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Наследственные нарушения тромбоцитов пред-
ставляют собой гетерогенную и трудную для 
диагностики группу заболеваний [1–3]. В боль-

шинстве случаев кровотечения у пациентов с наслед-
ственными нарушениями тромбоцитов не являются 
жизнеугрожающими. Тем не менее постановка точного 
диагноза имеет большое значение в связи с пожиз-
ненным риском развития тяжелых кровотечений при 
оперативных вмешательствах, а также актуальностью 
вопроса о назначении антиагрегантов пожилым паци-
ентам [4, 5]. В случае наследственной тромбоцито-
пении точная диагностика обычно избавляет пациента 
от диагноза иммунной тромбоцитопении и неоправдан-
ного применения иммунодепрессантов и спленэктомии. 

К нарушениям функции тромбоцитов могут 
приводить различные дефекты, включая изменения 
экспрессии поверхностных рецепторов, нарушения 
внутриклеточных сигнальных путей тромбоцитов, 
дефицит a- и/или плотных гранул и нарушения их 
секреции. Для большинства заболеваний из группы 
тромбоцитопатий постановка диагноза – сложный 
процесс, требующий большого количества лабора-
торных тестов с последующей комплексной оценкой 
их результатов [6]. При этом соответствующие 
диагностические тесты могут быть выполнены только 
в некоторых специализированных центрах. Также 
стоит отметить, что для большинства тестов необхо-
дима только свежая кровь. Все это приводит к необ-
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ходимости пациентов совершать дальние поездки для 
проведения соответствующих обследований и поста-
новки точного диагноза. Кроме того, для большинства 
тестов требуется значительный объем крови, недо-
пустимый для педиатрических пациентов. При этом 
большое число нарушений, связанных с дефектами 
компонентов тромбоцитов (такими как адгезивные 
рецепторы и цитоскелетные белки) могут быть 
обнаружены при помощи иммунофлуоресцентного 
анализа мазка крови [7]. Для этой методики требу-
ется минимальное количество крови, что позволяет 
применять ее у маленьких детей. А подготовленные 
и высушенные образцы могут храниться и пересы-
латься на значительные расстояния, что позволяет 
использовать данный метод для подтверждения 
диагнозов пациентов из труднодоступных регионов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Настоящее исследование одобрено незави-
симым этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева.

Пациенты
В работу включены деперсонифицированные 

результаты лабораторных исследований, выполненных 
у пациентов в возрасте от 9 до 40 лет, получавших 
стационарную или амбулаторную помощь в условиях 
НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. Исследование 
носило ретроспективный характер. Всего включены  
13 пациентов с установленным диагнозом наслед-
ственной тромбоцитопении или тромбоцитопатии.

Диагноз считался подтвержденным, если: а) была  
идентифицирована генетическая мутация либо  
б) лабораторный тест, например проточная цитоме-
трия, подтверждал диагноз, т. е. выраженное снижение 
или отсутствие комплексов гликопротеина (GP) IbIX или 
GPIIbIIIa (IIbb3) при синдроме Бернара–Сулье и тром-
бастении Гланцмана соответственно, и в) симптомы, 
наблюдаемые у пациентов, соответствовали клиниче-
ской картине заболевания, описанной в литературе.

Приготовление мазков крови 
Первый этап подготовки образцов заключался в 

приготовлении стандартных высушенных на воздухе 
мазков крови (10–20 мазков для каждого пациента). 
Для приготовления использовали свежую венозную 
кровь, взятую в вакуумные пробирки с цитратом 
натрия 3,2% или 3,8%. Перед фиксацией образцы 
хранили только при комнатной температуре в сухом 
месте не менее суток и не более 2 нед. Важно отме-
тить, что ни в коем случае нельзя помещать образцы 
крови или мазки в холодильник, так как это приводит 
к деполимеризации периферического кольца из тубу-
линовых микротрубочек [8]. 

