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МИКРОЧАСТИЦЫ КАК КРИТЕРИИ КАЧЕСТВА КОНЦЕНТРАТА ТРОМБОЦИТОВ

Г.В. Гришина, А.Д. Касьянов, Д.В. Ласточкина, И.И. Кробинец, И.С. Голованова, О.Ю. Матвиенко

Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, 
Россия

Введение. В связи с возросшей потребностью применения концентрата тромбоцитов для лечения и профилактики тромбоцитопатии актуальной 

задачей является разработка, совершенствование и внедрение новых подходов мониторинга параметров его качества и оценки безопасности.

Цель. Проведение систематического обзора и анализа литературных данных для выявления перспективных подходов к оценке адекватного ана-

лиза качества тромбоцитного концентрата для повышения эффективности и безопасности трансфузий.

Обсуждение. Выявлены возможности и преимущества рационального подхода к переливанию концентрата тромбоцитов с учетом степени ак-

тивации тромбоцитов для оптимизации заготовки компонента. Особое внимание уделено методам оценки активации тромбоцитов. Обнаружение 

микрочастиц на основе динамического рассеяния света позволит отличать активированные (с высоким содержанием микрочастиц) от неактиви-

рованных (с низким содержанием микрочастиц) тромбоцитов при проведении как лечебных, так и профилактических трансфузий и оптимизиро-

вать использование этого дефицитного компонента крови.

Выводы. Возможность дифференцировки концентратов тромбоцитов на основе скрининга содержания микрочастиц, образующихся в результа-

те активации, будет способствовать повышению эффективности и безопасности трансфузионной терапии.
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MICROPARTICLES AS QUALITY CRITERIA FOR PLATELET CONCENTRATE
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Introduction. Due to the increased requirement for platelet concentrate use in the treatment and prevention of thrombocytopathy, there is a pressing need 

for the development, improvement and implementation of new approaches to monitoring its quality parameters and safety assessment.

Objective. To conduct a systematic review and analysis of literature data, in order to identify promising approaches to evaluating an adequate analysis of the 

quality of platelet concentrate to improve the effectiveness and safety of transfusions.

Discussion. The possibilities and advantages of a rational approach to platelet concentrate transfusion are established, while considering the degree of plate-

let activation required to optimize the preparation of the component. Special attention was paid to methods for evaluating platelet activation. The detection 

of microparticles based on dynamic light scattering will make it possible to distinguish activated platelets (with a high content of microparticles) from inactive 

(with a low content of microparticles) platelets during both therapeutic and preventive transfusions and optimize the use of this scarce blood component.

Conclusions. The ability to differentiate platelet concentrates based on the screening of the content of microparticles formed due to activation will contribute 

to improving the effectiveness and safety of transfusion therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние два десятилетия в Российской Федерации 
наблюдается устойчивый рост потребности в использо-
вании тромбоцитных концентратов (ТК) в связи с совер-
шенствованием и интенсификацией лечебных программ 
с применением ТК во многих областях медицины.

Тромбоциты  —  это специализированные безъядер-
ные клетки крови, играющие ключевую роль в остановке 
кровотечений и опасном перекрывании здоровых сосу-
дов при тромбозе. Неактивированные тромбоциты пред-
ставляют собой сплюснутые сфероиды (диски) с соот-
ношением полуосей от 2 до 8 и характерным размером 
от 2 до 4 мкм в диаметре. В активированном состоянии 
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форма тромбоцитов изменяется: часть активированных 
тромбоцитов приобретает форму близкую к сфериче-
ской. При переходе в активированное состояние от тром-
боцитов отделяются микрочастицы с размерами в интер-
вале от 50 до 100 нм, которые попадают в межклеточное 
пространство крови [1]. Показателем доли активных 
тромбоцитов является содержание микрочастиц в дан-
ном концентрате.

Концентраты тромбоцитов — это один из дефицитных 
компонентов крови, используемых при гемотрансфузиях. 
Для оценки качества этих концентратов и правильного их 
использования важно иметь информацию о доле актив-
ных тромбоцитов, содержащихся в них [1–4]. Этот пока-
затель зависит от индивидуальных особенностей донора, 
способа получения концентрата тромбоцитов из донор-
ской крови, длительности и условий хранения концентра-
та. Слишком большая доля микрочастиц в концентрате 
делает его непригодным для использования при транс-
фузии. Возможность использования концентратов с уме-
ренной долей активных тромбоцитов и, соответственно, 
микрочастиц зависит от особенностей пациента, для ко-
торого этот концентрат предназначен.

