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Получены комплексные средства на основе гепаринов животного и растительного происхождения
с включением в их состав глутаминовой кислоты в весовом соотношении 1 : 4. В качестве гепаринов
животного происхождения использовали коммерческие препараты высокомолекулярного и низко-
молекулярного гепаринов (ВМГ и НМГ). В качестве гепарина растительного происхождения при-
меняли гепариноид, выделенный из корней пиона Академик Садовничий. Изучали их влияние на
состояние плазменного гемостаза в условиях in vitro в сравнительном аспекте. Установлено, что все
комплексные соединения обладают антикоагулянтной активностью, которая, по результатам на-
ших исследований, реализуется разными механизмами их действия на свертывание крови – на
внутренний, внешний или общий пути свертывания крови. Комплексы ВМГ с глутаминовой кис-
лотой обладают антитромбиновым эффектом, влияя на внутренний и общий пути свертывания.
Комплексы НМГ с глутаминовой кислотой, демонстрируя анти-Ха-активность, влияют на внут-
ренний путь активации свертывания. Соединение гепариноида с глутаминовой кислотой ингиби-
рует факторы не только внутреннего, но и внешнего путей свертывания крови. Кроме того, послед-
нее соединение проявляет слабую антитромбиновую активность. Показано также, что все комплексы
гепаринов препятствуют полимеризации фибрина, усиливая фибриндеполимеризационную актив-
ность плазмы, причем в гепариноидном соединении, по сравнению с другими коммерческими сред-
ствами, эта активность была выше на 10–17%. Таким образом, наилучшим по эффективности и безопас-
ности противосвертывающим средством является гепариноидный комплекс с глутаминовой кислотой.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что все гепарины в той или иной
степени проявляют антикоагулянтный эффект
(Onishi et al., 2016; Beurskens et al., 2020). В то же
время высокомолекулярный (ВМГ) или нефрак-
ционированный гепарин обладает рядом нежела-
тельных побочных свойств, которые в основном
предопределены его структурой. ВМГ представ-
ляет собой смесь кислых макромолекулярных це-
пей сульфатированных анионов гликозаминогли-
канов с высоковариабельной молекулярной массой
от 6 до 40 кДа. Основные эффекты ВМГ − анти-
тромбиновый и антитромбопластиновый. Это об-
условлено взаимодействием комплекса гепа-
рин–антитромбин III с тромбином и рядом фак-
торов свертывания (Ха, XIIa, XIa, IXa). Для ингиби-

рования тромбина необходимы, как минимум, 18
сахарных остатков в молекуле гепарина, что воз-
можно при его молекулярной массе не менее
5.5 кДа. Соотношение у ВМГ анти-IIa- и анти-
Ха-активности составляет 1 : 1. Благодаря гетеро-
генности структуры ВМГ биодоступность его
равна 30%, поскольку он взаимодействует как с
белками, так и с клетками (крови, эндотелия и т.д.).
Антигепариновый фактор 4 тромбоцитов, ингиби-
руя гепарин, может вызвать гепариновую иммун-
ную тромбоцитопению из-за образования анти-
тел к этому комплексу и привести к тромбозу.
Кроме того, нежелательным эффектом ВМГ при
его длительном и частом применении в больших
дозах служит истощение антитромбина III, а это в
свою очередь также может вызвать гиперкоагуля-
цию (Берковский и др., 2015; Marbet, 2003). Из-

УДК 612.115.3



330

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 143  № 4  2023

УСПЕНСКАЯ и др.

вестно также, что низкомолекулярный гепарин
(НМГ) обладает антифакторной Ха-активностью
и не ингибирует тромбин (Берковский и др.,
2015). В то же время гепариноиды из пионов (дре-
вовидного, Млокосевича, молочноцветкового и
др.), включая низкомолекулярные фракции гепа-
рина, как и коммерческий НМГ, могут проявлять
антифакторную Ха-активность (Ляпина и др.,
2016).

