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Проведена оценка влияния антикоагулянтов, используемых при взятии венозной крови, на агрегацию тромбоцитов и эф-
фект ацетилсалициловой кислоты (АСК) in vitro у 111 пациентов с подозрением на хронические миелопролиферативные 
опухоли и 16 здоровых добровольцев. Использовали вакутейнеры (Becton Dickinson) с цитратом 3,2%, с гепарином (Becton 
Dickinson) и системы S-Monovette (Sarstedt AG & Co) с рекомбинантным гирудином. Исследование агрегации проводили 
методом импеданса в цельной крови до и после предварительной инкубации проб крови с АСК в концентрации 0,1 мМ, 
индукцию осуществляли АДФ в конечной концентрации 5 мкМ. Показано, что АДФ-индуцированная амплитуда агре-
гации при использовании гепарина и гирудина значительно выше по сравнению с ее уровнем в пробах цитратной крови. 
При этом АСК парадоксально увеличивает амплитуду агрегации в пробах с гепарином, но не в пробах с цитратом или 
гирудином. Использование гирудина позволяет оценивать влияние АСК как на агрегационную, так и на дезагрегационную 
составляющую тромбоцитарных функций при эритро- и тромбоцитозах и может быть рекомендовано как предпочти-
тельное при тестировании индивидуальной чувствительности пациентов к АСК.
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On the issue of selection of coagulants under ADP-induced impedance test of 
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The evaluation was implemented concerning impact of anticoagulants used during venous blood sampling, on aggregation of 
thrombocytes  and acetylsalicylic acid effect in vitro in 111 patients with suspicion to chronic myelo-proliferative tumors and 16 
healthy volunteers. The vacutainers (Becton Dickinson) with 3.2% citrate, with heparin (Becton Dickinson) and S-Monovette 
system (Sarstedt AG & Co) with recombinant herudin were applied. The analysis of aggregation was implemented using the 
technique of impedance in whole blood before and after preliminary incubation of blood samples with acetylsalicylic acid effect 
in 0.1 mM concentration. The induction was implemented by ATP in final concentration of 5 mkM. It is demonstrated that ATP-
induced amplitude of aggregation under application of heparin and hirudin is significantly higher in comparison with its level 
in samples of citrate blood. At that, acetylsalicylic acid effect paradoxically increases amplitude of aggregation in samples with 
heparin but not in samples with citrate or hirudin. The application of hirudin permits evaluating impact of acetylsalicylic acid 
effect both at aggregation and disaggregation component of thrombocyte functions under erythrocytosis and thrombocytosis and 
can be recommended as a preferable approach in testing individual sensitivity of patients to acetylsalicylic acid effect.
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Введение. Тромботические и геморрагические осложне-
ния – наиболее распространенные клинические проявления 
и причины смерти у пациентов с Ph-негативными хрониче-
скими миелопролиферативными опухолями (ХМО). Сниже-
ние гематокрита, повышение вязкости крови и агрегацион-
ной активности тромбоцитов в патогенезе ХМО во многом 
обусловливается соматическими мутациями в генах JAK2, 
MPL, CALR клеток миелоидного ряда [1–2]. Ацетилсалици-
ловая кислота (АСК) наряду с циторедуктивной терапией 
признана эффективным средством профилактики сосуди-
стых тромбозов [1–4]. Вместе с тем высокая частота разви-
тия синдрома Виллебранда при клональных тромбоцитозах 
приводит к кровоточивости и служит противопоказанием к 
приему АСК [5]. Кроме того, среди пациентов довольно ча-
сто наблюдается резистентность к действию АСК, что обу-
словливает актуальность использования индивидуальных 
тестов оценки чувствительности к дезагрегантам. Однако 
серьезной проблемой использования тестов агрегации тром-
боцитов in vitro оказываются методические вопросы стан-
дартизации и недостаточная корреляция с клиническими 
проявлениями нарушения гемостаза [6,7]. Ранее нами была 
показана высокая межиндивидуальная вариация результатов 
тестирования, ограничивающая использование референтных 
границ в оценке результатов импедансной агрегометрии [8]. 
По данным разных исследований, выявление сниженной или 
повышенной чувствительности к АСК также широко варьи-
рует и зависит как от используемого метода оценки функций 
тромбоцитов, так и от выбранного при взятии крови анти-
коагулянта [9–10].

