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Обширные травмы относят к неотложным 
состояниям, которые, как правило, сопровожда-
ются тяжелыми кровотечениями, нередко с фор-
мированием геморрагического шока, что пред-
ставляет собой серьезную угрозу для здоровья 
и жизни людей [16]. В рамках данной проблемы 
внимание исследователей привлечено к поиску 
новых и эффективных способов управления трав-
ма-ассоциированной кровопотери, в том числе на 
фоне действия известных антитромботических 
препаратов [12]. В настоящее время в медицин-
ской практике используется ряд лекарственных 
препаратов, обладающих доказанным и объяс-
нимым системным гемостатическим действием 
[14]. Их эффективность обусловлена усилением 
коагуляционных свойств крови/тромботического 
потенциала, что, помимо терапевтического эф-
фекта, не исключает риск развития артериальных 
или венозных тромбозов [11, 16]. Данное обсто-
ятельство способствует поиску инновационных, 
сравнительно более безопасных препаратов, об-
ладающих системным кровоостанавливающим 
действием.

В основе механизмов, приводящих к оста-
новке кровотечения при травме, лежит образо-
вание тромба (сгустка фибрина, содержащего 
клетки крови). Последний формируется, как из-
вестно, в результате взаимодействия тромбина 
(фактора IIa) с фибриногеном в ходе реакций са-
мосборки фибрин-мономера (ФМ), лишенного 
фибринопептидов А и В [2, 4]. Интерес к систем-
ному применению ФМ в эксперименте in vivo и 
оценке его влияния на систему гемостаза возник 
около 50 лет назад, что иллюстрируется работой 
Б.А.  Кудряшова и соавт. [3]. По ее результатам 
установлена прямая связь введения в кровоток 
экспериментальных животных экзогенного ФМ 
(25  мг/кг и более) с массированным тромбооб-
разованием магистральных сосудов и летально-
стью. Ранее, с нашим участием, продемонстриро-
вано, что значительно меньшие дозы ФМ (от 0,5 

до 5,0 мг/кг), вводимые внутривенно, совмести-
мы с жизнью животных [5], однако анализа био-
логических свойств ФМ в данной работе прове-
дено не было. Целью настоящего исследования 
явилась оценка системных гемостатических и 
протромботических эффектов ФМ при его вну-
тривенном введении животным на фоне дозиро-
ванной травмы печени.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Работа включала в себя два этапа. Первый 
был посвящен исследованиям лиофилизирован-
ного препарата ФМ, полученного из плазмы кро-
ви человека в соответствии с ранее зарегистри-
рованной технологией [6], второй – проведению 
экспериментальных исследований in vivo. Иссле-
дования на животных проводили в соответствии 
с Европейской конвенцией и директивами по 
охране позвоночных животных, используемых в 
эксперименте, 86/609/ЕЕС, а также Хельсинкской 
декларацией и «Правилами проведения работ с 
использованием экспериментальных животных» 
[10]. Работа одобрена локальным этическим ко-
митетом Алтайского государственного медицин-
ского университета.

Анализ ФМ предусматривал:
– характеристику ФМ по молекулярной мас-

се α-, β- и γ-цепей с помощью денатурирующе-
го электрофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия по методу 
U.K. Laemmli [13];

– оценку иммунологического сходства ФМ и 
фибриногена человека («Sigma-Aldrich», США) 
методом иммуноблоттинга с использованием 
оборудования и реагентов фирмы «Bio-Rad» по 
технологии, описанной G.L. Soe et al. [17];

– исследование на наличие примесей тром-
бина (фактора IIa) в препарате ФМ по измере-
нию скорости гидролиза хромогенного субстрата 
тромбином (при 405 нм) на спектрофотометре 

