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Применение метода спектроскопии 
комбинационного рассеяния света 
с использованием оригинального оптического 
сенсора для оценки лабораторной эффективности 
антиагрегантных препаратов
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РЕЗЮМЕ
В современной клинической практике основным методом контроля за лабораторной эффективностью антиагрегантных препаратов 
является агрегометрия, однако данный метод не лишен ограничений. В связи с чем существует объективная потребность в разработке 
альтернативных методов. Одним из перспективных направлений является метод спектроскопии комбинационного рассеяния света (КРС).
Цель исследования: разработка метода выявления высокой остаточной реактивности тромбоцитов (ОРТ) у пациентов с ССЗ, получающих 
ацетилсалициловую кислоту (АСК) или клопидогрел методом спектроскопии гигантского комбинационного рассеяния света (ГКРС) 
с использованием оригинального оптического биосенсора.
Материалы и методы исследования. Богатая тромбоцитами плазма пациентов с сердечно-сосудистыми заболеваниями (ССЗ) была 
исследована методом ГКРС с использованием оригинального оптического биосенсора. Агрегационную активность тромбоцитов 
исследовали при помощи агрегометра Siemens PFA‑200 с тремя видами картриджей – Collagen/EPI, Collagen/ADP, P2Y. Линейный 
дискриминантный анализ Фишера был проведен с использованием пакета Statistica 13.0.
Результаты исследования. Анализ ГКРС-спектров с использованием разных значений частотных сдвигов (970 см‑1 или 1590 см‑1), позволяет 
оценивать лабораторную неэффективность раздельно для АСК и клопидогрела. Так, количество пациентов с высокой остаточной 
реактивностью тромбоцитов (ОРТ) при использовании АСК составило 41,7 % ± 6,3 %, а при терапии клопидогрелом – 36,7 % ± 6,2 %, 
аналогичные значение при использовании агрегометрии составили 43,5 % ± 10,3 % и 30,4 % ± 9,6 %.
Заключение. Применение метода ГКРС-спектроскопии с использованием оригинального оптического биосенсора позволяет выделять 
в популяции пациентов с ССЗ, получающих терапию антиагрегантами, пациентов с высокой ОРТ.
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SUMMARY
The main method for monitoring the laboratory effectiveness of antiplatelet drugs in modern clinical practice is aggregometry, but this method is 
not without limitations. In this connection, there is an objective need to develop alternative methods. One of the promising areas is the method 
of Raman spectroscopy (RS).
Objective: development of a method to detect high residual platelet reactivity (RPR) in patients with CVD receiving acetylsalicylic acid (ASA) 
or clopidogrel by giant Raman spectroscopy (GRS) using an original optical biosensor.
Material sand Methods. Platelet-rich plasma of patients with cardiovascular diseases (CVD) was investigated by Raman spectroscopy using an 
original optical biosensor. Platelet aggregation activity was investigated using a Siemens PFA‑200 aggregometer with three types of cartridges – 
Collagen/EPI, Collagen/ADP, and P2Y. Fisher’s linear discriminant analysis was performed using Statistica 13.0 package.
Results. Raman spectra analysis using different values of frequency shifts (970 cm‑1 or 1590 cm‑1), allows to evaluate laboratory ineffectiveness 
separately for ASA and clopidogrel. Thus, the number of patients with high residual platelet reactivity (RPR) was 41.7 % ± 6.3 % with ASA and 
36.7 % ± 6.2 % with clopidogrel therapy; similar values using aggregometry were 43.5 % ± 10.3 % and 30.4 % ± 9.6 %.
Conclusion. Application of the method of Raman spectroscopy using the original optical biosensor allows to distinguish patients with high RPR 
in the population of patients with CVD receiving antiaggregant therapy.
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Введение
Ежегодно от сердечно-сосудистых заболеваний по дан-

ным Всемирной организации здравоохранения умирает 
17,9 миллионов человек, что составляет 31 % от всех дру-
гих причин смерти в мире, из них на долю ишемической 
болезни сердца (ИБС) приходится 44 % смертей от ССЗ 
[1]. В Российской Федерации насчитывается около 31 млн 
человек, страдающих ССЗ [2]. В настоящее время анти-
агрегантные препараты (АП) являются неотъемлемой 
частью терапии пациентов с ИБС согласно рекомендациям 
Российского кардиологического общества [3].

