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Резюме
Цель. Изучить влияние различных форм СРБ на время свертывания крови в стандартных фос- 
фолипид-зависимых коагуляционных тестах.
Материалы и методы. К плазме здоровых доноров добавляли вь:сокоочищенные нативный СРБ 
и мономерный СРБ (0 - 1,6 мкМ), а также комплексы нативного СРБ и моноспецифических 
кроличьих антител к нему (1,6 мкМ). Время свертывания плазмы крови с СРБ регистрировали 
с помощью оптического коагулометра в фосфолипид-зависимых коагуляционных тестах про- 
тромбинового времени, активированного частичного тромбопластинового времени, каолиново­
го времени, времени эллаговой кислоты и теста яда гадюки Рассела.
Результаты. Нативный СРБ способен удлинять время свертывания крови во всех перечислен­
ных коагуляционных тестах, за исключением протромбинового времени. Влияние СРБ на вре­
мя свертывания крови в этих тестах имеет характер концентрационной зависимости, при этом 
специфические антитела к нативному СРБ не ингибируют действие белка на время свертыва­
ния крови. Мономерный СРБ в диапазоне концентраций 0 - 1 ,6  мкМ не влияет на свертыва­
ние крови в фосфолипид-зависимых коагуляционных тестах.
Заключение. Нативный СРБ при высоком содержании в плазме крови (более 0,4 мкМ) прояв­
ляет свойства естественного антикоагулянта в фосфолипид-зависимых коагуляционных тестах 
in vitro.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  С-реактивный белок ( СРБ), фосфолипид-зависимые коагуляционные тесты.

Введение
С-реактивный белок (СРБ) относится к классу сыворо­

точных белков острой фазы воспаления. Содержание этого 
белка в сыворотке крови является важным клиническим 
фактором, который позволяет судить об интенсивности 
воспаления и сопутствующего некроза ткани [1].

СРБ обладает уникально широкой лигандной специ­
фичностью - номенклатура лигандов СРБ включает более 
20 макромолекул. Существуют две различные по своим фи­
зико-химическим параметрам формы СРБ - нативный 
(пентамерный) СРБ и мономерный (моносубъединичный) 
СРБ. Продемонстрировано участие нативного СРБ в про­
цессах иммунорегуляции, неспецифической резистентнос­
ти к антигенам различной природы, ремоделировании мат­
рикса соединительной ткани, обмене липидов, транспорте 
и клиренсе различных молекул [2]. Биологическая функция 
мономерного СРБ неизвестна.

Экспрессия гена СРБ у человека находится под слож­
ным контролем эндогенных и экзогенных факторов - цито- 
кинов, стероидных гормонов, белков теплового шока, рос­
товых факторов, полисахаридов и др. [1,2]. Содержание 
СРБ в сыворотке здорового донора составляет по разным 
данным 0,1 - 3,0 мкг/мл (0,9 - 25 нМ) [3-5]. Факторами, ко­
торые определяют низкое содержание СРБ в крови здоро­
вых доноров, являются относительно низкий уровень не 
стимулированной экспресии гена СРБ, а также удержива­
ние этого белка внутри клетки с помощью микросомальных 
карбоксилэстераз, которые действуют в просвете эндоплаз - 
матического ретикулума гепатоцитоь [2,6].

В клинической практике известны патологические со­
стояния, при которых концентрация сывороточного СРБ 
увеличивается по сравнению с нормальным уровнем в 100
- 1000 раз. К их числу относятся локализованные формы 
бактериальных инфекций и сепсис [7,8], а также тромбозы 
различной локализации [9], септический и ревматоидный

артриты [10,11], паранеопластический синдром при неко­
торых онкологических заболеваниях [12].

Клиническое развитие ряда перечисленных заболева­
ний сопровождается нарушением свертывания крови, име­
ющим различные патогенетические механизмы [13,14]. Ла­
бораторная диагностика тромбофилий при этих состояниях 
требует выполнения стандартных коагулологических тес­
тов, при этом время свертывания крови стараются связать, 
прежде всего, с функциональной активностью белков сис­
темы гемостаза [15].

Важная роль в реакциях свертывания крови принадле­
жит фосфолипидам, которые во многом определяют функ­
циональную активность белков - факторов свертывания 
крови. Взаимодействие фосфолипидов и белков свертыва­
ющей системы в составе сложных комплексов (теназного, 
протромбиназного и комплекса тканевого фактора) являет­
ся определяющим для коагуляции крови в тестах in vitro 
[15].

