которых содержатся вещества такие,
как АДФ. В свою очередь, АДФ активирует тром-
боциты и еще больше усиливает эффект агрега-
ции [6]. Для исследования влияния секретируемо-
го АДФ на коллаген-индуцированную агрегацию
мы использовали известный фермент, катализиру-
ющий гидролиз АДФ, — апиразу. На рис. 5 по-
казано изменение основных параметров агрегации,
индуцированной коллагеном, при добавлении апи-
разы. Максимальная скорость агрегации в пробе
с апиразой составила 2.3±1.9 отн. ед./с., а в кон-
трольной пробе — 2.7±1.9 отн. ед./с (рис. 5, а). Ам-
плитуда агрегации (рис. 5, б ) в пробе с антиагре-
гантом (800±300 отн. ед.) не отличалась от кон-
трольной (940±220 отн. ед.). Амплитуда изменения

формы (рис. 5, в) тромбоцитов в пробе с апира-
зой (2.3±0.7 отн. ед.) принимала такие же значения,
как и в контрольной (2.1±0.9 отн. ед.). Время свер-
тывания (рис. 5, г) в пробе с апиразой и в контроль-
ной пробе одинаковы (940±220 с и 810±220 с соот-
ветственно). Лаг-фаза (рис. 5, д) значимо увеличе-
на на 46% при добавлении апиразы (71±17 с) по
сравнению с контрольной пробой (48±3 с).

Увеличение tlag свидетельствует о снижении кол-
лаген-индуцируемой агрегации тромбоцитов в при-
сутствии гидролазы. Таким образом, было уста-
новлено, что агрегация тромбоцитов, индуцирован-
ная коллагеном, во многом зависит от секреции
содержимого тромбоцитарных гранул. Метод ма-
лоуглового светорассеяния способен обнаруживать
эффекты низкомолекулярных соединений, секрети-
руемых активированными тромбоцитами из плот-
ных гранул. На основании этих данных было сдела-
но предположение, что метод может быть чувстви-
тельным к дефициту плотных гранул тромбоцитов.

Для проверки этой гипотезы было проведено
исследование коллаген-индуцированной агрегации
у двух пациентов с диагностированным синдро-
мом Германского–Пудлака (выраженным дефици-
том плотных гранул). По результатам проточной
цитометрии у обоих пациентов обнаружен выра-
женный дефицит плотных гранул — 20% от нор-
мы. При этом агрегометрия по Борну с активацией
тромбоцитов коллагеном у пациентов с синдромом
ГП была в референсном диапазоне [58% у мальчика
и 67% у девочки, норма 50–80%]. На рис. 6 представ-
лены данные коллаген-индуцированной агрегации
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Таблица 2. Параметры коллаген-индуцированной агрегации для пациентов с синдромом Германского–Пудлака
и здоровых добровольцев

Vmax, ∆I(1), ∆I(12), Лаг-фаза, Время

отн. ед/с отн. ед. отн. ед. с свертывания, с

Здоровый доброволец,
2±1 870±160 1.6±1 160±70 850±130

среднее ± стандартное отклонение

Пациент с синдромом
0.9 790 1.75 270 1270

Германского–Пудлака, девочка

Пациент с синдромом
0.6 600 2.25 400 1500

Германского–Пудлака, мальчик

пациента с синдромом Германского–Пудлака в срав-
нении со здоровым донором.

Рис. 6. Оригинальные кривые интенсивности светорас-
сеяния (сглаживание по 10 точкам), полученные мето-
дом ЛАСКА, для коллаген-индуцированной агрегации
тромбоцитов пациента с синдромом Германского–Пуд-
лака (а) в сравнении со здоровым донором (б ). Ха-
рактерные кривые для пациентов с синдромом Герман-
ского–Пудлака отличаются от характерных кривых здо-
ровых добровольцев: увеличены лаг-фаза tlag и время
свертывания tclot, а также снижена скорость агрегации
Vmax. Стрелкой обозначен момент добавления агониста
к- коллагена в концентрации 0.4 мг/мл

В табл. 2 приведены параметры агрегации тром-
боцитов пациентов с синдромом Германского–Пуд-
лака и здоровых доноров (n = 20). Было обнаруже-
но удлинение лаг-фазы tlag в 1.7 и 2.5 раза у пациен-
тов с синдромом Германского–Пудлака в сравнении
со здоровыми донорами, а также наблюдалось зна-
чимое снижение максимальной скорости агрегации.
Амплитуда агрегации у пациента мужского пола
с синдромом Германского–Пудлака снижена на 31%
по сравнению с контрольной группой, а у пациента-
девочки находилась в пределах нормальных зна-
чений. Время свертывания у пациентов с синдро-
мом Германского–Пудлака удлинено в 1.5 и 1.8 ра-
за (у девочки и мальчика соответственно) по срав-
нению со здоровыми добровольцами.