Получение цельной крови для исследования гемостаза 
традиционно осуществляют в пробирки с цитратом натрия. 
Однако известно, что цитрат связывает ионы кальция, необ-
ходимые для полноценной активации тромбоцитов, а также 
способен индуцировать секрецию гранул и формирование 

тромбоцитарных микровезикул. В ряде исследований у здо-
ровых доноров и у пациентов с сердечно-сосудистой пато-
логией на терапии АСК проводили сравнение результатов 
агрегометрии в пробах с гепарином или гирудином в каче-
стве альтернативного антикоагулянта при взятии проб кро-
ви [11–12]. Выявлено, что нефракционированный и низко-
молекулярный гепарин в отличие от гирудина стимулируют 
агрегацию в импедансометрическом тесте в пробах цельной 
крови у добровольцев как до, так и после приема АСК [13]. 
Гиперагрегационный феномен авторы связывают с актива-
цией гепарином αIIbβ3 тромбоцитарных рецепторов [14]. 
Также отмечено, что агрегационный эффект гепарина усили-
вается, если пациент накануне исследования принимал АСК 
[15]. Данные о влиянии гепарина и АСК in vivo на тромбоци-
тарный гемостаз в доступной литературе отсутствуют. Оче-
видно, недостаточное изучение преаналитических аспектов 
агрегометрии – одно из основных препятствий стандартиза-
ции метода и его востребованности в клинической практике.

Производители импедансометрических агрегометров 
Multiplate рекомендуют использовать при взятии крови в 
качестве антикоагулянта наряду с цитратом натрия также и 
гирудин [16]. Вместе с тем однозначных клинических реко-
мендаций по выбору антикоагулянтов для импедансометри-
ческого определения аспиринорезистентности до сих пор не 
существует.

Цель работы – сравнительное исследование влияния ци-
трата, гепарина и гирудина на импедансометрическую оцен-
ку агрегации тромбоцитов и эффект АСК in vitro у пациентов 
с эритро- и тромбоцитозами.

Материал и методы. В исследование включены данные 
анализа агрегации тромбоцитов 111 пациентов, направлен-
ных в лабораторию врачами-гематологами Красноярска с 
подозрением на ХМО, 16 здоровых добровольцев составили 
группу контроля.
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Венозную кровь у 65 пациентов отбирали параллель-
но в вакутейнеры с цитратом натрия 3,2% и гепарином (BD 
Vacutainer), а у 46 пациентов – в вакутейнеры с цитратом 
натрия 3,2% и S-Monovette с рекомбинантным гирудином 
(r-гирудин, Sarstedt AG & Co). Для проведения гематологи-
ческих и молекулярно-генетических исследований у всех 
пациентов дополнительно брали кровь в вакутейнеры с  
ЭДТА. Характеристика пациентов, включенных в исследова-
ние, представлена в табл. 1. Анализ функций тромбоцитов 
проводили на агрегометре Хронолог-700 (Chrono-Log, США) 
методом импеданса в цельной крови не позднее чем через  
4 ч после взятия крови. Индукция агрегации осуществля-
лась 5 мкМ АДФ (НПО «Ренам», Россия). Оценку динамики 
агрегации проводили в пробах до и после предварительной  
(15 мин) инкубации цельной крови с АСК в конечной концен-
трации 0,1 мМ. Тест с АСК был предложен ранее для оценки 
ЦОГ-независимых механизмов агрегации тромбоцитов [17]. 
Интенсивность агрегации тромбоцитов оценивали по пара-
метру амплитуды (Ом) – максимального подъема агрегаци-
онной кривой. Изменение амплитуды и лаг-фазы агрегации 
для гепарина и гирудина по сравнению с цитратом вычисля-
ли как разницу между параметром после инкубации и пара-
метром до инкубации с АСК. Примеры полученных агрегато-

грамм представлены на рисунке.
Анализ параметров гемограм-

мы осуществляли на автоматиче-
ском гематологическом анали-
заторе SYSMEX XT-2000i (Sys-
mex corp., Япония). Выявление 
соматических мутаций в генах 
JAK2, CALR и MPL проводили 
методом ПЦР, как было описано 
ранее [18]. В целом среди обсле-
дованных методом агрегометрии 
пациентов соматическая мутация 
V617F в гене JAK2 обнаружена 
у 37 пациентов, мутации в гене 
CALR были у 9 пациентов, мута-
ций в гене MPL среди включен-
ных в исследование пациентов не 
выявлено. 

