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Крупные ортопедические операции сопряжены с высоким риском развития тромбоза глубоких вен нижних конечностей 
(ТГВ). Для антитромботической профилактики в настоящее время широко используются новые оральные антикоа-
гулянты. Коагуляционные изменения на фоне действия прямого ингибитора тромбина дабигатрана исследовали у 30 
пациентов, перенесших эндопротезирование коленного сустава (ЭКС). Определяли рутинные клоттинговые показатели, 
фибринопептид А (ФПА), растворимые фибрин-мономерные комплексы (РФМК), Д-димер (Д-Д). Образцы крови отбира-
ли до операции, через 30 мин, на 1, 3, 7 и 14-е сутки после ЭКС.
Показано, что рутинные клоттинговые тесты, а также определение Д-димера и РФМК не позволяют провести адек-
ватную оценку коагуляционной активности у пациентов, перенесших крупную ортопедическую операцию. Концентрация 
специфического маркера фибринообразования ФПА остается повышенной не менее 2 нед после ЭКС, что свидетель-
ствует о сохранении гиперкоагуляции и риска тромбоза. Прием дабигатрана этексилата в фиксированной дозе не ис-
ключает развития ТГВ, что подтверждает точку зрения о полезности индивидуализации антитромботической про-
филактики при использовании новых оральных антикоагулянтов.
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The large orthopedic operations are associated with high risk of development of thrombosis of deep veins of lower extremities. 
Nowadays, new oral anticoagulants are widely applied for anti-thrombotic prevention. The coagulation alterations against 
the background of effect of Dabigatran, a direct inhibitor of thrombin were examined in 30 patients underwent endoprosthesis 
replacement of knee joint. The routine clotting indices, fibrinopeptid A, soluble fibrin-monomeric complexes, D-dimer. The samples 
of blood were selected before operation, after 30 minutes, and at 1st, 3d, 7th and 14th day after endoprosthesis replacement of knee 
joint.  It is demonstrated that routine clotting tests and also detection of D-dimer and soluble fibrin-monomeric complexes provide 
no adequate evaluation of coagulation activity in patients underwent large orthopedic operation. The concentration of specific 
marker of fibrin formation of fibrinopeptid A continues to be increased no less than two weeks after endoprosthesis replacement of 
knee joint that testifies keeping hyper-coagulation and risk of thrombosis. The intake of Dabigatran etexilate in fixed dosage does 
not exclude development of thrombosis of deep veins of lower extremities that substantiates point of view concerning usefulness of 
individualization of anti-thrombotic prevention in case of application of new oral anti-coagulants.

K e y w o r d s :  coagulation; clotting test; molecular marker; Dabigatran; endoprosthesis replacement of knee joint.

Для корреспонденции: Антропова Ирина Петровна, д-р биол. наук, ст. науч. сотр., ЦНИЛ ГБОУ ВПО «Уральский государственный 
медицинский университет Минздрава России». ГБУЗ СО, «Центр специализированных видов медицинской помощи «Уральский институт 
травматологии и ортопедии им. В.Д. Чаклина», e-mail: aip.hemolab@mail.ru



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2017; 62(1)
DOI 10.18821/0869-2084-2017-62-1-25-30

КОАГУЛОЛОГИЯ

26

For citation: Antropova I.P., Reino E.V., Yushkov B.G. The clotting tests and molecular markers in evaluating of coagulation 
alterations against the background of anti-thrombotic prevention by Dabigatran after large orthopedic operations. Kliniches-
kaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics) 2017; 62 (1): 25-30. (in Russ.). DOI: http://dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2017-62-1-25-30
For correspondence: Antropova I.P., doctor of biological sciences, senior researcher . e-mail: aip.hemolab@mail.ru
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The authors express their gratitude  to the orthopedic department №1 (the head - Piasatopulo K.I.) and 
the department of anesthesiology and intensive therapy (the head - Zhirova T.A.) of the V.D. Chaklin Uralskii institute of 
traumatology and orthopedics. The study was supported by the research program of the Russian Federation № 21506304014