В то же время нередко у пациентов с ССЗ не достигается 
ожидаемый ответ при использовании АП, что приводит к повы-
шению риска повторных сердечно-сосудистых событий [4, 5]. 
В таких случаях принято говорить о резистентности к терапии 
АП, хотя, на сегодняшний день не существует общепринятого 
определения резистентности к АП, это связано, прежде все-
го, с отсутствием надежных методов оценки эффектов АП 
на функцию тромбоцитов [5, 6]. В современной клинической 
практике основным методом контроля за лабораторной эф-
фективностью АП является агрегометрия [7]. Различные виды 
агрегометрии, включая световую (оптическую), импедансную 
и другие, имеют свои достоинства и ограничения, в том чис-
ле вариабельность результата в зависимости от количества 
тромбоцитов и преаналитических процессов [8, 9].

В связи с чем существует объективная потребность в раз-
работке альтернативных методов оценки активности тром-
боцитов в клинической практике. Одним из перспективных 
направлений является метод спектроскопии комбинационно-
го рассеяния света (КРС). К потенциальным преимуществам 
метода относят высокую чувствительность, невысокий риск 
деструкции образца, минимальная необходимость в пробо-
подготовке, что открывает широкий спектр возможностей 
применения в биомедицинских исследованиях [10–12].

Цель исследования: разработка метода выявления 
высокой остаточной реактивности тромбоцитов (ОРТ) 
у пациентов с ССЗ, получающих ацетилсалициловую 
кислоту (АСК) или клопидогрел методом спектроскопии 
гигантского комбинационного рассеяния света (ГКРС) 
с использованием оригинального оптического биосенсора.

Материалы и методы
Исследование проведено на базе Клинико-диагности-

ческого центра БФУ им. И. Канта. Протокол проведения 
исследования был одобрен Независимым этическим коми-
тетом Центра клинических исследований БФУ им. И. Канта 
(Выписка из протокола заседания № 8 от 16.05.2019 г.). 
Все участники исследования подписали 2 экземпляра 
Информированного согласия до проведения всех процедур, 
предусмотренных данным исследованием.

В исследование включали пациентов с ССЗ, общее 
количество обследованных участников исследования со-
ставило 101, возраст ≥ 18 лет. Исследуемая популяция 
была разделена на 2 группы. Это позволило более точно 
стратифицировать обследованных и использовать кли-
нические данные. У всех участников исследования была 
проведена оценка факторов сердечно-сосудистого риска 
и расчет значения по шкале SCORE [13]. В исследование 

включали пациентов, страдающих ССЗ, риск смерти ко-
торых в ближайшие 10 лет по шкале SCORE от ССЗ был 
высокий (5–10 %) и очень высокий (более 10 %). Все па-
циенты были разделены на две группы: в группу 1 были 
включены пациенты, которые не получали терапию ка-
кими-либо АП или НПВС в течение предыдущих 7 дней; 
в группу 2 включали пациентов, получавших стабильную 
терапию антиагрегантами (АСК в дозе 75–100 мг 1 раз 
в сутки в течение 7 дней или более, клопидогрел 75 мг 1 
раз в сутки в течение 7 дней или более) (табл. 1).

Агрегационную активность тромбоцитов исследовали 
при помощи агрегометра INNOVANCE Siemens PFA 200 
(PFA‑200, Siemens Healthineer, Мюнхен, Германия). Анализ 
был поведен с тремя видами картриджей – 1) содержащие 
коллаген / эпинефрин (Collagen/EPI), 2) содержащие колла-
ген/АДФ (Collagen/ADP), 3) содержащие простагландин Е1 
(P2Y). Для проведения агрегометрии образцы свежей веноз-
ной крови собирали в вакуумную пробирку, содержащую 
цитрат натрия (Vacutainer 4,5 мл с цитратом натрия 3,2 % 
®), после экспозиции при комнатной температуре в течение 
1,5–3 ч. 800 мкл крови загружались в картридж анализатора.

