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Аннотация. Местные гемостатические средства (МГС) на основе хитозана получили широкое 
распространение для остановки массивных артериальных и венозных кровотечений в ходе воору-
женных конфликтов и в медицине катастроф, а также находят все большее применение в граждан-
ском здравоохранении. Однако, не существует единого мнения относительно физико-химических 
показателей, определяющих гемостатические свойства хитозана. До настоящего времени наиболее 
надежным методом подтверждения кровоостанавливающей активности МГС на основе хитозана 
остаются эксперименты in vitro и in vivo, предполагающие моделирование массивного кровотече-
ния на крупных животных. Кроме того, отсутствуют стандартные подходы к контролю качества 
хитозанового сырья и медицинских изделий, полученных на его основе. Цель данного исследования 
состояла в определении дополнительных физико-химических характеристик, которые в перспекти-
ве позволят сделать прогноз гемостатической активности МГС на основе хитозана без проведения 
биологического эксперимента.

В ходе проведенных исследований было рассмотрено влияние физико-химических свойств на 
эффективность МГС на основе хитозана в экспериментах in vitro и in vivo. Методом спектроско-
пии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) установлено, что снижение гемостатической активно-
сти МГС может сопровождаться изменением химической структуры при длительном хранении или 
влиянием концентрации хитозана (низкой интенсивностью сигналов протонов в ЯМР спектре). C 
использованием метода спектрофотометрии выявлена закономерность между проявлением гемо-
статической активности и конформационным состоянием макромолекул хитозана. Показано, что в 
качестве дополнительного критерия, свидетельствующего о способности хитозана инициировать ге-
мостаз, можно рассматривать рН конформационного перехода «спираль-глобула». Гемостатическая 
активность МГС на основе хитозана более активно проявляется в конформации «глобула». Наиболь-
шая эффективность в эксперименте была выявлена для образцов МГС, у которых при значениях рН 
раствора, близких к физиологическим, отмечался переход значительной части молекул из состояния 
«спираль» в состояние «глобула», что сопровождалось скачкообразным изменением светопропуска-
ния раствора. Данные полностью согласуются с результатами экспериментов in vitro и in vivo.
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Массивное наружное кровотечение остается 
одной из основных причин смерти на догоспи-
тальном этапе как в военной, так и в гражданской 
медицине. К настоящему моменту разработано 
множество средств и способов временной оста-

новки наружных кровотечений. Наряду со жгу-
тами, турникетами и давящими повязками, все 
большее распространение получают местные ге-
мостатические средства (МГС), предназначенные 
как для самостоятельной остановки кровотече-
ний, так и для применения в комплексе с другими 
способами гемостаза [1].
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Среди МГС особое внимание привлекают из-
делия на основе хитозана. Но, несмотря на расту-
щий опыт их практического применения, не суще-
ствует единого мнения относительно механизма, 
обеспечивающего гемостатический эффект хи-
тозана, а также понимания физико-химических 
свойств этого биополимера, определяющих его 
способность останавливать кровотечение [2-5]. 
Как следствие, отсутствуют единые подходы и 
стандарты контроля качества сырья хитозана и го-
товых МГС, полученных на его основе.

Основными показателями при контроле каче-
ства сырья хитозана как правило служат степень 
деацетилирования (ДА), вязкость, влажность, ми-
кробиологическая чистота, содержание тяжелых 
металлов и пестицидов, гранулометрический со-
став (СанПиН 2.3.2.1078-01, СанПиН 2.3.2.1290-
03. V, VI) [6], однако, ни один из приведенных 
показателей, как и оценка гемостатической ак-
тивности in vitro, не имеет решающего значения 
при определении его способности инициировать 
гемостаз. Наиболее надежным тестом, свидетель-
ствующим об эффективности МГС, по-прежнему 
остается проведение эксперимента на крупных 
животных.