Цель исследования: проведение систематического 
обзора и анализа литературных данных для выявления 
перспективных подходов к оценке адекватного анализа 
качества тромбоцитного концентрата для повышения эф-
фективности и безопасности трансфузий.

ОБСУЖДЕНИЕ

Свойства и функции тромбоцитарных микрочастиц

Образование микрочастиц (МЧ) (микровезикул) является 
неотъемлемым проявлением жизнедеятельности клеток 
и происходит как in vivo, так и in vitro. Образование микро-
частиц стимулируется действием патогенов, стрессом, 
различными повреждениями и иными неблагоприятными 
факторами [1]. Наиболее активная продукция микроча-
стиц свойственна форменным элементам крови, а также 
эндотелиальным и гладкомышечным клеткам сосудов [2]. 
Среди всех микрочастиц, находящихся в крови, микро-
частицы тромбоцитов (МТ) являются наиболее много-
численными [3] и составляют около 70–90% от общего 
числа клеток. Растет научный и клинический интерес 
к физиологической роли, которую играют тромбоцитар-
ные микрочастицы [4]. По сравнению с тромбоцитами, ко-
торые имеют среднюю продолжительность жизни около 
10 суток, длительность существования тромбоцитарных 
микрочастиц измеряется минутами [5], при этом остается 
невыясненным аспект удаления микрочастиц из циркуля-
ции в кровеносном русле.

Микрочастицы тромбоцитов представляют собой 
фрагменты размером 0,1–1 мкм, выделяемые из плазма-
тических мембран тромбоцитов, которые подвергаются 
активации, стрессу или апоптозу, с широким спектром 
биологической активности. Они имеют структуру на ос-
нове фосфолипидов (ФЛП) и экспрессируют функцио-
нальные рецепторы из мембран тромбоцитов. Являясь 
наиболее распространенными микрочастицами в крови, 
МТ экспрессируют прокоагулянт фосфатидилсерин (ФС) 
и, вероятно, дополняют, если не усиливают, функции тром-
боцитов в гемостазе, тромбозе, онкологическом процес-
се и воспалении, но также действуют как стимуляторы 
регенерации тканей. Их размер и структура делают МТ 
незаменимыми в системе межклеточных взаимодействий 

с клетками тканей в качестве инструмента доставки пе-
реносимых тромбоцитами биологически активных моле-
кул, включая факторы роста, другие сигнальные молеку-
лы и микроРНК.

Учитывая реакционноспособность МТ, они могут 
оказывать различное патофизиологическое влияние 
на клеточную среду при взаимодействии с компонента-
ми кровеносной системы. Также появляется все боль-
ше доказательств того, что выработка МТ запускается 
во время донации, разделения на компоненты и хранения 
крови, что может привести к тромботическим и воспали-
тельным побочным эффектам у реципиентов. Оценка МТ 
требует строгих преаналитических и аналитических про-
цедур во избежание генерации артефактов и обеспече-
ния точной оценки количества, перераспределения раз-
мера и функциональных свойств этих микрочастиц [6, 7].

В условиях in vivo МТ могут высвобождаться из тромбо-
цитов в нормальных физиологических условиях или в ре-
зультате активации, стресса или апоптоза. Исследование 
поверхностных маркеров показало, что МТ, вероятно, яв-
ляются наиболее распространенными МЧ у здоровых лю-
дей, составляя 70–90% циркулирующих клеток в крови 
[6], с диапазоном их количества примерно 100–1000/мкл 
[7]. Мегакариоциты также могут высвобождать МЧ [8], 
но определение их доли требует дальнейших исследова-
ний. Остальные МЧ высвобождаются эндотелиальными 
клетками, лейкоцитами и эритроцитами. Оценка МТ по-
прежнему требует разработки строгих преаналитических 
и аналитических процедур для обеспечения наиболее 
точной оценки численности, размера и функциональных 
свойств. Количество МТ увеличивается в результате ак-
тивации коагуляционного каскада или системы компле-
мента, а также под действием апоптотических сигналов 
или сдвиговых сил. Число МТ увеличивается при некото-
рых протромботических и воспалительных заболеваниях, 
а также при некоторых видах рака [9].