Received 20.06.2016
Accepted 01.07.2016

Введение. Обширные хирургические операции в ортопе-
дии сопряжены с высоким риском развития тромбоэмболи-
ческих осложнений [1]. При эндопротезировании коленного 
сустава (ЭКС) в отсутствие антитромботической профилак-
тики тромбоз глубоких вен (ТГВ) обнаруживается у 41—85% 
пациентов [2]. Существенное значение для развития патоло-
гических тромбов имеют индуцированные хирургическим 
вмешательством местные и общие реакции системы гемо-
стаза, ключевая роль в которых принадлежит формированию 
тромбина [3, 4]. Поэтому приоритетным направлением в 
профилактике тромбоэмболических осложнений у хирурги-
ческих больных является использование фармакологических 
препаратов, снижающих уровень образования тромбина либо 
ингибирующих его активность [5, 6]. К последним относится 
новый оральный антикоагулянт дабигатран, который прини-
мается в форме предшественника — дабигатрана этексилата 
и в организме преобразуется в активную форму [7]. Даби-
гатран специфически блокирует свободный и связанный с 
кровяным сгустком тромбин [8], при этом затормаживается 
превращение фибриногена (ФГ) в фибрин, а также активация 
тромбоцитов и факторов свертывания крови V, VIII и XI [9].

Рутинные коагуляционные тесты зависят от уровня тром-
бина и чувствительны к действию его ингибитора [10—12]. 
Однако эти тесты определяют только начальную скорость 
образования тромбина [13] и не дают представления о том, 
как развивается процесс свертывания на этапе распростра-
нения. Существенно дополнить оценку функционирования 
коагуляционной системы позволяет определение маркеров 
фибринообразования.

Формирование фибрина из ФГ можно разделить на 3 
стадии: протеолитическое отщепление тромбином фибрино-
пептидов A и B с образованием фибрин-мономеров, полиме-
ризацию мономеров с образованием фибриновой сети, ста-
билизацию фибрина путем образования ковалентных связей 
под действием фактора XIIIa. Деградация фибрина проис-
ходит в процессе его лизиса плазмином, при этом образуют-
ся специфические продукты — Д-димеры (Д-Д) [14]. Таким 
образом, специфическим маркером фибринообразования яв-
ляется фибринопептид А (ФПА) [15], Д-димер отражает как 
конечную стадию формирования фибрина, так и активность 
его лизиса.

Цель работы — используя рутинные клоттинговые мето-
ды и молекулярные маркеры образования фибрина, изучить 
изменения в системе свертывания крови на фоне действия 
дабигатрана у пациентов, перенесших ЭКС.

Материал и методы. В исследование включено 30 паци-
ентов (10 мужчин и 20 женщин) в возрасте 61 ± 8,5 года. Кри-
терий включения: поступление в ортопедическое отделение 
для проведения операции первичного тотального ЭКС. Кри-
терии исключения: патология системы гемостаза, почечная, 
печеночная недостаточность, онкологические заболевания, 
антикоагулянтная или антиагрегантная терапия перед опера-
цией. Получено одобрение локального этического комитета, 
а также информированное согласие всех обследованных.

С целью профилактики тромбоэмболических осложне-
ний все включенные в исследование пациенты принимали 
дабигатрана этексилат по стандартной схеме: первый прием 
110 мг через 5 ч после операции, затем 1 раз в день 220 мг в 
течение 14 сут.

Всем пациентам до операции и через 2 нед после хирур-
гического вмешательства проводилось ультразвуковое иссле-
дование вен нижних конечностей с целью выявления ТГВ. 
Наличие признаков геморрагических осложнений контроли-
ровалось в течение всего периода пребывания пациентов в 
стационаре.