СРБ также является белком, который в присутствии 
ионов Са2+ связывает сывороточные фосфолипиды, их 
мицеллы и комплексы фосфолипидов с другими белками 
[16-20]. Конкурентное взаимодействие СРБ и факторов 
свертывания в фосфолипидных мицеллах теназного и про­
тромбиназного комплексов может удлинять время сверты­
вания крови у больных с высоким содержанием СРБ, по 
крайней мере, в фосфолипид-зависимых коагуляционных 
тестах.

Цель работы состояла в изучении влияния различных 
форм СРБ на время свертывания крови в стандартных фо­
сфолипид-зависимых коагуляционных тестах.

Материалы и методы
Трис, фосфатные соли натрия, NaCl, Na2S 0 4, C aQ 2, 

ЭГТА, ЭДТА, полиэтиленгликоль (ПЭГ) 40000, акриламид, 
метилен-бис-акриламид, персульфат аммония, ТЕМЕД, до-
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децилсульфат натрия, глицин, веронал натрий, агароза, по­
лучены от фирмы "Serva", США. Хроматографические 
среды - Sephacryl S300 Superfine; CH-Sepharose 4В, CNBr- 
Sepharose 4B ("Pharmacia", Ш веция), гидроксиапатит 
("BioRad", США).

Выделение нативного СРБ.
Нативный СРБ человека был выделен из 2 л асцитиче­

ской жидкости онкологических больных; средняя концент­
рация СРБ в асцитической жидкости составляла 0,3 мг/мл. 
Процедура выделения СРБ описана ранее К. Hashimoto [21] 
и включает в себя фракционирование асцитической жидко­
сти на CH-Sepharose 4В и ионообменную хроматографию 
белка на гидроксиапатите.

Препарат нативного СРБ хранили в буферном растворе 
20 мМ трис, 150 мМ NaCl, 2 мМ CaCI2, 1 мМ N aN 3, pH 7,4 
при 4°С в стерильных пластиковых контейнерах не более 
четырех недель.

Концентрацию СРБ в грубых экстрактах и асцитичес­
кой жидкости определяли с помощью коммерческой систе­
мы ИФА D SL-10-42100 ("Diagnostic Systems Lab.", США).

Концентрацию высокоочищенного СРБ определяли 
спектрофотометрически с помощью удельного коэффици­
ента поглощения СРБ А 280 0,1% = 1 ,9  [22].

Получение мономерного СРБ.
Мономерный СРБ получен согласно процедуре, пред­

ложенной в работе L.A. Potempa [23]. К буферному раство­
ру нативного СРБ (концентрация белка 3,5 мг/мл) были 
добавлены мочевина (8,0 М) и EDTA (10 мМ). После ин­
кубации в течение 12 час при 4°С, раствор мономерного 
СРБ диализовали против буферного раствора, содержащего 
10 мМ трис, pH 7,4 в течение 36 час.

Исследование чистоты препарата СРБ.
Исследование иммунохимической чистоты и гомоген­

ности препарата СРБ проведено с помощью иммуноэлект­
рофореза по Грабару - Уильямсу [24] и электрофореза в ак- 
риламидном геле по Лэммли [25].

Иммуноэлектрофорез.
Препарат высокоочищенного СРБ разделяли в 1% геле 

агарозы. Для иммунохимического обнаружения СРБ в геле 
использовали моноспецифические антитела кролика к СРБ 
человека ("ICN", США). Для исследования иммунохимиче­
ской чистоты СРБ были использованы антисыворотка к 
белкам плазмы крови человека ("Sigma", США), а также 
моноспецифические антитела к сывороточному амилоид­
ному белку, 1-кислому гликопротеину, С3,4 компонентам 
комплемента и IgG человека ("Sigma", США). Препарат вы­
сокоочищенного СРБ не обнаруживал полос преципитации 
с перечисленными антителами и антисывороткой.

Электрофорез в акриламидном геле.
Препарат высокоочищенного СРБ разделяли в градиен­

те 5 - 25% полиакриламидного геля в денатурирующих ус­
ловиях по Лэммли. Гели окрашивали раствором Кумасси 
синего R250 (порог чувствительности 1 мкг белка в полосе) 
("Sigma", США). Препарат СРБ формировал единственную 
полосу с кажущейся молекулярной массой 23 кДа. В элек­
трофорезе использована смесь белков-стандартов с извест­
ной молекулярной массой ("Amerscham", США).

