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ОПТИМАЛЬНЫЕ УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ ОБРАЗЦОВ КРОВИ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
ГЕМОСОВМЕСТИМОСТИ МЕДИЦИНСКИХ ИЗДЕЛИЙ IN VITRO

Аннотация. Цель работы – оптимизация и стандартизация условий хранения цельной гепаринизированной кро-
ви человека до ее запуска в динамические in vitro тест-системы искусственного кровотока для оценки гемосовмести-
мости медицинских изделий. 

Для проведения исследования забор крови у доноров осуществлялся в объеме 150 мл с использованием иглы-
бабочки с луер-адаптером, катетера и шприца, заполненного гепарином (1,5 МЕ/мл). В дальнейшем гепаринизиро-
ванную кровь переносили в пробирки и выдерживали в термостате при температурах 20, 25, 30 и 37 oC на протяже-
нии 40, 50 и 60 мин, моделируя комнатную температуру и температуру тела человека. В качестве контрольного об-
разца использовали цельную кровь, полученную сразу после ее забора у доноров, с добавлением гепарина. Для 
определения влияния времени и температуры хранения крови на ее активацию был изучен ряд гематологических 
и иммуноферментных показателей. 

Хранение цельной крови при комнатной температуре инициировало активацию тромбоцитов и коагуляционных 
механизмов через 60 мин. Влияние повышенных температур 30 и 37 oC характеризовалось статистически значимым 
увеличением таких показателей, как бета-тромбоглобулин (в 2,2–2,3 раза), тромбоксан B2 (в 2,0–2,1 раза), протром-
бин F1+2 (в 1,6–1,8 раза) и тромбин-антитромбиновый комплекс III (в 1,8–2,0 раза), уже через 40 мин хранения. 

Экспериментально установлено, что для оценки гемосовместимости медицинских изделий с оптимальными ус-
ловиями хранения цельной гепаринизированной крови человека являются время хранения не более 50 мин и комнат-
ная температура 20–25 oC. Полученные данные будут способствовать повышению надежности оценки совместимо-
сти медицинских изделий с кровью и, как следствие, снижению риска развития неблагоприятных последствий для 
пациентов.

Ключевые слова: гемосовместимость, условия хранения, медицинские изделия, маркеры коагуляции, актива-
ция тромбоцитов, in vitro тест-системы, кровь человека, оценка безопасности
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OPTIMAL CONDITIONS FOR STORING BLOOD SAMPLES FOR ASSESSING 
THE HEMOCOMPATIBILITY OF MEDICAL DEVICES IN VITRO

Abstract. The purpose of the work is to establish optimal storage conditions for heparinized human whole blood before 
launching it into dynamic in vitro test systems of artificial blood flow to assess the hemocompatibility of medical devices.

To conduct the study, blood was collected from donors in a volume of 150 ml using a butterfly needle with a luer-adapter, 
a catheter and a syringe filled with heparin (1.5 IU/ml). Subsequently, heparinized blood was transferred into test tubes and 
kept in a thermostat at temperatures of 20, 25, 30 and 37 oC for 40, 50 and 60 minutes, simulating room temperature and 
human body temperature. As a control sample, solid blood obtained immediately after its fence in donors was used, with the 
addition of heparin. To study the effect of time and temperature of blood storage on its activation, a number of hematological 
and immunoenzyme parameters were studied.

Storing whole blood at room temperature initiated activation of platelets and coagulation mechanisms within 60 minutes. 
The effect of elevated temperatures of 30 and 37 oC was characterized by a statistically significant increase in the content of 
indicators such as beta-thromboglobulin (by 2.2–2.3 times), thromboxane B2 (by 2.0–2.1 times), prothrombin F1+2 (by 1.6–
1.8 times) and thrombin-antithrombin complex III (by 1.8–2.0 times) after 40 minutes of storage.

It was experimentally established that to assess the hem-proposal of medical products with optimal storage conditions for 
solid heparinized blood of a person is a storage time of not more than 50 minutes and room temperature of 20–25 °C. The data 
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obtained will help improve the reliability of assessing the blood compatibility of medical devices and, as a result, reduce the 
risk of adverse consequences for patients.

Keywords: hemocompatibility, storage conditions, medical devices, coagulation markers, platelet activation, in vitro 
test-systems, human blood, safety assessment
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Введение. Для повышения качества оказания медицинской помощи пациентам широко вне-
дряются новые материалы и изделия медицинского назначения, взаимодействующие с внутрен-
ней средой организма человека. Такие изделия должны быть изучены по показателям гемосо- 
вместимости, чтобы снизить риск развития неблагоприятных последствий для пациентов. Пря-
мой контакт медицинского изделия с кровью приводит к активации тромбоцитов, лейкоцитов, 
систем свертывания и комплемента [1–5]. При сборе и хранении крови для изучения гемосовме-
стимости медицинских изделий in vitro активируются эти же необратимые механизмы, что мо-
жет привести к ложноотрицательным или ложноположительным результатам оценки [6–9]. 

