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Был проведен сравнительный анализ влияния выбора антикоагулянта на результаты тестирования матери-
алов медицинского назначения. Показано, что замена цитрата натрия на гепарин сопровождается значи-
тельными изменениями параметров адгезии и активации тромбоцитов. Полученные результаты позволя-
ют прий ти к заключению о целесообразности применения гепарина при тестировании гемосовместимых 
свойств медицинских материалов in vitro.
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ВВЕДЕНИЕ
Материалы, используемые для изготовления ис-

кусственных органов и изделий медицинского на-
значения, контактирующих с кровью человека, не 
должны оказывать отрицательного воздействия на 
кровь и ее компоненты, т. е. должны быть гемосов-
местимыми [1].

Определяющую роль в механизме взаимодей-
ствия чужеродной поверхности с кровью, и тем са-
мым в ее гемосовместимости, играют процессы ад-
гезии и активации тромбоцитов [2]. В эксперимен-
тальных исследованиях in vivo в качестве антикоа-
гулянта применяют гепарин, а при оценке гемосов-
местимых свойств образцов медицинских изделий 

в условиях in vitro используют кровь, стабилизиро-
ванную цитратом натрия [3].

Механизм действия этих антикоагулянтов разли-
чен. Гепарин катализирует инактивацию тромбина 
антитромбином III, воздействуя на процесс сверты-
вания крови на конечных стадиях, непосредствен-
но предшествующих образованию фибрина [4]. Ци-
трат натрия предотвращает свертывание крови за 
счет выведения кальция из системы гемостаза по-
средством его комплексообразования [5]. В то же 
время ионы кальция являются не только критиче-
ским компонентом внутреннего пути свертывания 
крови, но и участвуют в процессах адгезии и акти-
вации тромбоцитов [6].
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Вполне вероятно, что часто дискутируемая в на-
учной литературе причина расхождений результа-
тов, полученных в условиях in vitro и in vivо при 
оценке гемосовместимых свойств медицинских из-
делий, обусловлена в ряде случаев различной при-
родой используемых антикоагулянтов [7].

Для экспериментального обоснования данно-
го предположения целью данной работы было изу-
чение влияние природы антикоагулянта на взаимо-
действие поверхности биоматериалов с тромбоци-
тами в условиях in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материалов для изучения количества 

и морфологии адгезированных тромбоцитов ис-
пользовали синтетические полимеры медицинского 
назначения в виде пленок:
полиэтилен медицинский низкой плотно-

сти (ПЭ), ГОСТ 10354-82, партия 65, толщина 
60 мкм, ЗАО «Синпласт», Россия;

поливинилхлорид медицинский (ПВХ), толщина 
180 мкм, марки ПМ-1/42, ТУ 64-2-286-79;

полиуретан (ПУ) в виде пленок толщиной 
200 мкм марки Т-0533-90;

политетрафторэтилен (ПТФЭ) в виде пленок, 
толщиной 80 мкм, ГОСТ 5-1078-71, Россия.
Источником тромбоцитов служила кровь челове-

ка, полученная от здоровых доноров мужского пола 
(22–47 лет). В качестве антикоагулянта использова-
ли 3,8% водный раствор цитрата натрия и раствор ге-
парина на физиологическом растворе (ФР) с концен-
трациями 4, 8, 12 ед/мл. Венозную кровь отбирали в 
пробирки объемом 10 мл, содержащие 1 мл антикоа-
гулянта. Для получения плазмы, обогащенной тром-
боцитами (ПОТ), стабилизированную кровь центри-
фугировали при 200 g в течение 20 минут.

Аликвоты ПОТ объемом 100 мкл наносили на 
поверхность исследуемого образца с помощью ми-
кропипетки. Образцы помещали внутрь чашки Пе-
три во влажную атмосферу для предотвращения 
высыхания капли. Время инкубации составляло 
15 минут при комнатной температуре.

После инкубации исследуемые образцы тща-
тельно промывали в ФР для удаления слабосвязан-
ных с поверхностью тромбоцитов и фиксировали в 
2,5% растворе глутарового альдегида в течение не 
менее 2 часов.

В качестве основного метода исследования была 
выбрана сканирующая электронная микроскопия 
(СЭМ) [8].

