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Изменение активности фактора VIII под влиянием различных воздействий на донорскую плазму крови неоднократно стано-
вилось предметом сравнительных исследований. Иногда суммарная погрешность измерений может иметь большее влияние 
на сравниваемые выборки, чем эффект от применяемых воздействий. Целью работы являлась оценка применимости одно-
стадийного клоттингового метода в исследовании влияния термических и механических воздействий при размораживании 
человеческой плазмы крови на сохранность ее показателей. Для этого донорскую плазму разделили на парные образцы, ко-
торые замораживали, а затем нагревали от -30 °C до +36,6 °C. Каждый первый парный образец подвергался стандартным 
воздействиям в серийно выпускаемом устройстве для размораживания, а второй - одному из четырех высокоинтенсивных 
режимов нагревания. Определение активности фактора VIII осуществлялось до и после оттаивания путем двукратных 
повторных измерений на автоматическом коагулометре ACL TOP 300 с использованием реагентов HemosIL. Активность 
фактора VIII в образцах после высокоинтенсивного оттаивания была выше, чем после стандартной процедуры. Разница в 
процентном отношении к средним исходным значениям составляла от 2,1 до 7,3 %.  При повторных измерениях превышение 
фактической внутрисерийной вариации результатов над ожидаемой по описанию реагента было надежным маркером для 
выявления аномальных значений. Представлены примеры их влияния на результаты сравнительного исследования и описан 
подход к организации лабораторной службы для предупреждения ошибок. Показана на ограниченной выборке применимость 
одностадийного клоттингового метода измерения активности фактора VIII в исследовании влияния высокоинтенсивных 
режимов оттаивания на сохранность плазмы крови.
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Comparative studies have repeatedly examined the changes in factor VIII activity in donor blood plasma under various influences. The 
total measurement error may sometimes have a greater impact on the compared samples than the applied exposures. The aim of this 
study was to evaluate the suitability of the one-stage clotting assay for investigating the influence of thermal and mechanical effects 
on the preservation of human blood plasma parameters during thawing. To accomplish this, the donor plasma was divided into paired 
samples, frozen, and then heated from -30 °C to +36.6 °C. Each first paired sample underwent standard exposures in a commercially 
available thawing device, while the second underwent one of four high-intensity heating modes. Factor VIII activity was determined 
before and after thawing by twice repeated measurements on an automatic coagulometer ACL TOP 300 using HemosIL reagents. The 
activity of factor VIII in samples after high-intensity thawing was higher than after the standard procedure. The difference, expressed 
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as a percentage of the mean initial values, ranged from 2.1% to 7.3%. In repeated measurements, the excess of the actual within-series 
variation in results over that expected from the reagent description was a reliable marker for detecting anomalous values. This text 
presents examples of how anomalous values can influence the results of a comparative study and describes an approach to organizing 
a laboratory service to prevent errors. The applicability of the one-stage coagulation assay for the measurement of factor VIII activity 
to study the effect of high-intensity thawing modes on the preservation of blood plasma was demonstrated using a limited sample.
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Введение. Фактор VIII (далее FVIII) является ком-
понентом внутреннего механизма свертывания кро-
ви [1] и представляет собой одноцепочечный белок 
с доменной структурой [2]. Одной из характеристик 
FVIII, которая подвергается рутинному клиническо-
му лабораторному анализу, является его активность 
[3]. Существуют различные цели определения этого 
показателя. В гематологии исследование активности 
FVIII используется для диагностики гемофилии, а 
затем при мониторинге лечения [4]. При подозрении 
на наличие у пациентов ингибиторов FVIII прово-
дятся дополнительные измерения уровня активно-
сти [5], от точности которых зависит оптимальность 
лечения гемофилии [6].  В производственной транс-
фузиологии активность FVIII является одним из кри-
териев показателей качества свежезамороженной [7], 
патогенредуцированной [8], патогенинактивирован-
ной [9] и лиофилизированной [10] плазмы, а также 
криопреципитата [11]. На основе результатов лабо-
раторного анализа принимается решение о безопас-
ности применения в медицинской практике той или 
иной партии вышеперечисленных трансфузионных 
веществ [12]. В связи с этим определение активно-
сти FVIII является важнейшим компонентом сравни-
тельных исследований, проводимых с целью поиска 
способов достичь лучшей сохранности донорского 
биоматериала. 

