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Морфофункциональное состояние  
тромбоцитов в их концентратах в зависимости  

от срока хранения

А.И. Хабирова1*, Л.С. Фатхуллина2, И.А. Андрианова1,  
Н.Г. Евтюгина1, Р.И. Литвинов1

1Институт фундаментальной медицины и биологии Казанского  
(Приволжского) федерального университета, г. Казань, Россия;

2Межрегиональный клинико-диагностический центр,  
г. Казань, Россия

Реферат
Актуальность. Оценка функционального состояния тромбоцитов в составе концентратов необходима для 
совершенствования методики их получения, оптимизации условий и сроков хранения, повышения лечебной 
эффективности, а также снижения риска осложнений трансфузии.
Цель. Комплексное изучение морфофункционального состояния тромбоцитов в процессе хранения их кон-
центратов.
Материал и методы исследования. Исследовали 202 образца аферезных концентратов тромбоцитов человека 
на сроках хранения до 1–7 дней при температуре 22–24 °C. Функциональное состояние тромбоцитов оценива-
ли с помощью проточной цитометрии по экспрессии Р-селектина, активного интегрина αIIbβ3 и фосфатидил-
серинов до и после биохимической стимуляции. Кроме того, изучали митохондриальный потенциал тромбо-
цитов, концентрацию внутриклеточного аденозинтрифосфата, контрактильные свойства, индуцированную 
агрегацию, а также морфологические характеристики по данным сканирующей электронной микроскопии. 
Статистический анализ выполняли методами дисперсионного анализа (ANOVA или Краскела–Уоллиса).
Результаты. В неактивированных тромбоцитах в процессе хранения спонтанная экспрессия P-селектина 
возрастала в среднем в 7 раз, а фосфатидилсеринов — в 3 раза. Индуцированная экспрессия Р-селектина, 
интегрина αIIbβ3 и фосфатидилсеринов была самой высокой в день получения концентрата и постепенно 
снижалась в процессе хранения до 1/2 исходного уровня. Агрегационная активность тромбоцитов в ответ на 
стимуляцию коллагеном прогрессивно снижалась в среднем в 100 раз, в ответ на пептид TRAP — в 1,5 раза. 
В отличие от экспрессии маркёров активации, способность тромбоцитов сжимать сгустки плазмы в боль-
шинстве образцов менялась незначительно, в пределах нескольких процентов; в единичных образцах со-
кратительная функция к 4–7 дням хранения падала до нуля, что сочеталось с гиперактивацией и истоще-
нием тромбоцитов. Митохондриальный потенциал тромбоцитов и содержание аденозинтрифосфата были 
относительно постоянными. Морфологически преобладали дисковидные тромбоциты, однако, начиная 
с 1-го дня хранения, накапливались веретенообразные, а с 3-го дня — сферические формы и микроагрега-
ты  тромбоцитов. 
Вывод. Тромбоциты в составе концентратов изначально обладают высоким функциональным потенциалом, 
который постепенно снижается вследствие прогрессирующей спонтанной активации при одновременном 
снижении реактивности и изменениях структуры.
Ключевые слова: концентраты тромбоцитов, функциональная активность тромбоцитов, Р-селектин, фос-
фатидилсерин, интегрин αIIbβ3, энергетический потенциал.
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циональное состояние тромбоцитов в их концентратах в зависимости от срока хранения. Казанский мед. ж. 2023. 
DOI: 10.17816/KMJ106739.
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Abstract
Background. Evaluation of the functional state of platelets in the composition of concentrates is necessary to 
improve the methods of their production, optimize storage conditions and terms, increase therapeutic efficacy, and 
reduce the risk of transfusion complications.
Aim. Comprehensive study of the morphofunctional state of platelets during the storage of their concentrates.
Material and methods. 202 samples of human platelet apheresis concentrates were studied for storage periods of up 
to 1–7 days at a temperature of 22–24 °C. The functional state of platelets was assessed using flow cytometry for the 
expression of P-selectin, active αIIbβ3 integrin, and phosphatidylserines before and after biochemical stimulation. 
In addition, the mitochondrial potential of platelets, the concentration of intracellular adenosine triphosphate, 
contractile properties, induced aggregation, and morphological characteristics were studied according to scanning 
electron microscopy. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA or Kruskal–Wallis).
Results. In non-activated platelets during storage, the spontaneous expression of P-selectin increased by an average 
of 7 times, and phosphatidylserines — by 3 times. The induced expression of P-selectin, integrin αIIbβ3 and 
phosphatidylserines was the highest on the day of receiving the concentrate and gradually decreased during storage 
to 1/2 of the initial level. Platelet aggregation activity in response to collagen stimulation progressively decreased 
by an average of 100 times, in response to the TRAP peptide — by 1.5 times. In contrast to the expression of 
activation markers, the ability of platelets to compress plasma clots in most samples changed slightly, within a few 
percent; in single samples, the contractile function dropped to zero by 4–7 days of storage, which was combined 
with platelet hyperactivation and depletion. The mitochondrial potential of platelets and the content of adenosine 
triphosphate were relatively constant. Morphologically, discoid platelets predominated, however, starting from 
the 1st day of storage, spindle-shaped platelets, and from the 3rd day — spherical forms and microaggregates of 
platelets accumulated.
Conclusion. Platelets in the composition of concentrates initially have a high functional potential, which gradually 
decreases due to progressive spontaneous activation with a simultaneous decrease in reactivity and structural 
changes.
Keywords: platelet concentrates, platelet functional activity, P-selectin, phosphatidylserine, αIIbβ3 integrin, energy 
potential.