Таким образом, было показано, что АДФ, секре-
тируемый из плотных гранул тромбоцитов, оказы-
вает значительное влияние на коллаген-индуциро-
ванную агрегацию тромбоцитов, измеряемую мето-
дом малоуглового светорассеяния.

2.5. Анализ параметров агрегации

тромбоцитов в когортах здоровых добровольцев

и пациентов методом малоуглового

светорассеяния и методом СТА

Мы проанализировали параметры коллаген-
индуцируемой агрегации тромбоцитов у здоровых
добровольцев и педиатрических пациентов с гемор-
рагическим синдромом (рис. 7). Максимальная ско-
рость агрегации Vmax составила 1.5±0.7 отн. ед./с
у здоровых добровольцев и 1.4±0.7 отн.ед/с (сред-
нее ± станд. откл.) у педиатрических пациентов,
без существенных различий (рис. 7, а). Амплиту-
да агрегации ∆I(1) значимо повышена на 30%
в группе педиатрических пациентов по сравне-
нию со здоровыми добровольцами (930±140 отн. ед.
и 720±240 отн. ед. соответственно, рис. 7, б ). Лаг-
фаза составила 190±90 с у здоровых взрослых
и 150±90 с для педиатрических пациентов, досто-
верные различия не обнаружены (рис. 7, в).

Для сопоставления результатов, полученных при
исследовании здоровых добровольцев (n = 18) и па-
циентов (n = 10) на агрегометре Биола (агрего-
метрия по Борну), а также на лазерном малоуг-
ловом анализаторе ЛАСКА, были оценены коэф-
фициенты корреляции параметров агрегации, опре-
деленных этими двумя методами. Они приведены
в табл. 3.

Таблица 3. Коэффициенты корреляции параметров аг-
регации, измеренные методом ЛАСКА и методом опти-
ческой агрегометрии

Коэффициент Здоровые
Пациенты

корреляции P доноры

Vmax (ЛАСКА-Биола) 0.87*** 0.79**

∆I (ЛАСКА-Биола) 0.74* 0.84**

tlag (ЛАСКА-Биола) 0.94*** 0.90 **

Примечание. Уровни значимости: p < 0.05 обозначен *;

p < 0.01 обозначен **; p < 0.001 обозначен ***

Было получено, что параметры агрегации (Vmax,
∆I(1) и tlag), измеренные методом ЛАСКА, силь-
но положительно коррелируют с соответствующи-

2520702–7



БИОФИЗИКА И МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА

Рис. 7. Сравнение параметров коллаген-индуцированной агрегации тромбоцитов у здоровых добровольцев (n = 18)
и пациентов детского возраста с геморрагическим синдромом (n = 10). Максимальная скорость агрегации тром-
боцитов (а) и лаг-фаза (в) для этих групп достоверно не различаются. Амплитуда агрегации ∆I(1) (б ) в когорте
пациентов достоверно повышена, уровень значимости p < 0.05. Статистика такая же, как на рис. 1

ми параметрами агрегации, измеренными методом
СТА среди здоровых доноров и пациентов с ге-
моррагическим синдромом (коэффициенты корре-
ляции Пирсона 0.7–0.8, p < 0.05).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящее исследование было сосредоточено на
характеризации и валидации недавно разработан-
ного метода ЛАСКА для оценки функции тромбо-
цитов. Мы оценили влияние некоторых преаналити-
ческих и аналитических переменных и сопоставили
результаты, полученные с использованием метода
ЛАСКА с параметрами теста — «золотого стандар-
та» СТА.

Проведена оценка критерия качества получен-
ных измерений:было показано, что метод малоуг-
лового светорассеяния для исследования коллаген-
индуцированной агрегации тромбоцитов обладает
хорошей прецизионностью в условиях повторяемо-
сти. Коэффициент вариации параметров не превы-
сил 3.5% при последовательном повторении экспе-
риментов одним операторомв течение часа. Метод
ЛАСКА сравним по прецизионности с методом
СТА, коэффициент вариации коллаген-индуциро-
ванной агрегации у которого также 3.5% [25].

Оценка отдаленной воспроизводимости результа-
тов выявила, что при воспроизведении эксперимен-
та с интервалом в неделю параметры агрегации ста-
тистически значимо не изменяются. Эти данные
позволят сделать выводы о статистически значи-
мых отличиях в агрегации тромбоцитов, наблюда-
емой в динамике, например при оценке функции
тромбоцитов у пациентов на продолжительной те-
рапии антиагрегантами. Помимо этого, данные ре-
зультаты могут быть полезными в перспективе при
оценке агрегации тромбоцитов в образцах, подле-
жащих длительному хранению, например тромбо-
цитарного концентрата, использующегося в транс-
фузиологии.