Сбор крови пациентов выполняли за 1—2 сут до опе-
рации и на фоне профилактики дабигатраном в 1, 3, 7, 14-е 
сутки после ЭКС. Образцы венозной крови забирали утром 
натощак в специализированную пробирку с 3,2% (0,109 М) 
раствором цитрата натрия в соотношении 1:9 с забираемой 
кровью и доставляли в лабораторию в течение 10—20 мин 
после венепункции.

Бедную тромбоцитами плазму получали при центрифу-
гировании крови со скоростью 3000 об/мин (1200 g) в тече-
ние 15 мин на лабораторной центрифуге Sorwell («Thermo 
Electron LED GmbH», Германия). Рутинные клоттинговые 
исследования проводили непосредственно после получения 
бедной тромбоцитами плазмы. Для исследования молекуляр-
ных маркеров гемостаза, определяемых с использованием 
иммуноферментного анализа (ИФА), образцы плазмы крови 
замораживали и хранили при –20°C не более 1 мес.

Активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ), протромбиновое время (ПТВ) и тромбиновое вре-
мя (ТВ) определяли соответственно реактивами APTT-SP 
(liquid), PT-Fibrinogen HS PLUS, Thrombin Time (HemosIL, 
«Instrumentation Laboratory», США) на коагулометре ACL-
200 («Instrumentation Laboratory», США). В качестве стан-
дартной плазмы при определении ПТВ использовали Calibra-
tion plasma (HemosIL, «Instrumentation Laboratory», США), в 
качестве контроля — Normal Control и Low Abnormal Con-
trol (HemosIL, «Instrumentation Laboratory», США). Концен-
трацию ФГ определяли на коагулометре CA-50 («Sysmex», 
Япония) по Клаусу в модификации без разведения образца, 
использовали реактив Multifibren U («Siemens», Германия). 
Калибровку выполняли с помощью Fibrinogen Calibrators 
(«Siemens», Германия) с диапазоном концентраций от 0,6 до 
9,0 г/л.

Уровни ФПА определяли методом ИФА с наборами Imu-
clone FPA ELISA («American Diagnostic Inc.», США). Для ка-
либровки использовали стандартную коммерческую плазму 
(разведения 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64). Д-Д определя-
ли методом ИФА с реактивами Technozym D-dimer ELISA 
(«Technoclone», Австрия). Калибровочную кривую строили 
с использованием 5 стандартных растворов с концентрация-
ми от 0 до 1500 нг/мл. Контроль осуществлялся на низком и 
высоком уровнях. Для ИФА использовали микропланшетный 
инкубатор/шейкер Stat Fax 2200, микропланшетный вошер 
Stat Fax 2600, фотометр Stat Fax 2100 («Awareness Technology 
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Inc.», США). Уровень растворимых фибрин-мономерных ком-
плексов (РФМК) оценивали с помощью фенантролинового те-
ста («Технология-Стандарт», Россия).

Статистический анализ проводили в рамках правил ва-

риационной статистики. При сравнении послеоперационных 
показателей с исходными значениями использовали критерий 
Вилкоксона. Для оценки связи между показателями приме-
нялся корреляционный анализ с вычислением коэффициента 

Рис. 1. Коагуляционные показатели до и после эндопротезирования коленного сустава на фоне антитромботической профилак-
тики прямым ингибитором тромбина дабигатраном: АЧТВ (а), ПТВ (б), ТВ (в), концентрация ФГ (г).
Здесь и на рис. 2: * — различия с исходным уровнем имеют статистическую значимость (p < 0,05); пунктирными линиями обозначены границы ре-
ференсной нормы.

Рис. 2. Маркеры фибринообразования до и после эндопротезирования коленного сустава на фоне антитромботической про-
филактики прямым ингибитором тромбина дабигатраном: ФПА (а), РФМК (б), Д-димер (в).
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корреляции Спирмена. Расчеты производили в программе 
Statistica version 6.0.