For citation: Khabirova AI, Fatkhullina LS, Andrianova IA, Evtugina NG, Litvinov RI. Morphofunctional state of platelets 
in their concentrates depending on storage time. Kazan Medical Journal. 2023. DOI: 10.17816/KMJ106739.

Актуальность
Концентраты тромбоцитов играют важную 
роль в трансфузионной медицине как гемоста-
тическое средство, причём за последнее деся-
тилетие спрос на концентраты тромбоцитов 
увеличился как в России, так и во всём мире 
[1, 2]. Возросшая потребность в концентратах 
тромбоцитов в значительной степени связана 
с увеличением частоты онкогематологических 
заболеваний, осложняющихся геморрагиче-
ским синдромом и требующих частых транс-
фузий тромбоцитарной массы [1].

К сожалению, наряду с лечебной эффектив-
ностью, при переливании тромбоцитов есть 
риск посттрансфузионных реакций, связан-
ных с повреждением тромбоцитов при хране-
нии и бактериальным заражением [3]. В связи 
с этим необходимость изучения сохранности 
тромбоцитов в процессе их заготовки и хра-

нения имеет возрастающее значение. На ка-
чество тромбоцитарных концентратов могут 
влиять различные факторы: методы получе-
ния, особенности различных фракционных ап-
паратов, добавочных растворов, материалов 
для хранения, использование различных тех-
нологий инактивации патогенов и нейтрализа-
ции донорских лейкоцитов, температура хране-
ния и др. Все эти воздействия могут приводить 
к выраженным изменениям функциональных 
и морфологических характеристик тромбоци-
тов и, в конечном счёте, — к различной эффек-
тивности и безопасности тромбоцитарных кон-
центратов [3–5].

Тромбоциты — безъядерные форменные 
элементы крови, которые образуются из мегака-
риоцитов и циркулируют в кровотоке 7–10 сут, 
после чего подвергаются элиминации и разру-
шению в селезёнке. В крови взрослого человека 
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в норме от 150×109/л до 400×109/л тромбоцитов. 
Они играют ключевую роль в реакциях гемо-
стаза благодаря их адгезии к субэндотелиаль-
ным структурам в участке повреждения сосуда, 
образованию агрегатов, секреции биоактивных 
веществ и прокоагулянтной активности клеточ-
ной мембраны, на которой собираются актив-
ные комплексы факторов свёртывания крови 
[6]. В последнее время к важным гемостатиче-
ским свойствам тромбоцитов относят их спо-
собность вызывать сжатие (ретракцию, или 
контракцию) сгустков крови [7].

Патология тромбоцитов часто проявляется 
уменьшением количества тромбоцитов в кро-
ви (тромбоцитопенией — уровень тромбоци-
тов в крови ≤100×109/л) и/или их качественными 
дефектами (тромбоцитопатией) и, как правило, 
сопровождается риском кровоточивости [8]. Го-
спитализация необходима при уровне тромбо-
цитов ниже 20×109/л, переливание концентратов 
тромбоцитов (тромбомассы) обычно назначают 
при содержании тромбоцитов ниже 10×109/л, 
а при кровотечении — ниже 50×109/л [9].

Аутологичный концентрат тромбоцитов мо-
жет быть использован в сердечно-сосудистой 
хирургии при операциях, которые часто ослож-
няются тромбоцитопенией [10]. Аллогенные 
концентраты тромбоцитов применяют в гема-
тологии, онкологии и хирургии, а также в дру-
гих областях медицины [11].

Эффективность применения концентратов 
тромбоцитов для профилактики и лечения кро-
вотечений зависит от методов их получения, 
сроков и условий хранения [12]. Есть два ос-
новных способа получения донорских тром-
боцитов: метод цитафереза c использованием 
специальных сепараторов крови и центрифу-
гирование стабилизированной цельной крови. 
Последний способ подразделяется на выделе-
ние тромбоцитов из надосадочной жидкости, то 
есть обогащённой тромбоцитами плазмы, или 
из лейкотромбослоя, который образуется при 
центрифугировании крови между осадком эри-
троцитов и плазмой [10].

Изолированные тромбоциты суспендиру-
ют или в нативной плазме крови, или в плазме, 
разбавленной солевым раствором, до концен-
трации клеток не менее 1–2×106/мкл [13]. После 
приготовления концентраты тромбоцитов, как 
правило, хранят при температуре 20–24 °C при 
постоянном покачивании в ёмкостях из специ-
ального материала, который обеспечивает газо-
обмен с атмосферой [12–15].

Концентраты тромбоцитов должны отве-
чать следующим требованиям: не иметь види-
мых агрегатов, водородный показатель (рН) не 

менее 6,4, содержание тромбоцитов не менее 
1–2×106/мкл, целостность контейнера для хра-
нения не должна быть нарушена. Срок годно-
сти концентратов тромбоцитов варьирует от 3 
до 7 дней [10]. Комплексная оценка функцио-
нального состояния тромбоцитов в составе кон-
центратов может помочь усовершенствовать 
методику их получения, условия и сроки хра-
нения, увеличить их профилактическую и ле-
чебную эффективность, а также снизить риск 
побочных эффектов трансфузии.

Цель
Цель данного исследования — комплексное 
изу чение динамики морфофункционального 
состояния тромбоцитов в процессе хранения 
на сроках до 7 дней. Исследование включа-
ло оценку экспрессии молекулярных маркёров 
активации тромбоцитов (Р-селектина, фосфа-
тидилсерина, активного интегрина αIIbβ3), 
метаболической активности [митохондриаль-
ный потенциал, уровень внутриклеточного 
аденозинтрифосфата (АТФ)], контрактильных 
свойств тромбоцитов, способности к агрегации, 
а также морфологических и морфометрических 
характеристик.

