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Лабораторная работа 1.
Состав периферической крови человека. 
Общий анализ крови
Вопросы
1. Современная схема кроветворения человека.
2. Состав периферической крови. 
3. Общий анализ крови.
Методический материал
Клинический (общий) анализ крови (гемограмма) является обязательным лабораторным исследованием, выполняемым в комплексе диагностических мероприятий. Это объясняется высокой степенью вовлечения системы крови практически во все заболевания и, как следствие, высокой степенью диагностической значимости гемо​граммы.

К основным показателям гемограммы, обладающим диагно​стической значимостью, относятся:

1) общее количество лейкоцитов;

2) состав клеточных элементов периферической крови. 
При выполнении общего анализа крови определяется количество основных популяций клеток крови – эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов. Так как популяция лейкоцитов отличается гетерогенностью и включает ряд субпопуляций, то обычно определяют процентное содержание лейкоцитов каждой из субпопуляций (нейтрофилы – юные, палочкоядерные, сегментоядерные; эозинофилы; базофилы, моноциты и лимфоциты). Процентное содержание перечисленных субпопуляций лейкоцитов называют лейкоцитарной формулой;

3) концентрация гемоглобина;

4) общее количество эритроцитов;

5) скорость оседания эритроцитов (СОЭ).

Гемограмма выполняется как рутинными методами, так и с помощью автоматизированных систем (гематологических анализаторов), позволяющих объективизировать результаты исследования.

1. Исследуемый материал и условия его получения
Исследуемым материалом является капиллярная кровь, получаемая из мякоти безымянного пальца с помощью скарификатора или специальной иглы. В последнее время в связи с внедрением в диагностическую практику автоматизированных методов (с помощью гематологических анализаторов) для проведения общего анализа крови используют и венозную кровь.

Кровь берут натощак, так как прием пищи влияет на уровень лейкоцитов, лейкоцитарную формулу и скорость оседания эритроцитов. Но в случае экстренной необходимости (острое заболевание) кровь для исследования берется в любое время суток.

Оптимальным антикоагулянтом для исследования гемограммы является калиевая соль ЭДТА, хотя при рутинных исследованиях традиционно применяют цитратные соли.

Посуда и инструментарий, используемые для забора крови и проведения диагностических процедур, должны быть химически чистыми, стерильными и сухими. Для обеспечения противоэпидемического режима все чаще применяется одноразовый инструментарий, в последующем подвергающийся дезинфекции и утилизации.

Кровь является биологическим материалом, потенциально опасным с точки зрения инфекционного заражения медицинского персонала и персонала лабораторий. Обращение с кровью требует строгого выполнения правил техники безопасности (работа только в резиновых перчатках, экстренная обработка рук и других частей тела антисептиками при попадании на них крови, обработка дезинфектантами рабочих поверхностей лабораторной мебели и т. д.).

К инфекциям, передаваемым через кровь, относятся ВИЧ-инфекция, вирусные гепатиты В, С, D, сифилис, герпес, цитомегаловирусная инфекция, инфекция, вызванная вирусом Эпштейна–Барра, токсоплазмоз, а также любые инфекции, в патогенезе которых имеется стадия вирус- или бактериемии.

2. Техника проведения общего анализа крови
2.1. Техника забора крови и подготовки
образца крови для исследования

Шаг А. Подготовка растворов, пробирок и другого инструментария (табл. 1).

Таблица 1. Необходимые подготовительные процедуры при проведении общего анализа крови 

	Определяемый
показатель
	Посуда
	Раствор, его объем и состав

	СОЭ
	Химическая пробирка и капилляр Панченкова
	5 %-ный раствор C6H5O7Na3∙5H2O набрать в капилляр Панченкова  до метки 0,75 и затем выдуть в химическую пробирку

	Гемоглобин
	Химическая пробирка
	4 мл трансформирующего раствора (ацетоциангидрин – 0,5 мг, калий железосинеродистый – 0,2 г, натрия гидрокарбонат – 1 г, дистиллированная вода – до 1 л)

	Количество эритроцитов
	Химическая пробирка
	4 мл изотонического раствора хлорида натрия

	Количество лейкоцитов
	Химическая пробирка
	0,4 мл 3–5 %-ной уксусной кислоты (уксусная кислота разрушает эритроциты, визуализируя тем самым лейкоциты)

	Количество тромбоцитов
	Химическая пробирка
	4 мл 1 %-ного раствора оксалата аммония (раствор разрушает эритроциты, визуализируя тромбоциты)


Шаг Б.

Забор крови  из мякоти пальца (капиллярная кровь).
Тщательно протирают кожу мякоти пальца ватным шариком, смоченным спиртом, делают укол стерильным копьем до упора. Первую выступившую каплю крови вытирают сухим ватным шариком; из следующих капель, выступающих из мест укола при легком надавливании, быстро набирают необходимое количество крови: для СОЭ, для определения гемоглобина, для определения числа эритроцитов, для определения числа лейкоцитов, для исследования лейкоцитарной формулы, для определения тромбоцитов.
Забор крови  из вены (венозная кровь).
Накладывают жгут на 8–10 см выше локтевого сгиба. Обрабатывают кожу локтевого сгиба над обнаруженной по характерному вздутию вены шариком, смоченным спиртом или другим антисептиком. В вену вводят иглу с подсоединенным шприцем и набирают необходимое для анализа количество крови. Кровь осторожно (не вспенивая, так как при этом происходит разрушение эритроцитов и других клеток крови) выпускают в пробирку с порошком ЭДТА или другим антикоагулянтом. Пробирку закрывают пробкой и тщательно перемешивают кровь для распределения антикоагулянта, опрокидывая пробирку сначала пробкой вниз, затем пробкой вверх. В настоящее время используются специальные системы для забора крови и ее одновременного помещения в одноразовую пластиковую пробирку с антикоагулянтом. Предпочтение исследования венозной крови связано с возможностью одновременного получения объема крови, необходимого для разных анализов.

Шаг В. Внесение крови в подготовленную лабораторную посуду

Кровь вносят в подготовленную посуду специальным капилляром объемом 20 мкл согласно приведенным в табл. 2 разведениям  в указанном выше порядке. Набирают ее капилляром до метки 0,02 из мест укола в мякоти пальца или пробирки с венозной кровью, кончик капилляра промокают фильтровальной бумагой, выдувают кровь в соответствующую пробирку и промывают капилляр (путем заполнения капилляра и выдувания раствора) в реактиве той же пробирки для максимально полного внесения образца крови.