Исследование системы гемостаза включало в себя оценку числа тромбоцитов в венозной крови, уровней фи-
бриногена и D-димера в плазме крови. Результаты и их обсуждение. Кровопотеря после дозированной травмы 
при введении плацебо составила 10,0 [4,0; 15,7] % объема циркулирующей крови (медиана [25-й процентиль; 
75-й процентиль]). Введение ФМ в дозах 0,25, 2,5 и 5,0 мг/кг приводило к уменьшению кровопотери в 6,3 
(р < 0,001), 7,8 (р < 0,001) и 2,7 раза (р = 0,04) (1,6 [1,0; 3,0], 1,3 [0,6; 1,6] и 3,7 [2,8; 5,5] % объема циркули-
рующей крови соответственно). В высоких дозах (2,5 и 5,0 мг/кг) ФМ минимизировал кровопотерю за счет 
активации коагуляционных свойств крови и тромбообразования, что иллюстрировалось 7–8-кратным ростом 
уровня D-димера (в сравнении с плацебо). Применение ФМ в дозе 0,25 мг/кг не сопровождалось увеличением 
содержания D-димера, хотя и многократно уменьшало кровопотерю. Заключение. Полученные данные свиде-
тельствуют о наличии у низкодозированного ФМ (0,25 мг/кг) уникальных гемостатических свойств, открывают 
возможности к созданию нового поколения гемостатических препаратов системного действия.

Ключевые слова: система гемостаза, фибрин-мономер, травма печени, паренхиматозное кровотечение, ге-
мостатический эффект, кролики.
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«Photometer 5010 v5+» («Robert Riele GmbH Co 
& KG», Германия). Эту активность идентифици-
ровали в смеси водного раствора ФМ (11,0 мг/
мл) и специфичного к тромбину «Tos-Gly-Pro-
Arg-ANBA-IPA» («Siemens AG», Германия) хро-
могенного субстрата, взятого в концентрации 
2,0 ммоль/л. Параллельно такая активность опре-
делялась в растворах плацебо и тромбина челове-
ка (3 NIH ед/мл, «Технология-Стандарт», Россия).

Работы, посвященные изучению системных 
гемостатических и протромботических эффектов 
ФМ, проведены на 82 кроликах-самцах породы 
«Шиншилла» массой 3,0–4,0 кг. С использовани-
ем генератора случайных чисел статистической 
программы Statistica 10 («StatSoft», США) были 
сформированы 7 групп экспериментальных жи-
вотных. В первую группу вошли животные, кто-
рым ввели в краевую вену уха плацебо (4,0  М 
раствор мочевины, соответствующий ее концен-
трации в растворе ФМ), группы 2–7 составили 
животные, которым внутривенно вводили рас-
твор ФМ в дозах 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5 и 5,0 мг/кг 
массы тела соответственно. Забор крови прово-
дили после надреза краевой вены уха в пробирку, 
содержащую 0,11 М (3,8%-й) раствор цитрата на-
трия (соотношение крови и цитрата 9 : 1). Стаби-
лизированную цитратом кровь центрифугирова-
ли при 1200  g в течение 15  минут, полученную 
обедненную тромбоцитами плазму использовали 
для исследования системы гемостаза. Кровь заби-
ралась дважды: до внутривенного введения при 
помощи иглы-катетера «Cathy» (фирма «HMD») 
препаратов (раствора плацебо и ФМ), а также 
спустя 1  ч после инъекции – перед нанесением 
дозированной травмы печени.

Дозированную травму печени у наркотизи-
рованных кроликов проводили в соответствии с 
имеющимися рекомендациями [8]. Объем кро-
вопотери устанавливали в % от объема цирку-
лирующей крови с учетом массы тела животных 
[7–9]. 

Исследование системы гемостаза включало в 
себя оценку числа тромбоцитов в венозной кро-
ви с использованием гематологического анали-
затора «Drew3» («Drew Scientific Group», США), 
концентрации фибриногена на коагулометре 
«Thrombostat 2» («Behnk Elektronik», Германия) с 
применением набора реагентов «Тех-Фибриноген-
тест» («Технология-Стандарт», Россия) и уров-
ня D-димера в плазме крови (тест-система 
«NycoCard® D-Dimer», «Axis-Shield PoC AS», Нор-
вегия) с использованием анализатора-рефлектоме-
тра «NycoCard Reader II» («Axis-Shield PoC AS»).

Распределение признаков в выборках оцени-
вали по критерию Шапиро – Уилка. В зависимо-
сти от распределения признаков использовали 

t-критерий Стьюдента или U-критерий Манна  – 
Уитни, а также F-критерий Фишера для оценки 
дисперсий выборок. Различия считали досто-
верными при уровне статистической значимости 
p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ фибрин-мономера. Из рис. 1 вид-
но, что молекулярная масса α-, β- и γ-цепей ком-
мерческого фибриногена, определенная в ходе 
гель-электрофореза, соответствует литературным 
данным [15]. При этом γ-цепи фибриногена и 
ФМ не различались по молекулярной массе, в то 
время как молекулярная масса α- и β-цепей ФМ 
была меньше, чем у α- и β-цепей фибриногена. 
Полученная разница примерно соответствовала 
потере молекулой ФМ двух фибринопептидов А 
(CAS No. 25422-31-5)  – 1536 Да и двух фибри-
нопептидов В (CAS No. 36204-23-6) – 1552 Да. 
Таким образом, была подтверждена принадлеж-
ность исследуемого препарата ФМ к дез-ААВВ-
фибриногену с учетом ранее выполненных фун-
даментальных исследований [1, 4].