Результаты. До операции у всех обследованных паци-
ентов значения рутинных коагуляционных тестов были в 
пределах референсной нормы. Спустя сутки после ЭКС на-
блюдалось значительное удлинение АЧТВ, ПТВ, ТВ, которое 
сохранялось до конца периода наблюдения (рис. 1, а—в). 
Наибольшие изменения показало ТВ, наименьшие - ПТВ.

Концентрация ФГ после операции существенно нараста-
ла, достигала максимума к 3-м суткам и оставалась на повы-
шенном уровне не менее 14 сут (рис. 1, г).

Концентрация ФПА в дооперационных пробах 19 (63,3%) 
пациентов, включенных в исследование, имела значения, 
превышающие референсную норму. Эти результаты согласу-
ются с опубликованными ранее данными, которые показыва-
ют, что у пациентов, имеющих тяжелую патологию крупных 
суставов и нуждающихся в операции эндопротезирования, 
наблюдались значительные гиперкоагуляционные изменения 
в крови [16, 17]. Хирургическое вмешательство индуцирова-
ло значительное нарастание формирования ФПА, максимум 
которого приходился на ранний послеоперационный период 
(рис. 2, а). Спустя 2 нед после ЭКС концентрация ФПА воз-
вращалась к исходному уровню, оставаясь тем не менее зна-
чительно выше референсной нормы

Послеоперационное повышение РФМК достигало макси-
мума к 3-м суткам, тенденция к нормализации появлялась с 7-х 
суток, однако до конца периода наблюдения данный показатель 
был выше исходного уровня и референсной нормы (рис. 2, б).

Динамика концентрации Д-Д в послеоперационном пе-
риоде имела несколько фаз: значительное повышение в 1-е 
сутки, существенный сдвиг к нормализации к 3-м суткам, 
повторное повышение к 7-м суткам с сохранением высокого 
уровня не менее 2 нед после ЭКС (рис. 2, в).

Анализ связей между рутинными клоттинговыми теста-
ми и маркерами фибринообразования показал значительную 
отрицательную корреляцию ФПА с АЧТВ в 1-е сутки после 
операции, r = –0,55, p < 0,05 (рис. 3, а). С 3-х суток связь меж-
ду данными показателями слабела, r = 0,34, p = 0,07. Связи 
между ФПА и показателями ПТВ, ТВ и ФГ не выявлено.

Для РФМК значимой корреляции с АЧТВ, ПТВ, ТВ не 
обнаружено, однако выявлена сильная связь между РФМК и 
ФГ: на 3-и сутки r = 0,72, p < 0,05 (рис. 3, б); на 7-е сутки r = 
0,80, p < 0,05; на 14-е сутки r = 0,69, p < 0,05.

Корреляции между концентрацией Д-Д и рутинными 
клоттинговыми тестами не обнаружено. Отсутствовали так-
же существенные связи между ФПА, РФМК и Д-Д как до 
операции, ни после ЭКС.

Перед хирургическим вмешательством ни у одного из 
пациентов, включенных в исследование, не было выявлено 
тромбоза вен нижних конечностей. В послеоперационном 
периоде ТГВ развился у 2 (6,7%) больных. Признаков гемор-
рагических осложнений не было выявлено ни у одного из 
обследованных лиц.

Обсуждение. Эндопротезирование крупных суставов со-
пряжено со значительной травматизацией костной, мышечной 
ткани, сосудов [18]. Экспозиция тканевого фактора повреж-
денными клетками эндотелия инициирует тромбинообразова-
ние, активированные тромбоциты обеспечивают поверхность 
для усиления коагуляционного процесса, что приводит к мас-
сивной продукции тромбина и фибрина [19]. Высокая интен-
сивность коагуляции сопровождается активным потреблени-
ем факторов свертывания, вызывая существенное падение 
их уровня. Снижению компонентов системы гемостаза спо-
собствует также периоперационная дилюция инфузионными 
растворами. Исследование, проведенное N. Rosencher и соавт. 
[20], показало, что через 3 ч после ЭКС концентрация фак-
торов II, V, VII, X падает на 30%, это приводит к удлинению 
тестов АЧТВ и ПТВ, которые возвращаются к норме между 
1-ми и 3-ми сутками. В нашем исследовании также отмечено 
значительное удлинение рутинных клоттинговых показателей, 
но возвращения к исходному уровню не происходило, что свя-
зано с модулирующим действием дабигатрана.