Таблица 2. Объемы крови для определения показателей общего анализа крови 

	Определяемый показатель
	Объем диагностического раствора
	Объем крови

	СОЭ
	1/4 часть капилляра Панченкова (до отметки 0,75), раствор вносится в химическую пробирку
	Полный капилляр Панченкова до отметки 0, кровь вносится в химическую пробирку с раствором цитрата калия (соотношение кровь : цитрат = 4 : 1)

	Гемоглобин
	4 мл
	0,02 мл

	Количество
эритроцитов
	4 мл
	0,02 мл (разведение 1 : 200)

	Количество
лейкоцитов
	0,4 мл
	0,02 мл (разведение 1 : 20)

	Количество
тромбоцитов
	4 мл
	0,02 мл (разведение 1 : 200)


Затем для последующего определения лейкоцитарной формулы каплю крови наносят на край обезжиренного предметного стекла и быстро готовят тонкий мазок с помощью шлифованного стекла, краем которого быстрым движением продвигают каплю крови по предметному стеклу.

Таким образом, после выполнения шага В для исследования образца крови имеются 4 пробирки со смесью крови и соответствующего реактива и приготовленный тонкий мазок крови на предметном стекле, необходимые для дальнейших диагностических процедур с использованием специального оборудования (табл. 3).

Таблица 3. Оборудование и методы определения основных показателей общего анализа крови

	Определяемый
показатель
	Необходимое
оборудование
	Метод

	СОЭ
	Аппарат Панченкова (штатив и капилляры – 1 на каждый образец крови)
	Седиментационный с последующим визуальным учетом

	Гемоглобин
	Фотоэлектроколориметр
	Биохимический с ФЭК-учетом результатов

	Количество
эритроцитов
	Камера Горяева, световой микроскоп
	Микроскопический

	Количество
лейкоцитов
	Камера Горяева, световой микроскоп
	Микроскопический

	Количество
тромбоцитов
	Камера горяева, световой микроскоп
	Микроскопический


2.2. Техника определения показателей
общего анализа крови
2.2.1. Определение СОЭ

Смесь крови с цитратом при стоянии разделяется на два слоя (нижний – эритроциты и верхний – плазма). При этом величина столбика плазмы бывает различной и характеризует скорость оседания эритроцитов. СОЭ связана с изменениями физико-химических свойств крови.

Кровь набирают в капилляр Панченкова (до отметки 0) и вносят в пробирку с предварительно внесенным раствором цитрата калия (измеренным капилляром Панченкова до отметки 0,75), тщательно перемешивают и набирают смесь в капилляр Панченкова до отметки 0. Закрыв пальцем верхний конец капилляра, осторожно устанавливают капилляр в штатив строго вертикально, упирая нижний конец в резиновую прокладку и прижимая верхний конец прокладкой или пробкой. Через 1 час отмечают скорость оседания эритроцитов по высоте отстоявшегося слоя плазмы крови в миллиметрах.

2.2.2. Определение концентрации гемоглобина

Наибольшее развитие получили колориметрические методы определения концентрации гемоглобина, основанные на колориметрии производных гемоглобина. К унифицированным методам относится гемиглобинцианидный метод, при проведении которого гемоглобин окисляют в метгемоглобин (гемиглобин) железосинеродистым калием. Образующийся с ацетонциангидрином окрашенный цианметгемоглобин (гемиглобинцианид) определяют колориметрически.

Пробирку со смесью трансформирующего раствора и крови (см. табл. 1, 2) инкубируют 10 минут. Измеряют на ФЭК при длине волны 500–560 нм в кювете с толщиной слоя 1 см против холостой пробы (трансформирующий раствор). В тех же условиях проводят измерение стандартного раствора.

Расчет содержания гемоглобина проводят по калибровочному графику, построенному по стандартному раствору гемиглобин​цианида.

Стандартный (калибровочный) раствор гемиглобинцианида изготавливается предприятиями (фирмами), выпускающими химические реактивы для лабораторных исследований, и входит в специальные наборы для определения концентрации гемоглобина. Стандартный раствор имеет известную концентрацию гемиглобинцианида, указанную на упаковке набора. Приготавливая ряд разведений этого раствора гемиглобинцианида и измеряя их оптическую плотность, проводят построение калибровочного графика. 

2.2.3. Определение количества клеток крови
путем подсчета в камере Горяева

Камера Горяева является вариантом гемоцитометра, или счетной камеры,  и представляет собой специальное стекло, в углублении которого (0,1 мм) нанесена сетка с большими и малыми квадратами строго определенного размера. 

Перед работой камеру Горяева тщательно протирают сухой салфеткой и притирают к ее поверхности покровное стекло таким образом, чтобы по его краям появились радужные полосы. 

Камеру заполняют суспензией крови и разводящего раствора (см. табл. 1, 2), оставляют на горизонтальной поверхности около 1 минуты для оседания клеток крови и затем микроскопируют на малом увеличении светового микроскопа при опущенном конденсоре и прикрытой диафрагме  для лучшего контрастирования клеток.

Определение количества эритроцитов проводят в пяти больших квадратах, разделенных на 16 малых, т. е. в 80 малых квадратах. Расчет в 1 мкл крови производится, исходя из разведения крови (200), числа подсчитанных квадратов (80) и объема 1 малого квадрата (1/4000 мкл), по следующей формуле:

X = (a ( 4000 ( 200) / 80 = a ( 10 000,
где а – количество подсчитанных эритроцитов. 
Для определения количества эритроцитов в 1 мл или в 1 л крови полученный показатель соответственно умножают на 103 или 106. 

Определение количества лейкоцитов проводят  в 100 больших квадратах. Расчет в 1 мкл крови производится, исходя из разведения крови (20), числа подсчитанных квадратов (100) и объема 1 большого квадрата (1/250 мкл), по следующей формуле:

X = (a ( 250 ( 20) / 100 = a ( 50, 
где а – количество подсчитанных лейкоцитов. 
Для определения количества лейкоцитов в 1 мл или в 1 л крови полученный показатель соответственно умножают на 103 или 106. 

Определение количества тромбоцитов проводят в 25 больших квадратах. Расчет в 1 мкл крови производится, исходя из разведения крови (200), числа подсчитанных квадратов (25) и объема 1 большого квадрата (1/250 мкл), по следующей формуле:

X = (a ( 250 ( 200) / 25 = a ( 2 000. 
Для определения количества тромбоцитов в 1 мл или в 1 л крови полученный показатель соответственно умножают на 103 или 106. 

3. Автоматические анализаторы
для проведения общего анализа крови

В настоящее время ручные методы определения основных гематологических показателей (число эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, концентрации гемоглобина, оценка морфологии и размеров эритроцитов и др.) вследствие высокой степени субъективизма постепенно выводятся из применения. Такие методы отличаются от автоматических только одним преимуществом – возможностью проведения в любых условиях без специального дорогостоящего оборудования.

Более точными методами определения гематологических показателей являются автоматические. Их развитие прошло более чем 30‑летний путь – от полуавтоматических одноканальных приборов до мульти-параметрических анализаторов, которые определяют более 20 показателей со скоростью 120 проб крови в час.

