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К ВОПРОСУ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ГРАНИЦ НОРМАЛЬНОЙ РЕАКЦИИ ТРОМБОЦИТОВ  
В ТЕСТЕ ИМПЕДАНСНОЙ АГРЕГОМЕТРИИ

1Красноярский филиал ФГБУ Гематологический научный центр Минздрава России, 660036, Красноярск; 2ФГАОУ 
ВО Сибирский федеральный университет, 660041, Красноярск; 3ФГБУН Красноярский научный центр Сибирского 
отделения РАН, 660036, Красноярск, Российская Федерация

Для оценки аналитических характеристик метода импедансной агрегометрии и аспиринового теста были обследованы 
89 здоровых добровольцев — 55 женщин и 34 мужчины. Исследование агрегации тромбоцитов проводилось на агрего-
метре Chrono Log 700, индуктором являлся АДФ в конечной концентрации 5 мкМ. Рассчитывались коэффициенты ана-
литической, внутри- и межиндивидуальной вариации (CVA, CVI и CVG соответственно), индекс индивидуальности (ИИ) 
и критический уровень разницы (RCV). В результате проведенного исследования было выявлено, что АДФ-агрегация 
тромбоцитов у женщин значительно выше по сравнению с мужчинами. Необходимость стратификации популяции по 
полу для вычисления референсных границ была установлена методом расчета критерия Z (Z = 3,6; Zкрит = 1,3). Внутри-
индивидуальная и аналитическая вариации импедансной агрегометрии составили 5,8 и 8,1% соответственно. В целом 
параметры агрегации в цельной крови характеризуются высокой степенью индивидуальности (ИИ < 0,6), что ограничи-
вает применение референсных интервалов в агрегометрии для дифференцировки нормы и патологии. О статистически 
значимом изменении функциональной активности тромбоцитов можно говорить лишь при изменении амплитуды агре-
гации не менее чем на 26,9% при сравнении с предыдущим тестом у данного индивидуума.
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The study was carried out to evaluate analytical characteristics of  impedance agregometry technique and aspirin test. The sampling 
included 89 healthy volunteers i.e. 55 females and 34 males. The analysis of aggregation of thrombocytes was implemented 
using aggregometer Chrono Log 700,. The ADP in ultimate concentration of 5 mkM was used as inductor. The coefficients were 
calculated concerning analytical, intra- and inter-individual variation (CVA, CV1, and CVG accordingly), index of individuality 
and critical level of difference (RCV). The study established that ADP-aggreagtion of thrombocytes was significantly higher in 
females as compared with males. The necessity of stratification of population by gender for calculation of reference limits was 
established using method of criterion Z calculation (Z=3.6; Zcrit=1.3). The intra-individual and analytical variation of impedance 
aggregometry made up to 5.8% and 8.1% correspondingly. Overall, parameters of aggregation in whole blood are characterized 
by high degree of individuality (II<0.06) that limits application of reference intervals in agregometry for differentiating norm and 
pathology. The statistically reliable alteration of functional activity of thrombocytes can be considered only at change of amplitude 
of aggregation no less than up to 26.9% as comparing   with previous test in particular individual.
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Введение. Исследование агрегационной активности 
тромбоцитов является наиболее широко используемым ме-
тодом дифференциальной диагностики тромбоцитопатий и 
выявления приобретенных тромбоцитарных дисфункций 
[1]. Хорошо известно [2—4] разнонаправленное влияние 
множества факторов (характер питания, лекарственные 
средства, национальность, пол и др.) на результат измере-
ния агрегации, что обусловливает высокие требования к 
стандартизации подготовки пациента и выполнению анали-
тических технологий. Трудности стандартизации данного 
функционального теста ограничивают возможности коли-
чественной оценки и сопоставления с нормой результатов 
агрегометрии, необходимые для полноценной интерпрета-
ции тестов мониторинга лечения дезагрегантами. Вместе с 
тем в настоящее время наряду с широко распространенной 
оптической агрегометрией в лабораторную практику актив-
но внедряется импедансный метод агрегометрии в цельной 
крови [5]. Импедансометрия позволяет исследовать функ-
ции тромбоцитов в физиологичных условиях цельной кро-
ви, при этом уменьшаются преаналитические погрешности 
и исключается влияние центрифугирования. Методология 
определения границ нормальных показателей, основанная 
на анализе биологической вариации количественных из-
мерений аналитов, была признана одной из приоритетных 
стратегий обеспечения качества лабораторных исследова-
ний на Стокгольмской конференции в 1999 г. [6, 7] и включе-
на во вторую модель консенсуса конференции Европейской 
федерации клинической химии и лабораторной медицины 
в 2015 г. [8]. Вместе с тем случаи использования данного 
подхода для функциональных тестов пока не описаны. Им-
педансный метод измерения агрегации тромбоцитов до сих 
пор не рассматривался с позиций статистической оценки 
вариации регистрируемых параметров.