Результаты сравнительных исследований с различ-
ными режимами воздействий на плазму при хранении 
до замораживания [13], во время замораживания [14], 
при хранении после заморозки [15], во время оттаи-
вания [16] и при хранении после оттаивания [17] по-
зволяют выявлять условия для замедления активации 
FVIII. Он является одним из нестабильных факторов 
свертывания крови [18], уровень активности которого 
снижается нелинейно даже при постоянных условиях 
хранения [19]. При комнатной температуре статистиче-
ски и клинически значимая разница активности FVIII 
показана уже между первыми часами хранения как 

после венепункции [20], так и после оттаивания [21]. 
Анализ результатов повторного оттаивания образцов 
[22] позволяет представить существенную долю по-
терь, связанных с нагреванием замороженной плазмы 
крови. Однако, как показано ранее в нашем обзоре [7], 
результаты независимых исследований по оценке влия-
ния интенсивности оттаивания на сохранность плазмы 
не согласуются. Одной из возможных причин этого мо-
жет быть значительное влияние случайной погрешно-
сти в сравниваемых результатах измерений. 

Точность, с которой можно определить изменение 
активности FVIII в экспериментальных образцах, за-
висит от разнообразных факторов во время подготовки 
к исследованию, при непосредственном измерении и в 
последующей обработке полученных данных. Среди 
многочисленных преаналитических переменных [23] в 
оценке влияния интенсивности оттаивания плазмы на 
изменение ее показателей критическое значение имеет 
точность обеспечения тепловых воздействий. Локаль-
ный перегрев образца может не только вызвать избы-
точную активацию нативного FVIII [24], но и стать 
причиной как незначительных конформационных из-
менений, так и полной термической денатурации [25]. 
Однако даже при высоком уровне  повторяемости пре-
аналитических операций межлабораторные результаты 
могут иметь расхождения по причине переменных на 
этапе измерения. Помимо индивидуальных особенно-
стей методов [26], анализаторов [27] и партий реаген-
тов [28], их комбинации [29] можно также считать не-
зависимыми переменными. Кроме того, погрешность 
измерения показателей образцов, сохранивших высо-
кий уровень активности после оттаивания, может от-
личаться от погрешности с низким уровнем [30]. Учи-
тывая это, количество повторных измерений в одном 
экспериментальном образце должно быть достаточ-
ным для постаналитического выявления единичных 
аномальных значений активности и систематических 
ошибок в результатах измерений. Иначе останется не-
исключенной возможность корреляции влияния таких 
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ошибок с истинным эффектом от воздействий. Нако-
нец, проблема может заключаться в том, что суммар-
ная погрешность измерений имеет большее влияние 
на сравниваемые выборки, чем эффект от воздействий, 
оцениваемых в исследовании и обеспечивающих раз-
ную интенсивность оттаивания плазмы. 

Представленное исследование было направлено на 
уточнение знаний об ограничениях распространенного 
метода определения функциональной активности FVIII 
для предупреждения потенциальных ошибок в органи-
зации лабораторной службы. Целью работы являлась 
оценка применимости одностадийного клоттингового 
метода измерения активности FVIII в исследовании 
влияния термических и механических воздействий 
при размораживании человеческой плазмы крови на 
сохранность ее гемостатических показателей. В рам-
ках этого исследования представляется значимым рас-
ширить знания о влиянии интенсивности нагревания 
вещества на лабораторный диагностический маркер 
гемофилии А. При организации лабораторной службы 
в преаналитический этап по необходимости включают 
термическую обработку образцов плазмы. Например, 
она используется как средство ограничения влияния 
введенного или эндогенного фактора VIII на реакцию 
свертывания крови для повышения точности измере-
ния ингибиторов [31]. Однако представление об эф-
фективности тепловых воздействий непосредственно 
связаны с накапливаемыми знаниями о свойствах тер-
молабильного фактора VIII, проявляемых в лаборатор-
ных условиях под влиянием различной интенсивности 
нагревания плазмы крови.