Применение фармакологических гепарино-
вых препаратов, в том числе и с включением ами-
нокислот, – практика, используемая на протяже-
нии последних десятилетий специалистами различ-
ных направлений. Известно, что аминокислоты
выполняют роль нейромедиаторов, способствуют
адекватной реализации функций макро- и мик-
роэлементов (Стручкова, Брилкина, 2016), поэто-
му их взаимодействие с гепаринами обычно при-
водит к дополнительным положительным эффек-
там. Показано, что глутаминовая кислота (ГК)
активно связывается с гепарином, образуя соеди-
нение, которое при пероральном введении в ор-
ганизм проявляет антикоагулянтные эффекты
(Николаева, Ляпина, 2019). Эта аминокислота
участвует в белковом и углеводном обмене, сти-
мулируя окислительные процессы, а также в азо-
тистом обмене, способствуя обезвреживанию ам-
миака. В медицинской практике она в основном
находит применение при заболеваниях ЦНС.

Нормальный гемостаз обеспечивается регуля-
торными взаимоотношениями свертывающей и
противосвертывающей систем крови (Кузник, 2010;
Ляпина и др., 2012). В случае нарушения этих вза-
имоотношений возможно возникновение тром-
ботических осложнений. Для борьбы с ними в на-
стоящее время используют препараты НМГ, ко-
торые относительно безопасны и не вызывают
кровоточивости при передозировке (Кричевский,
2015). Получают эти препараты или путем деполи-
меризации ВМГ животного происхождения или
непосредственно из тканей животных (свиней,
крупного рогатого скота). Обычно препараты
НМГ применяют подкожно или внутривенно
(Xiao et al., 2016). Значительный интерес пред-
ставляет поиск пероральных препаратов расти-
тельной природы. Известно, что многие растения
служат источником лекарственного сырья для по-
лучения антикоагулянтов, фибринолитиков и
трoмболитиков (Li et al., 2012; Wu et al., 2015;
Zhang, 2016).

Некоторые растения содержат компоненты,
являющиеся составной частью гепарина и других
гликозаминогликанов (Кузнецова и др., 2010). В
корнях травянистых пионов обнаружено гепари-
ноподобное вещество, оказывающее антикоагу-
лянтные эффекты в исследованиях in vitro и при
внутривенном введении животным (Ляпина и др.,
2016). В настоящее время препаратам НМГ отво-
дится особая роль, поскольку они применяются
для борьбы с тромбозами при COVID-19. Поэто-
му разработка препаратов НМГ разной природы

без побочных отрицательных эффектов на орга-
низм человека приобретает в настоящее время
особую актуальность.

Цель настоящей работы – создать средства
на основе гепаринов животного и растительно-
го происхождения совместно с ГК, изучить их
влияние на свертывание крови в сравнительном
аспекте и выявить наиболее эффективное по про-
тивосвертывающим свойствам соединение гепа-
рина с ГК в условиях in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В опытах использовали животных, которых вы-
ращивали в питомнике станции Столбовой Мос-
ковской обл. Пушкинского р-на – здоровых крыс-
самцов линии Вистар массой тела 220–250 г. До
начала экспериментов и в период проведения
опытов крысы находились на обычном лаборатор-
ном рационе и содержались в стандартных условиях
вивария (искусственное освещение день/ночь –
12/12 ч, принудительная вентиляция, температу-
ра 22–26°C, относительная влажность 50–70%) со
свободным доступом к воде и пище. Все экспери-
менты на животных осуществлялись в соответствии
с этическими принципами и документами, реко-
мендованными Европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных (Страсбург, 15.06.2006),
Базельской декларацией и Хельсинкской декла-
рацией о гуманном отношении к животным.