Все приборы для проведения автоматического гематологического анализа можно разделить на две группы – автоматические счетчики клеток и автоматические анализаторы клеток.

В автоматических счетчиках  клеток крови применяются:

* кондуктометрический принцип – определение изменений электрического сопротивления при пропускании суспензии клеток через отверстие малого диаметра (Coulter, Sysmex, Celloscope). Этот тип счетчиков позволяет определять количество эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, измерять объем клеток, размеры клеток. Результаты могут представляться как в цифровом виде, так и в виде гистограмм распределения. Данные фиксируются в памяти приборов;

* принцип проточной цитометрии позволяет определять концентрацию гемоглобина в каждом эритроците, а затем происходит построение гистограммы распределения клеток не только по объему, но и по концентрации гемоглобина. В этом случае вводится новый показатель, характеризующий гетерогенность пула эритроцитов, – ширина распределения эритроцитов по концентрации гемоглобина.

Автоматические анализаторы клеток дают возможность получить не только количественные и производные от них параметры, но и данные, позволяющие дифференцировать различные популяции и субпопуляции клеток (преимущественно, лейкоцитов). В основном выделяют два типа автоматов:

1) анализ клеточного изображения с дифференцировкой клеток по созданной компьютерной модели распознавания. Эти приборы дают возможность получения визуальной информации и ее сохранения в памяти компьютера; 

2) проточные системы, различающие разные клетки по их размерам и особенностям окрашивания. Преимущество этих приборов в высокой производительности и большом количестве возможных параметров (до 36). 
В основе работы проточных систем лежат различные методы: 

1) кондуктометрический – измерение сопротивления клетки в постоянном электрическом поле;
2) радиочастотный – амплитуда сигналов при прохождении клетки через апертуру зависит от размеров ядра, плотности ядерного матрикса и цитоплазматических включений, т. е. учитываются сигналы, отражающие характер внутренней структуры клетки; 

3) регистрация светорассеяния и поглощения – оптические детекторы. Работа оптических детекторов основана на действии лазерного луча, который пропускают через суспензию клеток. При пересечении луча клеткой происходит поглощение и рассеяние света. Различия этих процессов зависят от свойств клеток – размеров, формы, плотности, гранулярности цитоплазматических структур; 

4) флюориметрия – измерение флюоресценции красителей, которые избирательно связываются с клеточными структурами. Основное применение метода связано с иммунофенотипированием и анализом содержания ДНК, что позволяет провести диагностику онкогематологических заболеваний, а также исследование иммунной системы;
5) изучение поляризации флюоресценции, которое позволяет оценить текучесть мембран, отражающее функциональное состояние клеток. При поляризации лазерного излучения флюоресцирующие молекулы излучают поляризованный свет. Разница интенсивности поляризованного света позволяет установить активность вращения молекул клеточной мембраны.

Все эти подходы используются для создания современной диагностической базы, а именно цитометрии. Основными достоинствами автоматических счетчиков и анализаторов клеток являются их быстродействие, которое дает возможности проведения скрининговых исследований, небольшой объем исследуемого материала (крови), значительное число получаемых параметров, часть из которых – расчетные, автоматизированная обработка данных с возможностью сохранения информации и ее наглядного представления.

4. Физиологические уровни
показателей периферической крови
Показатели периферической крови у здоровых людей приведены в табл.4.
Таблица 4. Показатели периферической крови у здоровых людей

	Показатель, единицы
	Нормальные значения

	Гемоглобин, г/л
	122–154 (муж.), 115–135 (жен.)

	Эритроциты, (1012/л
	4–5,1(муж.), 3,7–4,7 (жен.)

	Лейкоциты, (109/л
	4,0–8,8

	Тромбоциты, (1010/л
	1,8–3,2 


	СОЭ, мм/час
	1,0–10,0(муж.), 2,0–15,0 (жен.)


Протокол лабораторной работы

	Задание
	Выполнение

	1. Проведите подготовительные процедуры при исследовании гемограммы согласно табл.1
	

	2. Внесите кровь в подготовленные пробирки для определения гемоглобина, СОЭ, форменных элементов крови (табл. 2)
	

	3. Определите СОЭ с помощью аппарата Панченкова
	

	4. Зарисуйте фрагмент камеры Горяева  на малом увеличении микроскопа, укажите малые и большие квадраты
	

	5. Определите концентрацию гемоглобина
	

	6. Определите количество эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов в предложен-ном образце крови. Сделайте заключение о полученных результатах
	


Лабораторная работа 2.
Лейкоциты периферической крови
и методы их дифференцировки. Лейкограмма.
Диагностическое значение общего анализа крови. Красный костный мозг и методы
его исследования.  Миелограмма,
ее диагностическое значение
Вопросы
1. Номенклатура и морфология лейкоцитов периферической
крови. 

2. Диагностическое значение общего анализа крови.

3. Методы исследования красного костного мозга.

4. Диагностическое значение миелограммы.

Методический материал
Лейкоциты периферической крови представляют собой гетерогенную популяцию клеток, отличающуюся по морфологии, внутриклеточным ферментам и поверхностным (мембранным) рецепторам.

Соответственно этим различиям существуют три основных подхода дифференцировки лейкоцитов (табл. 5). Наиболее широко применяется морфологический метод, что связано с его простотой и экономической выгодой. Кроме этого, разные популяции зрелых лейкоцитов имеют характерные морфологические отличия (табл. 6), что дает возможность их морфологической дифференцировки с помощью светового микроскопа в окрашенных мазках периферической крови. Показатели лейкоцитарной формулы у здоровых людей представлены в табл. 7. Но при патологических процессах, особенно связанных с нарушениями процессов кроветворения, в циркуляции могут появляться ранние формы клеток крови, морфологически похожих друг на друга. Это сходство требует применения других методов, включая цитохимический и иммунофенотипический. 

Иммунофенотипический метод приобретает особое значение для дифференцировки субпопуляций лимфоцитов также вследствие их морфологического  сходства, но различий мембранных рецепторов (маркеров), обозначаемых по системе CD (кластеры дифферен​цировки).
Таким образом, при диагностике тяжелых заболеваний, особенно с поражением системы кроветворения и иммунной системы, используются более тонкие методы,  требующие специального оборудования и реактивов и отличающиеся высокой стоимостью и сложностью проведения.