Целью данной работы было исследование аналитической, 
внутри- и межиндивидуальной биологической вариации ме-
тода импедансной агрегометрии в цельной крови.

Материалы и методы. Для оценки межиндивидуальной 
вариации (CVG) параметров агрегометрии, а также для рас-
чета референсных интервалов в настоящее исследование 
включены данные обследования 89 клинически здоровых 
добровольцев (55 женщин и 34 мужчины в возрасте от 18 до 
55 лет). Взятие крови осуществлялось из локтевой вены с 8 
до 9 ч утра натощак в вакутейнер с цитратом натрия 3,2%. 
Тесты индуцированной агрегации тромбоцитов проводи-
ли в течение первых 3 ч после взятия крови на агрегометре 
Хронолог-700 («Chrono-Log», США) методом импеданса в 
цельной крови с использованием программного обеспечения 
Aggrolink 8. Индуктором агрегации был приготовленный ex 
tempore раствор АДФ (НПО «Ренам», Россия) в конечной 
концентрации 5 мкМ.

Коэффициенты вариации рассчитывались по формуле:
CV = S/

_
X 100%,	 (1)

где S — среднеквадратическое отклонение:

,	               , 	 (2)

где 
_
X — среднее арифметическое значение результатов n 

измерений (x1, x2, ..., xn):

               , 	 (3)X = –––n
∑Xii=1

n

___

где ∑Xii=1

n

— сумма результатов измерений x1, x2, ..., xn; n — 
число измерений.

Аналитическая вариация тестов рассчитывалась по ре-
зультатам 10 повторных измерений агрегации в пробе здоро-
вого донора по формуле (1). Временная динамика параметров 
агрегометрии оценивалась для 6 здоровых доноров через 30, 

55, 80, 100, 120, 150 и 180 мин после взятия крови, пробы 
крови хранились при комнатной температуре.

Внутрииндивидуальная вариация (CVI) параметров агре-
гации оценивалась для 22 здоровых добровольцев, измере-
ние проводили дважды с интервалом 2 нед. Добровольцы в 
течение 2 нед до исследования вели дневники, отражающие 
характер их питания и активности, они не принимали меди-
каментов, лекарственных трав или биологических добавок.

Значение критической разницы (RCV) рассчитывалось по 
формуле [6]:

RCV = 21/2 × Z × (CVA
2 + CVI

2),	 (4)
где Z — стандартное нормальное отклонение (двусторон-

ний параметр для p < 0,05 равен 1,96), CVA — аналитическая 
вариация, CVI — внутрииндивидуальная вариация.

Индекс индивидуальности (ИИ) рассчитывался по фор-
муле:

ИИ = (CVA
2 + CVI

2)1/2/CVG.	 (5)
Необходимость стратификации выборки оценивалась с 

использованием метода, рекомендованного национальным 
комитетом по клиническим и лабораторным стандартам (NC-
CLS) [6]. Для этого вычисляли параметр Z по формулам:

Z = (среднее группы 1 – среднее группы 2)/(SD1
2/количе-

ство данных в 1-й группе + SD2
2/количество данных во 2-й 

группе)1/2,	 (6)
Zкрит = 3 × (количество данных в 1-й группе + количество 

данных во 2-й группе)/240)1/2.	 (7)
Контроль качества для метода импедансной агрегоме-

трии осуществлялся методом дубликатов, в соответствии с 
которым агрегация в каждой из 20 проб измерялась дважды 
в одной аналитической серии, после чего рассчитывался от-
носительный размах Ri по формуле:

Ri = ((2 × (X1 – X2))/(X1 + X2)) × 100 %, 	 (8)
где (Х1 – Х2) — разница между результатами определе-

ния по абсолютному значению.
Затем были рассчитаны контрольные пределы для по-

строения контрольной карты и нанесены точки, соответству-
ющие значениям Ri для проб, измеренных параллельно.

