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ВЫДЕЛЕНИЕ ТРОМБИНА МЕТОДОМ УЛЬТРАФИЛЬТРАЦИИ

Аннотация. Исследована возможность фракционирования раствора активированного протромбинового ком-
плекса (АПК) методами ультра- и диафильтрации. Для отделения тромбина от высокомолекулярных примесей ис-
пользовали половолоконную ультрафильтрационную мембрану на основе полиэфирсульфона ПЭС-ПВ-100 (произ-
водства ИФОХ НАН Беларуси), последующее концентрирование целевого фильтрата выполняли на мембране из по-
лисульфона ПС-ПВ-20. Установлено, что методы ультрафильтрации подходят для выделения тромбина из АПК. 
Сравнительный анализ выделенных образцов с коммерческими аналогами коагулогического реагента «Тромбин» 
показал, что тромбин, выделенный с помощью ультрафильтрации, по своей чистоте не уступает тромбину, выделен-
ному хроматографическим путем.
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ISOLATION OF THROMBIN BY ULTRAFILTRATION

Abstract. The feasibility of separation of activated prothrombin complex (APC) solution via ultrafiltration was investi-
gated. To separate thrombin from high molecular weight impurities, polyethersulfone hollow fiber ultrafiltration membrane 
PES-HF-100 (manufactured by Institute of Physical Organic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus) was 
used, further concentration of the target filtrate of PES-HF-100 was carried out using polysulfone membrane PS-PV-20. It was 
found that ultrafiltration methods are suitable for isolation of thrombin from APC. Comparative analysis of prepared samples 
with commercial analogs of the coagulation reagent “Thrombin” established that thrombin isolated via ultrafiltration is not 
inferior in purity to thrombin isolated by chromatography.
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Введение. Тромбин нашел широкое применение в лабораторной практике в качестве реагента 
для определения времени свертывания плазмы крови, тест «Тромбиновое время» (ТВ). По хими-
ческой природе бычий тромбин является гликопротеидом с молекулярной массой около 36 000 Да 
[1, 2]. Тромбин образуется из протромбина при ферментативной активации последнего [3–5]. 
Протромбин представляет собой одноцепочечный гликопротеин с молекулярной массой около 
72 000 Да, относящийся к классу α-2-глобулинов. Протромбин сохраняется в плазме при хране-
нии, однако в сыворотке отсутствует, так как потребляется в процессе свертывания крови, пре-
вращаясь в тромбин. В норме в плазме крови концентрация протромбина составляет 10–20 мг/дл. 
Протромбин в чистом виде выделить из плазмы крови довольно сложно [6, 7], однако с помощью 
этанольного фракционирования плазмы (как бычьей, так и человеческой) [8, 9] можно легко 
получить протромбиновый комплекс (группу гликопротеинов, включающую протромбин, фак-
тор Стюарта, фактор Кристмаса, конвертин) (табл. 1). Также выделенный способом этанольного 
фракционирования протромбиновый комплекс содержит дополнительные загрязнители: альбу-
мин, другие белки крови, токсины [8, 10]. Для превращения профермента в тромбин про тром-
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биновый комплекс подвергают активации тромбопластином в присутствии ионов кальция [11], 
существуют и другие методы активации протромбина без использования тромбопластина [12, 13].

В литературе описано множество примеров выделения тромбина из активированного про-
тромбинового комплекса (АПК) и все с использованием хроматографических методов очистки 
[15, 16]. Самым распространенным способом выделения тромбина является многостадийная 
хроматография с использованием анионо- и катионообменных ионитов, например, диэтилами-
ноэтил Sepharose® в качестве анионообменной среды и СМ или S-Sepharose® в качестве катио-
нообменной среды [11, 15, 16]. Хроматографическое разделение связано с большими затратами 
времени и существенно увеличивает стоимость реагента.

На наш взгляд, альтернативным методом выделения тромбина из АПК может являться ультра-
фильтрация, что и предопределило тему дальнейшего исследования.

Экспериментальная часть. Выделение тромбина из активированного протромбинового комп-
лекса проводили на половолоконных мембранах из полиэфирсульфона и полисульфона с различ-
ным номинальным молекулярно-массовым пределом задерживания (НММП) 300, 100, 50 и 20 кДа 
производства ИФОХ НАН Беларуси (ТУ ВY 100185198.091–2008, изм.1). 