Материал и методы исследования
Получение и общая характеристика концен-
тратов тромбоцитов. Всего исследовано 
202 образца концентратов, полученных мето-
дом афереза из крови доноров старше 18 лет, 
давших письменное согласие на взятие крови 
и прошедших предварительное медицинское 
обследование в соответствии с приказом Мин-
здрава России №1166н от 28 октября 2020 г. «Об 
утверждении порядка прохождения донорами 
медицинского обследования и перечня меди-
цинских противопоказаний (временных и посто-
янных) для сдачи крови и (или) её компонентов 
и сроков отвода, которому подлежит лицо при 
наличии временных медицинских показаний, от 
донорства крови и (или) её компонентов» [16].

Концентраты тромбоцитов получали в от-
делении заготовки крови и её компонентов 
Меж регионального клинико-диагностического 
центра г. Казани, используя сепаратор клеток 
крови Trima Accel (Caridian BCT, США), в соот-
ветствии c инструкцией производителя.

Концентраты тромбоцитов хранили до 
7 дней при температуре 20–24 °С в добавочном 
растворе SSP+ (Macopharma, Франция) в соот-
ветствии с нормативными документами [13]. 
Конечный объём концентрата тромбоцитов со-
ставлял не более 200 мл с концентрацией не ме-
нее 106/мкл.
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Получение бестромбоцитной плазмы. Бес-
тромбоцитная плазма была получена путём 
центрифугирования цитратной крови при 200 g 
10 мин с последующим отбором надосадка, со-
держащего тромбоциты, и его повторным осаж-
дением при 10 000 g 10 мин. Бестромбоцитную 
плазму использовали для суспендирования 
концентратов тромбоцитов и изучения их агре-
гационной и контрактильной активности.

Проточная цитометрия тромбоцитов. Для 
оценки функционального состояния и реак-
тивности тромбоцитов определяли фоновую 
и индуцированную экспрессию P-селектина 
(CD62p) и активного интегрина αIIbβ3 методом 
проточной цитометрии. Исследование прово-
дили до и после активации тромбоцитов под 
действием гексапептида TRAP-6. Кроме того, 
определяли экспрессию фосфатидилсеринов до 
и после активации тромбоцитов кальциевым 
ионофором А23187, а также трансмембранный 
потенциал митохондрий в покоящихся тром-
боцитах.

Для оценки экспрессии Р-селектина к об-
разцам добавляли моноклональные антите-
ла против CD62p, меченые фикоэритрином 
(BD Biosciences, США). Для анализа экспрес-
сии активного интегрина αIIbβ3 к образцам 
добавляли антитела PAC-1, меченые флюорес-
цеин-5-изотиоцианатом (BD Biosciences, США).

Для оценки экспрессии фосфатидилсеринов 
к образцам тромбоцитов добавляли аннексин V, 
меченый флюоресцеин-5-изотиоцианатом 
(Abcam, США).

Измерение митохондриального потенциа-
ла тромбоцитов (ΔΨm) проводили с помощью 
ΔΨm-чувствительного флюоресцентного кра-
сителя Mitotracker Deep Red (Invitrogen, США).

Измерения выполняли на проточном цито-
метре FACS Calibur, оснащённом программой 
BD CellQuest™ (BD Biosciences, США). Ана-
лиз сигналов проводили с помощью програм-
мы FlowJo VX.

Агрегация тромбоцитов. Агрегацию тром-
боцитов оценивали с помощью оптического 
агрегометра Biola 220LA (Россия). В качестве 
индукторов агрегации использовали коллаген 
(Технология Стандарт, Россия) и активирую-
щий пептид TRAP-6 (Sigma-Aldrich, США).

Сократительная (контрактильная) функ-
ция тромбоцитов. Сократительную активность 
тромбоцитов изучали с помощью оптическо-
го прибора «Регистратор тромбодинамики» 
(ООО «ГемаКор», Россия). Образцы концен-
тратов тромбоцитов разводили объединённой 
бестромбоцитной плазмой до концентрации 
5×105/мкл, после чего добавляли хлорид каль-

ция и тромбин (Sigma-Aldrich, США). Акти-
вированную смесь плазмы и тромбоцитов 
переносили в измерительную кювету для свёр-
тывания и последующей контракции сгустка. 
Размер сгустка фиксировали цифровой фотока-
мерой в рассеянном свете каждые 15 с в течение 
20 мин при 37 °С. По серийным изображени-
ям строили кинетическую кривую контракции 
сгустка и определяли степень контракции.

Определение внутриклеточного АТФ в кон-
центратах тромбоцитов. Лизаты тромбоцитов 
центрифугировали при 2000 g в течение 10 мин 
для удаления клеточного дебриса. Концентра-
цию АТФ в супернатанте лизатов измеряли 
с использованием коммерческого набора для 
биолюминесцентного анализа (Sigma-Aldrich, 
США) на планшетном фотометре Infiniti 200 
PRO (Tecan, Швейцария). Концентрацию АТФ 
нормализовали по содержанию белка, кото-
рое определяли с помощью набора Pierce BCA 
Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, США).