В иммуноэлектрофорезе и электрофорезе в акриламид­
ном геле в качестве стандартного образца СРБ использован 
препарат высокоочищенного нативного СРБ для иммуно- 
химических и структурных исследований ("ICN", США).

По данным электрофоретических методов анализа чис­
тота препарата СРБ составляла не менее 97%.

Коагулологические тесты.
Время свертывания крови в фосфолипид-зависимых 

коагуляционных тестах протромбинового времени (ПВ), 
активированного частичного тромбопластинового времени 
(АЧТВ), каолинового времени (КВ), времени эллаговой 
кислоты (ЭлК) и времени яда гадюки Рассела (dR W T) оп­
ределяли с помощью коммерческих систем для лаборатор­
ной диагностики (НПО "РЕНАМ"). При определении ПВ 
использовали тромбопластин из мозга кроликов с МИЧ 
1,17. В состав АЧТВ - реагента входил кефалин из мозга 
кроликов.

В процессе работы был использован восьмиканальный 
оптический коагулометр АнС08-01 (НПП "ВАСМА").

В экспериментах использовали пул свежей плазмы кро­
ви, которая была получена от семи здоровых доноров и ста­
билизирована 3,8% раствором цитрата натрия.

К 3,0 мл плазмы крови здоровых доноров добавляли 1,0 
мл буферного раствора 20 мМ трис, 150 мМ NaCl, 2 мМ 
СаС12, pH 7,4, содержащего 0; 0,4; 0,8 и 1,6 мкМ (0; 50; 100; 
200 мкг/мл) нативного СРБ или мономерного СРБ. В от­
дельном эксперименте (эксперимент нейтрализации) к рас­
твору нативного СРБ (концентрация белка 1,6 мкМ) перед 
его внесением в плазму крови были добавлены моноспеци­
фические антитела кролика к СРБ человека ("ICN", США) 
(концентрация антител 3,6 мкМ).

В группе контрольных тестов было исследовано влия­
ние на свертывание крови в фосфолипид-зависимых коагу­
ляционных тестах сывороточного альбумина человека 
("Sigma", США), у-глобулинов человека ("Sigma", США), а 
также буферного раствора 20 мМ трис, 150 мМ NaCl, 2 мМ 
СаС12, pH 7,4, не содержавшего белок.

Измерение времени свертывания крови в соответствую­
щем коагулологическом тесте для каждой концентрации 
белка было проведено восемь раз. Результат каждого изме­
рения (в сек.) представляли в виде М ± т . Сравнение полу­
ченных средних величин времени свертывания проведено с 
помощью непараметрического U - критерия Вилкоксона.

Результаты
Чистота препарата нативного СРБ, выделенного из 

асцитической жидкости онкологических больных, по дан­
ным электрофореза по Лэммли и иммуноэлектрофореза со­
ставляла не менее 97%.

Влияние двух форм СРБ на время свертывания крови 
было исследовано далее в коагуляционных тестах ПВ, 
АЧТВ, КВ, времени ЭлК и dR W T .

В табл.1 приведено время свертывания плазмы здоро­
вых доноров при добавлении к ней буферного раствора, со­
держащего 20 мМ трис, 150 мМ NaCl, 2 мМ СаС12, pH 7,4 
при объемном соотношении плазма : буферный раствор = 
3 : 1 .  Продемонстрировано, что разведение исходной плаз­
мы буферным раствором незначительно влияет на время ее 
свертывания в перечисленных коагуляционных тестах.

В табл.2 приведено время свертывания плазмы здоро­
вых доноров при добавлении к ней нативного СРБ (1,6 
мкМ), мономерного СРБ (1,6 мкМ) и растворимых ком­
плексов нативного СРБ и моноспецифических антител к

Таблица 1
Время свертывания (М±ш) плазмы крови здоровых доноров и той же плазмы, разведенной 3 : 1 в буферном растворе 20 мМ

трис, 150 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, pH 7,4

ПВ, сек. АЧТВ, сек. dRWT, сек. КВ, сек. ЭлК, сек.