Сырьем для получения гепариноидов служили
корни пионов, которые получены из экологиче-
ски чистых растений, произрастающих в Ботани-
ческом саду МГУ (Москва, Россия). Виды пионов
определяли сотрудники Ботанического сада МГУ
под руководством М.С. Успенской. В качестве ге-
париноида использовали древовидный пион Ака-
демик Садовничий, который создан в результате
скрещивания двух дикорастущих видов: P. suffru-
ticosa Andrews с P. lutea Franch. Сырье заготавлива-
ли в осенний период (с конца августа до середины
октября) и хранили при температуре +3…+5°C.
Для экспериментов готовили исходный 5%-ный
экстракт из сухих чистых корней, которые растира-
ли в фарфоровой ступке до порошкообразного со-
стояния, далее производили выделение и очистку
гепариноидов, для чего осаждали примеси белков
путем добавления спиртового раствора с последу-
ющим центрифугированием и упариванием су-
пернатанта, в котором и определяли наличие ге-
парина с использованием химического и фото-
электроколориметрического методов (Шестаков,
1975; Шубина, Оберган, 2021). Обнаружено, что в
1 мг сухого порошка гепариноида содержится
35 мкг (30 МЕ) гепарина, для сравнения: в 1 мг
коммерческого ВМГ (Spofa, Česko) содержится
100 МЕ гепарина. Сравнение препаратов всех ге-
паринов проводили при одинаковых концентра-
циях гепаринов в исследуемых веществах. В каче-
стве стандартных препаратов сравнения исполь-
зовали гепарины животного происхождения –
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НМГ (Celsus, USA) и ВМГ (Spofa, Česko). Созда-
вали комплексные соединения гепариновых пре-
паратов с ГК следующим образом: каждый из ге-
паринов и ГК растворяли в воде (рН 7.0–7.2) и со-
единяли их таким образом, чтобы в получаемых
растворах весовое соотношение гепарина и ГК со-
ставляло 1 : 4. Эти смеси инкубировали при 37°C в
течение 15–20 мин. Далее все комплексные со-
единения гепарина разбавляли в 100 раз, вслед-
ствие чего в 1 мл исходных растворов комплексов
содержалось 10 мкг гепаринов и 40 мкг ГК. Дела-
ли от 5 до 10 повторов по каждому разведенному
образцу. Все расчеты проводили на основе ис-
пользуемого гепарина.

Для проведения исследований кровь брали из
яремной вены (vena jugularis) с анестезией телазо-
лом (общепринятый метод для взятия крови у
крыс) с использованием в качестве консерванта
3.8%-ного цитрата натрия в соотношении 9 : 1.
Для получения бедной тромбоцитами плазмы
кровь центрифугировали при 3000 g в течение 10–
12 мин.

Для выявления механизма антикоагулянтного
действия полученных соединений, содержащих
гепарин или гепариноид, совместно с ГК исполь-
зовали разные тесты по изучению временных ин-
тервалов свертывания крови, а именно: активи-
рованное частичное тромбопластиновое время
(АЧТВ), характеризующее внутренний путь свер-
тывания крови, тромбиновое время (ТВ), свиде-
тельствующее об общем пути свертывания крови, и
протромбиновое время (ПВ), оценивающее внеш-
ний путь свертывания крови. Для характеристики
параметров фибринолитического звена противо-
свертывающей системы крови готовили пласти-
ны нестабилизированного фактором ХIIIа фиб-
рина с наличием непрочных водородных связей в
растворимом фибрин-полимере. В плазме крови
определяли следующие биохимические парамет-
ры гемостаза: на нестабилизированных фибрино-
вых пластинах – суммарную фибринолитическую
активность (СФА), включающую активность ком-
плексов гепарина с компонентами плазмы крови и
активность плазмина; фибриндеполимеризаци-
онную активность (ФДПА), отражающую процес-
сы деполимеризации фибрина. Кроме того, прово-
дили измерение концентрации фибриногена.

Все указанные методы исследования подробно
описаны в монографиях (Баркаган, Момот, 2008;
Ляпина и др., 2012; Шубина, Оберган, 2021).