Для проведения статистической обработки использовал-
ся пакет прикладных программ Statistica 10.0. Исследуемая 
выборка проверялась на наличие выпадающих значений с 
использованием критерия Граббса. Референсные интерва-
лы агрегации тромбоцитов оценивались методом непараме-
трической статистики, рекомендованным Международной 
федерацией клинической химии и лабораторной медицины 
(IFCC); при этом значения С2,5 и С97,5 соответствовали нижне-
му и верхнему референсным пределам. Значимость отличий 
вариационных рядов в несвязанных выборках оценивали с 
помощью критерия Манна–Уитни, описательная статисти-
ка представлена в виде значений медианы (Ме) и верхнего 
и нижнего квартилей (С25—С75). Наличие корреляционной 
связи оценивали с применением ранговой корреляции Спир-
мена. Дисперсионный анализ проводился с использованием 
технологии ANOVA. Различия оценивали как статистически 
значимые при p < 0,05.

Результаты и обсуждение. При анализе агрегационной 
активности в течение 3 ч после взятия крови была установле-
на некоторая вариабельность амплитуды агрегации (рис. 1). 
Хотя амплитуда агрегации имела тенденцию к более низким 
значениям в первые 30 мин после взятия крови, статистиче-
ски значимых отличий между параметрами агрегации, изме-
ренными через другие интервалы времени, не было выявле-
но (p > 0,05). Поэтому можно утверждать, что в целом в тече-
ние времени, рекомендованного для измерения агрегации (3 
ч), амплитуда агрегации изменялась незначительно, являясь 
устойчивой характеристикой в in vitro тесте.

В результате проведенных исследований были подтверж-
дены описанные ранее [2, 9, 10] гендерные различия агрегации 
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тромбоцитов: у женщин все параметры агрегации тромбоци-
тов значительно выше, чем у мужчин (табл. 1). Статистическая 
оценка необходимости стратификации референсных интерва-
лов АДФ-индуцированной агрегации, проведенная с исполь-
зованием рекомендованного NCCLS метода, подтвердила не-
обходимость стратификации регистрируемых параметров по 
полу (Z = 3,6; Zкрит = 1,3 и, следовательно, Z > Zкрит).

Согласно критерию нормальности Шапиро–Уилка, ис-
следуемая выборка имела нормальное распределение па-
раметров агрегации как для мужчин, так и для женщин  
(рис. 2). Согласно критерию Граббса, выпадающих значений в 
исследуемой выборке обнаружено не было. Были определены 
референсные интервалы параметров АДФ-индуцированной 
импедансной агрегометрии для мужчин и женщин по мето-
дике, рекомендованной Международной федерацией клини-
ческой химии и лабораторной медицины (IFCC) (табл. 2).

Следует отметить, что полученные референсные интер-
валы отличаются от предлагаемых производителем аналити-
ческой системы («Chrono-Log»), в которых отсутствует ген-
дерная дифференцировка. Поэтому для адекватного контроля 
тромбоцитарных функций лаборатория должна определять 
референсные значения в группе здоровых лиц, отдельно для 
мужчин и женщин.

Корреляционный анализ связи параметров агрегации с 
количеством клеток периферической крови показал присут-
ствие лишь слабой взаимосвязи между этими величинами  
(r < 0,5, p < 0,05). Следовательно, у здоровых лиц интенсив-

ность агрегации обусловлена скорее качественным состояни-
ем тромбоцитов, а не их количеством.

В среднем внутрииндивидуальная вариация амплитуды 
агрегации составила 5,8%, а коэффициент межиндивидуаль-
ной вариации параметров агрегации у мужчин был значи-
тельно больше, чем у женщин (табл. 3).

Дисперсионный анализ показал, что пол оказывает ста-
тистически значимое влияние на межиндивидуальную дис-
персию показателей агрегации (F = 19,4, р < 0,001): в груп-
пе мужчин показатель дисперсии был больше, чем в группе 
женщин.