Прямой ингибитор тромбина оказывает влияние на все 
лабораторные тесты, которые зависят от активности фактора 
IIа (тромбина), включая ПТВ, АЧТВ, ТВ [10, 12]. В нашем 
исследовании ПТВ имело наименьшую чувствительность к 
ингибитору, ТВ было наиболее чувствительным к наличию 
препарата в плазме крови, но оба теста не имели связи с ак-
тивностью образования фибрина. Ранее было показано, что 
АЧТВ зависит от концентрации дабигатрана в крови [21]. 
С этими данными согласуется обнаруженное нами наличие 
корреляционной связи между АЧТВ и ФПА на фоне действия 
препарата. Однако связь с активностью фибринообразования 
имела место только в раннем послеоперационном периоде, 
поэтому результаты нашего исследования подтверждают по-
ложение о том, что рутинные коагуляционные тесты не по-
зволяют адекватно оценить эффект антикоагулянтного дей-
ствия дабигатрана.

Крупная ортопедическая операция индуцирует коагуляци-
онный процесс высокой интенсивности, при этом тромбин об-
наруживается в циркуляции интраоперационно, а увеличение 
плазменного уровня маркеров фибринообразования наблюдает-
ся уже в ранней послеоперационной стадии [22]. В представлен-
ной работе спустя сутки после ЭКС наблюдалось значительное 

Рис. 3. Корреляция между показателями АЧТВ и ФПА в 1-е сутки после операции (а); между ФГ и РФМК в 3-и сутки после 
операции (б); r — коэффициент корреляции Спирмена.
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повышение активности свертывания, о чем свидетельствовало 
двукратное увеличение концентрации маркера формирования 
фибрина — ФПА. Нормализация коагуляции после операций 
ЭКС, по данным разных авторов, может восстанавливаться в 
различные сроки: Y. López и соавт. [23] наблюдали повышенный 
уровень маркеров активации свертывания в течение недели по-
сле операции, A. Bunescu и соавт. [24] показали, что тромбине-
мия сохраняется до 10 сут после операции эндопротезирования. 
В нашей работе концентрация ФПА к 14-м послеоперационным 
суткам существенно не отличалась от исходного уровня, однако 
нужно учитывать, что пациенты, включенные в исследование, 
имели исходную гиперкоагуляцию. Таким образом, активность 
фибринообразования в конце периода исследования оставалась 
повышенной, что свидетельствует о длительном сохранении 
тромбинемии после ЭКС.

Наше исследование показало, что концентрации всех изу-
чаемых маркеров фибринообразования резко повышаются 
при эндопротезировании. Однако если концентрация ФПА 
постепенно возвращается к исходному уровню, концентрация 
Д-димера вновь существенно увеличивается к 7-м суткам.  
В отличие от ФПА, образующегося в начальной стадии фор-
мирования фибрина и являющегося специфическим мар-
кером фибринообразования [15], Д-димер — продукт плаз-
миновой деградации нерастворимого фибрина, поэтому его 
уровень отражает активность не только формирования, но 
и лизиса фибрина. Повторное усиление литической актив-
ности обусловлено необходимостью освобождения от вы-
полнившего свою функцию фибринового сгустка в процессе 
репарации поврежденной стенки сосуда.