Сканирующая электронная микроскопия 
тромбоцитов. Образцы концентратов тром-
боцитов фиксировали глутаровым альдегидом 
и осаждали центрифугированием на поликар-
бонатном фильтре с размером пор 0,4 мкм, про-
мывали какодилатным буфером, обезвоживали 
этанолом в восходящих концентрациях, инку-
бировали с гексаметилдисилазаном и высуши-
вали. Образцы покрывали золотом и палладием 
с последующей визуализацией на сканирую-
щем электронном микроскопе Quanta 250FEG 
(FEI, США).

Статистический анализ. Статистический 
анализ выполняли с использованием программ-
ного пакета GraphPad Prism 8.0.1. После оцен-
ки нормальности данных для многофакторного 
анализа непараметрических данных применя-
ли критерий Краскела–Уоллиса с последующим 
попарным сравнением тестом Данна. Для мно-
жественных параметрических данных исполь-
зовали односторонний дисперсионный анализ 
(ANOVA-тест), с последующим тестом Тьюки 
для парных сравнений. Уровень статистической 
значимости 95% (p <0,05).

Результаты
Экспрессия P-cелектина как маркёра секре-
торной активности тромбоцитов. Для оцен-
ки функционального состояния тромбоцитов 
в концентратах на разных сроках хранения ис-
следовали спонтанную и индуцированную 
экспрессию P-селектина (CD62p) (рис. 1, А). 
 Наличие этого белка на поверхности тромбо-
цитов (определяемое по связыванию меченых 
моноклональных анти-CD62p антител) указы-
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вает на секрецию содержимого α-гранул, кото-
рая сопровождает активацию тромбоцитов [6].

На рис. 1, А показано, что спонтанная экс-
прессия P-селектина в покоящихся тромбоци-
тах возрастала в процессе хранения без всякого 
внешнего воздействия. Если в день получения 
концентратов медианная доля тромбоцитов, 
экспрессирующих P-селектин, составляла 7% 
(IQR 5–14%), то на 2–3-й дни хранения это зна-
чение возросло до 18% (IQR 10–34%, p=0,0001), 
а на 4–7-й показатель вырос до 51% (IQR 31–
66%, p <0,0001 по сравнению с 1-м и 2–3-м дня-
ми). Эти результаты указывают на прогресси-
рующую спонтанную активацию тромбоцитов 
в процессе хранения концентратов.

Способность тромбоцитов отвечать на сти-
муляцию исследовали по уровню экспрессии 
P-селектина до и после воздействия пепти-
да (TRAP), имитирующего действие тромби-
на на PAR1-рецепторы. Как видно на рис. 1, Б, 
по сравнению с покоящимися тромбоцитами 
TRAP вызывал повышенную секрецию P-се-
лектина в тромбоцитах на всех сроках наблюде-
ния. Индуцированная экспрессия Р-селектина 
была самой высокой в день получения концен-
трата тромбоцитов и составляла 95% (IQR 89–
97%), затем достоверно снижалась на 2–3-й дни 
хранения (89%; IQR 84–94%, p=0,0041) и 4–7-й 
дни хранения (89%; IQR 83–94%, p=0,0025 по 
сравнению с днём заготовки концентратов). Та-
ким образом, тромбоциты в концентратах со-
храняли способность к активации в ответ на 
биохимический стимул, однако реактивность 
тромбоцитов снижалась со временем.

Экспрессия активного интегрина αIIbβ3 
как интегрального маркёра функционально-
го состояния тромбоцитов. Интегрин αIIbβ3 
(CD41/CD61, GPIIb/IIIa) — адгезивный белок, 
который присутствует в плазматической мем-
бране покоящихся тромбоцитов в неактивной 
форме. При активации тромбоцитов инте-
грин αIIbβ3 переходит в активное состояние, 
приобретая способность связываться с внекле-
точными лигандами (фибриногеном, фибри-
ном, фактором Виллебранда) и опосредовать 
адгезию и агрегацию тромбоцитов. Кроме 
того, при активации тромбоцитов происходит 
дополнительная секреция αIIbβ3 из α-гранул, 
следовательно, уровень активного интегри-
на αIIbβ3 на поверхности тромбоцитов служит 
важным интегральным показателем их функ-
ционального состояния. В данном исследова-
нии экспрессию αIIbβ3 определяли методом 
проточной цитометрии по связыванию мече-
ных моноклональных антител PAC-1, которые 
избирательно взаимодействуют с активной 
формой αIIbβ3.

На рис. 1 представлена спонтанная и TRAP- 
индуцированная экспрессия активного ин-
тегрина αIIbβ3 в тромбоцитах на разных сро-
ках хранения концентратов тромбоцитов. Уро-
вень экспрессии активного интегрина αIIbβ3 
в покоящихся (неактивированных) тромбо-
цитах был низким и постоянным на всех из-
ученных сроках хранения (изменения в ди-
намике недостоверны, p=0,109; см. рис. 1, А). 
По сравнению с покоящимися тромбоцита-
ми TRAP вызывал повышенную экспрессию 

Рис. 1. Спонтанная (A) и индуцированная (Б) экспрессия маркёров активации в тромбоцитах на разных сроках хра-
нения концентратов тромбоцитов. Число образцов в дни исследования составило для P-селектина n=33–49; для ак-
тивного  интегрина αIIbβ3 n=23–36; для фосфатидилсерина n=25–37. Результаты представлены как медиана и интер-
квартильный интервал; ***p <0,0001, **p <0,001; *p <0,05; тест Краскела–Уоллиса с последующим тестом Данна для 
парных сравнений
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 активного αIIbβ3,  которая прогрессивно снижа-
лась в процессе хранения концентратов тромбо-
цитов (см. рис. 1, Б).