Образцы обезвоживали последовательной инку-
бацией в растворах этилового спирта с возрастаю-
щей концентрацией по схеме: 50% спирт – 3 мин, 
50% спирт – 3 мин, 70% спирт – 3 мин, 90% спирт – 
6 мин, 96% спирт – 6 мин. Готовые образцы суши-

ли на воздухе и наклеивали на предметный столик 
для электронной микроскопии. Необходимое для 
электронно-микроскопических исследований токо-
проводящее покрытие получали методом ионного 
напыления платины в течение 40 секунд при посто-
янном токе 5–7 мА на установке JFC-1600 (JEOL, 
Япония).

Регистрацию количества и морфологии адгези-
рованных тромбоцитов проводили с применением 
сканирующего электронного микроскопа JSM-6360 
LA (JEOL, Япония) при увеличении 1500. На по-
верхности каждого из образцов произвольным об-
разом выбирали 25 полей. В каждом поле произво-
дили подсчет общего числа адгезированных тром-
боцитов, а также отдельных морфологических 
форм (рис. 1).

Для количественной оценки процесса адгезии 
тромбоцитов на поверхности биоматериалов ис-
пользовали относительный показатель адгезии 
тромбоцитов (ОПАТ), определяемый по формуле:

где Nобр и Nконтр – общее количество клеток, адгези-
рованных на поверхности образца и контроля соот-
ветственно. В качестве контроля использовали по-
верхность того же материала с тромбоцитами, адге-
зированными в результате инкубации с цитратной 
плазмой.

Для оценки степени активации адгезированных 
тромбоцитов было выбрано три морфологических 
класса:
1) слабо активированные (сферические и с псевдо-

подиями, подклассы 1 и 2 на рис. 1);

Рис. 1. Разделение адгезированных тромбоцитов по мор-
фологическим признакам
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2) сильно активированные (полностью распластан-
ные, подкласс 3 на рис. 1);

3) агрегаты (подкласс 4 на рис. 1).
Для оценки влияния антикоагулянта не только на 

количество адгезированных на поверхности биома-
териалов тромбоцитов, но и на степень активации 
клеток был введен относительный показатель сте-
пени активации тромбоцитов ОСАТ:

где  и  – количество активированных форм 
клеток, адгезированных на поверхности матери-
ала из тромбоцитарной плазмы, стабилизирован-
ной гепарином и цитратом соответственно. А  
и  – общее количество клеток, адгезированных 
на поверхности материала из тромбоцитарной плаз-
мы, стабилизированной цитратом и гепарином со-
ответственно.

Различия в значениях ОПАТ и ОСАТ будут сви-
детельствовать о наличии влияния природы антико-
агулянта на характер взаимодействия поверхности 
исследуемых материалов с тромбоцитами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Был проведен сравнительный анализ адгезии и 

активации тромбоцитов человека на поверхности 
различных полимерных материалов в зависимости 
от природы и концентрации антикоагулянта.

Рис. 2 иллюстрирует влияние природы и концен-
трации антикоагулянта на количество тромбоцитов, 
адгезированных на поверхности медицинских мате-
риалов. В качестве контроля использовали количе-
ство клеток, адгезированных из цитратной плазмы 
на поверхности исследуемого материала.

Как видно из рис. 2, при переходе от цитрата на-
трия к гепарину количество адгезированных тром-
боцитов, как правило, снижается. Однако зависи-
мость ОПАТ от концентрации гепарина носит экс-
тремальный характер с ярко выраженным миниму-
мом адгезии тромбоцитов при концентрации гепа-
рина до 8,0 ЕД/мл.

На рис. 3–5 представлены графики распределе-
ния тромбоцитов, адгезированных на поверхности 
исследованных материалов, по степени их актива-
ции.

В случае поверхности ПУ (рис. 3) морфологи-
ческая картина активации тромбоцитов при пере-
ходе от цитрата к гепарину практически не меня-
ется вплоть до концентрации последнего, равной 
8,0 ЕД/мл. С ростом концентрации гепарина до 
12 ЕД/мл количество распластанных форм тромбо-
цитов заметно увеличивается, а количество агрега-
тов, напротив, снижается.