Цель исследования состояла в определении 
дополнительных физико-химических характери-
стик, которые в перспективе позволят сделать вы-
вод о гемостатической активности МГС на основе 
хитозана без проведения экспериментов in vitro с 
использованием образцов цельной крови и без ис-
пытаний in vivo.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объектов исследования были 

использованы образцы МГС на основе хи-
тозана: «Celox. Гемостатические гранулы» 
(MedTrade Products Ltd., Великобритания); «Сред-
ство гемостатическое стерильное Гепоглос в гра-
нулах» (ООО «Люми», Россия); гемостатическое 
средство в гранулах (ООО «Специальная и Меди-
цинская Техника», Россия) [7] – «Образец №1» и 
«Образец №2». Оставшийся на момент испыта-
ний срок годности «Образца №1» составлял бо-
лее половины от определенного разработчиком, в 
то время как «Образец №2», аналогичный по со-
ставу с «Образцом №1», был подвергнут испыта-
ниям стабильности методом «ускоренного старе-
ния», эквивалентно 5 годам хранения для оценки 
стабильности его свойств в данном временном 
интервале с целью установления срока годности 
[8]; средство перевязочное гемостатическое анти-

микробное на основе хитозана «Гемоспас Био» в 
форме гранул (ООО «МДК Медика», Россия).

Для каждого образца проводили не менее трёх 
параллельных экспериментов по каждому методу 
исследования. В качестве контроля использовали 
пробы, не содержащие хитозан.

В работе использовали следующие реактивы: 
ледяная уксусная кислота («Химмед», Россия), 
хлористоводородная кислота (х.ч.) («Реахим», 
Россия), дейтерированная вода (оксид дейтерия) 
99.9 % (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., США).

В работе были использованы следующие ме-
тоды и оборудование:

одномерные протонные спектры ядерного маг-
нитного резонанса (ЯМР) регистрировали с помо-
щью спектрометра Bruker Avance III HD 600 MГц, 
при 50 °С, используя растворы образцов в дейте-
рированной воде (D2O) с добавлением 20 % рас-
твора хлористоводородной кислоты. Обработку 
спектров выполняли в программе TopSpin 3.5pl7. 
Расчеты степени деацетилирования (ДА) велись 
по формулам, приведенным в работе [9].

определение конформационного перехода ма-
кромолекул хитозана в зависимости от рН среды 
проводили с помощью УФ-спектрофотометра 
Agilent 8453 при 650 нм, с рабочей длиной кюветы 
10 мм, по методике, представленной в работе [10]. 
Готовили водные растворы образцов концентра-
цией 0.3 мг/мл с добавлением 20 % раствора хло-
ристоводородной кислоты до уровня рН 3.5–4.0. 
Для МГС «Образец №2» и «Гепоглос» дополни-
тельно готовили растворы концентрацией 0.6 мг/
мл. Величину рН измеряли с помощью рН-метра 
Fisher Scientific accumet excel XL60, светопропу-
скание растворов регистрировали по мере добав-
ления 2.5 % раствора натрия гидроксида.

Гемостатическую активность образцов в экс-
периментах in vitro изучали с использованием до-
норской крови с добавлением антикоагулянта на-
трия цитрата в соотношении 1:9:

для определения времени коагуляции (ВК) ис-
пользовали методику Wu Sh. с соавт. [11].

динамику коагуляции определяли согласно 
методикам [2, 12]. Получали пленки исследуемых 
образцов на часовых стеклах. Далее на стекла с 
плёнками наносили по 0.2 мл крови и 0.025 мл 
0.2М раствора кальция хлорида. Через 10 мин 
первое стекло погружали в стакан, содержащий 
100 мл воды очищенной. Затем с интервалом в 
5 мин в диапазоне 15–40 мин последовательно 
погружали в воду остальные стекла. Из полу-
ченных растворов отбирали аликвоту 15 мл, цен-

Влияние физико-химических свойств
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трифугировали 5 мин 3500 об/мин. С помощью 
УФ-спектрофотометра Agilent 8453 измеряли оп-
тическую плотность супернатанта при 545 нм, 
строили графики зависимости средних значений 
оптической плотности исследуемых растворов от 
времени контакта крови с плёнками образцов МГС.