Для исследования тромбоцитов методом ГКРС использо-
вали богатую тромбоцитами плазму (БТП), для чего венозную 
кровь собирали в пробирку, содержащую ЭДТА (K2EDTA 
с напылением BD Vacutainer®). Далее образцы подвергались 
центрифугированию при 60g в течение 15 мин для отделения 
БТП, затем ее второй раз центрифугировали при 60g в течение 
15 мин для осаждения лейкоцитов и эритроцитов. На послед-
нем этапе тромбоциты были осаждены путем центрифугиро-
вания супернатанта при 1500g в течение 15 мин. Все этапы 
центрифугирования были проведены при 4◦C с использованием 
центрифуги Eppendorf 5702 R [14]. Для усиления КРС-сигнала 
и получения сигнала ГКРС, БТП наносили на оригинальный 
биосенсор, представляющий модифицированную фемто-
секундным лазером титановую поверхность с нанесенным 
абляционным золотом (рис. 1) [15]. Для регистрации спектров 
использовался спектрометр Centaur U HR со спектральным 
разрешением 2,5 см‑1, как было описано нами ранее [16].

Для классификации интенсивностей спектров ГКРС, полу-
ченных на определенных частотных сдвигах (ЧС), был прове-
ден линейный дискриминантный анализ Фишера с использова-
нием соответствующих функций пакета Statistica 13.0. В каче-
стве группирующих переменных были использованы показа-
тели потоковой агрегометрии, проведенной с использованием 

Таблица 1
Клинико-анамнестические характеристики пациентов, 

включенных в исследование

Характеристика Группа 1 Группа 2

Количество участников, n 41 60

Возраст, лет,
Me (Q25; Q75)

65
(56; 82)

67
(51; 81)

Пол, n (%)
Женщины
Мужчины

31 (76 %)
10 (24 %)

48 (80 %)
12 (20 %)

Прием ЛС, n (%)
АСК

Клопидогрел
0
0

100
25

SCORE,
Me (Q25; Q75)

10,8
(5,2; 25,1)

9,7
(5,8; 17,2)

Примечание: Ме – медиана, Q75–25-й процентиль, Q75–75-й процентиль.
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различных картриджей системы INNOVANCE PFA‑200 
(«Siemens», Германия). В качестве категориальных пере-
менных были исследованы значения интенсивностей ГКРС-
спектров, полученные на наиболее информативных частотных 
сдвигах, выявленных нами ранее [16].

Для преобразования количественных значений времени 
закрытия (СТ) капилляра агрегометра к неколичественным 
(номинативным) значениям, использовали следующие 
критерии. Для теста COL/ADP референтный диапазон CT 
составил – 96,2–114,5 сек. как для мужчин, так и женщин. 
Для теста COL/EPI общий референтный диапазон СТ 
составил для мужчин – 161,3–199,6 сек., для женщин – 
131,2–193,4 сек. Для теста P2Y референтные значения 
СТ – 73,2–88,0 сек., независимо от гендерной принадлеж-
ности [17]. Учитывая, что основной целью исследования 
являлась оценка остаточной реактивности тромбоцитов, 
количественные значения CT, преобразовывали в два ка-
чественных значения – «высокая остаточная реактивности 
тромбоцитов (ОРТ)» и «отсутствие высокой ОРТ». Данное 
разделение использовалось прежде всего для выявления 
тромбоцитарной гиперфункции – фактора риска разви-
тия тромботических и тромбоэмболических осложнений 
у пациентов, получающих АП. При превышении верхних 
значений, указанных референтных диапазонов пациенты 
классифицировались как пациенты с высокой ОРТ.

Для использования ГКРС-спектроскопии при оценке 
эффективности антиагрегантной терапии была решена за-
дача классификации (определения пограничных значений) 
интенсивностей ГКРС-спектров, для выявления пациентов 
с высокими значениями ОРТ на фоне проводимой тера-
пии. Дискриминантный анализ выполнен в 3 этапа: первый 
этап – построение классификационной модели, второй 
этап – оценка точности модели, третий этап – использование 
разработанного классификатора для оценки выявления паци-
ентов с высокой ОРТ. На основании оценки отобраны только 
те ЧС, для которых значение вероятности (p) для критерия 
Фишера (F) было < 0.05. На третьем этапе осуществлялась 
классификация интенсивностей спектров ГКРС для 1 и 2 
групп пациентов на основе выработанных решающих правил.

