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Введение. Высокоточное определение гемостатических показателей плазмы и продуктов плазмы крови значимо 
для производственной трансфузиологии и контроля эффективности их клинического применения. Повторные изме-
рения увеличивают статистическую мощность, тем самым снижая вероятность совершения ошибки второго рода, 
которая описывается как ложноотрицательный результат и возникает, когда тест не может обнаружить действитель-
но существующий эффект.
Цель — оценить влияние увеличения количества повторных измерений на точность определения активности факто-
ра VIII и концентрации фибриногена в донорской плазме.
Материалы и  методы. Использованная в  исследовании человеческая донорская плазма была получена путем 
центрифугирования цельной крови. Критерием включения биоматериала в исследование было наличие неповторя-
ющейся комбинации характеристик донора: пол, возраст, группа крови и резус-принадлежность по наличию антиге-
на D. Донорами цельной крови для данной работы были мужчины и женщины в возрасте от 38 до 53 лет с группами 
крови: O (I), А (II) и B (III). Было выполнено по 27 повторяющихся измерений активности фактора VIII одностадийным 
клоттинговым методом и концентрации фибриногена клоттинговым методом по Клауссу на автоматическом коагу-
лометре «ACL TOP 300» с реагентами «HemosIL».
Результаты. Для активности фактора VIII разница значений, зарегистрированных в повторяющихся измерениях, 
достигала 20 МЕ/100 мл, а для концентрации фибриногена максимальная разница составляла 0,29 г/л. Представ-
лен расчет изменения доверительного интервала с увеличением числа повторных измерений. Если его уменьшение 
со второго по четвертое повторные измерения в среднем составило 83,5 % для измерений активности фактора VIII 
и 61,7 % для концентрации фибриногена, то с пятого по седьмой — 16,9 и 21,5 % соответственно.
Выводы. Несмотря на предпринимаемые преаналитические меры по уменьшению случайной погрешности, показа-
тели плазмы крови одной и той же донации могут принимать значения в широком диапазоне. Увеличение количества 
повторных измерений с 1 до 3 в случае измерения активности фактора VIII и концентрации фибриногена является 
эффективным средством повышения точности определения показателей. Однако при повторных последующих из-
мерениях будет происходить уменьшение прироста статистической мощности.
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Introduction. Highly accurate determination of hemostatic indices of plasma and blood plasma products is important for 
industrial transfusiology and monitoring the effi cacy of their clinical application. Repeated measurements increase statistical 
power, thereby reducing the likelihood of committing a second-order error, which is described as a false negative result and 
occurs when a test fails to detect a truly existing effect.
Aim: to evaluate the effect of increasing the number of repeated measurements on the accuracy of factor VIII activity and 
fi brinogen concentrations in donor plasma.
Materials and methods. Human donor plasma used in the study was obtained by centrifugation of whole blood. The cri-
terion for inclusion of biomaterial in the study was the presence of a non-repeatable combination of donor characteristics: 
sex, age, blood group and Rhesus affi liation by the presence of D antigen. Whole blood donors for this work were male and 
female aged between 38 and 53 years with groups: O(I), A(II) and B(III). 27 repeated measurements of factor VIII activity 
by the one-stage clotting method and fi brinogen concentrations by the Clauss clotting method were performed on automatic 
coagulometer ACL TOP 300 with HemosIL reagents.
Results. For factor VIII activity, the difference in values recorded in repeated measurements reached 20 IU/100 ml, and for 
fi brinogen concentrations the maximum difference was 0.29 g/L. The calculation of the change in the size of the confi dence 
interval with increasing number of repeated measurements is presented. While the decrease in size from the second to the 
fourth repeated measurement averaged 83.5 % for the measurement of factor VIII activity and 61.7 % for fi brinogen concen-
trations, from the fi fth to the seventh it was 16.9 % and 21.5 %, respectively.
Conclusions. Despite the pre-analytical measures taken to reduce random error, blood plasma parameters of the same 
donation can take values in a wide range. Increasing the number of repeat measurements from one to three in the case of 
measuring factor VIII activity and fi brinogen concentrations is an effective means of improving the accuracy of these indices. 
However, with subsequent repeated measurements there will be a decrease in statistical power growth.
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ABSTRACT

Введение
Высокоточное определение гемостатических пока-
зателей плазмы и продуктов плазмы крови значимо 
как для производственной трансфузиологии [1–3], так 
и для контроля эффективности клинического приме-
нения этих продуктов [4]. Существуют актуальные 
статистические проблемы анализа таких данных и ме-