Вероятно, количественное содержание микрочастиц 
в крови связано с состоянием баланса между их обра-
зованием и утилизацией [10]. При различных патологи-
ческих состояниях этот баланс нарушается и в крови 
регистрируется увеличение содержания тромбоцитар-
ных микрочастиц, вызванное «хронической активацией» 
тромбоцитов [11]. Микрочастицы тромбоцитов гетеро-
генны и характеризуются присутствием или отсутстви-
ем митохондрий [12], а также варьированием размеров. 
Поскольку МТ могут экспрессировать функциональные 
рецепторы от мембран тромбоцитов и являются наноча-
стицами на основе ФЛП, они все чаще рассматриваются 
как инструментальные средства во взаимодействии меж-
ду тромбоцитами и клетками тканей [13]. Микрочастицы 
тромбоцитов содержат биологически активные молеку-
лы, включая факторы роста и другие сигнальные молеку-
лы, способные передавать сообщения соседним клеткам 
или клеткам-мишеням [14]. Таким образом, МТ потенци-
ально могут оказывать влияние на клеточную среду, ко-
торая взаимодействует с кровеносной сетью, поскольку 
они обнажают поверхность прокоагулянта ФЛП и дей-
ствуют как транспортер ранее указанных биологически 
активных молекул, а также генетических материалов, 
включая микроРНК [15]. Генерация МТ также запускает-
ся in vitro во время обработки и хранения клеток крови 
[16], что потенциально может вызвать побочные эффекты 
при проведении трансфузионной терапии.

Точная характеристика МТ требует тщательной под-
готовки образцов для исследования, чтобы избежать 
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экспериментальных артефактов. Кроме того, при оценке 
МТ должен быть сделан разумный выбор аналитических 
методов, сочетающих методики, характеризующие кле-
точное происхождение, численность, размер и функцио-
нальную активность микрочастиц [17].

Микрочастицы как универсальный показатель 
качества концентратов тромбоцитов

В клинической практике ТК имеют широкое применение. 
У онкологических пациентов тромбоциты используются 
для профилактики геморрагического синдрома. Лицам, 
перенесшим травму или операционные вмешательства, 
трансфузии ТК проводят с целью остановки кровотече-
ния. Кроме того, внедрение инъекций богатой тромбо-
цитами плазмы основано на иммунологических функциях 
тромбоцитов.

Требования к качеству тромбоцитов, предназначен-
ных для предотвращения и остановки кровотечений 
или ускорения заживления ран, потенциально сильно 
различаются. Может ли одна измеримая характеристика 
описать качество тромбоцитов для всех видов примене-
ния? Положительный ответ на этот вопрос содержится 
в работе Е. Maurer-Spurej, в которой представлены дан-
ные относительно использования измерения содержания 
микрочастиц в образцах тромбоцитов в качестве уни-
версальной характеристики качества для производства, 
хранения, оценки жизнеспособности, функции и совме-
стимости ТК [18].

Предполагается, что при получении тромбоконцен-
трата содержащиеся в нем жизнеспособные тромбоциты 
теряют свою жизнеспособность вследствие изменений 
во время хранения (storage lesion); при этом вариабель-
ность доноров не считается основным способствующим 
этому фактором [19]. Из этого следует, что пациентам 
с показаниями к трансфузиям ТК, содержащим жиз-
неспособные тромбоциты, длительно циркулирующие 
в кровотоке, необходимо переливать компоненты в бли-
жайшее время после их заготовки. Традиционно оценка 
качества тромбоцитов in vitro основывалась на этих пред-
положениях [20]. Измерение экспрессии поверхностного 
рецептора CD62, уровня агрегации, стимулированной 
АДФ проводится в связи с изменением данных параме-
тров как при активации тромбоцитов, так и в процессе 
их хранения. Показано, что высвобождение микрочастиц 
тромбоцитами следует за активацией и увеличивает-
ся по мере хранения тромбоцитарных компонентов [21]. 
Таким образом, качество тромбоцитов оценивается 
с точки зрения производителя и регулируется для обе-
спечения последовательности и стабильности производ-
ственного процесса [22].

Поскольку основное внимание при проведении оценки 
качества ТК уделяется обнаружению деградации от начала 
до конца регламентированного 5-дневного срока хранения 
[23], нормативные показатели имеют высокую разрешаю-
щую способность для небольших изменений у «покоящихся/
жизнеспособных» тромбоцитов и низкую — у «активиро-
ванных/функциональных». Анализируемые характеристики 
качества донорских тромбоцитов имеют значение в оцен-
ке немедленного ответа на трансфузию, но сохранение 
длительности ответа зависит преимущественно от харак-
теристик пациента [24, 25].