Если в день получения концентратов меди-
анная доля активированных тромбоцитов, ре-
агирующих с PAC-1, составляла 38% (IQR 25–
55%), то на 2–3-й дни хранения она снижалась 
до 24% (IQR 17–44%, p=0,09), а на 4–7-й дни па-
дала до 15% (IQR 9–28%, p <0,0001 по сравне-
нию с 1-м днём и p=0,039 по сравнению с 2–3-м 
днями). Таким образом, как и по данным ис-
следования P-селектина, тромбоциты в кон-
центратах сохраняли способность отвечать на 
биохимическую стимуляцию экспрессией ак-
тивированного интегрина, однако эта способ-
ность прогрессивно снижалась по мере хра-
нения. Важно отметить, что к 4–7-му дням 
хранения уровень экспрессии активного αIIbβ3 
в ответ на стимул снижался практически до 
уровня покоящихся (неактивированных) тром-
боцитов, что указывает на их рефрактерность.

Агрегация тромбоцитов. Образование тром-
боцитарных агрегатов в месте повреждения 
сосуда — важный компонент гемостаза. Агре-
гация тромбоцитов обусловлена тем, что в от-
вет на стимуляцию тромбоцитов химическими 
индукторами и включение внутриклеточных 
сигнальных систем молекулы интегрина αIIbβ3 
на наружной мембране активируются и взаи-
модействуют с растворённым в плазме крови 
белком фибриногеном, который «склеивает» 
тромбоциты между собой [6]. In vitro агрегацию 
суспендированных тромбоцитов в ответ на сти-
муляцию можно регистрировать оптически по 

Рис. 2. Степень агрегации тромбоцитов, индуцирован-
ной коллагеном (А) или пептидом TRAP-6 (Б), на раз-
ных сроках хранения концентратов тромбоцитов. При 
агрегации, вызванной коллагеном, число образцов в дни 
исследования составило n=19–29; при агрегации, вы-
званной TRAP, n=26–36. Результаты представлены как 
медиана и интерквартильный интервал; ***p <0,0001, 
**p <0,001, *p <0,05; тест Краскела–Уоллиса с последую-
щим тестом Данна для парных сравнений

нарастанию светопропускания, а степень агре-
гации используют для характеристики функци-
онального состояния тромбоцитов.

Агрегация тромбоцитов в концентратах, ин-
дуцированная коллагеном и TRAP, представле-
на на рис. 2. Степень агрегации в ответ на рас-
творимый коллаген была наибольшей в день 
получения концентратов и составляла 57% (ме-
диана, IQR 44–61%). На 2–3-й дни хранения ме-
дианные значения степени агрегации снижа-
лись до 22% (IQR 1–50%, p <0,002), а на 4–7-й 
дни хранения — до 0,5% (IQR 0,1–15%; p=0,04 
по сравнению с 2–3-м днями и p <0,0001 по 
сравнению с днём получения). Таким образом, 
по мере хранения концентратов агрегационная 
активность тромбоцитов в ответ на коллаген 
прогрессивно снижалась вплоть до полного ис-
чезновения агрегации во многих образцах.

Тромбоциты, активированные пептидом 
TRAP, по сравнению с коллагеном имели зна-
чительно более стойкую способность к агрега-
ции. В день получения концентратов медианная 
степень агрегации тромбоцитов составляла 
53% (медиана, IQR 44–65%), причём на 2–3-й 
дни она практически не менялась (55%; IQR 29–
60%; p=0,17). Степень агрегации тромбоцитов 
существенно снижалась до 36% (IQR 3–45%) 
только на 4–7-й дни (p <0,0001 по сравнению 
с днём заготовки концентратов и p=0,01 по 
сравнению с 2–3-м днями хранения).

Результаты показывают, что тромбоци-
ты в свежеполученных концентратах способ-
ны к агрегации, индуцированной коллагеном 
и TRAP, однако степень агрегации прогрессив-
но уменьшалась по мере хранения. При этом 
способность тромбоцитов к агрегации, вызван-
ной через тромбиновые PAR1-рецепторы, чув-
ствительные к TRAP, была значительно более 
устойчивой к хранению, чем при активации 
тромбоцитов через коллагеновые рецепторы 
GPVI и α2β1.

Экспрессия фосфатидилсеринов как показа-
тель прокоагулянтных свойств тромбоцитов. 
В покоящихся тромбоцитах фосфатидилсери-
ны, как и большинство отрицательно заряжен-
ных фосфолипидов, находятся во внутреннем 
листке плазматической мембраны. В активи-
рованных тромбоцитах происходит экстерна-
лизация фосфатидилсеринов на поверхность 
плазматической мембраны, что придаёт ей про-
коагулянтные свойства в качестве матрицы для 
сборки ферментных комплексов гемокоагуля-
ции (внутренней теназы и протромбиназы) [6]. 
In vitro экспрессия фосфатидилсеринов, опре-
деляемая проточной цитометрией по способ-
ности связывать меченый белок аннексин V, 
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может служить маркёром активации тромбо-
цитов и показателем их прокоагулянтной ак-
тивности.

На рис. 1 представлена спонтанная и инду-
цированная экспрессия фосфатидилсеринов на 
поверхности тромбоцитов на разных сроках 
хранения концентратов тромбоцитов. В день 
получения концентратов медианная доля по-
коящихся (неактивированных) тромбоцитов, 
экспрессирующих фосфатидилсерины, состав-
ляла 6% (IQR 2–12%), на 2–3-й дни это значе-
ние не изменилось (5%; IQR 3–15%, p >0,9), а на 
4–7-й дни уровень экспрессии фосфатидилсе-
ринов возрос до 18% (IQR 12–34%; p <0,0001 
по сравнению с 2–3-м днями хранения, а так-
же по сравнению с днём заготовки концентра-
тов) (см. рис. 1, А).