Материал и методы. Для создания эксперимен-
тальных образцов была использована донорская 
кровь. Лица, сдавшие биоматериал, соответствовали 
требованиям, предъявляемым к донорам цельной кро-
ви, и отбирались случайным образом. Ими оказались 
четверо мужчин от 30 до 34 лет. Кровь собиралась во 
время донации в полимерный контейнер с раствором 
лимонной кислоты, цитрата натрия и декстрозы стан-
дартной формулы A в качестве антикоагулянта. Затем 
кровь разделили на компоненты путем центрифугиро-
вания 15 минут со скоростью 4000 об/мин с исполь-
зованием устройства «Sorvall RC-3BP Plus» (Thermo 
Fisher, США). Из плазмы каждого донора создали по 
два аналитических образца для измерения исходной 
активности FVIII и по два экспериментальных образ-
ца. Измерения исходных показателей выполняли еди-
новременно на автоматическом коагулометре «ACL 
TOP 300» (IL Werfen, США) с использованием реаген-

та «HemosIL Factor VIII deficient plasma 0020012800» 
(Werfen S.A., Испания). Объем каждого из 8 создан-
ных экспериментальных образцов был равен 110 мл. 
Их замораживали в стандартных полимерных кон-
тейнерах, предназначенных для длительного хране-
ния донорских компонентов крови, с использованием 
установки «KLF 12-18/40» (MABAG, Германия). Хра-
нение до размораживания осуществлялось 185 суток 
при температуре  -30 °C в медицинском морозильнике 
«MDF-U5411» (Sanyo, Япония). 

Во избежание типичных ошибок преаналитиче-
ского этапа лабораторного исследования во время 
хранения образцов [32], транспортировки [33] и при 
контроле температурных параметров прочих техно-
логических процессов [34], в представленной рабо-
те все операции были единообразными. Отклонение 
от контролируемых временных или температурных 
параметров, установленных в программе и методике 
исследования, являлось основанием для исключения 
образца из работы. На преаналитическом этапе только 
оттаивание образцов являлось вариативной техноло-
гической операцией. Замороженные образцы плазмы 
подвергались нагреванию до +36,6 °C с разной ско-
ростью. Для этого использовалась экспериментальная 
установка, основным элементом которой была автома-
тизированная система оттаивания компонентов крови 
[35]. Ее стандартными настройками являются: под-
держание температуры теплоносителя не выше +37 °C 
и горизонтальное возвратно-поступательное встряхи-
вание контейнеров с частотой 60 циклов в минуту. Для 
обеспечения вариативности оттаивания образцов был 
разработан и интегрирован в систему технологиче-
ский задатчик. С его помощью можно было повышать 
частоту механических воздействий и устанавливать 
двухэтапную задачу терморегулирования. Последнее 
позволило на первом этапе оттаивания поддерживать 
более высокую температуру теплоносителя с посте-
пенным снижением до стандартного ограничения, из-
бегая локального превышения температуры плазмы 
+37 °C. Допустимые величины тепловых воздействий 
и продолжительность изменения усредненного значе-
ния температуры образца от -30 °C до +36,6 °C были 
определены по методике, описанной в нашей предше-
ствующей работе [36]. Характеристики воздействий 
на образцы, применяемые в представленной работе, 
приведены в табл. 1. Каждый первый парный обра-
зец подвергался стандартной процедуре оттаивания, а 
второй - одному из четырех высокоинтенсивных ре-
жимов нагревания.

Т а б л и ц а  1
Характеристики воздействий на образцы, обеспечивающих вариативное оттаивание плазмы в исследовании

№ Условное название воздействий Исходная температура теплоноси-
теля, °C

Встряхивание, количество в 
минуту Время, с

1 Стандартное +37,0 60 539
2 Повышенное термическое +37,4 60 382
3 Повышенное термическое и механическое +37,4 120 318
4 Повышенное механическое +37,0 120 338
5       Дважды повышенное механическое +37,0 180 326
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Выбор значения целевой температуры образцов об-
условлен стремлением избежать снижения активности 
FVIII из-за процесса девитализации при более высо-
ких температурах [18] . Обеспечением разной скорости 
изменения усредненной температуры образцов плазмы 
от -30 °С до +36,6 °С достигается возможность анализа 
влияния интенсивности нагревания на активность FVIII . 
Предполагается, что тем самым может быть найден бо-
лее эффективный способ достижения температуры ин-
кубации образцов для распространенных лабораторных 
исследований . Например, в рамках преаналитической 
термической обработки образцов, используемой со-
вместно с анализом Неймегена-Бетесды [31], или перед 
повторным тестированием на коагуляцию [18] . 