В исследованиях E. Maurer-Spurej, R. Larsen, A. Labrie 
et al. отмечено, что в 17% случаев (независимо от возрас-
та) переливание концентратов донорских тромбоцитов 

не приводило к ожидаемому увеличению количества 
тромбоцитов после трансфузии у онкогематологических 
пациентов [26]. Одной из возможных причин такого нео-
жиданно высокого уровня неблагоприятных клинических 
исходов является то, что жизнеспособность тромбоцитов 
в значительной степени зависит от характеристик до-
нора. Действительно, установлено, что у примерно 33% 
доноров обнаруживали предварительно активированные 
тромбоциты, о чем свидетельствовал высокий уровень 
микрочастиц в заготовленном тромбоконцентрате [27]. 
Пациенты с онкопатологией обычно нуждаются в пере-
ливании тромбоцитов не по причине активного крово-
течения, а в связи с предрасположенностью к развитию 
кровотечений из-за низкого количества тромбоцитов, 
вторичного по отношению к основному заболеванию 
и/или терапии. У этих пациентов донорские тромбоциты 
для возможной активации должны оставаться в цирку-
ляторном русле. Из-за сниженной жизнеспособности 
предварительно активированные тромбоциты не ре-
комендуются для хранения или применения у онколо-
гических больных [28]. Напротив, считается, что пред-
варительно активированные тромбоциты, обладающие 
повышенной гемостатической активностью, эффективны 
для остановки острого кровотечения, что особенно важ-
но для пациентов с хирургическими вмешательствами 
или травмами [29].

Тромбоциты используются в клинической практике 
для самых различных целей, и качество тромбоцитарного 
концентрата должно соответствовать конкретной задаче 
переливания. Следовательно, идеальный параметр каче-
ства для прогнозирования функционирования тромбо-
цитов после трансфузии ТК должен позволять различать 
покоящиеся/жизнеспособные и предварительно активи-
рованные/высокофункциональные тромбоциты с одина-
ковым разрешением по всему спектру жизнеспособно-
сти/функциональности [28, 29].

Показатель содержания микрочастиц как фрагмента-
ции и гетерогенности тромбоцитов можно рассматривать 
как критерий качества для производства, хранения, жиз-
неспособности, функции и совместимости тромбоцитов 
[30, 31]. Гетерогенность концентратов тромбоцитов, с уче-
том степени активации по микрочастицам, позволяет кор-
ректировать процесс заготовки, а также дифференциро-
вать ТК для профилактических и лечебных трансфузий.

Если тромбоциты более жизнеспособны, то есть 
способны пережить определенные условия хранения, 
транспортировку, облучение и другие воздействия, 
то они по определению менее функциональны. Данный 
факт известен еще с 1970-х годов, когда исследователи 
пытались определить оптимальную температуру хране-
ния концентратов тромбоцитов. Оказалось, что тромбо-
циты, хранившиеся при комнатной температуре, были 
более жизнеспособны, но охлажденные тромбоциты 
демонстрировали лучшую функциональную активность, 
оцениваемую по критерию изменений гемостатиче-
ских показателей у добровольцев, получавших аспирин, 
или у пациентов с тромбоцитопенией [32]. Поддержание 
жизнеспособности тромбоцитов является важной ро-
лью антикоагулянтов. Концентраты, богатые жизнеспо-
собными тромбоцитами, однородны по своему составу, 
содержат преимущественно дисковидные тромбоциты 
и небольшое количество (или отсутствие) микрочастиц 
или микроагрегатов [27]. Напротив, ожидается, что дли-
тельно хранящиеся, охлажденные или иным образом 
активированные тромбоциты будут гетерогенными, 
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содержащими тромбоциты с высокой полидисперсно-
стью из-за полиморфизма, высокой поверхностной экс-
прессии маркеров активации, большого количества ми-
крочастиц и присутствия микроагрегатов [33].

Гетерогенность концентратов тромбоцитов увели-
чивается при хранении [34], а также при патогенредук-
ции [23] и сильно варьирует у здоровых доноров [35]. 
Наибольший вклад в гетерогенность тромбоцитов вносит 
содержание микрочастиц.