Таблица 5. Методы дифференцировки лейкоцитов периферической крови

	Метод
	Определяемые
показатели
	Способ учета
	Области
применения

	Морфологический
	Форма ядра, его расположение в клетке, соотношение цитоплазмы и ядра, тинкториальные особенности цитоплазмы, клеточные включения (зернистость, гранулы и т. д.)
	Микроскопический (микроскопия окрашенных мазков крови) или автоматизированный с помощью гематологических анализаторов (см. лабораторную  работу)
	В рамках общего анализа крови для диагностики любых заболеваний

	Цитохимический
	Наличие
ферментов
	Микроскопический (микроскопия мазков после проведения химической реакции для выявления фермента)
	Диагностика опухолевых процессов кроветворной системы, иногда для диагностики аутоиммунных, инфекционных и других заболеваний

	Иммунофенотипический
	Мембранные маркеры
	Проточная цитофлуориметрия (реже – люминесцентная микроскопия) после обработки клеток моноклональными антителами, меченными флуоро-хромом, к мембранному маркеру
	Диагностика гемобластозов, иммунодефицитов, аутоиммунных, инфекционно-воспалительных процессов


Таблица 6. Морфологическая характеристика лейкоцитов периферической крови человека

	Параметр
	Нейтрофилы
	Эозинофил
	Базофилы
	Моноциты
	Лимфоциты

	
	Пал.яд.
	Сегм.яд.
	
	
	
	

	Размер, мкм
	10–15
	10–15
	12–15
	8–12
	15–20
	7–10

	Ядро: форма
	Узкая, вытянутая в виде палочки
	Узкая, состоит из 3–5 сегментов
	Шире, чем у нейтрофила, состоит из 2–3 сегментов
	Неопределенная, иногда в виде листа растения
	Полимор-фная, округлая, бобовидная с вдавлениями
	Округлая или бобовидная

	Структура
	Неравномерная или крупноглыбчатая
	Равномерная сетчатая
	Неравномерная, крупноглыбчатая

	Окраска
	Темно-фиолетовая
	Фиолетовая
	Светло-фиолетовая
	Темнофиолетовая

	Цитоплазма
	Розоватая
	Бледно-розовая
	Обильная бледно-голубая или сероватая
	В виде узкого ободка; иногда широкая зона, голубая

	Зернистость, ее окраска, характер
	Обильная, мелкая, светло-фиолетовая
	Обильная, занимает всю цитоплазму, крупная, розовая
	Необильная, неравномерная, фиолетовая
	Непостоян-ная иногда мелкая, бледно-фиолетовая
	Изредка единичные фиолетовые гранулы


Таблица 7. Показатели лейкоцитарной формулы у здоровых людей
	Популяции лейкоцитов
	Нормальные значения

	
	 % 
	абс. ((109/л)

	Нейтрофилы, п/я
	1–6
	0,04–0,3

	Нейтрофилы, с/я
	45–70
	2,0–5,5

	Эозинофилы
	0–5
	0–0,3

	Базофилы
	0–1  
	0–0,065

	Лимфоциты
	18–40
	1,2–3,5

	Моноциты
	2–9
	0,09–0,6


Техника окрашивания и исследования мазка крови

Приготовленный мазок крови (лабораторная работа 1) высушивают на воздухе и фиксируют спиртами или иными специальными составами, от которых зависит время фиксации. При использовании метанола достаточно 5 минут инкубации, при использовании этанола или смеси Никифорова (этанол : эфир = 1 : 1) – 15 минут.

Затем мазок помещают в кювету с красителем либо наливают краситель на препарат. В основном для окрашивания мазков крови используют краситель Романовского–Гимзы, азурII-эозин, краситель Май–Грюнвальд. Время окрашивания определяют для каждой серии красителя опытным путем, обычно оно составляет 20–30 минут. После окрашивания мазок промывают дистиллированной водой, просушивают фильтровальной бумагой и микроскопируют под масляной иммерсией на большом увеличении светового микроскопа.

Микроскопию начинают, отступив 3–5 полей зрения от края мазка и передвигаясь по нему в перпендикулярных направлениях, проходя по 3–5 полей зрения. Для регистрации результатов используют 11‑клавишный счетчик клеток. Всего подсчитывают не менее 100 лейкоцитов, определяя по счетчику процентное содержание каждой популяции.

Диагностическое значение общего анализа крови
Общий анализ крови позволяет установить отклонения количественного соотношения клеток крови, концентрации гемоглобина, СОЭ от среднестатистических нормативов. Такие отклонения возникают в силу изменений физико-химических свойств крови (СОЭ), повышенного разрушения тех или иных популяций клеток, изменений процессов кроветворения. Фактически любой патологический процесс может отражаться на картине крови, поскольку клетки крови, циркулируя по организму, так или иначе взаимодействуют с очагом патологического процесса или вовлекаются в ответную реакцию организма на развитие патологического процесса.

При интерпретации результатов общего анализа крови необ​ходимо:

1) установить наличие изменений, т. е. отклонений от значений физиологического уровня показателей в гемограмме в сторону увеличения или снижения, пользуясь специальной терминологией:
Терминология для обозначения содержания клеточных элементов в периферической крови выше или ниже нормы:

выше нормы: корень слова (название клетки) + оз, т. е. эритроцитоз, лейкоцитоз, тромбоцитоз;
ниже нормы: корень слова (название клетки) + пения, т. е. эритроцитопения, лейкоцитопения, тромбоцитопения.  Для обозначения снижения концентрации гемоглобина и эритроцитов применяется термин анемия;
2) определить вероятные причины и механизмы развития изменений (при этом не подразумевается постановка диагноза, а лишь констатация возможных патогенетических особенностей гемограммы);
3) определить возможное наличие дополнительных факторов, влияющих на показатели гемограммы, включая возраст, развитие физиологических реакций, действие факторов окружающей среды, прием лекарственных препаратов;
4) определить спектр показателей, позволяющих уточнить причину и механизм развития наблюдаемых изменений.

Степень диагностической значимости и специфичности показателей гемограммы зависит от патологического процесса (см. табл. 8). Максимальная значимость гемограммы характерна для болезней системы крови. С другой стороны, поражения системы крови могут иметь как первичный характер, так и вторичный, т. е. эти  поражения сопутствуют развитию иного заболевания, что требует дополнительных диагностических процедур.

Особую значимость имеет динамическое исследование гемограммы, так как нормализация показателей позволяет констатировать эффективность лечения заболевания.