тодологические проблемы получения сопоставимых 
результатов независимых исследований [5, 6]. В по-
пытке их решения рассматривались подходы к под-
готовке образцов плазмы крови для эксперименталь-
ных исследований по изучению термолабильности 
фактора VIII [6]. Для сравнения влияния различных 
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величин воздействий на сохранность этого гемостати-
ческого показателя заготовленные единицы человече-
ской донорской плазмы крови разделяли на образцы. 
В предшествующих исследованиях предполагалось, 
что пары [7, 8] или тройки [9] образцов, сформиро-
ванные из плазмы одного донора, имеют равные зна-
чения показателей свертывания, пока обеспечива-
ются одинаковые условия эксперимента, а разница 
в итоговых значениях вызвана тем или иным управ-
ляемым воздействием. В работе А. Tholpady и соавт. 
[10] подготовленные группы образцов плазмы кро-
ви замораживали и хранили в одинаковых услови-
ях, но оттаивание проводили при 37 °C для первой 
группы и при 45 °C — для второй. В ряде независи-
мых исследований, в которых воспроизводили разные 
средства аналогичных теплофизических условий экс-
перимента, результаты измерений не согласовывались. 
Если в работе А. Tholpady и соавт. [10] повышение 
температуры оттаивания плазмы и связанное с этим 
уменьшение времени достижения целевой темпера-
туры образцов приводило к повышению сохранности 
активности фактора VIII в среднем на 4 МЕ/100 мл, 
то в работе L. Dhantole и соавт. [11], наоборот, это 
привело к уменьшению на 3 МЕ/100 мл активности 
фактора VIII, а в работе [9] влияние смены величин 
воздействий на изменение активности гемостатическо-
го показателя не выявлено. Очевидно, что в приведен-
ном примере для дальнейшего исследования термола-
бильности фактора VIII необходим анализ источников 
погрешности измерений и оценка их величины.
В поисках новых научных знаний о достоинствах 
и недостатках методов измерений проводятся исследо-
вания, направленные на сравнение методов определе-
ния активности факторов свертывания крови. Между 
результатами измерений активности фактора VIII 
с помощью хромогенного и клоттингового методов мо-
гут быть расхождения [12, 13], но для приведенных 
выше примеров проверки гипотезы они не являются 
причиной качественных различий, поскольку в ра-
ботах сравнивали изменения показателей образцов, 
полученных из биоматериала, заготовленного в ре-
зультате одной и той же донации. Также не являют-
ся причиной качественных различий используемые 
реагенты [14]. В данном случае независимо от метода 
определения активности фактора свертывания кро-
ви наиболее значимым представляется рассмотрение 
проблемы уменьшения случайной погрешности изме-
рений.
Для рассматриваемого исследования термолабиль-
ности фактора VIII применимы известные способы 
минимизации ложного отклонения результатов изме-
рений [15] и правила обнаружения систематических 
ошибок [16]. Однако в комплексе мер по достижению 
высокой точности зачастую недооценивают значи-
мость погрешности при подготовке эксперименталь-