После оттаивания экспериментальных образцов 
плазмы герметичные контейнеры прокалывали и извле-
кали аналитические образцы для повторного измере-
ния активности FVIII на автоматическом коагулометре . 
Наибольший исследовательский интерес представляла 
та часть экспериментального образца внутри контей-
нера, в которой сохранность показателя была наимень-
шей из-за неравномерности температуры по объему . 
Поэтому область для взятия аналитического образца 
соответствовала зоне с максимальной температурой 
плазмы при нагревании . Координаты зон экстремумов 
температуры определяли по методике, описанной нами 
в предшествующей работе [36] . 

Диаграммы размаха выполнены в программе «Jamo-
vi» версии 2 .3 .28 . Для сравнительной оценки серий по-
вторных лабораторных измерений активности FVIII 
были вычислены коэффициенты вариации аналогич-
но работе [37] . В случаях, когда они превышали зна-
чение соответствующего коэффициента, указанного 
в описании реагента,  проводился поиск единичных 
аномальных значений активности FVIII среди резуль-
татов замеров . Их выявление осуществлялось путем 
поочередного исключения результатов из выборки с 
последующим пересчетом и повторным сопоставлени-
ем коэффициентов . Аномальные значения не исключа-
лись из групп сравнения, чтобы продемонстрировать 
их влияние на оценку сохранности донорской свежеза-
мороженной плазмы крови после оттаивания . Процент-

ное изменение между исходным значением активности 
FVIII и итоговым после оттаивания, было рассчитано 
по формуле, приведенной в работе [20] .

Результаты. Результаты измерения исходных значе-
ний активности FVIII в четырех парах эксперименталь-
ных образцов плазмы с указанием обезличенной инфор-
мации о донорах, которая относится к числу перемен-
ных преаналитического этапа [23], представлены в табл . 
2 . Средние значения показателя в каждой паре образцов 
были в пределах референсного диапазона, определяемо-
го в интервале от 70 до 150% [38] . Значения исходной 
активности FVIII в образцах плазмы приведены также 
в виде диаграмм размаха на рисунке  для визуализации 
вариативности результатов измерения . 

Внутрисерийные коэффициенты вариации в показа-
телях двух из четырех пар были выше ожидаемого зна-
чения по описанию реагента, равного 3,8% . В третьей 
паре он оказался равен 20,8%, а в четвертой - 4,4% .

Диаграммы размаха исходных значений активности фактора VIII в четы-
рех парах образцов плазмы крови .

Т а б л и ц а  2
Сведения о четырех парах экспериментальных образцов плазмы 

крови, которые были определены до замораживания

№
FVIII 

(среднее±SD*),
МЕ/100 мл

Возраст
донора, годы Группа крови

1 91,9±2,7 34 А(II)
2 135,5±4,1 30 А(IV)
3 138,5±28,9 34 А(IV)
4 85,4±3,8 30 А(II)

Примечание. *SD - стандартное отклонение .

В таблице 3 приведены результаты измерения ак-
тивности FVIII после оттаивания образцов плазмы 
с разной интенсивностью в сопоставлении с вычис-
ленной величиной изменения показателей относи-
тельно исходных значений . По результатам анализа 
измерений были выявлены единичные аномальные 
значения показателя в двух группах сравнения . Один 
из результатов измерений в третьей паре экспери-
ментальных образцов до замораживания был ано-
мальным, а в четвертой аномальные значения были 
выявлены как до, так и после оттаивания . При этом 
тенденций к постепенному повышению или пониже-
нию результатов, что могло бы свидетельствовать о 
систематической ошибке [39], не было, а аномаль-
ные значения были как по одну, так и по другую сто-
рону от средних .  