Статистический анализ данных осуществляли,
используя пакет статистических программ Statis-
tica 8 (StatSoft Inc., USA). Эмпирические распре-
деления проводили с использованием критерия
Шапиро–Уилка. Для полярного сравнения незави-
симых групп применяли непараметрический кри-
терий Манна–Уитни. Полученные данные пред-
ставлены как среднее значение ± стандартная
ошибка среднего (M ± m). Различия считали ста-
тистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные для анализа соединения каждого

из гепариновых препаратов (коммерческие ВМГ
и НМГ, гепариноид) с ГК включали 10 мкг гепари-
нов. При сравнении антикоагулянтного действия
соединений каждого из гепаринов с ГК выявлен до-
стоверный антикоагулянтный эффект, по сравне-
нию с контролем (0.85% NaCl), по тесту АЧТВ у со-
единений с гепариноидом (увеличение на 27%), с
ВМГ (увеличение на 20%) и с НМГ (повышение
на 15%). В то же время наблюдалось достоверное
удлинение ТВ на 21% под влиянием соединения с
ВМГ, и отмечалась лишь тенденция к увеличению
ТВ на 8% при действии комплекса с гепариноидом,
по сравнению с контролем. При анализе влияния
соединений на внешний путь свертывания крови
по результатам определения ПВ установлено, что
только соединение ГК с гепариноидом достоверно
удлиняло ПВ. Комплекс коммерческого НМГ с ГК
не оказывал эффекта на изменение ТВ и ПВ, по
сравнению с контрольными пробами. Из со-
ставных частей соединений лишь ВМГ в дозе,
эквивалентной его содержанию в комплексе,
удлинял ТВ на 13%, а также гепариноид повышал
ПВ на 13%, по сравнению с контролем (табл. 1).

Итак, при использовании различных тестов
определения изменения антикоагулянтной ак-
тивности крови (на внутренний, внешний и об-
щий пути свертывания крови) под воздействием
исследуемых нами препаратов следует отметить,
что механизмы антикоагулянтного действия соеди-
нения ВМГ с ГК обусловлены их влиянием и на
внутренний, и на общий пути свертывания кро-
ви; механизм антикоагулянтного действия гепари-
ноидного комплекса с ГК реализуется через внеш-
ний и внутренний пути свертывания, так как мы на-
блюдали удлинение временных параметров по
тестам АЧТВ и ПВ; комплекс коммерческого
НМГ с аминокислотой также влиял на внутрен-
ний и внешний пути свертывания крови, но в
меньшей степени, чем гепариноидное соедине-
ние, причем гепариноидное соединение обладало
слабым антитромбиновым эффектом, влияя на об-
щий путь свертывания крови. Следовательно, наи-
больший антикоагулянтный эффект обнаружен в
основном у комплекса гепариноида с ГК.

Таким образом, при взаимодействии гепари-
нов с аминокислотой возникает новое соединение с
новыми свойствами. При сравнении эффектов
всех трех комплексных соединений отмечено, что
комплексы ВМГ с аминокислотой из-за значитель-
ной антитромбиновой активности (удлинение ТВ)
при передозировке могут оказать негативное влия-
ние на гемостатическую систему организма и вы-
звать или кровоточивость, или рикошетный эф-
фект. В то же время комплекс гепариноида с ГК,
обладая значительной антикоагулянтной актив-
ностью по тесту АЧТВ, умеренной по тесту ПВ и
слабой по тесту ТВ, при передозировке исключает
проявление отрицательного эффекта в виде гемор-
рагий. Соединение же коммерческого НМГ с ГК,
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Таблица 1. Антикоагулянтная активность по тестам АЧТВ, ТВ, ПВ комплексных соединений разных видов ге-
паринов (ВМГ, НМГ, гепариноид) с ГК и их составных частей в эквивалентном количестве в условиях in vitro (M ± m)

Примечание: статистические показатели рассчитаны относительно соответствующих проб контроля, принятых за 100%, * р < 0.05.
ВМГ и НМГ – коммерческие препараты.