Для проведения статистической обработки использовали 
пакет прикладных программ Statistica 10.0. Статистический 
анализ данных между связанными выборками проводили с 
использованием критерия Вилкоксона. Описательная стати-
стика представлена в виде значений медианы (Ме), верхнего 
и нижнего квартилей (С25–С75).

Результаты и обсуждение. Из табл. 1 видно, что группа 
пациентов с ХМО с соматическими мутациями в генах JAK2 
или CALR отличалась от группы лиц, не имеющих данных 
мутаций, более высоким значением количества тромбоцитов. 
При сравнении показателей гемограммы пациентов в образ-
цах крови с разными антикоагулянтами статистически значи-
мых отличий не обнаружено.

Оценка влияния отдельных антикоагулянтов на агрега-
цию показала, что на фоне и гепарина и гирудина наблюда-
ется значительно более выраженный агрегационный ответ на 
АДФ по сравнению с пробами крови, взятыми в вакутейнеры 
с цитратом как у пациентов с подозрением на ХМО, так и в 
группе добровольцев (табл. 2, 3). Это согласуется с результа-
тами ряда исследований, проведенными у пациентов с други-
ми заболеваниями [11, 12].

Вместе с тем при использовании в качестве антикоагулян-
та гепарина повышение амплитуды агрегации наблюдалось в 

Т а б л и ц а  1
Характеристика обследованных пациентов, Ме (С25–С75)

Показатель Пациенты с ХМО (мутации в генах JAK2 
или CALR)

Пациенты без онкогенных мутаций в 
генах JAK2, CALR, MPL

Антикоагулянт гепарин гирудин гепарин гирудин
n 25 21 40 25
Мужчины/женщины 9/16 7/14 23/17 20/5
Возраст, годы 64 (55–68) 53 (43–66) 49 (34–60) 44 (30–55)
Тромбоциты,∙ 109/л 368 (267–724) 682 (367–862) 238 (167–315) 287 (217–483)*
Эритроциты, ∙1012/л 4,87 (4,25–6,22) 5,44 (5,13–6,43) 5,46 (4,59–5,93) 5,41 (5,05–5,75)
Лейкоциты, ∙109/л 8,02 (5,63–10,65) 10,59 (7,05–16,37) 8,11 (6,33–9,91) 9,9 (7,37–12,87)
Гематокрит, % 42,5 (38,3–47,2) 43,9 (42,1–49,9) 46,6 (36,8–49,1) 45,4 (42,8–48,3)

П р и м е ч а н и е . * – р = 0,004.

Импедансометрические агрегатограммы с различными антикоагулянтами.
а – с цитратом и гирудином. 1 – цитрат; 2 – гирудин; 3 – цитрат + АСК; 4 – гирудин + АСК. После инкубации с АСК в пробе с гирудином у данного 
пациента наблюдают дезагрегацию.
б – с цитратом и гепарином. 1 – цитрат; 2 – гепарин; 3 – цитрат + АСК; 4 – гепарин + АСК. В пробе с гепарином у данного пациента наблюдают деза-
грегацию.
По оси абсцисс – время (мин) после внесения АДФ, по оси ординат – сопротивление электрическому току (Ом).
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равной степени как у пациентов с соматическими мутация-
ми, так и без них. В то время как при использовании гируди-
на такой эффект в большей степени (p < 0,05) был характерен 
для пациентов с онкогенными мутациями. Однако ни один 
из использованных антикоагулянтов не оказывал влияния на 
выраженность эффекта АСК в сравниваемых группах.

Вместе с тем добавление АСК к пробам с гепарином ча-
сто вызывает «парадоксальное» увеличение амплитуды агре-
гации по сравнению с действием АСК в образцах цитратной 
крови, что нашло отражение в средних значениях амплитуды 
агрегации на фоне АСК, представленных в табл. 2. Данный 
феномен не был ранее описан в литературе, однако суще-
ствуют указания на то, что ингибиторы ЦОГ-1 не способны 
блокировать агрегацию в гепаринизированной крови [12].

Представляет интерес оценка феномена дезагрегационно-
го эффекта АДФ среди обследованных групп. Установлено, 
что при использовании гирудина в качестве антикоагулянта 
случаи дезагрегации на стандартной концентрации АДФ ре-
гистрируют в 3,5 раза чаще, чем при использовании цитрата 
(см. табл. 3). Механизмы дезагрегационного эффекта АДФ у 
пациентов с ХМО требуют дополнительного исследования. 
Мы предполагаем, что выраженность АДФ-дезагрегации 
при инкубации проб с АСК может служить не менее инфор-
мативным показателем чувствительности к АСК, чем ампли-
туда максимальной агрегации [20]. 