Оценку гемостатической активности образцов 
МГС проводили в экспериментах in vivo с соблю-
дением требований нормативных документов [13] 
на адаптированной модели повреждения бедрен-
ной артерии, описанной B. Kheirabadi и соавт. 
[14], в модификации Самохвалова И.М. и соавт. 
[1, 15, 16], на баранах романовской породы. При-
менение образцов МГС было выполнено после 
свободного артериального кровотечения продол-
жительностью 30 с. После применения МГС осу-
ществляли ручную компрессию продолжитель-
ностью 3–5 мин, после чего выполняли тугую 
тампонаду раны. Эффективность МГС оценива-
ли по показателям первичного гемостаза (через 
5 мин после прекращения компрессии), вторич-
ного гемостаза (через 120 мин после применения 
МГС) [17] и результатам «маршевой» пробы (пять 
интенсивных сгибательных и разгибательных 
движений поврежденной конечности). Результат 
пробы считали положительным при отсутствии 
возобновления кровотечения.

Результаты экспериментов обрабатывали ме-
тодами математической статистики в соответ-
ствии с рекомендациями Государственной Фарма-
копеи РФ XIV ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая 
обработка результатов химического эксперимен-
та» [18] с помощью программы «Microsoft Excel 
2010». Рассчитывали среднее значение и стан-
дартное отклонение показателей в каждой иссле-
дуемой группе. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
К числу показателей, с которыми наиболее 

часто связывают гемостатическую активность 
хитозана, относится молекулярная масса (ММ) и 
степень деацетилирования (ДА). Исследователи 
сходятся во мнении, что у образцов хитозана, об-
ладающих гемостатической активностью, показа-

тель степени ДА составляет в среднем 75–95 %, 
в то время как показатель ММ изменяется в ши-
роком диапазоне 30–1000 кДа [2, 12, 19, 20]. В 
связи с этим связывать гемостатические свойства 
хитозана с показателем ММ не вполне корректно 
– низкая активность убедительно подтверждена 
только для низкомолекулярных образцов с ММ 
менее 10–20 кДа. При этом следует учитывать, 
что для сырья хитозана производители зачастую 
заменяют данный показатель значением вязкости. 
Точный расчет ММ при наличии показателя вяз-
кости невозможен без знания всех условий, при 
которых он определялся [21], а большинство про-
изводителей и поставщиков хитозана не сообща-
ют указанную информацию. Определение ММ 
хитозана в готовом изделии также зачастую не 
представляется возможным в связи с добавлением 
сшивающих агентов, антибактериальных средств, 
модификаторов.

Физико-химические свойства и гемостатиче-
ская активность  образцов МГС in vitro представ-
лены в таблице 1.

Время коагуляции крови под действием МГС 
определяли in vitro (рисунок 1)

Таблица 1.
Некоторые физико-химические свойства исследуемых образцов МГС и их гемостатическая активность in vitro

Образец ДА, % ВК, мин Светопропускание растворов образцов при рН =7.4, %
Концентрация 0.3 мг/мл Концентрация 0.6 мг/мл

«Celox» 76.0 20.9±0.7 66.1±7.1 –
«Гепоглос» 96.0 нет гемостаза 95.0±7.9 54.2±6.8
«Образец №1» 86.2 16.6±1.1 42.5±8.2 –
«Образец № 2» 85.4 нет гемостаза 85.2±8.4 78.0±5.9
«Гемоспас Био» 77.6 21.8±1.2 64.2±7.7 –