Исследуемые вещества
Антикоагулянтная активность по тестам

АЧТВ, с (%) ТВ, с (%) ПВ, с (%)
Контроль (0.85%-ный NaCl), 
n = 10

34.5 ± 1.5
(100%)

21.4 ± 0.5
(100%)

19.4 ± 1.5
(100%)

Комплекс ВМГ с ГК, n = 9 41.4 ± 1.3*
(120%)

26.0 ± 1.5*
(121%)

21.6 ± 1.3
(111%)

Комплекс НМГ с ГК, n = 8 39.8 ± 1.3*
(115%)

21.5 ± 1.5
(100%)

21.7 ± 0.9
(111%)

Комплекс гепариноида с ГК, 
n = 10

44.0 ± 0.7*
(127%)

23.1 ± 0.7
(108%)

25.1 ± 1.0*
(127%)

ВМГ, n = 7 37.0 ± 0.9
(107%)

25.3 ± 1.7*
(113%)

21.1 ± 1.3
(109%)

НМГ, n = 7 36.0 ± 1.1
(104.7%)

21.4 ± 1.0
(100%)

21.2 ± 1.3
(110%)

Гепариноид, n = 8 36.5 ± 1.3
(105%)

22.2 ± 1.1
(103.7%)

22.2 ± 1.2*
(113%)

ГК, n = 7 34.7 ± 1.3
(101%)

21.33 ± 1.1
(100%)

19.3 ± 1.0
(100%)

проявляя слабую антикоагулянтную активность по
тесту АЧТВ и ПВ, также не способен вызывать при
передозировке кровоточивость. Таким образом, со-
единение гепариноида с ГК имеет преимущество
перед другими исследованными нами комплексами
с коммерческими препаратами, поскольку это со-
единение, хотя и незначительно, но ингибирует
тромбин, видимо, за счет дополнительных компо-
нентов, что требует дальнейшего изучения.

По влиянию комплексных соединений разных
видов гепаринов на процессы полимеризации фиб-
рина отмечено следующее: максимальные анти-
полимеризационные изменения фибрина имеются
у соединения гепариноида с ГК. Показано, что
СФА и ФДПА этого соединения, по сравнению с
другими комплексами, включающими гепарины
животного происхождения, максимальны и пре-
вышают контрольный уровень в 6.2 и в 6.4 раза со-
ответственно, в то время как соединение коммерче-
ского НМГ с ГК превышает по этим активностям
контрольный уровень в меньшей степени – в 5.1
и 5.2 раза соответственно. Комплекс ВМГ с ГК,
по сравнению с другими соединениями, в наи-
меньшей степени ингибировал полимеризацию
фибрина. Следует также отметить, что все исследу-
емые комплексные соединения не вызывают изме-
нения концентрации фибриногена плазмы, что
указывает на отсутствие их влияния на фибри-
ногенолиз (табл. 2).

В отношении влияния комплексных препара-
тов на степень полимеризации фибрина необхо-
димо подчеркнуть, что исходные препараты гепа-
ринов ее не изменяли, в то время как исследуемые
комплексные гепариновые соединения с ГК прояв-
ляли СФА в основном за счет усиления ФДПА, то

есть препятствовали полимеризации фибрина.
Установлена максимальная ФДПА у соединений
растительного гепариноида с ГК (табл. 2).

Анализируя полученные результаты, необхо-
димо отметить, что гепариноид (из пиона Акаде-
мик Садовничий), как и коммерческий НМГ, де-
монстрирует не только антикоагулянтный эффект,
но и способность препятствовать полимеризации
фибрина, усиливая свое фибриндеполимеризаци-
онное действие. По данным литературы, при дей-
ствии других растительных антикоагулянтов
(Кричевский, 2015; Pawlaczyk et al., 2011) также
выявлено их фибринолитическое действие. Ранее
(Бышевский и др., 2012) сообщалось об ограниче-
нии взаимодействия тромбина с фибриногеном с
последующим предотвращением процессов по-
лимеризации фибрина под влиянием ингибито-
ров растительного происхождения, что мы и на-
блюдали в наших исследованиях. Возможным ме-
ханизмом активирующего действия гепариноида из
пиона на антикоагулянтные свойства плазмы и
суммарную фибринолитическую активность явля-
ется блокада активности фермента тромбина и
факторов как внутреннего, так и внешнего (в том
числе тканевого фактора) механизмов свертыва-
ния крови. Установлено, что соединение гепари-
ноида с ГК снижает степень полимеризации фиб-
рина, в связи с чем этот гепариноид представляет
фармакологический интерес в плане его приме-
нения для профилактики заболеваний, осложня-
ющихся тромбозами.