Подбор оптимальных условий транспортировки
образца цельной крови и в целом факт ее нали-
чия перед проведением анализа функции тромбо-

цитов до сих пор остаются дискуссионным вопро-
сом. Для световой трансмиссионной агрегометрии
было показано, что пересылка образца с помощью
пневматической почты искажает результаты иссле-
дования агрегации тромбоцитов: агрегация тромбо-
цитов с коллагеном значимо увеличивается [25]. Те-
кущее исследование не оценивало эффекты пневма-
тической почты на результаты исследования агре-
гации методом ЛАСКА. Однако нам удалось вы-
явить, что наземная перевозка образца крови в те-
чение двух часов не оказывает влияния на резуль-
таты исследования агрегации тромбоцитов.

В ходе работы было установлено, что АДФ, секре-
тируемый из плотных гранул тромбоцитов, оказы-
вает значительное влияние на коллаген-индуциро-
ванную агрегацию тромбоцитов: добавление в про-
бу фермента-гидролазы значимо замедляет колла-
ген-индуцируемую агрегацию тромбоцитов. Полу-
ченные результаты находятся в согласии с данными
из статьи [18], где было продемонстрировано сниже-
ние коллаген-индуцированной агрегациив присут-
ствии ингибиторов рецепторов P2Y12, P2Y1. Ре-
зультаты СТА при исследовании пациентов с де-
фицитом плотных гранул тромбоцитов могут ва-
рьировать от недиагностических до свидетельству-
ющих о многочисленных отклонениях, особенно
при использовании слабых агонистов [26]. В теку-
щем исследовании метод СТА не выявил отклоне-
ний в коллаген-индуцированной агрегации тромбо-
цитов у двух обследованных пациентов с синдро-
мом Германского–Пудлака. В то же время иссле-
дование агрегации тромбоцитов с помощью метода
ЛАСКА выявило отклонения в параметрах колла-
ген-индуцированной агрегации у этих пациентов.
Небольшая когорта пациентов является ограниче-
нием в этом исследовании.

Параметры агрегации, измеренные методом ма-
лоуглового светорассеяния,положительно коррели-
руют (сильная связь) с параметрами агрегации,
измеренными методом СТА, среди здоровых доб-
ровольцев и среди пациентов с кровоточивостью.
Несмотря на то, что методы имеют принципи-
альные отличия (среда для клеток, концентрация
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ионов кальция, концентрация тромбоцитов, уро-
вень кислотности среды и т.д.), методы предостав-
ляют информацию об одном и том же процессе, по-
этому неудивительно, что связь между параметра-
ми, ее описывающими, высокая.

Тем не менее по сравнению с методом СТА ме-
тод ЛАСКА имеет ряд преимуществ: он выявляет
способность тромбоцитов к агрегации в образцах
с обедненным количеством тромбоцитов, тромбоци-
топенией [21]; метод потенциально способен детек-
тировать дефицит плотных гранул тромбоцитов,

а также ввиду того, что метод ЛАСКА использует
сильное разведение образца, он потенциально мо-
жет быть использован и для детекции агрегации
тромбоцитов в образцах с гемолизом или липеми-
ей.

Таким образом, полученные результаты, несо-
мненно, представляют интерес для практической
диагностики тромбоцитопатий, а также в рамках
фундаментальных исследований в области гемато-
логии, трансфузиологии и кардиологии.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект № 24-15-00387).
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Study of collagen-induced platelet aggregation using low angle light scattering

method
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Assessing platelet function is a key to diagnosing bleeding disorders and monitoring the effectiveness of
antiplatelet drugs. Recently a method for assessing platelet aggregation based on the phenomenon of low
angle light scattering was developed. Measurements are carried out in an medium with a known pH value
and calcium concentration. The aim of this work was to study the influence of preanalytical and analytical
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variables, as well as to compare the results with the method of light transmission aggregometry, already widely
used in clinical practice. It was revealed that transporting the sample by car for two hours does not affect the
parameters of collagen-induced aggregation. The low angle light scattering method for measuring collagen-
induced platelet aggregation has been shown to have good precision under repeatable conditions and was short-
term reproducible. The aggregation parameters obtained by low angle light scattering directly correlate with
the aggregation parameters measured by transmission aggregometry. Accelerating role of released adenosine
diphosphate on collagen-induced platelet aggregation was shown.

PACS: 42.62 Be, 87.18.Ed.
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