В настоящее время актуальными являются два важ-
ных вопроса: во-первых, оказывают ли микрочастицы 
в компонентах крови потенциально патогенный эффект 
и, во-вторых, как процесс заготовки, дополнительная 
обработка и хранение компонентов крови влияют на вы-
свобождение микрочастиц. В последнее время нарастает 
значение микрочастиц как индикаторов качества ТК из-за 
их потенциальной физиологической и патофизиологиче-
ской роли. Признается важность микрочастиц в трансфу-
зионной медицине, поскольку микрочастицы присутству-
ют как в плазме, так и в клеточных продуктах крови [7]. 
Патофизиологическое воздействие МТ, связанное с ре-
гуляцией иммунных реакций, вызывает очевидные опа-
сения по поводу потенциального пагубного воздействия, 
связанного с переливанием крови у иммунокомпроме-
тированных пациентов [36, 37]. Имеются убедительные 
данные о том, что как микрочастицы, полученные из кле-
ток крови, так и микрочастицы тромбоцитов образуются 
при производстве и хранении всех компонентов крови, 
плазмы для переливания, а также концентратов эритро-
цитов и тромбоцитов, приготовленных из цельной крови 
методом афереза [38, 39]. Высвобождение МТ вызыва-
ется такими раздражителями, как напряжение сдвига, 
возникающего в результате активации или апоптоза кле-
ток во время хранения и их контакта со стенками кон-
тейнера для хранения [38]. При хранении тромбоцитных 
концентратов при +20–24  °С или эритроцитных единиц 
при +1–6 °С образуются побочные продукты экспрессии 
клеток [40].

Микрочастицы тромбоцитов, по всей видимости, при-
сутствуют в более высоких количествах в ТК, заготовлен-
ном методом афереза, чем в концентрате тромбоцитов, 
полученном из лейкотромбослоя. Показано, что особен-
ности протокола процедуры афереза или тип используе-
мого клеточного сепаратора могут влиять на степень вы-
свобождения МТ во время обработки [41]. Микрочастицы 
тромбоцитов, по-видимому, не удаляются путем лей-
коредукции [42], однако было обнаружено, что лейко-
фильтрация цельной крови снижает риск последующего 
образования МТ [43]. Свежезамороженная плазма, при-
готовленная после ночной экспозиции цельной крови 
при температуре +4 °C, содержала больше МТ, чем та, ко-
торая была получена по истечении 8 ч после забора кро-
ви [44]. В то же время, по данным L.N. George et al., крио-
преципитат, содержащий высококонцентрированные МТ, 
имел потенциально более выраженный гемостатический 
эффект по сравнению с исходной плазмой [45].

Более четкое понимание механизма высвобождения 
МТ во время обработки и хранения компонентов крови 
с помощью тщательной подготовки образцов и комби-
нации аналитических методов [46] очень важно для без-
опасности трансфузионной терапии. Предполагаемые 
осложнения при трансфузии включают повышенный 
риск развития инфекционных осложнений, почечной, 
дыхательной и полиорганной недостаточности [37]. 
Некоторыми авторами (A.A. Khorana, C.W. Francis et al.) 

установлено наличие взаимосвязи повышения частоты 
венозных тромбозов и эмболий после введения концен-
тратов тромбоцитов с присутствием МТ [47], которые, 
как известно, проявляют более высокую прокоагулянт-
ную активность (50–100 раз) по сравнению с эквивалент-
ными активированными тромбоцитами [48]. Хотя счи-
тается, что период полувыведения МТ очень короткий 
из-за фагоцитоза макрофагами, недавние эксперименты 
показывают, что он может составлять примерно 5,8  ч 
при введении концентратов тромбоцитов пациентам 
с тяжелой тромбоцитопенией [49]. Фосфатидилсерин-
экспрессирующие МТ могут активировать клетки врож-
денного иммунитета, приводя к воспалительной реакции, 
опосредующей острое повреждение легких, связанное 
с переливанием крови (TRALI) [50]. Микрочастицы тром-
боцитов также могут способствовать иммуносупрессив-
ным эффектам, возникающим при трансфузии, что кос-
венно объясняет возникновение посттрансфузионных 
инфекций или рецидивов рака [40]. Еще одним возмож-
ным побочным эффектом МЧ является потенциальный 
высокий риск аллоиммунизации против антигенов клеток 
крови, поскольку они могут обладать высоким иммуноло-
гическим потенциалом [51].