Данные, полученные ранее с использованием высокоспеци-
фичных иммуноферментных методов, показали, что концентра-
ция фибрин-мономерных комплексов и растворимого фибрина 
быстро повышается при эндопротезировании, а затем постепен-
но возвращается к исходному уровню [25]. В нашем исследова-
нии изменение параметров ортофенантролинового теста имело 
максимум, совпадающий с максимумом острофазной гиперфи-
бриногенемии. Корреляционный анализ обнаружил сильную 
связь между РФМК и ФГ с 3-х послеоперационных суток, од-
нако связи с ФПА, специфичным маркером фибринообразова-
ния, выявлено не было. Очевидно, на фоне послеоперационной 
гиперфибриногенемии тест РФМК имеет сильную зависимость 
от уровня субстрата фибринообразования.

Послеоперационная воспалительная реакция индуцирует 
опосредованное цитокинами усиление продукции гепатоцита-
ми ФГ как одного из острофазных белков [26]. Воспаление со-
провождается также повышением прокоагулянтной активности 
эндотелия и стимулирует образование тромбина во всем вну-
трисосудистом пространстве [27]. Мы наблюдали сохранение 
гиперфибриногенемии и повышенного уровня фибринообра-
зования спустя 2 нед после ЭКС, что может свидетельствовать 
о длительном взаимодействии между процессами коагуляции и 
воспаления после крупной ортопедической операции.

В нашем исследовании на фоне приема стандартной до-
зы дабигатрана этексилата после ЭКС не выявлено призна-
ков повышенной кровопотери, однако у двух пациентов был 
обнаружен ТГВ. Новые оральные антикоагулянты, в число 
которых входит дабигатран, рекомендуется применять в фик-
сированной дозе без лабораторного мониторинга [7]. Теоре-
тически при этом должен достигаться оптимальный баланс 
между антитромботической эффективностью и риском кро-
вотечения. В то же время исследования показывают боль-
шую межиндивидуальную вариабельность концентрации 
дабигатрана в крови, что может приводить к избыточности 
либо недостаточности антикоагулянтного эффекта [21]. Мы 
обнаружили, что концентрация маркера фибринообразования 
(ФПА) сильно варьирует у пациентов, перенесших ЭКС. Это 
может свидетельствовать о значительных различиях в уровне 

ингибирования тромбина при использовании фиксированной 
дозы антикоагулянта.

Заключение. На фоне действия прямого ингибитора тром-
бина дабигатрана рутинные клоттинговые тесты не позволя-
ют провести адекватную оценку коагуляционной активности 
после крупной ортопедической операции.

Д-Д и РФМК не имеют связи со специфическим марке-
ром фибринообразования ФПА и не могут адекватно отра-
жать изменения коагуляции у пациентов, перенесших ЭКС, 
что объясняется зависимостью Д-Д от фибринолиза, а РФМК 
— от уровня острофазной гиперфибриногенемии.

Формирование ФПА, т. е. активность коагуляционного 
процесса, повышено у значительного числа лиц спустя 2 
недели после ЭКС, что свидетельствует об обоснованности 
пролонгированной антитромботической профилактики.

Прием дабигатрана этексилата в фиксированной дозе 
не исключает развития ТГВ после крупной ортопедической 
операции, что подтверждает точку зрения относительно по-
лезности индивидуализации антитромботической профилак-
тики при использовании новых оральных антикоагулянтов.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА КОМПОНЕНТОВ ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ ТЕСТ-
СИСТЕМ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ИХ РАЗРАБОТКИ
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В статье обобщены данные научных исследований, посвященных поиску оптимальных условий разработки высокоспе-
цифичных и высокочувствительных иммунохроматографических тест-систем, предназначенных для выявления возбу-
дителей инфекционных заболеваний. Проведен анализ выбора оптимального размера наночастиц коллоидного золота 
и концентрации антител для получения конъюгата. Представлены варианты наиболее часто используемых комбина-
ций буферных растворов, применяемых для разработки и анализа иммунохроматографических тест-систем. Выявлены 
предпочтения в области характеристик мембран, используемых в составе мультимембранного композита иммунохро-
матографических тест-систем.
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