ных образцов. Например, объем парных образцов 
плазмы крови в предшествующих работах составлял 
от 200 до 220 мл [8] и даже до 240 мл [9] и до 250 [10] 
мл. Это — существенные различия. Было показано 
[17] влияние объема образца, в том числе для выше-
приведенных значений, на продолжительность дости-
жения целевой температуры. В случаях применения 
термических воздействий свыше 37 °C ошибки в рас-
чете их продолжительности могут привести к локаль-
ному перегреву образца плазмы крови [18]. В этом 
случае в образце увеличится пространственная нерав-
номерность активности антигемофильного глобулина. 
Маркером наступления такого события могут быть 
изменения нативной конформации других состав-
ляющих плазмы крови, которые отслеживают путем 
сравнения исходного и итогового значений, напри-
мер концентрации фибриногена [19]. Для измерения 
показателей требуется аналитический образец объе-
мом не более 5 мл. Поэтому его забор из эксперимен-
тального образца для определения итоговых значений 
необходимо осуществлять в той области контейнера 
с плазмой крови, которая на преаналитическом эта-
пе достигала максимальной температуры. Методика 
определения таких зон в зависимости от формы и на-
полненности контейнера с плазмой крови приведена 
в работе [18]. Уменьшением объема экспериментально-
го образца можно уменьшить разницу между макси-
мальными и минимальными значениями его темпера-
туры на преаналитическом этапе и повысить точность 
измерений. Кроме того, как отмечалось ранее [20, 21], 
перемешивание биоматериала может повлиять на ре-
зультат измерения.
Другим важным аспектом подготовки эксперимен-
тальных образцов является определение точности 
измерения исходных показателей донорской плазмы 
крови. Было принято считать, что у здоровых людей 
значения активности фактора VIII находятся в пре-
делах 0,50–1,50 МЕ/мл [22], но в проведенном иссле-
довании референсный диапазон был шире и составил 
0,82–2,18 МЕ/мл [23]. Известно, что погрешность из-
мерения активности фактора VIII зависит от его ве-
личины [24, 25], и при этом установлено, что в течение 
первых 6 ч после забора плазмы у донора активность 
фактора VIII уменьшается быстрее, чем в последую-
щий период [26]. Аналогично работе [27], в которой 
усреднение двойных и тройных измерений концент-
рации гемоглобина в образце крови значительно по-
высило точность измерений, можно предположить, 
что повторные измерения активности фактора VIII 
и концентрации фибриногена позволят существенно 
уменьшить случайную погрешность.
Целью исследования являлась оценка влияния уве-
личения количества повторных измерений на точность 
определения активности фактора VIII и концентра-
ции фибриногена в донорской плазме крови.
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Материалы и методы
Донорскую плазму получали путем центрифу-
гирования цельной крови. Критерием включения 
биоматериала в исследование было наличие непов-
торяющейся комбинации характеристик донора: 
пол, возраст, группа крови и резус-принадлежность 
по наличию антигена D. Донорами цельной кро-
ви для данной работы были мужчины и женщины 
в возрасте от 38 до 53 лет с группами крови O (I), 
А (II) и B (III). Исходя из известного влияния на ак-
тивность FVIII центробежного ускорения и времени 
центрифугирования [28], были применены едино-
образные технологические операции, в результате 
которых выполнено разделение каждой заготовлен-
ной единицы цельной крови на компоненты при цен-
трифугировании со скоростью 4000 об/мин в тече-
ние 15 мин. на оборудовании «Sorvall RC-3BP Plus» 
(Thermo Fisher, США). Объем заготавливаемых би-
оматериалов контролировали при помощи «Hemo 
Mixer» (Hemopharm, Франция).
Разделение полученной плазмы на аналитические 
образцы осуществляли автоматизировано [29] путем 
выдавливания из полимерного мешка перемешанно-
го биоматериала в полимерную трубку, разделенную 
затем автоматической высокочастотной сваркой [30] 
на контейнеры объемом 2,3 мл. Контейнеры не под-
вергали принудительным термическим воздействиям 
за исключением влияния контролируемой темпера-
туры лабораторных помещений, равной 23 ºС. Время 
от момента донации цельной крови до момента опреде-
ления значений гемостатических показателей не пре-
вышало 85 мин.

Было выполнено по 27 повторяющихся измерений ак-
тивности фактора VIII и концентрации фибриногена 
на автоматическом коагулометре «ACL TOP 300» (IL 
Werfen, США). В работе использовали одностадийный 
клоттинговый метод как наиболее распространенный 
метод определения активности факторов свертывания 
крови [13, 23, 31], а клоттинговый метод по Клауссу — 
для определения концентрации фибриногена. Для изме-
рений были использованы реагенты «HemosIL» (Werfen 
S. A., Испания): Factor VIII defi cient plasma part number 
0020012800 и Q. F. A. Thrombin (Bovine) part number 
0020301800 (2ml)/0020301700 (5ml). Количество повто-
ряющихся измерений в работе выбрано исходя из ми-
нимального количества измерений, требующихся 
для обнаружения систематических ошибок [16].
Статистический анализ. Статистические расчеты, 
построение диаграмм размаха и графиков выполнили 
в программе для статистической обработки и визуали-
зации данных «Jamovi v.2.3.28». Выявление аномаль-
ных значений осуществляли по принципу принадлеж-
ности результата повторного измерения к полуторному 
межквартильному интервалу.

Результаты
Измеренные значения активности фактора VIII 
и концентрации фибриногена в аналитических образ-
цах представлены на рисунке 1 в виде диаграмм раз-
маха для демонстрации вариативности результатов 
повторного определения гемостатических показателей 
плазмы крови. Полученные данные были объедине-
ны в четыре группы с обезличенными названиями: 