Помимо основных часто определяют дополнительные показатели крови, к которым относятся:

1) показатель гематокрита, т. е. соотношение между объемами плазмы и форменных элементов крови, полученное после центрифугирования пробы крови в капилляре аппарата Панченкова. Показатель имеет значение: а) для дифференцировки состояния гемоконцентрации, когда эритроцитоз является реакцией вследствие потери жидкости (после тяжелой рвоты, диареи, ожогов и проч.), а не усиления эритропоэза; б) для уточнения характера анемии. В норме для мужчин гематокрит равен 40–48% (или о,4–0,48), для женщин – 36–42% (или 0,36–0,42);

2) индексы эритроцитов, позволяющие дифференцировать разные формы анемий: цветовой показатель, отражающий относительное содержание гемоглобина в эритроците (в норме 0,86–1,05); среднее содержание гемоглобина в эритроците (МСН), которое определяют путем деления концентрации гемоглобина в 1 мкл крови на число эритроцитов в этом же объеме крови (в норме 24–32 пг); средняя концентрация гемоглобина в эритроците (МСНС), которую находят путем деления концентрации гемоглобина на гемакритную величину и умножения на 100 (в норме 30–38 %); средний объем эритроцита (МСV), который вычисляют путем деления гематокритной величины на общее количество эритроцитов в крови (в норме 75–95 мм3);

3) количество ретикулоцитов (молодых эритроцитов, образующихся после потери нормобластами ядер), отражающих ее изменение темпов эритропоэза, что важно для контроля восстановления состава крови после кровопотери,  агрессивных физико-химических воздействий и ряда заболеваний. Ретикулоциты отличаются наличием в цитоплазме сетчатой субстанции из агрегированных митохондрий и рибосом. Эта субстанция выявляется при специальном суправитальном (без фиксации мазка) методе окраски. У здоровых лиц количество ретикулоцитов составляет 0,2–1,2 %;

4) цитохимические параметры клеток, позволяющие уставить дефицит ряда ферментов либо наличие атипичных форм гемоглобина и других веществ.

Таблица 8. Диагностическое значение изменений основных показателей периферической крови

	Показатели
	Отклонения

	
	Выше нормы
	Ниже нормы

	Гемоглобин и эритроциты
	Полицетемия, чрезмерная физическая нагрузка или возбуждение, на больших высотах, гемоконцентрация, у заядлых курильщиков вследствие неактивного HbCO
	Анемия (постгеморрагическая, гемолитическая, аутоиммунная)

	Лейкоциты
	Инфекции, лейкозы, лейкемоидные реакции, острое кровотечение, острый гемолиз, истинная полицитемия, физиологические условия (физическая нагрузка, эмоциональные расстройства, лихорадка, боль, действие холода, менструация, роды, УФ-облучение)
	Некоторые инфекции (брюшной тиф, риккетсиозы, краснуха, возвратный тиф, малярия и др.), заболевания гемопоэтической системы (пернициозная анемия, алейкемический лейкоз, апласти-ческая анемия и др.), ионизи-рующая радиация, кахексия, анафилактический шок, прием некоторых лекарств

	Тромбоциты
	Миелопролиферативные болезни, полицитемия, инфекционные и аутоиммунные болезни, острая кровопотеря, дефицит жедеза, гемолитическая анемия, злока-чественные опухоли, постоперационная реабилитация, состояние после физической нагрузки, фаза восстановления после тромбоцитопении
	Ряд наследственных состояний, аутоиммунные заболевания, злока-чественные опухоли, вирусные инфекции, туберкулезное пора-жение костного мозга, прото-зоозы, заболевания печени и почек с формированием недостаточ-ности их функции, пороки сердца, тромбозы крупных сосудов

	СОЭ
	Инфекции и воспалительные заболевания, состояния, сопровождающиеся деструкцией тканей, анемия, злокачественные опухоли, менструация, беременность
	Полицетемия, серповидноклеточная анемия, гемоглобинопатия С


Протокол лабораторной работы

	Задание
	Выполнение

	1. Зафиксируйте и окрасьте мазок крови
	

	2. Проведите микроскопию мазка крови, зарисуйте все виды клеток, которые Вы видите, подпишите их
	

	3. Определите лейкоцитарную формулу, сравните ее с нормативными показателями
	

	4. Проведите микроскопию препаратов, найдите и зарисуйте ретикулоциты
	

	5. Проведите анализ предложенных гемограмм согласно приведенным принципам. Сделайте заключение по гемограммам
	


Красный костный мозг и методы его исследования.
Миелограмма, ее диагностическое значение
Существуют четыре основных подхода к дифференцировке костномозговых клеток, предопределенные исторически внедрением новых методов исследования: морфологический, цитохимический, иммунофенотипический, молекулярно-биологический.

Основным материалом для исследования является красный костный мозг, забираемый с помощью пункции грудины (стернальная пункция) или биопсии подвздошной кости (трепанобиопсия). Из полученного материала готовят мазки по стандартным технологиям либо исследуют суспензию клеток. Красный костный мозг исследуется четырьмя основными методами.

1. Морфологический метод. Морфологическая дифференцировка клеток костного мозга проводится при микроскопическом исследовании препарата, окрашенного по Романовскому–Гимзе, либо другими схожими методами. Наиболее ранние стадии дифференцировки костно-мозговых клеток (стволовые клетки, плюрипотентные предшественники, унипотентные клетки) морфологически неразличимы. Морфологическая дифференцировка миелоидных клеток возможна для делящихся и поэтому различимых клеток-предшественниц миелопоэза, эритропоэза, лимфопоэза, моноцитопоэза  и мегакариоцитопоэза. В основе морфологической дифференцировки костномозговых клеток лежат особенности строения и окраски клетки в целом, ее ядра и цитоплазмы (табл. 9).

Таблица 9. Основные морфологические признаки костномозговых клеток при стандартных методах окраски (азур-эозин по Романовскому–Гимзе, Май–Грюнавальду и проч.)
	Клетка
	Размеры, мкм
	Особенности ядра
	Особенности
цитоплазмы
	Соотношение ядра и цитоплазмы

	предшественники полинуклеарных лейкоцитов

	Миелобласт 
	15–20
	Округлое, хроматин нежносетчатый с равномерной окраской и калибром нитей, видны 2–5 ядрышек
	Базофильная, содержит зернистость (у эозинофильных миелобластов представлена одинаковыми элементами, располагающимися и на ядре фиолетового или коричневатого цвета; у базофильных миелобластов зернистость обильная, почти черная, полиморфная; у нейтрофильных миелобластов зернистость мелкая, незначительная)
	Ядро занимает преимущественное место, цитоплазма узким ободком окружает его

	Промиелоцит
	> 25 
	Овальное или бобовидное, располагается эксцентрично, хроматин более грубый, неравномерный, видны ядрышки
	Базофильная, но степень базофилии различна, обильная зернистость (у нейтрофильного промиелоцита зернистость имеет красно-фиолетовый, фиолетово-синий, темно-сине-красный и синий цвет; у эозинофильного промиелоцита зернистоть плотно заполняет цитоплазму, она крупная равномерная, базофильная, часть зерен имеет эозинофильную окраску; для базофильного промеилоцита характерна крупная полиморфная базофильная зернистость)
	Ядро занимает преимущественное место, его окружает цитоплазма более широким, чем у миелобласта, ободком 

	Миелоцит
	14–16 и менее
	Овальное, бобовидное, с бухтообразным вдавлением, хроматин более грубой структуры, с чередованием темных и светлых участков, сетчатое строение полностью утрачено
	Оксифильная, светло-розовая или светло-фиолетовая, специфическая зернистость хорошо различима, характерна для нейтро-, эозино- или базофилов, в целом зернистость более скудная, чем у промиелоцита
	Цитоплазма занимает более значительное место, чем у промиелоцита