Многие растения обладают способностью мо-
дифицировать гемостаз. Антикоагулянтная актив-
ность извлечений из растений обусловлена содер-
жанием в них гликопептидов, механизм действия
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которых имеет сходство с N-концевыми аналогами
участка α-цепи молекулы фибриногена, ограничи-
вающими ферментативное превращение фибрино-
гена в фибрин. Интересен тот факт, что прямые ан-
тикоагулянты растительного происхождения, отли-
чаясь по механизму действия от использующихся в
настоящее время антикоагулянтов животного про-
исхождения, не обладают выраженным токсиче-
ским действием на организм лабораторного жи-
вотного (Криштанов и др., 2005). Таким образом,
можно заключить, что остается актуальным по-
иск и изучение новых средств направленного воз-
действия на гемостаз, оказывающих быстрый и до-
статочно продолжительный эффект. Значительное
место в этих исследованиях занимают растения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые установлена способность гепаринои-

да из корней пиона Академик Садовничий совмест-
но с глутаминовой кислотой проявлять синергиче-
ские антикоагулянтные и фибриндеполимеризаци-
онные эффекты, превышающие таковые одного
гепариноида в тех же концентрациях.

Исследованный нами гепариноид из пиона
Академик Садовничий совместно с глутаминовой
кислотой обладает как ингибирующим эффектом
на внутренний и внешний механизмы свертыва-
ния, так и антитромботической активностью, инги-
бируя не только фактор Ха, но и частично тромбин.

Установлена закономерность проявления ан-
тикоагулянтного действия средств на основе раз-
ных гепаринов при включении в систему глута-

миновой кислоты и показано, что комплексные
средства глутаминовой кислоты с высокомолеку-
лярным гепарином животного происхождения
обладают антитромбиновым действием, с расти-
тельным гепарином – проявляют высокую анти-
коагулянтную активность по тестам АЧТВ и ПВ и
слабое антитромбиновое действие. Наилучшим
по эффективности и безопасности противосвер-
тывающим средством является комплекс расти-
тельного гепарин(оид)а.
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Comparative Studies of Complex Products Based 
on Heparins of Animal and Plant Origin

M. S. Uspenskayaa, L. A. Lyapinaa, *, S. M. Sorokoletovb, M. G. Lyapinaa, and M. D. Kaluginaa
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Complex preparations based on heparins of animal and vegetable origin with the inclusion of glutamic acid
in a weight ratio of 1 : 4 were obtained. High molecular weight (HMН) and low molecular weight (LMWH)
commercial preparations of heparins were used as heparins of animal origin, heparinoid was used as heparin
of plant origin, isolated from the roots of the peony Akademik Sadovnichy (heparinoid). Their influence on
the state of plasma hemostasis under in vitro conditions was studied in a comparative aspect. It has been es-
tablished that all complex compounds have anticoagulant activity, which, according to the results of our stud-
ies, is realized by a different mechanism of their action on blood coagulation – on the internal, external, or
general pathways of blood coagulation. HMН complexes with glutamic acid had an antithrombin effect, af-
fecting the internal and general coagulation pathways, while LMWH complexes with glutamic acid, exerting
anti-Xa activity, affected the internal pathway of coagulation activation, and the combination of heparinoid
with glutamic acid inhibited factors not only internal, but also external ways of blood coagulation. In addition,
the latter compound exhibited weak antithrombin activity. It was also shown that all heparin complexes pre-
vented fibrin polymerization, increasing the fibrin depolymerization activity of plasma, and in the heparinoid
compound, this activity was higher by 10–17% compared to other commercial agents. Thus, the best antico-
agulant in terms of efficacy and safety is the heparinoid complex with glutamic acid.

Keywords: high and low molecular weight heparins, peony root heparinoid, heparin-glutamic acid complex-
es, anticoagulant activity, fibrin polymerization
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