Перед проведением эксперимента по ультрафильтрации предварительно осуществляли хи-
ми ческую мойку мембран с использованием 1 %-ного водного раствора Ultrasil 10 (Ecolab, Шве-
ция) в течение 1 ч. Удельную производительность мембран (J, л/м2ч) определяли при комнатной 
температуре и давлении в 1 атм. Значения удельной производительности вычисляли по формуле:

 J = V / (S t), (1)

где V – объем фильтрата, л; S – площадь рабочей поверхности мембраны, м2; t – время фильт-
рации, ч.

Коэффициент задерживания вычисляли по формуле:

  
(2)

где Сф – концентрация калибранта в фильтрате, г/л; Спит – концентрация калибранта в исходном 
(питающем) растворе, г/л. 

В качестве калибрантов использовали 0,3 %-ный водный раствор поливинилпирролидона 
марки К-30 (Fluka, Германия), растворы тромбина (НПО «Ренам», Российская Федерация) с кон-
центрацией общего белка Собщ = 0,40 г/л и альбумина (бычий сывороточный альбумин, Mw = 
69 000 г/моль, Merck), с концентрацией Сальб = 0,55 г/л в цитратных буферах (рН 6,6).

Протромбиновый комплекс был выделен из бычьей плазмы многоэтапным методом эта-
нольного фракционирования и последующей активацией тромбопластином в присутствии ионов 
кальция согласно методике, описанной в [10]. Концентрацию общего белка в образцах определяли 
биуретовым методом, используя раствор бычьего сывороточного альбумина для построения 
калибровочной кривой. Альбумин определяли колориметрическим методом по реакции с бром-
крезоловым зеленым [17]. Концентрация общего белка в образце АПК составила 0,95 г/л, 
концентрация альбумина – 0,55 г/л.

Контрольные исследования специфической свертывающей активности проводили по тесту 
«Тромбиновое время» (ТВ) [18] на гемокоагулометре CT 2410 (ЗАО СОЛАР, Беларусь). В качестве 

Т а б л и ц а 1. Характеристика белков неактивной и активной формы бычьего протромбинового комплекса [14]

T a b l e 1. Characterization of proteins included in inactive and active form of the bovine prothrombin complex [14]

Неактивная форма После активации тромбопластином

белок содержание в плазме, мкг/мл ММ, Да белок ММ, Да

Протромбин 100–200 ~ 72 000 Тромбин ~ 36 000
Конвертин 0,5–1,0 ~ 50 000 Конвертин ~ 50 000
Фактор Стюарта 7,6 ~ 55 400 Активированный фактор Стюарта ~ 45 300
Фактор Кристмаса 5,0 ~ 55 000 Фактор Кристмаса ~ 55 000
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субстрата использовалась аттестованная по этому показателю «Плазма крови контрольная нор-
мальная» (ТУ ВY 100185198.103-2007, производства ИФОХ НАН Беларуси).

Электрофорез белковых фракций осуществляли на системе для электрофореза SolarSE 2120 
(ЗАО СОЛАР, Беларусь) в агарозном геле с использованием вероналового буфера рН 8,9. Белко-
вые полосы в геле окрашивали красителем амидовый черный (CORMAY, Польша). Результаты 
анализа расшифровывались автоматически при помощи сканирующего денситометра ДМ 2120 
(ЗАО СОЛАР, Беларусь).

Результаты и их обсуждение. На основании результатов электрофоретического анализа 
исходного сырья (АПК, выделенного из бычьей плазмы), используемого для получения тром-
бина, установлено, что в исходном сырье кроме фракций α-1- и α-2-глобулинов (что соответствует 
электрофоретической подвижности тромбина [19–22]) также присутствует и фракция альбуминов 
(рис. 1). В связи с этим состав активированного протромбинового комплекса был оценен путем 
определения концентрации общего белка (Собщ), концентрации альбумина (Сальб) и коагулогиче-

Рис. 1.  Результаты электрофоретического анализа бычьей плазмы крови (а), активированного протромбинового 
комплекса (b), концентратов ПС-ПВ-20, полученных из АПК диафильтрацией в режимах концентрирования/разбав-
ления (c) и при постоянном объеме (d); тромбина, производства НПО «Ренам» (e) в сравнении с литературными дан-
ными по электрофоретическому анализу бычьей плазмы крови ( f ), где фракции 1 – альбуминов, 2 – α-1-глобулинов,  

3 – α-2-глобулинов, 4 – β-1-глобулинов, 5 – β-2-глобулинов, 6 – γ-глобулинов [22]

Fig. 1. Results of electrophoretic analysis of bovine blood plasma (a), activated prothrombin complex (b), PS-HF-20 retentate 
obtained from APC by diafiltration in the concentration/dilution mode (c) and in the constant volume mode (d); thrombin, 
manufactured by SPS “Renam” (e) in comparison with literature data on electrophoretic analysis of the bovine blood plasma 
( f ), where fraction  1 – albumin, 2 – α-1-globulins, 3 – α-2-globulins, 4 – β-1-globulins, 5 – β-2-globulins, 6 – γ-globulins [22]

a b
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ской активности (КА), за которую и отвечает тромбин. Получены следующие данные: Собщ = 
0,95 г/л, Сальб= 0,55 г/л, КА = 18,5 с. 