	клетки лимфатического ряда

	Лимфобласт
	20–22
	Округлое, хроматин нежносетчатый, 1–2 ядрышка
	Нежнобазофильная, с перинукларной зоной просветления
	Ядро занимает большую часть клетки

	Пролимфоцит
	11–12
	Груборыхлая структура ядра, видно ядрышко, ядро более бледно окрашено
	Нежнобазофильная, может быть скудная азурофильная зернистость, цитоплазма имеет перинуклеарное просветление
	Ядро занимает большую часть клетки 

	клетки моноцитарного ряда

	Монобласт
	15–20
	Бобовидное с неправильными волнистыми очертаниями, но может быть схожим с миелобластом и лимфобластом, имеет 2–4 ядрышка
	Нежно-голубая
	Ядро занимает большую часть клетки

	Промоноцит
	15–20
	Ядро неправильной формы, грубая структура хроматина, ядрышек не видно
	Нежнобазофильная с мелкой, пылевидной зернистостью
	Ядро занимает большую часть клетки, но ободок цитоплазмы более широкий, чем у монобласта

	клетки эритроидного ряда

	Эритробласт
	16–20
	Округлое, нежносетчатый хроматин, 2–4 ядрышка
	Яркобазофильная, без перинуклеарного просветления
	Ядро занимает большую часть клетки

	Пронормоцит
	16–20
	Округлое, четко очерченное ядро, более грубая структура хроматина, ядрышек нет
	Яркобазофильная, перинуклеарное просветление
	Ядро занимает большую часть клетки

	Нормоцит
	
	Инволюция ядра
	Полихроматофилия, оксифилия
	Ядро занимает меньшую часть клетки


Морфологическое исследование красного костного мозга с определением процентного соотношения отдельных типов клеток представляет собой миелограмму.

2. Цитохимический метод дифференцировки костномозговых клеток связан с микроскопическим детектированием ряда ферментов, характерных для определенного уровня дифференцировки клеток (табл. 10). Дополнительные цитохимические тесты позволяют увеличить специфичность исследования клеток красного костного мозга, поскольку визуализируют отдельные химические вещества (нуклеопротеиды, ферменты, липиды и др.), присутствующие в клетках.

Таблица 10. Цитохимические маркеры костномозговых клеток

	Фермент/ органическое вещество – вариант
метода
	Для каких 
клеток характерен
	Диагностическое значение

	Нуклеопротеиды – метод Фейльгена, метиловый зеленый пиронин, авторадиография
	Для клеток с разным уровнем синтеза РНК и ДНК
	Диагностика лейкозов

	Белки и аминокислоты – метод Шиффа для выявления NH2-групп, ферриферрицианидный метод для выявления сульфгибрильных групп и др.
	Практически все клетки на разных стадиях дифференцировки
	Предварительное исследование клеточных включений

	Углеводы/гликоген – ШИК-реакция
	Гранулоциты
	Дифференцировка гранулоцитов

	Липиды и суданофилия 
	Гранулоциты, особенно – зрелые формы, моноцитарные клетки
	Дифференцировка гранулоцитов, определение моноцитарных клеток

	Железо и другие неорганические элементы – реакция Перльса
	Макрофаги, ретикулоциты (клетки стромы красного костного мозга)
	Адекватность накопления железа

	Фосфатазы – метод гомори, азосочетания и др.
	Щелочная фосфатаза – только зрелые гранулоциты, кислая фосфатаза практически во всех клетках, но характер распределения и уровень различны 
	Диагностика лейкозов, лекарственных нейтропений и др.

	Эстеразы
	Для Т-лимфоцитов и моноцитарных клеток, эритроидных предшественников при патологических синдромах (Ди Гульемо) характерна (-нафтилацетат(бути​рат)​эстераза, для гранулоцитов и моноцитарных клеток – (-нафтилAS-D-ацетатэстераза
	Дифференцировка лейкозов, субклассификация Т- и В‑клеточных лейкозов

	Дегидрогеназы
	Максимальная активность в молодых клетках всех рядов миелопоэза
	Диагностика лейкозов

	Оксидазы/пероксидазы
	Миело- и монобласты, гранулоциты
	Диагностика лейкозов


3. Иммунофенотипический метод основан на использовании проточной цитометрии и моноклональных антител в отношении как к мембранным структурам, так и к внутриклеточным (нуклеиновым кислотам, ферментам, структурам цитоскелета), что позволяет значительно увеличить информативность диагностических процедур.

4. Молекулярно-биологический метод дифференцировки костномозговых клеток связан с обнаружением мутаций в хромосомах, а также молекулярно-биологических маркеров ряда гематологических заболеваний.

Протокол лабораторной работы
	Задание
	Выполнение

	1. Осуществите микроскопию мазков красного костного мозга, зарисуйте типы клеток и подпишите их


	


Лабораторная работа 3.
Система гемостаза. Факторы свертывания крови,
методы их изучения. Диагностическое значение определения факторов свертывания крови
Вопросы
1. Общая характеристика системы свертывания крови

2. Плазменные факторы свертывания крови и их характеристика.

3. Фазы процесса свертывания крови.

4. Антикоагулянтная и фибринолитическая системы. 

5. Методы исследования гемостаза.

Методический материал
Исследование коагуляционного гемостаза
Наиболее общее представление о коагуляции дает время свертывания цельной крови.

Весьма простым и удобным является метод Моравица:
на часовое стекло наносят каплю крови, взятой из пальца или мочки уха, диаметром 4–6 мм. Тонким запаянным стеклянным капилляром (концом пастеровской пипетки) проводят каждые 30 с по поверхности капли. Время свертывания определяют в момент появления первых фибриновых нитей, тянущихся за капилляром.

В методе Ли–Уайта используют венозную кровь. Пробирку с 1 мл веноз​ной крови устанавливают на водяной бане при 37 °С и включают секундомер. Через каждые 30 с пробирку наклоняют на 45°. Время от момента забора крови до появления сгустка является временем свертывания крови. У здоровых людей время свертывания цельной крови составляет 5–8 мин.

Общую оценку конечного этапа свертывания крови дает тромбиновое время, т. е. время свертывания цитратной плаз​мы крови обследуемого лица под влиянием стандартной дозы тромбина.

Метод Сирмаи в модификации Рутберг. В пластиковую пробирку вносят 0,1 мл исследуемой плазмы крови, добавляют 0,1 мл прогретого до 37 °С изотонического раствора хлорида натрия и инкубируют смесь в течение 60 с при 37 °С. Затем вносят 0,1 мл стандартизованного раствора тромбина (раствор тромбина такой активности, который в смеси с равным объемом донорской плазмы вызывает свертывание последней за 15 с), включают секундомер и отмечают время свертывания плазмы крови. В норме тромбиновое время 14–16 с.