Согласно литературным данным, для изучения гемосовместимости медицинских изделий 
in  vitro условия антикоагуляции и моделирования должны быть максимально приближены 
к клиническому применению изделий. В связи с этим исследование должно быть проведено с ге-
паринизированной цельной кровью человека в динамических in vitro тест-системах [1, 6, 10‒13]. 
Согласно результатам исследований ряда авторов, тесты по оценке гемосовместимости меди-
цинских изделий следует начинать в течение 4 ч после забора крови, а предпочтительно – в пер-
вые 2 ч [2, 6, 14]. Другими исследователями показана стабильность биомаркеров цельной крови 
при хранении ее 4 ч при комнатной температуре и активация компонентов крови при увеличе-
нии температуры хранения [4, 15, 16]. Кроме того, установлено, что хранение цельной крови при 
комнатной температуре снижает связывание тромбоцитов с коллагеном через 4 ч и повышает 
активность тромбоцитов уже через 1 ч [11]. Во всех проведенных ранее исследованиях по изуче-
нию стабильности крови диапазон колебаний комнатной температуры или не уточняется, или он 
составляет от 19 до 26 oC [5, 11, 17‒20]. 

Таким образом, на начальном этапе для оценки гемосовместимости медицинских изделий 
необходимо стандартизировать условия хранения цельной гепаринизированной крови с указани-
ем более точных температурно-временных диапазонов до запуска ее в динамические in  vitro 
тест-системы искусственного кровотока. 

Цель работы ‒ установить оптимальные условия хранения цельной гепаринизированной кро-
ви человека до запуска в динамические in  vitro тест-системы искусственного кровотока для 
оценки гемосовместимости медицинских изделий.

Материалы и методы исследования. Для проведения экспериментального исследования 
было отобрано 5 доноров (возраст 21–32 года, соотношение женщин и мужчин 3 : 2). Предвари-
тельно было получено письменное согласие на забор крови у каждого донора. Проведение иссле-
дований было одобрено комиссией по биоэтике Республиканского унитарного предприятия «На-
учно-практический центр гигиены» от 29.03.2022 (протокол № 2). Все доноры были здоровы и не 
принимали никаких лекарственных средств последние 14 дней до забора крови. Перед началом 
эксперимента кровь из пальца доноров исследовали на соответствие нормальным показателям 
с помощью гематологического автоматического анализатора Mythic 18 (Orphee Geneva, Швей- 
цария).

Забор крови для эксперимента осуществляли в локтевом сгибе из центрального сосуда в объ-
еме 150 мл от каждого донора, используя стерильное устройство для забора крови, а именно 
иглу-бабочку с луер-адаптер размером 21G × 3/4 (Nipro Corporation, Бельгия), и катетер, который 
соединяли со шприцем (ОАО «Медпласт», Республика Беларусь), заранее заполненный раство-
ром гепарина в концентрации 15 МЕ/мл (РУП «Белмедпрепараты», Республика Беларусь). Оття-
гивая поршень, медленно заполняли кровью шприц, избегая образования чрезмерного вакуума. 
В дальнейшем гепаринизированную кровь переносили в пробирки (ООО «МиниМед», Россия) 
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и выдерживали в термостате электрическом суховоздушном ТС-1/80 (ОАО «Смоленское СКТБ 
СПУ», Россия) при температурах 20, 25, 30 и 37 oC на протяжении 40, 50 и 60 мин, моделируя 
комнатную температуру и температуру тела человека. В качестве контроля использовали цель-
ную кровь, полученную сразу после забора у доноров, с гепарином. Полученную от 5 доноров 
кровь исследовали параллельно в двух экспериментальных группах по 10 пробирок с гепарини-
зированной кровью. 

Для оценки влияния времени и температуры хранения крови на активацию форменных эле-
ментов методом проточной цитометрии с использованием Mythic 18 был изучен ряд показате-
лей, таких как количество тромбоцитов (PLT), лейкоцитов (WBC), эритроцитов (RBC), гемогло-
бина (HGB) и средний объем тромбоцитов (MPV). С помощью ИФА-наборов ELISA Kit Elab-
science (США) и автоматического фотометра для микропланшетов ElX808 (США) в плазме крови 
(коэффициент разбавления плазмы со стандартным разбавителем составил 1 : 2) оценивали коа-
гуляцию крови, определяя содержание фрагмента протромбина F1+2 (F1+2) и тромбин-анти-
тромбинового комплекса III (ТАТ III). Активацию тромбоцитов изучали по содержанию бета-
тромбоглобулина (β-TG) и тромбоксана B2 (TxB2), влияние условий хранения на систему ком-
племента – по таким показателям, как фактор активации B (Bb) и белки расщепления 
комплементов C3 (C3a) и C5 (C5a). Для проведения иммуноферментного анализа цельную кровь 
предварительно центрифугировали при 3 000 оборотов в минуту на протяжении 10 мин (центри-
фуга медицинская лабораторная Armed 80-2S, Россия).