Поскольку в исходном сырье кроме тромбина имеется значительная примесь альбумина, оцен-
ку транспортных свойств ультрафильтрационных мембран проводили не только по модельным 
растворам тромбина (Стр = 0,40 г/л, рН 6,6), но и по модельным растворам альбумина (Сальб = 0,55 г/л, 
рН 6,6). Концентрация альбумина в модельных растворах выбрана на основании результатов 
определения концентрации альбумина в составе исходного раствора АПК. Концентрация мо-
дельного раствора тромбина объясняется предположением, что содержание общего белка (Собщ) 
в исходном сырье может быть представлена суммой концентрации альбумина (Сальб) и тромбина 
(Стр). Значение рН 6,6 буферного раствора выбрано на основании литературных данных [11, 23],  
в которых указано, что наибольшей стабильностью тромбин обладает в диапазоне рН 6,0–7,0.  
Результаты определения транспортных свойств мембран приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а 2. Основные транспортные характеристики используемых половолоконных мембран

T a b l e 2. Transport properties of hollow fiber membranes

Марка  мембраны НММП, кДа J0, л/м2ч Rк-30, % Jальб, л/м2ч Rальб, % Jтр, л/м2ч Rтр,%

ПЭС-ПВ-300 300 645 33 – 35 74 91 93 76
ПЭС-ПВ-100 100 355 45 – 47 72 98 81 78
ПЭС-ПВ-50 50 194 74 – 75 33 >99 57 91
ПС-ПВ-20 20 45 79 – 80 16 >99 20 >99

Выделение тромбина из активированного протромбинового комплекса методом ультрафиль-
трации сводилось к двум этапам: 1) отделение тромбина (36 000 Да) от высокомолекулярных 
примесей (альбумин, γ-глобулин); 2) концентрирование фильтрата полученного на первой ста-
дии с частичной очисткой от низкомолекулярных примесей. 

Сопоставление данных по калибровке мембран модельными растворами тромбина и альбу-
мина (табл. 2) показало, что на первом этапе фракционирования целесообразно использовать 
мембрану ПЭС-ПВ-100, поскольку данная мембрана практически полностью задерживает альбу-
мин (Rальб = 98 %), в то время как значение коэффициента задерживания по тромбину не превы-
шает 78 %. Более крупнопористая мембрана ПЭС-ПВ-300 имеет меньший коэффициент задер-
живания альбумина (Rальб = 91 %) при соответствующих значениях коэффициента задерживания 
по тромбину (Rтр = 76 % для ПЭС-ПВ-300). Для концентрирования раствора тромбина исполь-
зовали мембрану ПС-ПВ-20, которая практически полностью задерживает тромбин (Rтр > 99 %) 
и в этом случае потери целевого продукта будут минимальными.

Фракционирование АПК на первом этапе проводили двумя способами: 1) диафильтрацией  
в режиме концентрирования/разбавления и 2) диафильтрацией при постоянном объеме. 

Диафильтрация в режиме концентрирования/разбавления на половолоконных мембранах 
ПЭС-ПВ-100 проводилась следующим образом. На первой стадии осуществлялась 5-кратное 
концентрирование исходного раствора АПК. После чего производился отбор проб фильтрата  
и концентрата для определения коагулогической активности и содержания общего белка и аль-
бумина. Результаты эксперимента показали (табл. 3), что фильтрат обладал более низкой сверты-
вающей активностью по сравнению с исходным раствором, а в концентрате, наоборот, наблюда-
лась более высокая свертывающая активность. Следовательно, довольно значительная часть 
тромбина оставалась в концентрате. Далее концентрат разбавляли цитратным буфером (рН 6,6) 
до первоначального объема (разбавление № 1) и полученный раствор снова 5-кратно концентри-
ровали. Когда объем концентрата составлял порядка 20 % от исходного, выполнялся отбор проб 
(табл. 3). Полученный на второй стадии концентрат также обладал высокой свертывающей ак-
тивностью, поэтому процедуру снова повторяли до тех пор, пока в концентрате не переставала 
наблюдаться коагулогическая активность. Поскольку за свертывающую активность в активиро-
ванном протромбиновом комплексе по тесту ТВ отвечает лишь тромбин, то считалось, что от-
сутствие коагулогической активности в концентрате свидетельствует о том, что практически 
весь тромбин переходит в фильтрат. Коагулогическая активность считалась следовой, если вре-
мя свертывания плазмы крови по тесту ТВ  находилось в диапазоне 120–300 с.
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Т а б л и ц а 3. Результаты ультрафильтрации АПК на мембране ПЭС-ПВ-100 в режиме концентрирования