Активность FVIII в образцах, подвергавшихся 
высокоинтенсивному оттаиванию, была выше, чем 
в образцах, нагревание которых было выполнено по 
стандартной процедуре . В первой и второй паре, не 
имевших единичных аномальных значений в резуль-
татах измерений, разница была равна 4,7 и 9,9 МЕ/100 
мл, что в процентном отношении к средним исходным 
значениям составляло 5,1 и 7,3% соответственно . В 
третьей паре разница была равна 3,4 МЕ/100 мл . Если 
учитывать аномальное значения показателя до замо-
раживания, то в процентном отношении к среднему 
исходному значению разница между режимами нагре-
вания составляет всего 2,5% и 2,1%, если не учиты-
вать значительно отличающийся единичный результат 
среди повторных замеров . В четвертой паре аналогич-
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ная оценка разницы воздействий является несуще-
ственной из-за значительного влияния случайной по-

грешности на результаты измерения активности FVIII 
до и после оттаивания образцов.

 Т а б л и ц а  3
Сведения об изменении  активности FVIII после оттаивания образцов плазмы

Пара Воздействие FVIII после оттаивания, 
МЕ/100 мл

Разность FVIII до и после от-
таивания, МЕ/100 мл

Процентное изменение после 
оттаивания, %

1 Повышенное термическое
(Стандартное)

87,3
(82,6)

4,6
(9,3)

5
(10,1)

2
Повышенное термическое и 

механическое
(Стандартное)

134,3
(124,4)

1,2
(11,1)

0,9
(8,2)

3 Повышенное механическое
(Стандартное)

153,5
(150,1)

-15
(-11,6)

10,8
(8,4)

4
Дважды повышенное механи-

ческое
(Стандартное)

102,9
(85,4)

-17,5
(0)

20,5
(0)

Обсуждение. В представленной работе превышение 
фактической внутрисерийной вариации результатов 
над ожидаемой по описанию реагента, было надежным 
маркером для выявления аномальных значений при 
многократных повторных измерениях активности FVIII 
одностадийным клоттинговым методом. Наличие таких 
значений в выборках сравнения исходных показателей 
с итоговыми, приводит к несогласующимся результа-
там. Из-за аномальных значений в третьей и четвертой 
паре образцов разница между активностью FVIII до и 
после оттаивания имеет отрицательное значение или 
равна нулю. Это не согласуется с результатами изме-
нения показателя в первой и второй паре образцов, а 
также с результатами других исследований [16,22], из 
которых известно о неизбежном снижении активности 
FVIII под влиянием воздействий при замораживании 
и оттаивании донорской плазмы крови. Приведенный 
пример позволяет предположить, что результаты из-
мерений, аналогичные тем, которые были признаны в 
представленной работе аномальными, могли стать при-
чиной расхождений между результатами независимых 
исследований, рассмотренных в обзоре [7].

Помимо внутрисерийной вариации результатов, 
следует обратить внимание на еще один критерий до-
стоверности измерений в рамках сравнительных ран-
домизированных исследований с использованием 
одностадийного клоттингового метода. В таких иссле-
дованиях для проверки гипотез, как правило, необхо-
димо разнообразие образцов биоматериала, например, 
по полу, возрасту и группе крови донора. Однако перед 
формированием выборок сравнения важно убедиться 
в достоверности измеренных показателей в пределах 
каждой донации. Как показано в представленной ра-
боте, неестественное изменение активности FVIII по-
сле оттаивания может являться основанием для поис-
ка аномальных значений среди результатов единовре-
менных повторных измерений исходных показателей и 
итоговых. Таким образом, при сравнении режимов от-
таивания существует значительный вклад повторного 
измерения именно исходных показателей образцов не 
только в минимизацию выборки и достижение требуе-
мой статистической мощности, как уже ранее отмеча-
лось [40], но и в обнаружение аномальных результатов.   