Фиксация и хранение образцов
Высушенные мазки крови фиксировали холодным 

ацетоном в течение 2 мин. Затем образцы высуши-
вали на воздухе до полного испарения ацетона. 
Зафиксированные и высушенные образцы можно 
использовать для иммунофлуоресцентной окраски 
сразу либо хранить длительное время (несколько 
недель) при –20°С. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание мазков 
крови

На образцах гидрофобным карандашом 
обводили регион интереса (диаметр около  
1 см). Затем зафиксированные образцы инку-
бировали с 10% козьей сывороткой в течение  
30 мин при комнатной температуре во влажной камере, 
удаляли со стекол излишки жидкости и инкубиро-
вали образцы с первичными антителами в течение  
1 ч при комнатной температуре во влажной камере. Для 
каждого антитела подбирали оптимальное разведение 
(таблица 1). После инкубации с первичными антителами 
образцы промывали 3 раза по 5 мин фосфатно-солевым 
буфером Дульбекко (рН = 7,2), удаляли со стекол излишки 
жидкости и инкубировали образцы со вторичными антите-
лами в течение 1 ч при комнатной температуре во влажной 
камере в темноте. Для вторичных антител использовали 
разведение 1:400. После инкубации со вторичными анти-
телами образцы промывали 3 раза по 5 мин фосфатно-со-
левым буфером Дульбекко (рН = 7,2), удаляли со стекол 
излишки жидкости, наносили флуоресцентную среду для 
заключения, закрывали покровным стеклом. Готовые 
образцы анализировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа, экспрессию интересующего белка оцени-
вали по сравнению с нормальным контролем, окрашенным 
параллельно.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На основании опубликованных в литературе 
данных [7] была подобрана панель антител для 
диагностики наиболее распространенных наслед-
ственных нарушений тромбоцитов. Для выбранных 
антител были подобраны концентрации, позволя-
ющие визуализировать различные структуры тромбо-
цитов (плазматическая мембрана, плотные гранулы, 
лизосомы, a-гранулы, цитоскелет). Используемые в 
панели маркеры приведены в таблице 1.

Полученная в результате панель антител была 
протестирована на образцах здоровых добровольцев 
и пациентов с известными диагнозами, установ-
ленными по клинической картине и генетическому 
анализу. Список патологий с указанием числа паци-
ентов и обнаруженными характерными морфологиче-
скими особенностями клеток в мазке крови приведен 
в таблице 2. Выявленные в результате анализа 
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Таблица 1 
Антитела, применяемые для иммунофлуоресцентной окраски мазков крови больных с подозрением на на-
следственную тромбоцитопению  
Table 1 
Antibodies used for immunofluorescence staining of blood smears from patients with suspected inherited thrombocytopenia

Параметр
Parameter 

Антиген
Antigen

Клон антител
Antibody clone

Производитель
Manufacturer

Используемое 
разведение 

антител
Antibody dilution

Мембранные белки 
Membrane proteins

GPIbIX FMC-25 Bio-Rad 1:500
GPIIbIIIa P2 Becman Coulter 1:2000
CD34а 4H11 eBioscience 1:100

Маркеры a-гранул
a-granule markers

Фактор фон Виллебранда
Von Willebrand factor

Поликлональные 
антитела

Polyclonal antibodies
Dako 1:2000

P-селектин (CD62p)
P-selectin (CD62p) AK-4 BD Bioscience 1:800

Маркеры плотных гранул 
Dense granule markers

LAMP2 H4B4 Santa Cruz 1:20
CD 63 H5C6 BD Bioscience 1:2500

Маркеры лизосом
Lysosome markers LAMP1 H5G11 Santa Cruz 1:20

Цитоскелетные белки
Cytoskeletal proteins

Тяжелая цепь немышечного миозина (NMMIIa)
Non-muscle myosin heavy chain (NMMIIa)

Поликлональные 
антитела

Polyclonal antibodies
Sigma Aldrich 1:10 000

b1-тубулин
b1-tubulin

TUB 2.1 Sigma Aldrich 1:100

Филаминб

Filaminб PM6/317 Santa Cruz 1:4000

a-актининб

a-actininб H-2 Santa Cruz 1:100

Примечание. a – не входит в основную панель, используется у пациентов с подозрением на дефицит a-гранул для дифференциации синдрома серых тром-
боцитов и GFI1B-мутации; б – не входит в основную панель, используется у пациентов с подозрением на нарушения цитоскелета, в частности филамин A- 
ассоциированную тромбоцитопению.
Note. a – not included in the main panel, used in patients with suspected a-granule deficiency to differentiate gray platelet syndrome and GFI1B mutation; б – not included in the main 
panel, used in patients with suspected cytoskeletal disorders, in particular filamin-A related thrombocytopenia.