Полученные в экспериментах данные подвергали статистической обработке непараметриче-
ского анализа (U-критерий Манна–Уитни) с использованием компьютерных программ STATIS-
TICA 13.0, MS Excel и представляли в виде медианы (Mе) и интерквартильного размаха [P25; P75]. 

Результаты и их обсуждение. При изучении стабильности цельной гепаринизированной 
крови при комнатной температуре статистически значимых различий через 40 и 50 мин хране-
ния не установлено. Все изученные гематологические и иммуноферментные показатели остава-
лись на уровне значений контрольной группы. Однако через 60 мин хранения при 20 и 25 oC вы-
явлена активация тромбоцитов. Так, концентрация бета-тромбоглобулина повысилась в 1,2 раза 
(р < 0,007) при 20 oC и в 1,5 раза (р < 0,001) при увеличении температуры хранения до 25 oC. Со-
держание тромбоксана B2 также статистически значимо увеличилось (в 1,3 раза (р < 0,001) и 1,5 
раза (р < 0,001) при температурах хранения 20 и 25 oC соответственно) на фоне отсутствия из-
менения содержания тромбоцитов в крови и их среднего объема. Со стороны активации коагу-
ляционных процессов выявлено увеличение концентрации в плазме гепаринизированной крови 
фрагмента протромбина F1+2 в 1,3 раза (р < 0,001) и тромбин-антитромбинового комплекса III 
в 1,3 раза (р < 0,01) при температуре хранения 25 oC при сравнении с показателями, полученны-
ми сразу после забора крови. Через 60 мин хранения при 20 oC уровни фрагмента протромбина 
F1+2 и тромбин-антитромбинового комплекса III статистически значимо не изменялись (табл. 1). 

Количество лейкоцитов, эритроцитов и гемоглобина на протяжении всего эксперимента при 
хранении при комнатной температуре не отличалось от контрольных значений. Также не выяв-
лено изменения содержания показателей активации системы комплемента цельной гепаринизи-
рованной крови (фактора активации B, белков расщепления комплементов C3 и C5) через 60 мин 
хранения при 20 и 25 oC. 

При увеличении температуры хранения крови до 37 oC уже через 40 мин уровни бета-тром-
боглобулина и тромбоксана B2 увеличились в 2,3 и 2,1 раза при р < 0,001 и продолжили свой 
рост до 2,6 и 2,9 раза соответственно при дальнейшем хранении крови в течение 60 мин. Иници-
ация образования тромбов проявлялась статистически значимым повышением содержания 
фрагмента протромбина F1+2 – в 1,8 раза (р < 0,001) через 40 мин, в 2,0 раза (р < 0,001) через  
50 мин и в 2,2 раза (р  <  0,001) через 60 мин хранения, а также увеличением в 2,0–2,5 раза 
(р < 0,001) тромбин-антитромбинового комплекса III по сравнению с контрольными значениями.

Снижение температуры хранения гепаринизированной крови до 30 oC характеризовалось ме-
нее выраженными изменениями функций тромбоцитов и коагуляции, чем в крови, хранящейся 
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при 37 °C. Так, на протяжении 40–60 мин хранения концентрации бета-тромбоглобулина и тром-
боксана B2 увеличились в 2,2–2,6 и 2,0–2,9 раза соответственно при р < 0,001. Активация коагу-
ляции проявлялась в виде статистически значимого повышения уровней протромбина F1+2 
и тромбин-антитромбинового комплекса III – в 1,6–2,1 раза и 1,8–2,4 раза соответственно (табл. 2).

Концентрации изученных форменных элементов и маркеров активации системы комплемен-
та через 60 мин хранения при 30 и 37 oC не изменялись по сравнению с таковыми в контрольной 
группе. Полученные новые научные данные подтверждают и дополняют опубликованные ранее 
результаты стабильности цельной гепаринизированной крови человека. 

Заключение. Таким образом, установлена прямая причинно-следственная связь активации 
цельной гепаринизированной крови человека в зависимости от температуры и времени хране-
ния. Хранение крови при комнатной температуре инициировало активацию тромбоцитов и коа-
гуляционных механизмов через 60 мин по сравнению с показателями, полученными сразу после 
забора крови. Влияние повышенных температур 30 и 37  °C характеризовалось статистически 
значимым увеличением содержания таких показателей, как бета-тромбоглобулин (в 2,2–2,3 ра
за), тромбоксан B2 (в 2,0–2,1 раза), протромбин F1+2 (в 1,6–1,8 раза) и тромбин-антитромбино-
вый комплекс III ( 1,8–2,0 раза), уже через 40 мин хранения. 

Экспериментально установлено, что для оценки гемосовместимости медицинских изделий 
оптимальными условиями хранения цельной гепаринизированной крови человека от момента ее 
забора у доноров до запуска в динамические in vitro тест-системы искусственного кровотока яв-
ляются время не более 50 мин и комнатная температура 20–25 °C. Полученные данные будут 
способствовать повышению надежности оценки совместимости медицинских изделий с кровью 
и, как следствие, снижению риска развития неблагоприятных последствий для пациентов.
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