В качестве положительного контроля ис-
следовали те же концентраты тромбоцитов по-
сле обработки кальциевым ионофором А23187, 
который является сильным индуктором по-
верхностной экспрессии фосфатидилсеринов. 
В ответ на действие ионофора происходит вы-
раженная экстернализация фосфатидилсери-
нов, которая снижается по мере хранения кон-
центратов тромбоцитов (см. рис. 1, Б). В день 
получения концентратов медианная доля тром-
боцитов, экспрессирующих фосфатидилсерины 
в ответ на стимуляцию ионофором, была очень 
высокой (96%, IQR 95–98%) и сохранялась на 
2–3-й дни хранения (96%, IQR 92–97%, p=0,6), 
после чего эта величина умеренно, но досто-
верно снижалась на 4–7-й дни хранения (92%, 
IQR 82–95%, p=0,0001 по сравнению с 1-м днём, 
p=0,005 по сравнению с 2–3-м днями).

Таким образом, исходный фоновый уро-
вень активации и прокоагулянтной активно-
сти тромбоцитов в составе концентратов, по 
данным экспрессии фосфатидилсеринов, ми-
нимален, однако нарастает по мере хранения. 
Вместе с тем, на всех изученных сроках хра-
нения тромбоциты в составе концентратов со-
храняют высокий прокоагулянтный потенциал 
и способность экспрессировать фосфатидил-
серины в ответ на стимуляцию, сопровожда-
ющуюся увеличением внутриклеточной кон-
центрации Ca2+.

Контракция (ретракция) фибриновых сгуст-
ков как показатель сократительной функции 
тромбоцитов. Контракция, или ретракция, — 
процесс сжатия сгустка под действием акти-
вированных тромбоцитов, поэтому данное 
явление можно использовать как тест для ха-
рактеристики их функционального состояния. 
В качестве показателя сократительной способ-
ности тромбоцитов использовали степень кон-

Рис. 3. Сократительная функция тромбоцитов на разных 
сроках хранения концентратов тромбоцитов, определён-
ная по способности вызывать сокращение (контракцию) 
сгустков в плазме крови. Число образцов в дни исследо-
вания составило n=12–36. Результаты представлены как 
медиана и интерквартильный интервал

тракции сгустков, образованных добавлением 
тромбина к объединённой  бестромбоцитной 
цитратной плазме крови, смешанной с концен-
тратами тромбоцитов до одинаковой конечной 
концентрации клеток (5×105/мкл), близкой к фи-
зиологической.

По данным, представленным на рис. 3, в по-
давляющем большинстве образцов степень кон-
тракции сгустков на разных сроках хранения 
концентратов тромбоцитов менялась незначи-
тельно, без достоверных различий (p=0,2). Так, 
медианная степень контракции в день полу-
чения концентратов составляла 87% (IQR 85–
89%), на 2–3-й дни — 87% (IQR 82–89%, p >0,9), 
а на 4–7-й дни — 82% (IQR 7–90%, p=0,3 по 
сравнению с днём получения, p=0,5 по сравне-
нию с 2–3-м днём). Вместе с тем, в единичных 
образцах контрактильная функция тромбоци-
тов на более поздних сроках хранения падала 
до нуля (см. рис. 3), что указывает на нали-
чие отдельных образцов концентратов тромбо-
цитов, менее устойчивых к хранению, чем их 
основная масса. Другие параметры кинетики 
контракции сгустков (лаг-период, площадь под 
кинетической кривой и средняя скорость об-
разования сгустка) отражали ту же закономер-
ность (данные не показаны).

При анализе оказалось, что в подгруппе кон-
центратов тромбоцитов с наименьшей способ-
ностью к контракции (0–59%) был наиболее 
высокий фоновый уровень экспрессии Р-селек-
тина (77%; IQR 60–83%), а в подгруппе с наи-
большей степенью контракции (60–89%) — на-
оборот, низкий фоновый уровень экспрессии 
Р-селектина (11%; IQR 9–26%, р <0,0001), что 
указывает на выраженную спонтанную актива-
цию и возможное вторичное истощение тром-
боцитов в этих образцах.

Энергетический потенциал тромбоцитов. 
Трансмембранный потенциал митохондрий 
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(ΔΨm) служит важным параметром энергетиче-
ского потенциала клеток. Его величину оцени-
вали методом проточной цитометрии по интен-
сивности флюоресценции ΔΨm-чувствительного 
маркёра. Как показано на рис. 4, А, митохон-
дриальный потенциал тромбоцитов в концен-
тратах был достаточно высоким и не менялся 
в процессе наблюдения (p=0,3): в день заготов-
ки медианное значение составляло 282±65 у.е., 
на 2–3-й дни хранения — 257±74 у.е., на 4–7-й 
дни хранения — 264±56 у.е.

Достоверных изменений концентрации АТФ 
в концентратах тромбоцитов в зависимости от 
срока хранения также не обнаружено (рис. 4, Б). 
В день получения концентратов медианное зна-
чение уровня АТФ составляло 0,05 пмоль на 
1 мг белка (IQR 0,03–0,07; n=9), на 2–3-й дни — 
0,04 пмоль/мг (IQR 0,01–0,12; n=20), на 4–6-й 
дни — 0,04 пмоль/мг (IQR 0,02–0,08; n=9) (об-
щий р=0,8).