Плазма крови 23,7±0,3 46,6±0,4 32,5+0,5 108,6± 1,2 96,4± 1,2

Разведенная 
плазма крови 24,3+0,2 46,7±0,5 31,6+0,8 110,7± 1,0 . 104,4+1,3
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Таблица 2
Время свертывания (М±ш) плазмы крови здоровых доноров в коагуляционных тестах в присутствии нативного 

СРБ (1,6 мкМ), мономерного СРБ (1,6 мкМ) и комплексов нативного СРБ со специфическими антителами к нему (3,6 мкМ)

ПВ, сек. *АЧТВ, сек. *dRWT, сек. *КВ, сек. *ЭлК, сек.

Буферный раствор 
без белка 23,8±0,2 46,5±0,3 29,9±0,3 116,7+0,5 114,9+2,0

Нативный СРБ 24,2±0,1 59,9± 0,5 38,1+0,5 224,4± 1,6 158,3±1,3

Мономерный СРБ 23,9+0,2 45,2±0,4 30,7±0,4 125,8±1,0 112,8± 1,5

Нативный СРБ и антитела 
к нему 25,4±0,2 59,7±0,5 37,8±0,6 162,4± 1,2 184,2± 1,3

* - коагуляционные тесты, для которых различия средних статистически значимы (р<0,05)

нему (3,6 мкМ). Нативный СРБ, но не мономерный СРБ, 
удлинял время свертывания плазмы во всех исследованных 
фосфолипид-зависимых коагуляционных тестах, за исклю­
чением протромбинового времени. Из представленных в 
табл.2 данных следует, что связывание нативного СРБ в 
иммунные комплексы со специфическими антителами так­
же удлиняет время свертывания плазмы здоровых доноров 
в тех же фосфолипид-зависимых коагуляционных тестах.

Удлинение времени свертывания крови в тестах АЧТВ, 
КВ, ЭлК и dRVVT линейно зависело от концентрации на­
тивного СРБ в исследуемой плазме (рис.). Значимое удли-

Концрнтршцм С РБ. мсМ Конщнтрци* С РБ, мкМ

Рис. Зависимость времени свертывания крови в 
фрсфолипид -зависимых коагуляционных тестах: А - 
частичное тромбопластиновое время; Б - каолиновое время; 
В - время яда гадюки Рассела; Г - время эллаговой 
кислоты.

нение времени свертывания во всех перечисленных тестах 
наблюдалось при концентрации нативного СРБ в плазме 
более 0,4 мкМ (47 мкг/мл).

В табл.З приведено время свертывания плазмы крови 
здоровых доноров при внесении в нее двух мажорных сы­
вороточных белков - сывороточного альбумина (1,6 мкМ) и 
у-глобулинов (1,6 мкМ) плазмы крови человека. Из пред­
ставленных данных следует, что эти белки не влияют на 
время свертывания крови в тестах ПВ, АЧТВ, КВ, времени 
ЭлК и dR W T.

Обсуждение
В работе исследовано влияние высоких концентраций 

(0,4 - 1,6 мкМ) нативного СРБ и мономерного СРБ на 
свертывание крови в коагуляционных фосфолипид-зависи­
мых тестах ПВ, АЧТВ, КВ, времени ЭлК и dR W T.

Из представленных данных следует, что нативный СРБ 
способен удлинять время свертывания крови во всех пере­
численных коагуляционных тестах, за исключением ПВ, 
проявляя in vitro свойства естественного антикоагулянта. 
Влияние СРБ на время свертывания крови в этих тестах 
имеет характер концентрационной зависимости, при этом 
специфические антитела к нативному СРБ не ингибируют 
действие белка на время свертывания крови. Следует отме­
тить, что мономерный СРБ в диапазоне концентраций 0 - 
1,6 мкМ не влияет на свертывание крови в фосфолипид-за- 
висимых коагуляционных тестах.