Результаты
При проведении дискриминантного анализа в качестве 

наиболее информативных маркеров оценки активности 
тромбоцитов были отобраны 2 ЧС – 970 см‑1 для оценки 
эффективности АСК и 1590 см‑1 для оценки эффективности 
блокаторов P2Y 12 рецепторов (Таблица 2). Использование 

значений, полученных при ГКРС-спектроскопии на других 
ЧС, оказалось менее информативным, а значения p превыша-
ли 0.05. Проведение дискриминационного анализа позволи-
ло выделить константы дискриминации для интенсивностей 
ГКРС-спектров, которые составили 12254,35 и 12623,13 
для частотных сдвигов 970 см‑1 и 1590 см‑1, соответственно. 
Точность классификации с использованием установленных 
уравнений дискриминантных функций составила 84 % для 
ЧС 970 см‑1 и 88 % для ЧС 1590 см‑1 (табл. 2).

Использование построенной дискриминационной 
модели позволило провести классификацию значений, 
полученных при ГКРС-спектроскопии тромбоцитов 
с использованием оригинального оптического сенсора 
и использовать этот подход для выделения популяции 
пациентов с высокой ОРТ из числа пациентов, страдающих 
ССЗ, получающих АП (группа 2). При этом были выделе-
ны частотные сдвиги в ГКРС-спектрах, специфичные для 
оценки функции разных групп АП – 970 см‑1 для ингиби-
торов ЦОГ1 и 1590 см‑1 для блокаторов P2Y 12 рецепторов 
(табл. 3). Таким образом, использование полученной 
константы дискриминации позволило классифициро-
вать оценку интенсивностей, зарегистрированных при 
ГКРС-спектроскопии у пациентов Группы 2, и оценить 
эффективность использования АТ препаратов (табл. 3).

Как видно из таблицы 3, метод ГКРС-спектроскопии 
с использованием оригинального оптического сенсора, по-
зволяет выделять в популяции пациентов с ССЗ, получающих 
АП, пациентов с высокой ОРТ, т. е. с высоким риском кли-
нической неэффективности антиагрегантной терапии. При 
этом, анализ ГКРС-спектров с использованием разных зна-
чений частотных сдвигов (970 см‑1 или 1590 см‑1), позволяет 

Рисунок 1. Наноструктурированные золотыми частицами титановые 
поверхности, используемые для получения ГКРС-спектров тромбоцитов

Таблица 2
Данные для построения дискриминантых функций классификатора интенсивностей ГКРС-спектров

Исследуемая группа антиагрегантных препаратов Ингибиторы ЦОГ1 (АСК) Блокаторы P2Y 12 рецепторов

Тип картриджа прибора PFA‑200 для получения значений дискриминантной переменной COL/ADP P2Y
ЧС, ГКРС-спектров, для которых выполнялось условие p< 0.05 для критерия Фишера (F) 970 см‑1 1590 см‑1

Значение F 5,055 19,419
Вероятность P для значения F 0,03 0,00002

Константа дискриминационной функции -1,99 -2,58

Множитель дискриминантной функции 0,00015 0,00017

Уравнение дискриминантной функции Ф = –1,99 + 0,00015 * х Ф = –2,58 + 0,00017 * х
Константа дискриминации 12254 10613

Точность классификации,% 84 88 %
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оценивать данный показатель раздельно для ингибиторов 
ЦОГ1 и блокаторов P2Y 12 рецептов. Так, количество па-
циентов в группе 2 с высокой ОРТ при использовании АСК 
составило 41,7 % ± 6,3 %, а при терапии клопидогрелом – 
36,7 % ± 6,2 %, аналогичные значение при использовании 
референтного метода составили 43,5 % ± 10,3 % и 30,4 % ± 
9,6 %. При этом статистически значимых различий между 
показателями, определенными изучаемым и референтным 
методом, выявлено не было – Х2 критерий 0.022 и 0.018, 
при уровнях значимости p=0.882 и p=0.894 для оценки па-
циентов, получавших АСК и клопидогрел, соответственно.