Аналитическая вариация параметров агрегации была в 
диапазоне от 12 до 20%, что согласуется с данными, опубли-
кованными для прибора Multiplate [11].

Из табл. 3 видно, что CVI для всех показателей агрегоме-
трии был значительно меньше, чем CVG. Лабораторные тесты, 
для которых соблюдается данное условие, характеризуются 
понятием «высокоиндивидуальные», которое можно оценить 
количественно с помощью «индекса индивидуальности» (ИИ). 
В соответствии с данными табл. 3 ИИ для всех параметров 
импедансной агрегометрии оказался ниже 0,6, что свидетель-
ствует о высокой индивидуальной вариабельности показате-
лей и теоретически ограничивает применение референсных 
интервалов в импедансной агрегометрии. Следует отметить, 
что в доступных базах данных отсутствуют универсальные 
пределы значения CVI для агрегометрии, а необходимость 
вычисления этого критерия в каждой лаборатории влечет за 
собой неточности, связанные с разным уровнем контроля за 
референсными индивидуумами (контроль за питанием, физи-
ческой нагрузкой, приемом лекарств и т.д.); это может оказы-
вать значительное влияние на величину CVI, вследствие чего 
могут возникать различия в других расчетных критериях. Из 
результатов оценки внутрииндивидуальной вариации параме-
тров агрегометрии, представленных на рис. 3, следует, что ам-
плитуда агрегации большинства здоровых лиц изменяется во 
времени, и лишь в 32% случаев результат полностью совпадал 
с предыдущим измерением. Также следует отметить, что ни у 
одного из обследованных разброс значений амплитуды агре-
гации не покрывает весь референсный интервал, что является 

Рис. 1. Временная динамика амплитуды агрегации.

Т а б л и ц а  1
Параметры агрегации и эффект АСК у мужчин и женщин

Параметр Пол

Мужчины Женщины

Возраст, годы 19,5 (18,0—23,0) 21,5 (21,0—35,0)
Амплитуда, Ом 8,0 (6,0—10,0) 10,0 (9,0—12,0)
Скорость, Ом/мин 5,0 (4,0—7,0) 9,0 (7,0—10,0)
Лаг-фаза, с 38,0 (32,0—52,0) 29,0 (22,0—33,0)
Площадь, Ом/мин2 29,4 (21,0—40,5) 45,5 (36,7—50,4)
Кол-во эритроцитов, 
×1012/л

5,1 (4,9—4,5) 4,5 (4,2—4,6)

Кол-во тромбоцитов, 
×106/л

210,5 (166,0—248,0) 225,0 (197,0—263,0)

Гематокрит, % 44,6 (41,2—47,4) 38,6 (36,5—40,0)

Т а б л и ц а  2
Референсные значения АДФ-индуцированной импедансной агре-
гометрии для мужчин и женщин (С2,5%—С97,5%)

Амплитуда, 
Ом

Скорость, 
Ом/мин

Лаг-фаза, с Площадь,  
Ом2/мин

Мужчины 3—12 3—8 17—66 11—49
Женщины 5—17 4—15 10—50 18—78

Т а б л и ц а  3
Коэффициенты вариации параметров агрегации 

Параметр Амплитуда, 
Ом

Скорость, 
Ом/мин

Лаг-фаза, 
с

Площадь, 
Ом/мин2

Коэффициент 
аналитической 
вариации, %

8,1 6,5 5,4 7,0

Коэффициент 
внутриинди-
видуальной 
вариации, %

5,8 15,3 11,9 9,1

Индекс индиви-
дуальности

0,3 0,5 0,3 0,3

RCV, % 26,9 44,9 35,3 30,8
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важным основанием для ограничения применимости рефе-
ренсных интервалов. С этой точки зрения весьма конструктив-
ным представляется подход, предложенный К. Фрейзером: он 
основан на расчете критической разницы результатов двух по-
вторных измерений лабораторного показателя (RCV), которая 
является альтернативой референсному интервалу для обеспе-
чения мониторинга состояния пациента [6]. При расчете RCV 
для параметров агрегации (см. табл. 3) оказалось, что только 
при изменении амплитуды агрегации не менее чем на 26,9% 
при повторном обследовании можно говорить о действитель-
но значимой динамике.