Рефрактерность тромбоцитов — ситуация, при кото-
рой у пациента не наблюдается ожидаемого клинически 
значимого ответа на переливание ТК [52], что является 
осложнением, наблюдаемым у 27% реципиентов тромбо-
цитов [53]. Рефрактерность к трансфузиям тромбоцитов 
определяется как две последовательные трансфузии 
тромбоцитов, приводящие к недостаточному увеличению 
скорректированного прироста тромбоцитов (СПТ). Порог, 
ниже которого СПТ считается недостаточным, зависит 
от момента измерения: СПТ менее 5000–7500 тромбо-
цитов/мкл, измеренный в образце крови реципиента, 
взятом через 1 ч после переливания, характеризует низ-
кое восстановление; СПТ менее 5000 тромбоцитов/мкл 
в образце, взятом через 24 ч после переливания, харак-
теризует низкую выживаемость. У пациентов с иммунной 
рефрактерностью наблюдается низкий посттрансфузи-
онный СПТ как через 1 ч, так и через 24 ч после перели-
вания, который может быть устранен (или нет) с помощью 
подбора соответствующих HLA/HPA-концентратов тром-
боцитов [54]. Однако увеличение количества тромбоцитов 
через 1 ч с последующим значительным снижением коли-
чества тромбоцитов через 24 ч после трансфузии выяв-
ляют даже при отсутствии документально подтвержден-
ной аллоиммунизации. Было высказано предположение, 
что неадекватное качество тромбоцитов является одной 
из причин, по которой у онкологических пациентов после 
переливания крови может наблюдаться особенно низкая 
выживаемость тромбоцитов через 24 ч [12]. Помимо ус-
ложнения самого лечебного процесса, при лечении па-
циентов с резистентностью к тромбоцитам по сравнению 
с пациентами без рефрактерности более чем вдвое уве-
личивается себестоимость койко-дней, при этом пребы-
вание в стационаре происходит на 21 день дольше [55].

Микрочастицы являются маркерами протромботи-
ческого воспаления. У пациентов, которые становятся 
невосприимчивыми к переливанию тромбоцитов, часто 
наблюдается сопутствующая лихорадка или системное 
воспаление, которые могут быть обнаружены в виде по-
вышенного содержания микрочастиц [56]. Следовательно, 
гомогенные тромбоциты могут быть лучшим выбором 
для онкологических пациентов с риском развития реф-
рактерности, в то время как гетерогенные тромбоциты 
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могут приводить к развитию осложнений. Отсюда сле-
дует, что переливание тромбоцитов от доноров с высо-
ким содержанием микрочастиц может быть наиболее 
оптимальной опцией. По всей вероятности, переливание 
гетерогенных тромбоцитов пациентам, чья иммунная си-
стема гиперактивирована, может подтолкнуть их к пере-
ломному моменту, когда они станут невосприимчивыми 
к трансфузии тромбоцитов. В независимых друг от друга 
исследованиях I. Cortés-Puch et al. и W.A. Flegel et al. уста-
новлено, что отказ от переливания гетерогенных тромбо-
цитов в профилактических целях может предотвратить 
рефрактерность. Похожая концепция анализировалась 
в экспериментальном исследовании на животных, у ко-
торых сочетание бактериальной инфекции и трансфузии 
«более старых» эритроцитов, содержащих высокие кон-
центрации микрочастиц, приводило к увеличению риска 
смертности [57, 58].

Гетерогенные концентраты тромбоцитов содержат 
предварительно активированные тромбоциты, которые 
способны быстро реагировать при попадании в крово-
ток. Таким образом, гетерогенные тромбоциты обла-
дают более выраженной функциональной активностью 
и, как было показано, останавливают кровотечение бы-
стрее, чем гомогенные жизнеспособные тромбоциты [33].

Внедрение измерений микрочастиц для контроля ка-
чества и безопасности концентратов тромбоцитов мог-
ло бы устранить влияние на ТК инактивации патогенов, 
внесенных добавочных растворов и условий 7-дневного 
хранения. Управление запасами, основанное на этом по-
казателе, может привести к оптимизации лечебного про-
цесса и существенно снизить затраты.

Оценка содержания тромбоцитарных микрочастиц

Для обнаружения и анализа микрочастиц тромбоцитар-
ного происхождения используется ряд эксперименталь-
ных методов: проточная цитометрия, анализ траекторий 
наночастиц, электронная микроскопия, атомно-силовая 
микроскопия, динамическое рассеяние света [59–61].

Наиболее информативным из названных методов яв-
ляется проточная цитометрия. Этот метод реализует из-
мерение интенсивности упругого рассеяния света от еди-
ничной клетки или частицы, последовательно проходящих 
через зону фокусировки лазерного луча, с последующей 
обработкой этих данных с помощью специальных мате-
матических алгоритмов. При этом характеристики фрон-
тального и бокового светорассеяния позволяют получить 
представление о размерах и структуре клетки, кроме 
того, учитывается уровень флуоресценции химических 
соединений, входящих в состав клетки. Метод требует 
использования достаточно сложной и дорогостоящей ап-
паратуры и больших затрат времени на подготовку и про-
ведение анализов, поэтому он малопригоден для опера-
тивного скрининга концентратов тромбоцитов.