В результате переноса и детекции при помо-
щи поликлональных кроличьих антител против 
фибриногена человека на мембране при длитель-
ной экспозиции в образцах коммерческого фи-
бриногена и препарата ФМ обнаружено по два 

Рис. 1. �Электрофореграммы полипептидных цепей 
Аα, Вβ и γ фибриногена и α, β и γ фибрин-мо-
номера. 1 – трек коммерческого фибриногена 
(кДа); 2 – трек фибрин-мономера (кДа); 3 – 
трек смеси маркерных белков с известной мо-
лекулярной массой (кДа)
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пятна, соответствующих α- и β-цепям сравнивае-
мых молекул, следовательно, сравниваемые пре-
параты иммунологически сопоставимы. 

Учитывая применение тромбина человека 
в технологии изготовления ФМ [6], проведено 
исследование по оценке возможной амидолити-
ческой тромбиновой активности раствора ФМ 
(в сравнении с растворами плацебо и тромбина). 
Данные, приведенные в табл. 1, свидетельствуют 
о том, что растворы плацебо и ФМ не облада-
ют сколько-нибудь значимой тромбиновой актив-
ностью.

Результаты экспериментальных исследо-
ваний in vivo. При проведении дисперсионного 
анализа полученных данных показано, что поша-
говое увеличение дозы вводимого ФМ от 0,1 до 
5,0  мг/кг оказало статистически значимое влия-
ние на изменение объема кровопотери (F = 3,92, 
р < 0,001). В частности, установлено, что наибо-
лее низкая доза ФМ (0,1 мг/кг) при сравнении с 
плацебо практически не влияла на объем крово-
потери (рис. 2). В то же время применение ФМ в 
дозах 0,25, 2,5 и 5,0 мг/кг (в сравнении с плацебо) 
приводило к уменьшению посттравматической 

кровопотери, по медиане, соответственно в 6,3 
(р < 0,001), 7,8 (р < 0,001) и 2,7 раза (р = 0,04).

В работе не выявлено сколько-нибудь значи-
мое снижение числа тромбоцитов и уровня фи-
бриногена (до и после инъекции) во всех сравни-
ваемых группах, за исключением уменьшения, 
по медиане, на 32,5  % количества тромбоцитов 
у животных, получивших максимальную дозу 
ФМ – 5,0 мг/кг (табл. 2). Наряду с этим установ-
лена связь между дозой вводимого ФМ и уровнем 
D-димера в плазме крови методом дисперсионно-
го анализа (F = 6,37; р < 0,001). Из табл. 2 также 
видно, что повышение содержания D-димера на-
блюдалось после применения ФМ в дозах 2,5 и 
5,0 мг/кг.

ОБСУЖДЕНИЕ

В первой части работы, посвященной иссле-
дованию коммерческого препарата ФМ, проведе-
на его молекулярная и иммунологическая иден-
тификация. При этом был принят во внимание 
ряд известных методических подходов [1, 2, 4]. 
В соответствии с полученными данными было 
установлено соответствие характеристик при-
нятого в работу препарата известным характери-
стикам ФМ (дез-ААВВ-фибриногена). Наряду с 
этим в работе исключено потенциальное влияние 
на изучаемые гемостатические эффекты следо-
вых концентраций тромбина, поскольку данная 
коагулаза используется в технологии приготовле-
ния препарата ФМ [6].

Во второй части работы изучались системные 
гемостатические и протромботические свойства 
ФМ в экспериментах in vivo. Показано, что вну-
тривенное введение ФМ приводит к закономер-
ному уменьшению объема посттравматической 
кровопотери, однако линейный дозозависимый 
эффект отсутствовал. Наибольшее снижение дан-
ного показателя было связано с использованием 
трех доз ФМ – 0,25, 2,5 и 5,0 мг/кг. Другие дозы 
препарата (0,5 и 1,0  мг/кг) не оказывали значи-
мого влияния. При этом следует отметить, что 
высокие дозы вводимого ФМ (2,5 и 5,0  мг/кг) 
способствовали внутрисосудистому тромбооб-
разованию, что иллюстрировалось увеличением 

Таблица 1

Динамика поглощения в смесях исследуемого образца с хромогенным субстратом, усл. ед.