Точный молекулярный механизм действия СРБ на ре­
акции коагуляционного каскада неизвестен. Продемонст­
рировано, что СРБ, взаимодействуя с моноцитами, увели­
чивает секрецию ими тканевого фактора [26J. Кроме того, 
показано, что при некоторых патологических состояниях 
концентрация сывороточного СРБ коррелирует с активно­
стью факторов VII, IX, X [27] и содержанием в крови мар­
керов повреждения эндотелия - фактором Виллебранда, t- 
РА, фибронектином и фибриногеном [28]. Высокое содер­
жание СРБ в сыворотке крови и относительно высокое 
сродство СРБ к белкам матрикса соединительной ткани 
(фибриноген, фибронектин, коллагены, гликопротеины

Таблица 3
Время свертывания (М±ш) плазмы крови здоровых доноров 

в коагуляционных тестах в присутствии сывороточного альбумина (1,6 мкМ) и у-глобулинов (1,6 мкМ) человека

ПВ, сек. *АЧТВ, сек. *dRWT, сек. *КВ, сек. *ЭлК, сек.

Буферный раствор без белка 24,9±0,3 46,6±0,4 30,7±0,5 112,6+1,2 92,4±1,2

Сывороточный альбумин 25,3±0,2 46,3+0,5 30,9+0,8 118,7± 1,0 103,4± 1,3

у-Глобулины 24,8±0,2 47,7±0,4 28,2±0,5 111,1±1,0 92,1 ±0,7

* - коагуляционные тесты, для которых различия средних статистически значимы (р<0,05)
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тромбоцитов) [1,2], а также фосфолипидам [16-20] позволя­
ют рассматривать этот белок как возможный модулятор ре­
акций каскада коагуляции. В настоящее время ведутся по­
иски других факторов свертывания крови и их регулятор­
ных белков, которые являются специфическими лигандами 
нативного СРБ. Тем не менее гипотезы о механизмах про- 
каогулянтного и/или антикоагулянтного действия СРБ в 
тестах in vitro носят спекулятивный характер.

Фосфолипиды являются важными лигандами СРБ. В 
присутствии ионов Са2+ нативный СРБ способен связывать 
фосфатидилхолин [16], фосфатидилсерин [16], а также эти 
фосфолипиды в составе искусственных моно-, бислоев и ли- 
посом [18], липопротеинов низкой плотности [19], фрагмен­
тов клеточных мембран [20]. Сродство СРБ к фосфолипидам 
в этом ряду увеличивается; константа ассоциации для взаи­
модействия СРБ с липосомами составляет 1 107 М-1 [18].

Зависимость времени свертывания крови от фосфоли­
пидов в коагуляционных тестах ПВ, АЧТВ, КВ, времени 
ЭлК и dR W T  имеет двойной характер:

фосфолипиды являются компонентами активаци­
онного комплекса, добавляемого к плазме крови для запу­
ска коагуляции (препараты тромбопластина и кефалина);

фосфолипиды исследуемой плазмы являются ком­
понентами теназного, протромбиназного комплексов и 
комплекса тканевого фактора, которые формируются в 
процессе коагуляции [15].

Факторы VII, IX, X, V, VIII взаимодействуют с нейт­
ральными (фосфатидилхолин) и анионными (фосфатидил­
серин) фосфолипидами, подобно нативному СРБ, в при­
сутствии ионов Са2+ [15]. При этом константа аффинности 
такого взаимодействия составляет lxlO9 М-1 [15]. Обосно­
вано предположение о том, что при высоких концентраци-
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Abstract
C-refctive protein prolongs blood coagulation time in phospholipids-dependent coagulation tests.
O.P. Bliznukov, L.D. Kostin, A.J. Martinov, T.A. Lisitsina, T.M. Reshetnyak, V.J. Lauga 
Objective. To study influence of different CRP forms on blood clotting time in standard phospholipid 
clotting tests.
Material and methods. Purified native CRP, monomeric CRP (0-1.6 M), immune complexes of native 
CRP and rabbit polyclonal anti-CRP antibodies (1.6 M) were added to blood plasma of healthy donors. 
Blood clotting time was registered using optical coagulometer. Phospholipid dependent prothrombin 
time (PT), activated partial tromboplastin time (APTT), kaolin clotting time (KCT) with kaolin and 
ellagic acid, dilute Russel viper venom time (dRVVT) were determined.
Results. Native CRP was able to increase blood clotting time in all mentioned clotting tests, excluding 
prothrombin time. CRP influence on blood clotting time showed a concentration dependence. 
Polyclonal rabbit anti-CRP antibodies had no inhibitory effect on CRP prolonged blood clotting time. 
Monomeric CRP (0-1.6 M) had no influence on blood clotting time in all phospholipid-dependent 
clotting tests.
K ey  w o rd s :  C-reactive protein, phospholipid-dependent clotting tests.
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