Удлинение тромбинового времени может быть связано с выраженной гипофибриногенемией, молекулярными аномалиями фибриногена (см. ниже); избытком в крови гепарина и других антитромбинов; накоплением в крови продуктов деградации фиб​риногена (ПДФ), оказывающих антитромбиновый эффект, блокирующих фибриноген и фибрин-мономеры с нарушением их полимеризации; парапротеинемией с адсорбцией патоло​гических белков на факторах свертывания и препятствием полимеризации фибрина.

Метод определения фибриногена по Рутберг. К 1 мл плазмы крови добав​ляют 0,1 мл 10%-ного раствора хлорида кальция и 0,1 мл раствора тромбина (актив​ность 15 с). Образовавшийся сгусток переносят на обеззоленный бумажный фильтр и просушивают другим фильтром до состояния, пока на фильтре не останется влажного пятна. Взвешивают сухой фибрин на торсионных весах. В норме масса сухого фибрина 9–12 мг. Для расчета кон​центрации фибриногена в плазме крови массу сгустка умножают на эксперимен​тально установленный коэффициент 22,2. В норме концентрация фибриногена в крови равна 0,2–0,4 г в 100 мл.

Для выявления заблокированных ПДФ фибриногена и фибрин-мономеров, что характерно для диссеминированного внутрисосудистого свертывания (ДВС-синдром), применяют так называемые паракоагуляционные пробы (этаноловый, протамин-сульфатный, бета-нафтоловый) и тесты с протеазами из некоторых змеиных ядов. С методикой выполнения их можно познакомиться в специальной ли​тературе.

Снижение активности (дефицит) фибриназы (фактор XIII) не отражается на тромбиновом времени. Для его выявления исследуют растворимость образовавшихся сгустков фибрина в 5 М мочевине и 1%‑ном растворе монохлоруксусной кислоты. Сгустки, не стаби​лизированные фактором XIII, быстро лизируются, в то время как стабилизованные сгустки устойчивы к данным раство​рителям.

Если конечный этап свертывания не нарушен (тромбиновое время нормальное), то раздельно оценивают внешний и внутренний механизмы активации свертывания (формирова​ние протромбиназы, трансформирующей протромбин в тром​бин).

Внешний механизм суммарно оценивают с помощью теста протромбинового времени по Квику (времени свертывания рекальцифицированной нитратной плазмы при добавлении к ней тканевого тромбопластина стандартизованной активности).

Метод Квика. В пробирку вносят 0,1 мл испытуемой плазмы крови, 0,1 мл суспензии тромбопластина (активность тромбопластина тестируется на нормаль​ной донорской плазме) и ставят в водяную баню при 37 °С на 60 с. Затем приливают 0,1 мл 0,025 М хлорида кальция и включают секундомер. Отмечают время свертывания крови. Опыт повторяют 2–3 раза и определяют средний арифметический показатель.

Протромбиновое время при стандартизованном тромбопластине в норме составляет 12–15 с. Поскольку могут быть отклонения в активности отдельных серий тромбопластина, то прибегают к вычислению протромбинового индекса по формуле: 
Протромбиновый индекс = 
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где А – протромбиновое время плазмы крови донора; Б – протромбиновое время исследуемого лица. В норме этот показатель равен 80–100 %.

При нормальном тромбиновом времени нарушения внеш​него механизма могут быть обусловлены дефицитом факторов VII, X, V или II, поскольку все они определяются протромбиновым временем.

Внутренний механизм формирования активного тромбина  включает факторы XII, XI, IX, VIII, X, V, II, но из них три последние оцениваются протромбиновым временем, поэтому при нормальном тромбиновом и протромбиновом времени нарушения внутреннего механизма свертыва​ния зависят только от факторов XII, XI, IX и VIII. Для оценки внутреннего пути активации свертывания крови используют общие коагуляционные тесты: время свертывания цель​ной крови, парциальное (частичное) тромбопластиновое время (или каолин-кефалиновое время), аутокоагуляционный тест.

Активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) время рекальцификации бедной тромбоцитами плазмы крови в стандартных условиях, создаваемых внесением коалина – (активатора XII фактора) и кефалина (аналога 3 тромбоцитарного фактора), для исключения влияния тромбоцитов на результат исследования (метод Proctor с соавт.). 

В пластиковую пробирку вносят 0,1 мл бедной тромбоцитами нитратной плазмы, 0,1 мл эритрофосфатида и 0,1 мл коалина, подогретого до 37 °С , смешивают и инкубируют при 37 °С в течение 2 мин. Добавляют 0,025 М хлорида кальция равного объема (0,1 мл), прогретого до 37 °С, и включают секундомер. Отмечают время образования сгустка. В норме активированное частичное тромбопластиновое время составляет 35–45 с. 

Аутокоагуляционный тест (АКТ) (по Беркарду с соавторами).
Стандартизация фосфолипидной и контактной активации начальной фазы процесса свертывания осуществляется добавлением к рекальцифицированной плазме крови гемолизата эритроцитов исследуемого больного (аутотест).

По данным, полученным через 2–6–8–10–20–30–40–50–60 мин после добавления гемолизат-кальциевой смеси, строят график, восходящая часть которого отражает динамику нарастания активности тромбопластина и тромбина, нисходящая часть – скорость  инактивации  тромбина за счет антитромбинов и продуктов фибринолиза.

Чувствительность метода зависит от гематокритного показателя и содер​жания эритроцитов у больного.

Нарушение только внутреннего механизма активации сверты​вания крови (при нормальном тромбиновом и протромбиновом времени) предполагает (с учетом соответствующей клиниче​ской картины) дефицит факторов VIII или IX, болезнь Виллебранда либо дефицит факторов XI и XII. Нарушение только протромбинового времени при нормальных показателях внутреннего механизма свертывания и нормальном тромбиновом времени предполагает дефицит фактора VII. Нарушение обоих механизмов активации свертывания (при нормальном тромбиновом времени) отмечается либо при наследственном дефиците факторов X, V, II, либо при нарушении их синте​за в печени.

Для уточнения конкретного фактора, дефицит которого мог вызвать обнаруженные нарушения гемокоагуляции,  проводят дифференцировочные тесты, основанные на коррекции (исправ​лении) дефектов свертывания при добавлении либо компонен​тов крови с заведомо известным недостатком того или ино​го фактора свертывания, либо ферментных препаратов (змеи​ных ядов, стафилокоагулазы).

Наряду с изучением коагуляционных механизмов проводят исследование антикоагуляционного звена системы свертывания крови и фибринолитической системы.

Представление о фиб​ринолитической активности крови дает ее определение эуглобулиновым методом.