Образец 0 мин Через 2 мин Динамика

Плацебо 0,180 0,178 –0,002 (2 %)
Препарат ФМ 0,220 0,216 –0,004 (3 %)
Тромбин (3 NIH ед/мл) 0,220 0,746 +0,256 (339 %)

Рис. 2. �Объем кровопотери (% ОЦК) в группах срав-
нения после дозированной травмы печени. 
ОЦК – объем циркулирующей крови; значения 
представлены в виде медианы – горизонталь-
ной линии внутри прямоугольника, нижней и 
верхней границей которого служат соответ-
ственно 25-й и 75-й процентили, и значений, 
соответствующих процентилям 2,5 и 97,5 – 
нижний и верхний концы «усов»
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уровня D-димера в плазме крови наряду со сни-
жением числа тромбоцитов (при применении ФМ 
в дозе 5,0 мг/кг). В последнем случае при массив-
ном тромбозе (тромботические отложения в аорте 
и сосудах легких) погибло одно из 11 животных. 

Отмеченные в работе протромботические 
эффекты высоких доз ФМ (2,5–5,0  мг/кг) могут 
быть вполне объяснимы, поскольку, как отмеча-
лось выше, ФМ в достаточных концентрациях в 
плазме крови представляет собой классическую 
основу для фибринообразования и формиро-
вания тромба. И с этим согласуется их способ-
ность уменьшать кровопотерю при дозированной 
травме печени. Однако факт снижения объема 
потерянной крови при применении в 10–20  раз 
меньшей дозы ФМ (0,25 мг/кг), не сопровожда-
емого потреблением тромбоцитов и увеличени-
ем уровня D-димера, может рассматриваться как 
феномен, не имеющий в настоящее время своего 
объяснения. 

Можно принять также во внимание, что по-
сле внутривенного введения ФМ в дозе 0,25 мг/кг 
его расчетная концентрация в плазме крови со-
ставляет около 0,007 г/л, в то время как концен-
трация собственного фибриногена у эксперимен-
тальных животных варьирует в диапазоне от 3,3 
до 3,7 г/л по медиане (см. табл. 2). Сопоставляя 
уровни этих белков (1 : 470–1 : 530) в плазме кро-
ви, можно утверждать, что введенный ФМ (в дозе 
0,25  мг/кг) не способен самостоятельно форми-

ровать фибриновые сгустки, и индуцированный 
им гемостатический эффект имеет другую, не из-
вестную пока природу.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявленный в работе системный гемостати-
ческий эффект ФМ (в дозе 0,25 мг/кг), не сопрово-
ждающийся активацией свертывающей системы 
крови, может послужить основой для создания 
нового поколения гемостатиков. В продолжение 
исследований и для расшифровки механизмов 
действия ФМ предполагается анализ его гемоста-
тических свойств на моделях у животных со сни-
женным гемостатическим потенциалом на фоне 
применения представителей различных групп 
антитромботических препаратов.
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Таблица 2
Показатели системы гемостаза у животных, получивших плацебо и фибрин-мономер в разных дозах

Группа
Количество тромбоцитов 

в крови, ×109/л Уровень фибриногена, г/л Уровень D-димера, нг/мл

до после до после до после 

Плацебо
(n = 11)

617,0 
[456,0÷760,5]

524,0 
[480,5÷686,5]

3,30 
[2,80÷4,40]

3,70 
[2,80÷4,50]

100,0 
[100,0÷100,0]

100,0 
[100,0÷175,0]

ФМ 0,1 мг/кг
(n = 12)

592,5
[511,8÷666,3]

531,0
[465,0÷609,8]

3,70 
[3,40÷3,80]

3,50 
[3,00÷3,90]

150,0
[100,0÷200,0]

200,0
[175,0÷300,0]

ФМ 0,25 мг/кг
(n = 15)

526,0
[464,3÷602,8]

524,0
[452,0÷600,5]

3,75 
[2,80÷4,45]

3,40 
[2,80÷4,80]