В качестве экспресс-метода, позволяющего опера-
тивно контролировать содержание микрочастиц в кон-
центратах тромбоцитов, было предложено использовать 
динамическое рассеяние света (ДРС). Достаточно эф-
фективный метод измерения размеров и распределения 
по размерам частиц в жидкости. В анализаторах ДРС 
непосредственно измеряется зависимость от времени 
интенсивности лазерного излучения, рассеянного взве-
шенными в жидкости частицами. По этой зависимости 
восстанавливается распределение частиц в координа-
тах «диаметр частиц  —  относительная интенсивность 

излучения», рассеянного частицами данного диаметра 
(распределение по интенсивности). На таких распре-
делениях выделяют две области: в интервале от 0,05 
до 0,5 мкм, соответствующую микрочастицам, и в обла-
сти от 1 до нескольких мкм, соответствующую тромбо-
цитам. На этом принципе основана оценка концентратов 
тромбоцитов с помощью специализированного ДРС ана-
лизатора ThromboLUX, выпускавшегося канадской фир-
мой LightIntegra Technology [59].

При использовании методики ThromboLUX c тестируе-
мым концентратом тромбоцитов проводят три измерения: 
при температуре 37 °С, при охлаждении до 20 °С, при по-
вторном нагревании до 37 °С. В исследовании Е. Maurer-
Spurej et al. продемонстрирован результат измерений 
распределений частиц методом ДРС [27]. Установлено, 
что при охлаждении с 37 до 20  °С доля тромбоцитов 
уменьшается с 72 до 65%, а микрочастиц — возрастает 
с 26 до 31%. При повторном нагревании до 37 °С восста-
навливается прежнее соотношение микрочастиц и тром-
боцитов.

Показана хорошая корреляция оценок состояния 
тромбоцитов и микрочастиц, полученных по методике 
ThromboLux, c данными проточной цитометрии и элек-
тронной микроскопии [59]. Содержание микрочастиц 
может быть достаточно универсальным индикатором, по-
зволяющим оценить качество тромбоцитов в концентра-
те. В экспериментальном исследовании [18] на основании 
анализа большого количества данных была показана 
схема выбора оптимального концентрата тромбоцитов 
для разных категорий больных. Методика ThromboLux 
применялась в США и Канаде, в частности, для срав-
нительного анализа качества КТ, полученных от разных 
доноров или различными способами из крови одного до-
нора [60].

Микрочастицы в концентратах тромбоцитов совсем 
недавно исследовались с помощью универсального ДРС 
анализатора  —  прибора Malvern Zetasizer [61]. В этом 
приборе обеспечивается сбор рассеянного излучения 
под углом 173° (технология обратного рассеяния), что дает 
возможность проводить измерения для малопрозрачных 
образцов. Наиболее информативными оказываются рас-
пределения частиц, измеренные для неразбавленных 
концентратов тромбоцитов. На рисунке 1 приведены рас-
пределения по интенсивности рассеянного излучения 
микрочастиц и тромбоцитов, измеренные при указанных 
выше условиях. Для каждого из исследованных образ-
цов проведено по 3 измерения. Первое измерение про-
изведено при температуре 37  °С — это характеристика 
исходного состояния концентрата, второе характеризует 
устойчивость тромбоцитов к температурному стрессу, т.е. 
активации при понижении температуры до 20 °С. Третье 
измерение выполнено после повышения температуры 
с 20 до 37 °С, его результаты позволили оценить способ-
ность тромбоцитов восстанавливаться после стресса.

Из данных, представленных на рисунке 1, видна боль-
шая доля микрочастиц в КТ при температуре 20 °С (зеле-
ный цвет линии) и ее снижение при нагреве до 37 °С (синий 
цвет линии). В работе А. Labrie et al. произведен анализ 
тромбоцитных концентратов, полученных разными спо-
собами: путем афереза, из обогащенной тромбоцитами 
плазмы и из лейкоцитарно-фосфористой пленки. В изме-
ренных распределениях микрочастиц по размерам отчет-
ливо видны пики, соответствующие экзосомам (более мел-
ким частицам, диаметр которых не превышает 100 мкм) 
и микрочастицам тромбоцитарного происхождения [59]. 
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Рисунок подготовлен авторами по данным источника [60]

Рис. 2. Метод выявления содержания микрочастиц, позволяющий различать концентраты активированных и неактивированных тромбоцитов

Однако в зависимости от способа получения ТК положе-
ния этих пиков по шкале диаметров частиц заметно раз-
личаются [60].