Рисунок 1. Диаграммы размаха повторно измеренных значений активности фактора VIII и концентрации фибриногена в четырех группах аналитических образцов плазмы 
крови
Figure 1. Box plots of repeatedly measured values of factor VIII activity and fi brinogen concentrations in four groups of blood plasma analytical samples
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Донор 1, Донор 2, Донор 3 и Донор 4. Каждая груп-
па представляла собой совокупность измерений по-
казателей в образцах плазмы крови, заготовленной 
в результате одной из четырех уникальных донаций. 
Статистические данные, полученные на основе по-
вторных измерений, представлены в таблице 1.
Были определены размеры доверительных интер-
валов измерения активности фактора VIII и концен-
трации фибриногена во всех группах аналитических 
образцов плазмы крови на каждом этапе работы. 
На рисунке 2 представлено хронологическое измене-
ние размера доверительного интервала по мере уве-
личения количества измерений. Для расчета были 
выбраны коэффициенты Стьюдента, соответствующие 
доверительной вероятности, равной 0,95 и предполо-
жению о том, что выборочные средние соответствуют 
t-распределению с N – 1 степенями свободы, где N — 
это число повторных измерений.
В каждой из четырех групп результаты измерений 
не имели тенденцию к одному и тому же направлению, 
то есть постепенному повышению или постепенному 
понижению значений.
По мере накопления результатов измерений промежу-
точный анализ совокупности данных приводил к обна-
ружению единичных аномальных значений показателей. 
При измерении активности фактора VIII это произошло 
в 3 из 4 выборок после пятого измерения, а при измере-
нии концентраций фибриногена в одной выборке после 
четвертого измерения и в двух после пяти измерений. 
Однако после 7 повторных измерений в каждой груп-
пе не было зарегистрировано значений, оказавшихся 
за пределами полуторного межквартильного интервала.

Таблица 1. Статистические результаты измерения активности фактора VIII и концентраций фибриногена в четырех группах аналитических 
образцов плазмы крови
Table 1. Statistical results of measuring factor VIII activity and fi brinogen concentrations in four groups of blood plasma analytical samples

Показатель, единицы измерения
Indicator, units

Группа 
образцов

Sample 
group

Среднее
Mean

Медиана
Median

Стандартное 
отклонение

Standard 
deviation

Минимум
Minimum

Максимум
Maximum

Активность фактора VIII, МЕ/100 мл
Factor VIII activity, IU/100 mL

Донор 1
Donor 1 104 103 2,9 102 109

Донор 2
Donor 2 121 120 7,3 110 130

Донор 3
Donor 3 127 125 5,5 120 136

Донор 4
Donor 4 132 133 4,4 125 137

Концентрация фибриногена, г/л
Fibrinogen concentration, g/L

Донор 1
Donor 1 2,74 2,78 0,079 2,63 2,81

Донор 2
Donor 2 2,49 2,47 0,076 2,38 2,60

Донор 3
Donor 3 2,38 2,38 0,099 2,21 2,50

Донор 4
Donor 4 2,49 2,49 0,035 2,45 2,55

Рисунок 2. Графики изменения размера доверительного интервала в зависимо-
сти от количества повторных измерений активности фактора VIII и концентраций 
фибриногена в четырех группах аналитических образцов плазмы крови
Figure 2. Plots of the change  in confi dence  interval size as a function of the number 
of repeated measurements of factor VIII activity and fi brinogen concentrations  in four 
groups of blood plasma analytical samples
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Обсуждение
Установлено, что, несмотря на предпринимаемые 
преаналитические меры по уменьшению случайной 
погрешности, результаты измерений активности фак-
тора VIII и концентрации фибриногена в плазме крови, 
полученной при одной и той же донации, варьировали 
в широком диапазоне. Для активности фактора VIII, 
определяемой одностадийным клоттинговым мето-
дом, разница значений, зарегистрированных в 7 по-
вторяющихся измерениях, достигала 20 МЕ/100 мл, 
а для концентраций фибриногена, измеренных также 
7 раз клоттинговым методом по Клауссу, максималь-
ная разница составила 0,29 г/л. Это предопределяло 
значимость выбора оптимального числа повторных из-
мерений в исследованиях с групповыми сравнениями 
[7–11], а также это важно учитывать при контроле про-
изводства компонентов крови [32–34]. Повторные из-
мерения увеличивают статистическую мощность [35], 
тем самым уменьшая вероятность совершения ошибки 

второго рода, которая описывается как ложноотрица-
тельный результат и возникает, когда тест не может об-
наружить действительно существующий эффект [36].
Продемонстрированный расчет изменения размера 
доверительного интервала с увеличением количества 
повторных измерений согласуется в целом с выводами 
в работе [35]. Увеличение количества повторных из-
мерений с одного до трех при измерениях активности 
фактора VIII и концентраций фибриногена является 
эффективным средством повышения точности опреде-
ления показателей и может использоваться для сокраще-
ния выборки образцов в измерительной задаче. Также 
следует вывод о последующем снижении прироста ста-
тистической мощности. Если уменьшение доверитель-
ного интервала измерений активности фактора VIII 
и концентрации фибриногена со второго по четвертое 
измерения в среднем составило 83,5 и 61,7 %, соответст-
венно, то с пятого по седьмой — уже 16,9 и 21,5 %.
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