Метод Ковальского (осаждение в кислой среде и при низкой температуре эуглобулиновой фракции, содержащей факторы свертывания крови и фибрино​лиза, главным образом плазминоген): 0,1 мл оксалатной плазмы (1:9) помещают в центрифужную пробирку, добавляют 1,8 мл кислой воды (рН 5,2). Пробирку ставят в холодильник при 4 °С (при этом из плазмы выпадает эуглобулиновая фракция). Через 30 мин пробирку вынимают и центрифугируют в течение 10 мин при 2000 об/мин. Надосадочную жидкость отсасывают, к осадку добавляют 0,1 мл бората натрия и ставят в термостат при 37 °С на несколько минут до полного растворения осадка. Добавляют 0,1 мл раствора хлорида кальция (содержащийся в эоглобулиновой факции фибриноген превращается  в фибрин), засекают время образования сгустка и вновь ставят пробирку в  термостат до полного лизиса сгустка.

Время от момента образования сгустка до его растворения выражает  фибринолитическую активность крови, которая в норме равна 3‑4 ч.

В последние годы стали применять более информативные, чем эуглобулиновый, методы исследования фибринолиза, основанные на дополнительной стандартизованной активации его стрептокиназой, а также методы выявления в плазме крови продуктов фибринолиза – ПДФ (иммунологические и химические) и их соединений с фибрин-мономерами и фибри​ногеном (паракоагуляционные пробы), методы исследования неферментативного фибринолиза по Б. А. Кудряшову. Повы​шение в плазме крови ПДФ и их соединений с фибрин-мономерами и фибриногеном указывает на происходящее в организме внутрисосудистое свертывание крови и активацию фибринолиза, причем блокада фибриногена и полимеризации фибрин-мономеров продуктами фибринолиза обусловливает наряду с потреблением ряда факторов свертывания крови развитие стадии гипокоагуляции при ДВС-синдроме.

Из физиологических антикоагулянтов имеет значение опре​деление уровня в крови антитромбина III – для выявления наследственной недостаточности (семейные случаи рецидивирующих тромбоэмболий), при ДВС-синдроме и оценке ожидаемого эффекта от гепаринотерапии, поскольку антикоагулирующее действие гепарина реализуется через антитромбин III.

Исследование
микроциркуляторно-тромбоцитарного гемостаза
Наиболее общими тестами, отражающими состояние сосудисто-тромбоцитарного гемостаза, являются определение дли​тельности кровотечения по Дуке и ретракция кровяного сгустка.
Уколочная проба Дуке. При уколе кончика пальца или мочки уха иглой на глубину 3—4 мм выступающую самостоятельно из ранки кровь снимают фильтровальной бумагой каждые 30 с. Продолжительность кровотечения в норме не превышает 4 мин, при тромбоцитопениях удлиняется до 20–30 мин и больше.

Определение ретракции кровяного сгустка. В гра​дуированную центрифужную пробирку помещают 2 мл венозной крови, закрывают пробкой с якорем и переворачивают на 45(, оставляют при комнатной температуре, периодически наклоняя и фиксируя момент, пока кровь не перестанет стекать кровь с якоря и не свернется. 

Пробирку устанав​ливают в водяную баню при 37 °С пробкой вниз на 2 часа. Спустя это время пробирку переворачивают, ставят в штатив, осторожно, не вынимая пробки, вращательными движениями отделяют сгусток, закрепившийся на якоре. Затем пробирку снова ставят в штатив на 10–15 минут. После этого пробку с укрепившимся на ней сгустком удаляют, а пробирку с жидкой кровью центрифугируют 15‑20 минут при 1500–2000 об/мин. По делениям пробирки раздельно учитывают объем сыворотки и форменных элементов крови. 

Расчет показателей:  

Имея показатели гематокрита, расчитываем спонтанный фибринолиз (СФ), ретракцию (Р) и гемостатические свойства сгустка (V, S, J, T) по следующим формулам:
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где f2 – объем сыворотки в мл из 2 мл взятой крови; Vpl – объем плазмы (л/л);
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где f3 – объем форменных элементов в мл из 2 мл крови; Vg – объем форменных элементов (л/л);
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Из проб на резистентность капилляров при тромбоцитопе​ниях и тромбоцитопатиях пользуются чаще “симптомом щипка” (на месте щипка через несколько минут появляется кровоизлияние, которое увеличивается неадекватно нанесенной травме капилляров) или “симптомом жгута” (симптом считается положительным, если при наложении на плечо жгута или манжетки тонометра на 3 мин при давлении 50 мм рт. ст. возникают петехии в  количестве не менее одной на 1 см2). 

В последние годы при диагностике тромбоцитопатий (ка​чественных изменений тромбоцитов) стали применять методы, позволяющие изучить адгезию, агрегацию, реакцию освобожде​ния тромбоцитов.

Из способов изучения адгезии тромбоцитов наиболее информативными являются закрытые методы, при которых кровь прямо из вены пропускается через колонку со стеклянными бусами (диаметр 0,5 мм) с соблюдением времени контакта. По разнице количества тромбоцитов в крови до и после прохождения через колонку судят о количестве тромбоцитов, подвергшихся адгезии к стеклу.

Агрегацию тромбоцитов исследуют в обогащенной тромбоцитами плазме крови с помощью ФЭКа или специальных фотометров (агрегометров), либо микроскопически – путем подсчета тромбоцитарных агрегатов и свободно лежащих тромбоцитов.

Агрегационную функцию тромбоцитов определяют при воздействии различных физиологических агрегирующих агентов: оптимальных и малых доз АДФ, коллагена (в эмульсии), адреналина, малых доз тромбина. 

При использовании малых доз АДФ и адреналина выявляется вторая волна агрегации, обус​ловленная “реакцией освобождения” из тромбоцитов собствен​ных агрегирующих агентов (АДФ, адреналина, тромбоксана и др.). Отсутствие второй волны агрегации – важный признак некоторых тромбоцитопатий. Дополнительное представление о реакции освобождения дает изучение тромбоцитарных факторов в плазме крови – 4-го пластиночного фактора, серотонина и др. 

Исследование тромбоцитарных компонентов после разрушения тромбоцитов (ультра​звуком или повторными замораживанием и оттаиванием) способствует разграничению нарушений реакции освобождения от недостаточности пула накопления в клетках этих компонентов. Исследование агрегации тромбоцитов под влиянием ряда нефизиологических агентов, например ристоцетина и бычьего фибриногена,  исполь​зуют в основном при диагностике болезни Виллебранда и синдрома Бернара–Сулье.

Кроме этих методов применяют электронно-микроскопические (изучение ультраструктуры тромбоцитов), радиоизотопные (определение продолжитель​ности жизни тромбоцитов), гистологические (исследование мегакариоцитов в срезах костного мозга) и иммунологические (определение антитромбоцитарных антител).
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