Обсуждение
В нашем исследовании впервые собраны клинико-лабо-

раторные данные, позволившие рассчитать пограничные зна-
чения (константы дискриминации) для выявления пациентов 
с высокими значениями ОРТ методом ГКРС-спектроскопии 
БТП с использованием оригинального биосенсора. А имен-
но, 12254,35 для ацетилсалициловой кислоты на частотном 
сдвиге 970 см‑1 и 12623,13 для клопидогрела на частотном 
сдвиге 1590 см‑1. Точность классификации с использова-
нием установленных пограничных значений и полученно-
го уравнения дискриминантной функций составила 84 % 
для ацетилсалициловой кислоты и 88 % для клопидогрела. 
Полученные результаты позволяют рассматривать метод 
ГКРС-спектроскопии БТП как один из методов оценки эф-
фективности антитромбоцитарной терапии. При этом важным 
преимуществом технологии ГКРС является возможность ее 
реализации в виде компактных приборов. Внедрение тех-
нологии ГКРС (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS) 
в последние несколько лет активно используется зарубежны-
ми исследователями и производителями, в том числе и для 
создания компактных приборов для диагностики ССЗ [18–20].

На наш взгляд важным фактом является выявление 
маркеров для пациентов с ССЗ, получающих терапию бло-
каторами ЦОГ‑1 (АСК) и блокаторами P2Y 12-рецепторов. 
Данными биомаркерами являются изменения интенсивности 
ГКРС-спектров на частотном сдвиге 970 см‑1 (F=5,5, p=0,03) 
на фоне терапии АСК, на частотном сдвиге 1590 см‑1 (F=19,4, 
p=0.00002) на фоне терапии клопидогрелом. Выявленная 
селективность позволяет использовать разработанный нами 
оптический биосенсор для оценки эффективности двух 
классов антитромботических препаратов. Подобный подход 
в настоящее время реализуется путем использования разных 
активаторов свертывания при проведении агрегометрии [19].

Полученные в исследовании данные могут быть исполь-
зованы для разработки комплексных алгоритмов персона-
лизации антиагрегантной терапии пациентов с сердечно-со-
судистыми заболеваниями, разработки прибора для оценки 
эффективности и безопасности лечения, а также позволят 
снизить возможные социально-экономические затраты, воз-
никшие вследствие осложнений антиагрегантной терапии.

В результате исследования установлено, что частота 
выявления высокой ОРТ у пациентов с ССЗ, определенная 
методом ГКРС-спектроскопии БТП и референтным методом 
статистически не различались (p>0.05) и составила 41,7 % ± 
6,3 % при терапии ацетилсалициловой кислотой и 36,7 % ± 
6,2 % при терапии клопидогрелом, соответствующие значения 
при использовании метода потоковой динамической агрего-
метрии составили 43,5 % ± 10,3 % и 30,4 % ± 9,6 %. Таким 
образом нами была отвергнута гипотеза о наличии статис-
тически значимых различий при использовании изучаемого 
и референтного метода. Однако в дальнейшем необходимо 
проведение расчета аналитических характеристик метода 
с использованием более обширной выборки пациентов.

К ограничениям настоящего исследования можно от-
нести гетерогенность популяции, связанную с включение 
пациентов с разными формами ИБС. Кроме того, в нашем 
исследовании не анализировались пациенты, получавшие 
двойную АТ и пациенты, получающие ингибиторы P2Y 12, 
отличные от клопидогреля, такие как тикагрелор.

Заключение
Применение метода КРС-спектроскопии БТП с исполь-

зованием оригинального оптического биосенсора позволяет 
выделять в популяции пациентов с ССЗ, получающих 
терапию АП, пациентов с высокой ОРТ. Биомаркеры лабо-
раторной неэффективности выявлены на ЧС 970 см‑1 при 
терапии ацетилсалициловой кислотой и на ЧС 1590 см‑1 
при терапии клопидогрелом.
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