В дополнение к выводам предшествующего ис-

следования следует заметить значительную ценность 
информации об ограничениях методов измерений ак-
тивности FVIII не только для перечисленных в работе 
сторон взаимодействия [41], но и для производителей 
лабораторной техники. Оптимизация устройств, обе-
спечивающих те или иные технологические операции 
с компонентами крови, осуществляется с учетом нако-
пленных знаний об изменении гемостатических пока-
зателей под влиянием различных величин воздействий. 
В продолжение поиска эффективных величин воздей-
ствий для оттаивания свежезамороженной плазмы кро-
ви при  +37 °C и +45 °C [16] были получены значимые 
результаты. Измерения в первой и второй паре образцов 
в представленной работе показывают, что использова-
ние определенных комбинаций воздействий, в том чис-
ле исходной температуры теплоносителя выше +37 °C, 
могут приводить к лучшей сохранности биоматериала 
при оттаивании по сравнению со стандартной процеду-
рой. При этом нагревание с повышенным термическим 
воздействием сократило продолжительность изменения 
средней температуры образцов от  -30 °C до +36,6 °C на 
157 секунд, а повышенное термическое и механическое 
воздействие - на 221 секунду. В процентном отношении 
к продолжительности стандартной процедуры это со-
ставило 29,1% и 69,5% соответственно. 

Таким образом, сформирован задел для будущего 
подтверждения наличия или отсутствия корреляцион-
ной зависимости между активностью FVIII в плазме и 
интенсивностью нагревания образца с использованием 
одностадийного клоттингового метода измерения.  По-
сле проверки на ограниченном количестве образцов 
можно ожидать, что в полномасштабном исследовании 
влияние суммарной погрешности измерения на срав-
ниваемые выборки будет также меньше, как и эффект 
от изменения интенсивности оттаивания как минимум 
в вышеприведенных пределах. Это позволит впослед-
ствии дополнить накопленные знания о влиянии раз-
личных величин воздействий при преаналитической 
термообработке образцов плазмы на активность FVIII 
[42]. В частности, станет возможна демаркация потерь 
функциональной активности в результате инкубаци-
онного хранения от потерь по причине нагревания об-
разцов, а также будет определен эффект от повышения 
интенсивности нагревания. Практическая ценность 
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недостающих знаний заключается в потенциальном 
совершенствовании мер, предпринимаемых при орга-
низации лабораторной службы на преаналитическом 
этапе, путем оптимизации термической обработки 
образцов плазмы, доступной на основе раскрытия не-
определенностей в рассматриваемой области [42].

Представленное исследование имело ограничения. 
Во-первых, использовались образцы плазмы только 
тех лиц, которые соответствовали требованиям, предъ-
являемым к донорам цельной крови. Во-вторых, разно-
образие и количество образцов были весьма малыми. В 
третьих, измерения активности FVIII одностадийным 
клоттинговым методом проводились только на автома-
тическом коагулометре «ACL TOP 300» с использова-
нием реагента  «HemosIL Factor VIII deficient plasma 
0020012800». В четвертых, исследование не являлось 
многоцентровым. Однако полученных результатов до-
статочно для положительной оценки применимости од-
ностадийного клоттингового метода измерения актив-
ности FVIII в продолжающемся исследовании влияния 
термических и механических воздействий при размо-
раживании человеческой плазмы крови на сохранность 
ее гемостатических показателей.

Выводы:
1. Единичные аномальные значения в результатах 

измерения активности FVIII одностадийным клоттинго-
вым методом могут приводить к принципиальным рас-
хождениям выводов об изменении показателя под вли-
янием различных величин воздействий при оттаивании 
образцов донорской свежезамороженной плазмы крови. 

2. Выявить аномальные значения можно путем мо-
ниторинга естественного снижения активности FVIII 
в пределах каждой донации с последующим анализом 
внутрисерийной вариации единовременных повторных 
измерений исходных и итоговых значений показателя.

3. Путем подбора достаточного числа единовремен-
ных повторных измерений можно обеспечить условия, 
при которых суммарная погрешность будет иметь мень-
шее влияние на сравниваемые выборки, чем эффект от 
воздействий, оцениваемых в исследовании и обеспечи-
вающих разную интенсивность оттаивания плазмы. 

4. Результаты ограниченного по масштабу исследо-
вания с применением одностадийного клоттингового 
метода свидетельствуют о существовании комбинаций 
воздействий, в том числе исходной температуры те-
плоносителя выше +37 °C, которые могут приводить к 
лучшей сохранности плазмы при оттаивании по срав-
нению со стандартной процедурой.

5. На основании вышеперечисленного, примени-
мость одностадийного клоттингового метода измере-
ния активности FVIII можно считать обоснованной в 
продолжающемся исследовании влияния термических 
и механических воздействий при размораживании че-
ловеческой плазмы крови на сохранность ее гемостати-
ческих показателей. 
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