T a b l e 3. Results of ultrafiltration of APC on a PES-HF-100 membrane in the concentration mode

Стадии
фильтрации КА, с Собщ,  г/л Сальб,  г/л

1
Исходный 18 0,95 0,55
Фильтрат 34 0,17 –
Концентрат 11 4,05 2,65

2
Исходный (разбавление № 1) 27 0,95 0,62
Фильтрат 49 0,17 –
Концентрат 18 3,49 2,60

3
Исходный (разбавление № 2) 41 0,93 0,69
Фильтрат 52 0,15 –
Концентрат 28 3,08 2,55

4
Исходный (разбавление № 3) 58 0,95 0,79
Фильтрат 86 0,13 –
Концентрат 46 2,80 2,55

5
Исходный (разбавление № 4) 110 0,70 0,64
Фильтрат Следовая 0,05 –
Концентрат 68 2,65 2,50

6
Исходный (разбавление № 5) Следовая 0,88 0,83
Фильтрат Следовая 0,03 –
Концентрат 86 2,57 2,45

7
Исходный (разбавление № 6) Следовая 1,03 0,98
Фильтрат Не обнаружена 0,05 –
Концентрат 118 2,50 2,36

8
Исходный (разбавление № 7) Не обнаружена 0,83 0,79
Фильтрат Не обнаружена – –
Концентрат Следовая 2,46 2,36

9
Исходный (разбавление № 8) Не обнаружена 0,98 0,94
Фильтрат Не обнаружена – –
Концентрат Не обнаружена 2,44 2,30

Увеличение времени свертывания плазмы крови по тесту ТВ, уменьшение концентрации об-
щего белка и сохранение концентрации альбумина практически на постоянном уровне для кон-
центратов, полученных с использованием мембраны ПЭС-ПВ-100 на каждой последующей ста-
дии фильтрации по сравнению с предыдущей, свидетельствуют о протекании процесса фракци-
онирования (об отделении тромбина от альбумина и о постепенном переходе первого в фильтрат). 
После проведения завершающей стадии ультрафильтрации происходило объединение фильтра-
тов, выделенных на всех стадиях процесса и последующее концентрирование раствора на мем-
бране ПС-ПВ-20 в 3–3,5 раза, результаты которого будут обсуждены ниже. 

При диафильтрации при постоянном объеме убыль объема исходного раствора АПК постоян-
но компенсируется добавлением чистого растворителя [24]. Поскольку мембрана ПЭС-ПВ-100 
лишь частично пропускает тромбин (Rтр = 78 %), то применение диафильтрации позволяет не-
огра ниченно понижать концентрацию тромбина при практически полном сохранении концент-
рации более высокомолекулярных примесей. Ультрафильтрация на мембране ПЭС-ПВ-100 про-
водилась в один этап, при этом объем исходного раствора поддерживался постоянным путем 
организации непрерывной подачи цитратного буферного раствора. Во время диафильтрации 
через определенные промежутки времени производился забор проб фильтрата и концентрата для 
проведения дальнейших испытаний. Основные данные о ходе фильтрации приведены на рис. 2.

Установлено, что с повышением степени отбора фильтрата (соотношение объема раствора, пере-
шедшего в фильтрат, к исходному объему) в питающем растворе регистрировалось постепенное 
увеличение времени свертывания плазмы крови (снижение коагулогической активности), так 
для степени отбора фильтрата φ = 1,2, КАпит = 76 с, для φ = 2,3 определялась лишь следовая КАпит, 
а для φ = 2,8 КАпит и вовсе не зарегистрирована. Вместе с тем в фильтрате ПЭС-ПВ-10 с ростом 
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φ, наоборот, фиксировали рост КАф-т (снижение времени свертывания плазмы крови) и посте-
пенное увеличение концентрации общего белка, что свидетельствовало об успешном фракцио-
нировании АПК и переходе тромбина в фильтрат ПЭС-ПВ-100. Полученный фильтрат также 
был сконцентрирован на мембране ПС-ПВ-20. Итоговые результаты фракционирования раство-
ров АПК на мембранах ПЭС-ПВ-100 и ПС-ПВ-20 (как в режиме концентрирования/разбавления, 
так и диафильтрацией при постоянном объеме) приведены в табл. 4.