Лабораторное исследование агрегации включено в кли-
нические рекомендации диагностики тромбоцитопатий, бо-
лезни Виллебранда и других гематологических нарушений 
[12, 13]. Однако в этих документах дифференцировка нор-
мы и патологии происходит с использованием качествен-
ных терминов «снижение» и «отсутствие» агрегации, и нет 
четких указаний на диапазоны допустимых величин агре-
гации. Кроме того, на сегодняшний день нет исследований, 
доказывающих клиническую значимость повышенных ве-
личин агрегационного ответа тромбоцитов [14, 15]. Таким 
образом, использование референсных диапазонов в агрего-
метрии не регламентировано существующими рекоменда-
циями по ведению больных, а также нет доказательств того, 

что вышедшие за референсный интервал 
значения связаны с определенной клиниче-
ской ситуацией. Поэтому использование па-
раметра RCV может стать более корректной 
альтернативой существующим референс-
ным диапазонам, если будут получены до-
казательства того, что его значения связаны 
с определенной клинической ситуацией.

В ряде работ было показано, что женщи-
ны имеют более выраженный агрегацион-
ный ответ тромбоцитов, чем мужчины [2, 9, 
10], но причины такого феномена до сих пор 
остаются неясными. В качестве основных 
гипотетических механизмов гендерных от-
личий в агрегации тромбоцитов рассматри-
вается влияние половых гормонов на вну-
тритромбоцитарные сигнальные механизмы 
[10]. В настоящем исследовании были полу-
чены значительные отличия в исходной агре-
гации тромбоцитов и межиндивидуальной 

вариации между мужчинами и женщинами. Поэтому исполь-
зование гендерной дифференцировки в анализе полученных 
данных может повысить точность оценки взаимосвязи агре-
гационных характеристик тромбоцитов и индивидуальных 
клинических проявлений наущения гемостаза.

Заключение. Таким образом, полученная гендерная раз-
ница параметров агрегации тромбоцитов в цельной крови 
свидетельствует о необходимости стратификации популя-
ционных референсных интервалов по данному признаку, а 
высокая индивидуальность параметров агрегометрии гово-
рит о несостоятельности общепринятых правил интерпре-
тации результатов агрегации, основанных на учете исклю-
чительно популяционных референсных интервалов. Оче-
видно, что, с учетом статистических критериев качества, 
импедансная агрегометрия тромбоцитов имеет все осно-
вания занять прочное место среди лабораторных методов 
мониторинга состояния пациента и эффективности терапии 
при условии достоверного определения границ агрегацион-
ной реакции тромбоцитов, критичных для принятия клини-
ческого решения.
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Рис. 2. Распределение величины амплитуды агрегации среди 34 мужчин и 55 
женщин до и после инкубации с АСК: а — женщины, б — мужчины.

Рис. 3. Внутрииндивидуальная вариация амплитуды агрега-
ции у 22 здоровых добровольцев. Ромбами отмечены совпа-
дающие значения амплитуды, пунктиром обозначен рефе-
ренсный интервал.
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Для оценки вариабельности морфогенетического потенциала плазмы, богатой тромбоцитами, был проведен анализ 
АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов, выделенных из крови 32 добровольцев-мужчин в возрасте от 18 до 42 
(22 ± 3) лет. Выявлен бимодальный характер реакции тромбоцитов на АДФ с пиками агрегации в диапазоне 30—50% 
и 60—80%. Помимо индивидуальных различий в амплитуде агрегации, выявлены различия во времени достижения пика 
агрегации и выхода на плато. У части добровольцев зафиксирован обратимый характер агрегационной кривой, от-
ражающий отсутствие фазы стабилизации тромбогенеза. Характеристики агрегационных кривых, ассоциированные 
с активацией сигнальных систем, запуском дегрануляции тромбоцитов и экспозиции GPIIaIIIb, могут отражать ско-
рость и эффективность секреции гранул тромбоцитов при использовании стандартных доз стимуляторов агрегации. 
Это обосновывает необходимость предварительной оценки агрегационного ответа тромбоцитов для прогнозирования 
эффективности дегрануляциии и высвобождения из гранул тромбоцитов биологически активных молекул, определяю-
щих морфогенетический потенциал плазмы, богатой тромбоцитами.
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