Гепарин не рекомендован как антикоагулянт выбора ни 
для одного из известных методов агрегометрии. В нашем 
исследовании показано парадоксальное активирующее дей-
ствие гепарина на агрегацию тромбоцитов в цельной крови 
после инкубации с АСК. При этом ранее нами также описан 

гиперагрегационный эффект АСК на плазменный гемостаз в 
тесте тромбодинамики [21]. Возможно, данный феномен свя-
зан с ацетилированием плазменных белков, участвующих в 
регуляции функций тромбин-антитромбинового комплекса, 
и его также следует учитывать в итоговой оценке лаборатор-
ной аспиринорезистентности. Клиническое значение гипер-
агрегационного эффекта АСК, выявленного в тестах in vitro, 
требует дополнительного изучения.

Заключение. Использование в качестве антикоагулянтов 
гепарина и гирудина при импедансной агрегометрии проб 
цельной крови приводит к более высоким значениям АДФ-
индуцированной агрегации тромбоцитов. При этом абсолют-
ные значения амплитуды исходной агрегации и значения эф-
фекта АСК статистически не отличаются в группах пациентов 
с клональными и реактивными миелопролиферативными про-
цессами. Обнаруженный гиперагрегационный эффект гепари-
на, усиливающийся АСК в тестах in vitro, требует дополни-
тельного изучения и оценки возможных клинических рисков 
совместного использования гепарина с ингибиторами ЦОГ.

Преимущество использования гирудина в качестве анти-
коагулянта позволяет оценивать влияние АСК как на агрега-
ционную, так и на дезагрегационную составляющие тром-
боцитарных функций и может быть рекомендовано с целью 
тестирования индивидуальной чувствительности к АСК.

Благодарности. Авторы выражают благодарность 
представительству фирмы Sarstedt AG & Co за любезно 
предоставленные разовые системы взятия венозной кро-
ви – S-Monovette® с рекомбинантным гирудином, а также 
врачам-гематологам М.А. Михалеву и Е.В. Васильеву за под-
бор пациентов с ХМО.

Т а б л и ц а  2
Агрегация тромбоцитов в пробах цельной крови у обследованных пациентов при использовании цитрата и гепарина

Показатель Контроль Пациенты с ХМО с соматическими 
мутациями (JAK2, CALR)

Пациенты без мутаций в генах

Антикоагулянт цитрат гепарин ∆ цитрат гепарин ∆ цитрат гепарин ∆
До инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6,5 
(4–10)

15  
(10,5–16,5)

6 
(4,5–9,5)

12 
(3,5–15)

23 
(17–30)*

12,5 
(4–20,5)

10 
(3,5–14,5)

20,5 
(12,5–27)*

12 
(8–18)*

Частота дезагрегации, % 0 0 4 0 2,5 2,5
После инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6 (4–7) 14,5 
(11–19)

11, 
(7–12,)

3 
(0,5–16)

24 
(13–29,5)*

12,5 
(10–22,5)

8 (4–14) 23 
(16–30)*

13 
(9–18)*

Частота дезагрегации, % 0 0 4 0 0 0
П р и м е ч а н и е . * – отличия статистически достоверны по сравнению с контрольной группой (р < 0,05).

Т а б л и ц а  3
Агрегация тромбоцитов цельной крови у обследованных пациентов при использовании цитрата и гирудина

Показатель Контроль Пациенты с ХМО с соматическими 
мутациями (JAK2, CALR)

Пациенты без мутаций в генах

Антикоагулянт цитрат гирудин ∆ цитрат гирудин ∆ цитрат гирудин ∆
До инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6,5 (4–10) 12 (10–15) 6 (3–9) 7 (2–9) 23 (15–29)* 17 (8–20)* 6 (3–11) 17 (11–24) 10 (8–15)*
Частота дезагрегации, % 0 0 0 28,6 0 14,3

После инкубации проб с АСК
Амплитуда, Ом 6 (4–7) 9 (8–11) 4 (3–5) 8 (0–11) 24 (17,5–35)* 18 (11–22)* 5 (2–10) 18 (13–27)* 13 (9–16)*
Частота дезагрегации, % 0 9,5 23,8 0 19

П р и м е ч а н и е . * – отличия статистически достоверны по сравнению с контрольной группой (р < 0,05).
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