Полученные результаты свидетельству-
ют о жизнеспособности тромбоцитов в соста-
ве концентратов и сохраняющемся энергети-
ческом потенциале на протяжении изученных 
сроков хранения.

Морфологическая характеристика тромбо-
цитов в концентратах. По данным сканирую-
щей электронной микроскопии, в концентратах 
тромбоцитов были обнаружены разные морфо-
логические варианты тромбоцитов, представ-
ленные на рис. 5.

Дисковидные (см. рис. 5, А) и овальные 
(см. рис. 5, Б) тромбоциты с гладкой поверхно-
стью, без каких-либо выпячиваний и филопо-
дий, представляют собой покоящиеся, неакти-
вированные тромбоциты. Такие тромбоциты 
преобладали, их доля в концентратах состав-
ляла на 1-й день 30% (IQR 22–38%), на 2–3-й 
дни — 33% (IQR 20–44%), на 4–7-й дни — 32% 
(IQR 21–48%). Содержание дисковидных тром-

Рис. 4. А. Митохондриальный потенциал неактивированных тромбоцитов на разных сроках хранения концентратов 
тромбоцитов. Число образцов в дни исследования составило n=31–41. Б. Содержание внутриклеточного аденозинтри-
фосфата (АТФ) в концентратах тромбоцитов на разных сроках хранения. Концентрация АТФ нормализована на еди-
ницу массы белка в тромбоцитарных лизатах. Число образцов в дни исследования составило n=9–20. Результаты пред-
ставлены в виде среднего значения и стандартного отклонения (А) и как медиана и интерквартильный интервал (Б)

Рис. 5. Различные морфологические варианты тромбо-
цитов в составе концентратов тромбоцитов по данным 
сканирующей электронной микроскопии: А — диско-
видные; Б — овальные; В — недеформированные или 
слегка деформированные с 1–3 филоподиями; Г — силь-
но деформированные с множественными филоподиями; 
Д — сферические с шероховатой поверхностью; Е — ве-
ретенообразные. Линейки = 1 мкм

боцитов в процессе хранения существенно не 
менялось, медианная доля на 1-й день состав-
ляла 28% (IQR 14–35%), на 2–3-й день — 17% 
(IQR 8–24%, p <0,005 по сравнению с 1-м днём), 
на 4–7-й дни — 23% (IQR 16–31%, p <0,0001 
по сравнению с 2–3-м днём). Медианная доля 
овальных тромбоцитов в 1-й день составляла 
1% (IQR 0–3%), на 2–3-й день их содержание 
увеличилось до 15% (IQR 4–23%, p <0,0001), на 
4–7-й дни — до 10% (IQR 3–18%, p <0,0001 по 
сравнению с 1-м днём).

Вторую группу образовывали недефор-
мированные или слегка деформированные 
тромбоциты с 1–3 короткими филоподиями 
(см. рис. 5, В), которые служат морфологиче-
ским признаком частичной активации тром-
боцита. Медианная доля тромбоцитов с фи-
лоподиями составляла на 1-й день 38% (IQR 
22–55%), на 2–3-й день — 23% (IQR 13–37%, 
p <0,001 по сравнению с 1-м днём), на 4–7-й 
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дни — 20% (IQR 13–41%, p <0,0001 по сравне-
нию с 1-м днём).

Третья разновидность — сильно деформи-
рованные тромбоциты, полностью утратившие 
дисковидную форму, с неровной поверхностью 
и множественными короткими или длинными 
филоподиями (см. рис. 5, Г), что характерно для 
тромбоцитов с высокой степенью активации. 
Их медианная доля на 1-й день составляла 27% 
(IQR 12–35%), на 2–3-й дни — 12% (IQR 0–23%, 
p <0,0001 по сравнению с 1-м днём), на 4–7-й 
дни — 22% (IQR 0–34%, p <0,0001 по сравне-
нию с 1-м днём).

Важным морфологическим признаком про-
грессирующей спонтанной активации тромбо-
цитов в процессе хранения концентратов было 
появление тромбоцитарных микроагрегатов, 
которые содержали от 2 до 15 клеток. Агре-
гаты обнаруживались на 3–7-й дни хранения 
концентратов и содержали 0,5–1,6% всех тром-
боцитов. В составе микроагрегатов преоблада-
ли сферические тромбоциты (33–100%), а также 
активированные тромбоциты с филоподиями 
(9–33%). Образование тромбоцитарных агре-
гатов обусловливает прогрессирующее сниже-
ние доли изолированных, неагрегированных 
тромбоцитов с морфологическими признака-
ми активации (деформированные тромбоциты 
с филоподиями), обнаруживаемых в тромбо-
концентратах в процессе хранения.

Кроме описанных типичных, или «класси-
ческих», морфологических вариантов тромбо-
цитов, в концентратах обнаружены тромбоци-
ты с атипичной морфологией. К ним относятся 
небольшие сферические тромбоциты (сред-
ний диаметр 1,8±0,3 мкм), имеющие шерохова-
тую поверхность, без филоподий (см. рис. 5, Д), 
а также веретенообразные, вытянутые тром-
боциты (см. рис. 5, Е). Сферические тромбо-
циты, которых не было в день получения кон-
центратов, появлялись только на 3–7-й дни 
хранения. Доля веретенообразных тромбоци-
тов в день получения концентратов составля-
ла 1% (IQR 0–3%), их содержание возрастало 
до 3% (IQR 0–7%) на 2–3-й дни (р=0,016) и до 
5% (IQR 2–9%) на 4–7-й дни (р <0,0001 по срав-
нению с 1-м днём). Предположительно сфери-
ческие и веретенообразные структуры — раз-
новидность активированных тромбоцитов, 
подвергшихся механическим и/или химиче-
ским воздействиям в процессе получения кон-
центратов. Активация тромбоцитов может про-
являться как в повышенной реактивности, так 
и во вторичной дисфункции вплоть до рефрак-
терности вследствие истощения функциональ-
ных резервов.