В последние годы интенсивно разрабатываются тех-
нологии заготовки, переработки, хранения и применения 
ТК, для которых необходимы новые способы оценки ка-
чества и безопасности компонентов крови, отвечающие 
современным стандартам [59–63]. Способ определения 
микрочастиц в ТК как одна из возможностей сохранения 
их качественных характеристик и безопасности при по-
следующих трансфузиях показан на рисунке 2.

На рисунке 2 показаны действия, которые необходимо 
выполнить для рутинного управления запасами тромбо-
цитов в банке крови: получение образца из концентрата 
тромбоцитов, загрузка образца в капилляр для изме-
рения ДРС, выполнение теста ДРС для идентификации 
микрочастиц и использование сообщенного содержания 
микрочастиц для идентификации активированных тром-
боцитов. Среднестатистическому пользователю требует-
ся 3 мин 23 с, чтобы подготовить систему ДРС к тесту, 
получить и протестировать образец в соответствии с про-
токолом и пометить пакет с тромбоцитами. Основное вни-
мание в этом протоколе уделяется определению состава 
частиц, присутствующих в переливаниях тромбоцитов, 
и использованию микрочастиц в качестве биомаркеров 
активации тромбоцитов. Переливания тромбоцитов по-
мечаются как неактивированные или активированные 
на основе порогового значения процента микрочастиц 
15%. К концу срока хранения в КТ отмечается увеличение 
количества циркулирующих МЧ тромбоцитарного проис-
хождения, что свидетельствует об избыточной активации 

и/или апоптозе тромбоцитов и потере их функциональ-
ной активности и приводит в конечном итоге к снижению 
ожидаемого терапевтического эффекта от применения 
ТК. Определение количества тромбоцитарных МЧ ме-
тодом ДРС может быть перспективным методом оценки 
качества КТ.

Перспективной является разработка отечественной 
методики с использованием динамического светорас-
сеяния для анализа содержания микрочастиц в концен-
тратах тромбоцитов как одного из критериев контроля 
качества компонентов крови. Современный анализ будет 
проводить рутинный скрининг микрочастиц обогащенной 
тромбоцитами плазмы или концентратов тромбоцитов 
с валидацией результатов и формированием заключе-
ния о возможности использования ТК для последующей 
трансфузии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С развитием современных технологий все большее зна-
чение приобретает поиск новых методов определения ка-
чества и безопасности компонентов крови, в том числе 
концентратов тромбоцитов. Для проведения рутинного 
скрининга ТК возможно проведение быстрого и неинва-
зивного теста, который оценивает характеристики тром-
боцитов, имеющие значение для реципиента. В качестве 
исследуемого параметра может быть определение содер-
жания микрочастиц. Измеряя состав концентрата тром-
боцитов, можно определить характеристики компонента 
при хранении, устойчивость к дополнительным нагрузкам 
и обосновать его оптимальное использование.
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Рисунок подготовлен и адаптирован авторами по данным источника [59]

Рис. 1. Распределение по интенсивности рассеянного излучения микрочастиц и тромбоцитов в концентрате тромбоцитов
Примечание: красный цвет — при температуре 37 °С (исходное состояние); зеленый цвет — при температуре 20 °С; синий цвет — после повышения 
температуры от 20 до 37 °С.
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Представленный метод оценки качества и безопас-
ности тромбоконцентратов основан на динамическом 
рассеянии света, имеющем ряд преимуществ над пред-
шествующими тестами. Внедрение метода в клиниче-
скую практику позволит оценить эффективность исполь-
зования ТК до проведения трансфузии, что имеет 
важное значение, так как многократные трансфузии 
ТК у пациентов могут вызвать нежелательные явления. 
Пациентам, имеющим кровопотерю в результате травмы 

или хирургического вмешательства, целесообразно пе-
реливать более активные тромбоциты, содержащие вы-
сокий уровень микрочастиц. При трансфузиях ТК боль-
ным с онкологическими заболеваниями активированные 
тромбоциты нежелательны, вследствие чего необходимо 
применение тромбоконцентрата с минимальным содер-
жанием микрочастиц. Однако использование данного 
метода в клинической практике требует дальнейшего 
изучения.
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