Для поверхности ПЭ (рис. 4) переход от цитрат-
ной плазмы к гепаринсодержащей существенным 
образом не влияет на характер активации тромбо-

Рис. 2. Влияние природы антикоагулянта на количество 
тромбоцитов, адгезированных на поверхности медици-
ских материалов

Рис. 3. Распределение тромбоцитов по классам на по-
верхности ПУ

Рис. 4. Распределение тромбоцитов по классам на по-
верхности ПЭ
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ванных агрегатов для данного материала не зависит 
от концентрации гепарина.

Следует отметить, что для большинства изучен-
ных полимерных материалов замена цитрата на ге-
парин не сопровождается существенными измене-
ниями в количестве сильно активированных форм 
адгезированных тромбоцитов. Однако увеличение 
концентрации гепарина до 12 ед/мл сопровождает-
ся заметным повышением сильноактивированных 
форм адгезированных тромбоцитов за счет полно-
стью распластанных клеток. При этом число адге-
зированных агрегатов с ростом концентрации гепа-
рина имеет тенденцию к снижению.

На рис. 7 приведена зависимость относительной 
степени активации тромбоцитов (ОСАТ) от приро-
ды и концентрации антикоагулянта. Этот параметр 
является интегральным и учитывает как количество 
адгезированных клеток, так и степень их активации. 
Как видно из рис. 7, замена цитрата на гепарин в 
относительно низкой концентрации (4,0 ед/мл) мо-
жет сопровождаться как повышением (ПТФЭ), так 

Рис. 5. Распределение тромбоцитов по классам на по-
верхности ПВХ

Рис. 8. Значения ОПАТ в соответствии с ГОСТ Р ИСО 
10993

Рис. 6. Распределение тромбоцитов по классам на по-
верхности ПТФЭ

Рис. 7. Влияние природы антикоагулянта на степень ак-
тивации тромбоцитов, адгезированных на поверхности 
медицинских материалов

цитов. Можно лишь отметить некоторое снижение 
числа агрегатов среди активированных форм тром-
боцитов при концентрации гепарина, превышаю-
щей 8,0 ед/мл.

На рис. 5 представлены распределения тромбо-
цитов по классам на поверхности ПВХ в зависимо-
сти от природы антикоагулянта, аналогичные по-
верхности ПУ (рис. 3). При переходе от цитрата к 
гепарину наблюдается снижение активации тром-
боцитов с минимумом при концентрации гепарина, 
равной 8,0 ед/мл. При увеличении концентрации ге-
парина до 12 ед/мл количество агрегатов продолжа-
ет снижаться, а количество распластанных клеток 
повышается, что, как и в случае с ПУ (рис. 3), сви-
детельствует о повышении активации тромбоцитов 
при высоких концентрациях гепарина.

В случае ПТФЭ при малой и средней концентра-
циях гепарина (4,0 и 8,0 ед/мл) не наблюдается су-
щественных изменений в характере активации ад-
гезированных тромбоцитов по сравнению с цитрат-
ной плазмой. С повышением концентрации гепари-
на до 12 ед/мл происходит заметное увеличение ко-
личества распластанных клеток на фоне снижения 
слабоактивированных форм. Количество адгезиро-
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и снижением (ПВХ и ПУ) степени активации ад-
гезированных тромбоцитов, тогда как в случае ПЭ 
замена цитрата на гепарин не сопровождается из-
менением параметра ОСАТ. Минимальная актива-
ция адгезированных тромбоцитов для всех изучен-
ных образцов медицинских материалов наблюда-
ется при концентрации гепарина, равной 8,0 ед/мл. 
Увеличение концентрации гепарина до 12 ед/мл со-
провождается значительным повышением критерия 
ОСАТ (рис. 7). При этом степень активации адгези-
рованных тромбоцитов может быть как выше (ПУ и 
ПТФЭ), так и ниже (ПЭ и ПВХ) по сравнению с ци-
тратной плазмой.

Из полученных результатов изучения влияния 
природы и концентрации антикоагулянта на про-
цессы адгезии (рис. 2) и активации (рис. 7) тромбо-
цитов на поверхности различных материалов мож-
но сделать вывод, что эти два процесса идут парал-
лельно: рост общего количества адгезированных 
тромбоцитов сопровождается увеличением вклада 
активированных форм в распределение клеток по 
классам.