Таблица 2 
Характерные морфологические особенности тромбоцитов пациентов 
Table 2 
Typical morphological features of the patients' platelets

Патология
Disorder

Число 
проанализированных 

пациентов
The number of patients 

analyzed

Характерные морфологические особенности
Typical morphological features

Нарушения мембранных GP
Platelet membrane glycoprotein abnormalities

Синдром Бернара–Сулье
Bernard–Soulier syndrome 2

Увеличенные в размерах тромбоциты со сниженным или полностью 
отсутствующим сигналом по GPIbIX

Enlarged platelets with reduced or absent GPIbIX signaling 

Тромбастения Гланцмана
Glanzmann thrombasthenia 2

Тромбоциты имеют нормальные размеры и уменьшенный или полностью 
отсутствующий сигнал по GPIIbIIIa

Normal-sized platelets with reduced or absent GPIIbIIIa signaling 

Нарушения цитоскелета
Diseases of the cytoskeleton

Синдром Вискотта–Олдрича
Wiskott–Aldrich syndrome 2

Уменьшенные в размерах тромбоциты. Периферическое тубулиновое кольцо 
деформировано и перекручено в форме восьмерки

Decreased platelet size. The peripheral tubulin ring is deformed and twisted into a figure of 
eight

MYH9-макротромбоцитопения
MYH9-macrothrombocytopenia 2

Увеличенные в размерах тромбоциты, в гранулоцитах при окрашивании 
тяжелой цепи немышечного миозина наблюдаются тельца включения

The platelets are enlarged.
Non-muscle myosin heavy chain staining shows inclusion bodies

Дефициты a-гранул
a-granule deficiencies

Синдром серых тромбоцитов 
(мутация в NBEAL2)
Gray platelet syndrome (mutation 
in the NBEAL2 gene)

2

Тромбоциты нормального размера. Снижен или полностью отсутствует сигнал 
от a-гранулярных белков (фактор фон Виллебранда, P-селектин). Отсутствует 

окрашивание по CD34
Normal-sized platelets. The signal from a-granular proteins (von Willebrand factor, 

P-selectin) is reduced or absent. No CD34 staining

GFI1b 2

Тромбоциты нормального размера. Снижен или полностью отсутствует сигнал 
от a-гранулярных белков (фактор фон Виллебранда, P-селектин). Есть 

окрашивание по CD34
The platelets are of normal size. The signal from a-granular proteins (von Willebrand factor, 

P-selectin) is reduced or absent. CD34 staining is seen

Синдром Якобсена
Jacobsen syndrome 1

Тромбоциты нормального размера. Снижен или полностью отсутствует сигнал 
от a-гранулярных белков (фактор фон Виллебранда, P-селектин). Отсутствует 

сигнал от маркеров плотных гранул (LAMP2, CD63)
The platelets are of normal size. The signal from a-granular proteins (von Willebrand factor, 

P-selectin) is reduced or absent. No signal from dense granule markers (LAMP2, CD63)
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морфологические особенности тромбоцитов приве-
дены на рисунке.