Т а б л и ц а 4.  Итоговые результаты фракционирования АПК на мембранах ПЭС-ПВ-100 и ПС-ПВ-20

T a b l e 4. Results of fractionation of APC on PES-HF-100 and PS-HF-20 membranes

Раствор Собщ, г/л Сальб, г/л КА, с ωальб, %

Исходный 0,95 0,55 18 58
Концентрат ПС-ПВ-20 (по методу концентрирования/разбавления) 1,55 0,25 11 16
Концентрат ПС-ПВ-20 (диафильтрация при постоянном объеме) 1,40 0,25 13 18

Снижение массовой доли альбумина (ωальб) с 58 % в исходном растворе АПК до 16–18 %  
в концентратах ПС-ПВ-20 указывает на успешное протекание процесса фракционирования бел-
ков. Сравнительный анализ итоговых результатов фильтрации растворов АПК на мембранах 
ПЭС-ПВ-100 и ПС-ПВ-20 в режиме концентрирования и при постоянном объеме показал, что  
в обоих случаях концентраты ПС-ПВ-20 обладают сходными значениями Сальб, Стр и коагулоги-
ческой активности, но в случае ультрафильтрации в режиме концентрирования на получение 
конечных растворов расходуется в два раза больший объем буферной смеси, что в свою очередь 
увеличивает время проведения фильтрации. 

Исходный раствор АПК, выделенные концентраты ПС-ПВ-20, а также раствор тромбина 
производства НПО «Ренам» были подвергнуты электрофоретическому анализу с последующей 
расшифровкой результатов на сканирующем денситометре (рис. 1, c, d). На электрофореграммах 
концентратов ПС-ПВ-20 наблюдается значительное уменьшение уровня альбуминов (по сравне-
нию с исходным раствором АПК), практически полное отсутствие фракции α-1-глобулинов  
и одновременное присутствие фракции α-2-глобулинов, что является еще одним свидетельством 
успешного протекания процесса фракционирования белков. На электрофореграмме тромбина, 
производства НПО «Ренам» практически не представлена фракция альбуминов, но четко прояв-
ляются фракции α-2- и γ-глобулинов (рис. 1, e). Как уже было отмечено выше, тромбин обладает 
подвижностью фракций α-1-, α-2-глобулинов, в то время как наличие фракции γ-глобулинов на 
электрофореграмме коммерческого образца подтверждает наличие посторонних примесей. В то 

                                                     a                                                                                         b

Рис. 2.  Зависимости коагулогической активности (КА) и концентрации общего белка (Собщ) от степени отбора  
фильтрата (φ) для питающего (исходного) раствора (а) и фильтрата ПЭС-ПВ-100 (b)

Fig. 2. Dependences of coagulogic activity (CA) and total protein concentration (Ctotal) on the degree of filtrate selection (φ) 
for feed (initial) solution (a) and PES-HF-100 retentate (b)
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же время на электрофореграммах концентратов ПС-ПВ-20 фракция γ-глобулинов отсутствует 
вовсе, хотя последняя и присутствовала в исходном растворе АПК. 

Сравнительный анализ коагулогической активности образцов, полученных с использованием 
ультрафильтрации и растворами тромбина производства НПО «Ренам» (РФ) и «Cormay Diagnos-
tics» (Польша), приведены в табл. 5. 

Т а б л и ц а 5. Сравнительный анализ коагулогической активности образцов тромбина

T a b l e 5. Comparative analysis of the coagulogic activity of thrombin samples

Образец Собщ, г/л КА, с

Тромбин НПО «Ренам» 1,01 17
Тромбин «Cormay Diagnostics» 1,04 21
Тромбин  (режим концентрирования/разбавления) 1,02 17
Тромбин (диафильтрация при постоянном объеме) 1,05 18

Как коммерческие образцы тромбина, так и образцы, выделенные методами диа- и ультра-
фильтрации при сходных концентрациях общего белка, обладают сопоставимыми значениями 
свертывающей активности, что свидетельствует о том, что тромбин, выделенный с помощью 
ультрафильтрации, не уступает по своим показателям тромбину, выделенному с помощью хро-
матографических методов очистки.

Заключение. На основании результатов исследования был разработан метод получения коа-
гулогического реагента «Тромбин» из активированного протромбинового комплекса при помо-
щи ультрафильтрации. Являясь мягким методом разделения, мембранная фильтрация позволила 
не только существенно удешевить технологию производства, но и в максимальной степени со-
хра нить нативные свойства целевого продукта. 
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