Вероятно, при низкой концентрации гепарина 
(4 ед/мл) количества активного гепарина не хватает 
для эффективного подавления адгезии и активации 
тромбоцитов в случае поверхности, демонстрирую-
щей высокую адгезию и степень активации тромбо-
цитов, например ПТФЭ. Возможно, причиной это-
го служит инактивация существенной части гепа-
рина агентами, присутствующими в плазме крови 
и выделяющимися в процессе адгезии и активации 
тромбоцитов, например тромбоцитарным фактором 
4, который ингибирует каталитические свойства ге-
парина в отношении к инактивации тромбина ан-
титромбином III [9]. При концентрации гепарина, 
равной 8,0 ед/мл, адгезия и активация тромбоцитов 
для всех изученных материалов минимальна и рез-
ко возрастает с повышением концентрации антико-
агулянта до 12 ед/мл. Механизм этого пока остается 
неясным и требует дальнейшего изучения.

Испытания гемосовместимых свойств медицин-
ских материалов согласно ГОСТ Р ИСО 10993 «Из-
делия медицинские, оценка биологического дей-
ствия медицинских изделий. Часть 4, исследование 
изделий, взаимодействующих с кровью», действу-
ющему на территории РФ, предполагают примене-
ние ПЭ в качестве единого контроля при регистра-
ции адгезии и активации тромбоцитов в условиях in 
vitro. При этом критерием отбора является соответ-
ствие условию ОПАТ0  65 ± 0,05.

На рис. 8 представлены результаты исследова-
ния гемосовместимых свойств медицинских ма-
териалов согласно ГОСТ Р ИСО 10993. Общий 
вид кривых незначительно отличается от таковых, 
представленных на рис. 2, иллюстрирующем влия-

ние природы и концентрации антикоагулянта на ха-
рактер адгезии тромбоцитов при выборе в качестве 
контроля количества тромбоцитов, адгезированных 
из цитратной плазмы на поверхности соответствую-
щего исследуемого материала. Вместе с тем приме-
нение единого контроля (поверхность ПЭ, цитрат-
ная плазма) позволяет выявить области применимо-
сти конкретного материала в зависимости от специ-
фики его функционирования. Так, полиуретан и по-
ливинилхлорид во всем диапазоне изученных кон-
центраций гепарина удовлетворяет критерию гемо-
совместимости согласно показателю ОПАТ. В то же 
время полиэтилен и тефлон демонстрируют значе-
ния ОПАТ  0,65 ± 0,05 лишь при концентрации ге-
парина, равной 8,0 ед/мл.

Поскольку концентрация гепарина в зависимо-
сти от специфики функционирования медицинских 
изделий может различаться значительно, исследо-
вание гемосовместимых свойств медицинских ма-
териалов и изделий следует проводить в широком 
диапазоне концентраций гепарина. Это позволит 
оценить степень пригодности того или иного мате-
риала с точки зрения применения их в составе кон-
кретного изделия медицинского назначения, пред-
назначенного для функционирования в условиях 
контакта с кровью при определенной концентрации 
антикоагулянта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных экспериментальных 

данных можно сделать вывод, что адгезия и актива-
ция тромбоцитов на поверхности биоматериала за-
висят от природы антикоагулянта. Как количество, 
так и степень активации тромбоцитов, адгезиро-
ванных в условиях in vitro при контакте поверхно-
сти медицинских материалов различной природы с 
тромбоцитарной плазмой, стабилизированной гепа-
рином, могут быть выше или ниже по сравнению с 
цитратной плазмой.

Поскольку при оценке in vivo биологической 
безо пасности медицинских изделий, предназначен-
ных для контакта с кровью, в качестве антикоагу-
лянта используется гепарин, то для снижения риска 
возможных расхождений результатов эксперимен-
тов в условиях in vitro и in vivo целесообразнее в 
экспериментах in vitro использовать гепаринизиро-
ванную, а не цитратную кровь. Учитывая, что зави-
симость адгезии и активации тромбоцитов от кон-
центрации гепарина носит нелинейный характер, 
эксперименты в условиях in vitro следует проводить 
при различных концентрациях гепарина.

Работа выполнена при финансовой поддержке  
РФФИ (проект № 11-02-12185).
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