Выявленные в результате анализа образцов 
пациентов и здоровых добровольцев морфологиче-
ские особенности тромбоцитов полностью согла-
суются с описанными в литературе, в том числе в 
работах профессора Грайнахера [7]. А именно: паци-
енты с синдромом Бернара–Сулье имеют увели-
ченные в размерах тромбоциты со сниженным или 
полностью отсутствующим сигналом по GPIbIX [9]. 
Тромбоциты пациентов с тромбастенией Гланцмана 
имеют нормальные размеры и уменьшенный или пол
ностью отсутствующий сигнал по GPIIbIIIa [10, 11]. Для 
MYH9-ассоциированной макротромбоцитопении харак-
терны увеличенные в размерах тромбоциты, в грану-
лоцитах при окрашивании тяжелой цепи немышечного 

миозина наблюдаются тельца включения [12, 13]. Тром-
боциты пациентов с синдромом Вискотта–Олдрича, 
напротив, уменьшены в размерах, наблюдаются дефор-
мированные кольца b1-тубулина (периферическое 
кольцо изогнуто в форме восьмерки) [14]. Перечис-
ленные морфологические особенности тромбоцитов 
приведены на рисунке. 

Таким образом, оптимизированный метод иммуно-
флуоресцентного окрашивания мазков крови позво-
ляет идентифицировать наиболее распространенные 
наследственные патологии тромбоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммунофлуоресцентный анализ мазков крови 
позволяет охарактеризовать морфологические 

Рисунок 
Морфологиче-
ские особенно-
сти тромбоцитов 
у пациентов с 
наследственны-
ми нарушениями 
тромбоцитов
Типичные ми-
крофотографии 
для здоровых 
добровольцев и 
пациентов. Зеле-
ным и пурпурным 
цветом показана 
флуоресценция 
соответствующих 
антител. Стрел-
ками выделены 
тромбоциты. 
Масштаб горизон-
тальных отрезков, 
нанесенных на ми-
крофотографии, 
соответствует  
3 мкм
Figure 
The morphological 
features of plate-
lets in patients 
with inherited 
platelet disorders
Typical photomicro-
graphs of healthy 
volunteers and 
patients. Green and 
magenta colors show 
the fluorescence of 
the corresponding 
antibodies. The ar-
rows indicate plate-
lets. Horizontal scale 
bars: 3 µm
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Литература

особенности тромбоцитов, что, в свою очередь, 
позволяет использовать его для диагностики наслед-
ственных нарушений тромбоцитов. Данный метод 
требует минимального количества крови (не более 
100 мкл), поэтому его можно применять у пациентов 
детского возраста. Даже при тяжелой тромбоцитопении 
в мазке крови присутствует необходимое количество 
тромбоцитов, позволяющее провести анализ. Необходимо 
отметить, что, несмотря на простоту преаналитических 
этапов, для непосредственного окрашивания и анализа 
образцов требуются значительный опыт и специализи-
рованное оборудование, из-за чего аналитические этапы 
целесообразнее делать в крупных медицинских центрах. 
Однако, благодаря простоте транспортировки образцов, 
это не вызовет существенных сложностей. 

Стоит учитывать, что в настоящее время метод 
иммунофлуоресцентного окрашивания мазков крови 
имеет ряд ограничений. В частности, пока он не 
подходит для диагностики ряда наследственных нару-
шений тромбоцитов, например макротромбоцитопении 
ACTN1, ANKRD26-связанной и ETV6-связанной тромбо-
цитопений. Кроме того, пока не выявлены достоверные 
маркеры, позволяющие определить приобретенные 
нарушения тромбоцитов, например иммунную тромбо-
цитопению. Однако эта область быстро развивается и 
идентифицируются новые диагностические маркеры. В 
литературе встречаются данные об экспрессии тяжелой 
цепи немышечного миозина IIB в тромбоцитах при 
наличии мутации RUNX1 или FLI [15]. Таким образом, 

стоит ожидать, что в ближайшее время увеличится 
количество тромбоцитарных нарушений, диагности-
руемых с использованием иммунофлуоресцентного 
анализа мазков крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе данной работы был оптимизирован и апро-
бирован метод иммунофлуоресцентного окраши-
вания мазков крови, позволяющий диагностировать 
наиболее распространенные наследственные нару-
шения тромбоцитов независимо от возраста пациента 
и его удаленности от крупных медицинских центров. 
Метод был апробирован на образцах крови пациентов 
с известными диагнозами. Выявленные особенности 
тромбоцитов совпадали с описанными в литературе. 
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