Обсуждение
Учитывая большое количество факторов, вли-
яющих на качество и лечебную эффективность 
тромбоцитарных препаратов, целью настоящей 
работы было комплексное изучение динамики 
морфофункционального состояния тромбоци-
тов в процессе хранения концентрата тромбо-
цитов на сроках до 7 дней. 

Одним из важных результатов исследова-
ния является то обстоятельство, что в про-
цессе хранения концентратов тромбоцитов 
постепенно повышается спонтанная экспрес-
сия Р-селектина (см. рис. 1, А) и фосфатидилсе-
ринов (см. рис. 1, А), что указывает на фоновую 
активацию нестимулированных тромбоцитов. 
Этот результат сопоставим с наблюдениями 
большинства исследователей, которые также 
показали, что экспрессия Р-селектина [17, 18] 
и фосфатидилсеринов [17] на поверхности 
тромбоцитов увеличивалась с течением време-
ни. В то же время есть исследование, в котором 
7-дневное хранение концентратов тромбоцитов 
не сопровождалось заметной спонтанной экс-
прессией Р-селектина, а экспрессия фосфати-
дилсеринов повышалась незначительно [19].

К результатам процитированной работы [19] 
приближаются наши данные о том, что экс-
прессия активного интегрина αIIbβ3 остаётся 
почти неизменной на протяжении всего срока 
хранения (см. рис. 1, А); такие же результаты по-
лучены в работе Sperling и соавт. [18]. В целом, 
несмотря на некоторые противоречия, опубли-
кованные результаты исследования покоящих-
ся, неактивированных тромбоцитов отчётливо 
указывают на прогрессирующую активацию 
в процессе хранения концентратов тромбоци-
тов, что подтверждается нашими данными.

Важнейшая функциональная характеристи-
ка тромбоцитов — их реактивность, то есть 
способность отвечать на внешние биохими-
ческие стимулы. В нашем исследовании при 
стимуляции тромбоцитов тромбиноподобным 
пептидом TRAP-6 и кальциевым ионофором 
A23187 происходило постепенное понижение 
индуцированной экспрессии Р-селектина, ак-
тивного интегрина и фосфатидилсеринов по 
сравнению с днём получения концентратов, 
что свидетельствует о прогрессирующей по-
тере реактивности тромбоцитов в процессе 
хранения. На это же указывает постепенное 
снижение агрегационного ответа тромбоци-
тов на такие индукторы, как коллаген и TRAP 
(см. рис. 2), что совпадает с результатами дру-
гих исследователей [17–20].

В дополнение к данным по экспрессии моле-
кулярных маркёров активации и агрегационной 
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способности тромбоцитов было обнаружено, 
что в процессе хранения концентратов многие 
тромбоциты утрачивают исходную дисковид-
ную форму и приобретают другие, в том числе 
атипичные структурные характеристики. Эти 
новые морфологические варианты отражают 
частичную активацию тромбоцитов, что под-
тверждает данные литературы [21].

К числу неожиданных и важных результатов 
нашего исследования относится постоянство 
митохондриального потенциала тромбоцитов 
и концентрации внутриклеточного АТФ в про-
цессе хранения (см. рис. 4). Учитывая, что кон-
трактильный аппарат тромбоцитов, образован-
ный комплексом немышечного миозина IIA и ак-
тина, использует исключительно энергию АТФ 
[22], эти данные в совокупности указывают на 
сохранение энергетического потенциала тром-
боцитов, по крайней мере, до 7 дней хранения. 
Аналогичные результаты о сохранении мито-
хондриального потенциала тромбоцитов в про-
цессе хранения при одновременном повышении 
экспрессии молекулярных маркёров активации 
были описаны в работе Perrotta и  соавт. [23].

Заключение
Полученные данные свидетельствуют о том, 
что, несмотря на некоторую степень прогрес-
сирующей фоновой активации тромбоцитов 
и относительное снижение реактивности, по-
давляющее большинство тромбоцитов в соста-
ве концентратов сохраняет жизнеспособность 
и функциональность до 7 дней хранения при 
комнатной температуре в присутствии доба-
вочного раствора SSP+. 

Практическая ценность исследования за-
ключается в том, что, согласно полученным 
результатам, заметные изменения морфофунк-
ционального состояния тромбоцитов начина-
ются только после 3-го дня хранения, поэтому 
свежеполученные концентраты обладают наи-
большей лечебной эффективностью. Важно от-
метить, что тромбоциты в целом сохраняют 
энергетический потенциал и основные функ-
циональные характеристики, включая контрак-
тильную активность, до 7 дней хранения при 
комнатной температуре. Полученные резуль-
таты обосновывают лечебную эффективность 
концентратов тромбоцитов как гемостатиче-
ских средств и служат основанием для оптими-
зации сроков и условий хранения препаратов.

Выводы
1. Тромбоциты в составе концентратов из-

начально обладают высоким функциональным 
потенциалом, который постепенно снижается 

вследствие прогрессирующей спонтанной акти-
вации при одновременном снижении реактив-
ности и изменениях структуры.

2. Наибольшей стабильностью отличаются 
энергетический потенциал и сократительная 
способность тромбоцитов.
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