100,0
[100,0÷175,0]

100,0
[100,0÷200,0]

ФМ 0,5 мг/кг
(n = 12)

595,0
[562,0÷718,0]

606,0
[554,5÷633,5]

2,80 
[2,20÷3,00]

2,60 
[2,28÷2,85]

100,0
[100,0÷100,0]

100,0
[100,0÷100,0]

ФМ 1,0 мг/кг
(n = 10)

572,0
[510,0÷647,0]

544,0
[455,5÷592,0]

2,90 
[2,50÷3,90]

3,20 
[2,60÷3,80]

100,0
[100,0÷100,0]

200,0
[100,0÷200,0]

ФМ 2,5 мг/кг
(n = 13)

551,5
[437,3÷600,5]

479,0
[403,5÷568,3]

3,25 
[2,59÷3,93]

3,20 
[2,60÷3,35]

100,0
[100,0÷200,0]

700,0*
[500,0÷800,0]

ФМ 5,0 мг/кг
(n = 9)

607,0
[500,0÷631,0]

410,0#

[353,0÷566,0]
2,80 

[2,55÷3,20]
3,00 

[2,85÷3,80]
100,0

[100,0÷100,0]
800,0^

[550,0÷1100,0]

Примечание. Результаты представлены в виде Ме [25÷75], где Ме – медиана в выборочной совокупности; [25÷75] – 25-й 
и 75-й процентили; n – количество особей в группе; «до» – показатели до введения ФМ или плацебо, «после» – показатели 
через 1 ч после введения ФМ или плацебо; обозначены статистически значимые отличия от величин соответствующих по-
казателей до введения ФМ или плацебо: * – при p = 0,002, # – при p = 0,04, ^ – при p = 0,01.
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SYSTEmIC HEMOSTATIC AND PROTHROMBOTIC EFFECTS 
OF FIBRIN-MONOMER IN EXPERIMENT WITH DOSED LIVER THERAPY

Andrey Pavlovich MOMOT1,3, Vyacheslav Mikhaylovich VDOVIN2,3, 
Igor Ilyich SHAKHMATOV2,3, Igor Gennadievich Tolstokorov4, 
Dmitriy Andreevich Orekhov5, Valentin Olegovich Shevchenko4, 
Natalya Alexandrovna Lycheva 2,3, Alexey Vladimirovich Kudinov2, 
Galina Gennadievna BELOZERSKAYA6, Valeriy Ivanovich Kiselev2,3

1 National Research Center for Hematology of Minzdrav of Russia, Altai Branch
656045, Barnaul, Lyapidevskogo str., 1
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Objective of the study is to experimentally evaluate system hemostatic and prothrombotic effects of intravenous fibrin 
monomer (FM). Materials and methods. Eighty two Chinchilla rabbits weighing 3–4  kg were used in the study. 
In addition to the placebo, animals were administered an aqueous solution of fibrin monomer (FM) intravenously at 
doses of 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5 and 5.0  mg/kg. After 1 hour, a standard liver injury was performed and the blood 
loss (% of the circulating blood volume) resulting from parenchymal hemorrhage was estimated. Hemostatic system 
examination included platelet number in venous blood and fibrinogen and D-dimer levels in blood plasma. Results and 
discussion. Blood loss after dosed injury with placebo was 10.0 [4.0; 15.7] % blood volume (median [25th percentile; 
75th percentile]). FM preparation doses of 0.25, 2.5 and 5.0 mg/kg resulted in a decrease of blood loss by 6.3 (p < 0.001), 
7.8 (p < 0.001) and 2.7 times (p = 0.04) (1.6 [1.0; 3.0], 1.3 [0.6; 1,6] and 3.7 [2.8; 5.3] % blood volume, respectively).
High doses of FM preparation (2.5 and 5.0 mg/kg) minimized blood loss due to activation of coagulation and thrombus 
formation, which was illustrated by a 7.0–8.0-fold increase in D-dimer level (compared to placebo). 0.25 mg/kg of FM 
preparation did not lead to an increase of D-dimer content, although the blood loss was greatly reduced. Conclusion. 
The data obtained show the presence of unique hemostatic properties in low-dose FM preparation (0.25 mg/kg), which 
allows creating system hemostatic agents of a new generation.

Key words: hemostatic system, fibrin monomer, liver injury, parenchymal hemorrhage, hemostatic effect, rabbits.
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