Рис. 1. Время коагуляции образцов крови в 
присутствии МГС

Гемостаз в контрольной группе наступил спу-
стя 27.7±2.8 мин. Наилучшие показатели отме-
чены для изделий «Образец №1» (16.6±1.1 мин), 
«Celox» (20.9±0.7 мин). Для МГС «Образец №2» 
и «Гепоглос» к моменту окончания эксперимента 
наступление гемостаза (образование сгустка) не 
зафиксировано.
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Увеличение скорости формирования кровя-
ного сгустка и агрегации форменных элементов 
крови связывают также с увеличением удельной 
поверхности и пористости частиц хитозана [22, 
23]. В связи с этим было проведено исследова-
ние динамики коагуляции, которое иллюстриру-
ет процесс взаимодействия крови с образцом на 
протяжении определенного временного интер-
вала. Методом спектрофотометрии оценивается 
изменение количества абсорбированного гемо-
глобина в зависимости от длительности контакта 
крови с потенциальным гемостатическим аген-
том. Характер кривой и длительность образо-
вания сгустка определяют способность образца 
инициировать гемостаз. Результаты представле-
ны на рисунке 2.

Установлено, что гемостатическая актив-
ность уменьшается в ряду: «Образец №1», 
«Гемоспас Био», «Celox», а наиболее низкие 
показатели выявлены у МГС «Гепоглос» и «Об-
разец №2». При этом, наилучший результат за-
фиксирован для контрольной группы (без при-
менения МГС), что полностью согласуется с 
результатами Hu Zh. с соавт. [2]. Можно предпо-
ложить, что это объясняется условиями проведе-

ния эксперимента in vitro – отсутствием реально-
го кровотечения, препятствующего образованию 
сгустка.

Оценка эффективности образцов МГС in vivo 
проводилась на модели тяжелого ранения паха 
при иссечении стенки бедренной артерии. Полу-
ченные результаты представлены в таблице 2.

Таблица 2.
Оценка гемостатической эффективности образцов МГС in vivo

Образец Количество животных (n) Первичный гемостаз (%) Вторичный гемостаз (%) Маршевая проба
«Celox» 3 67 % 100 % +
«Гепоглос» 4 0 % 0 % –
«Образец №1» 3 67 % 100 % +
«Образец №2» 3 0 % 0 % –
«Гемоспас Био» 4 100 % 100 % +

Рис. 2. Динамика коагуляции образцов крови в 
присутствии МГС

Рис. 3. Сравнение одномерных протонных ЯМР-спектров образцов МГС. Снизу вверх: 1 – «Об-
разец №1», 2 – «Образец №2», 3 – «Гепоглос», 4 – «Celox», 5 – «Гемоспас Био». А и Б – области 1.5-
1.8 ppm и 3.1-3.6 ppm, в которых проводилось сравнение сигналов образцов

При применении МГС «Гепоглос» и «Обра-
зец №2» достичь гемостаза не удалось. Образцы 
«Celox», «Образец №1», «Гемоспас Био» обеспе-
чили наступление вторичного гемостаза и поло-
жительную маршевую пробу в 100 % случаев, не-
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смотря на то, что первичный гемостаз отмечался 
не у всех экспериментальных животных.

Для определения возможной причины низкой 
гемостатической активности МГС «Образец №2» 
и «Гепоглос» структуру образцов изучали мето-
дом спектроскопии ЯМР. Сравнение одномерных 
протонных спектров образцов представлено на 
рисунке 3.

Полученные результаты позволили сделать вы-
вод, что в результате экспериментального хранения 
«Образца №2» произошло изменение его структу-
ры. В выделенной области А на рисунке 3 в спектре 
«Образца №2» наблюдаются дополнительные по 
сравнению со спектром «Образца №1» неидентифи-
цированные сигналы. При сравнении спектра образ-
ца «Гепоглос» с другими образцами в области Б от-
мечается низкая интенсивность сигналов протонов, 
что может быть связано с меньшей концентрацией 
хитозана. Можно предположить, что с отмеченными 
особенностями МГС «Гепоглос» и «Образец 2» мо-
жет быть связана их низкая гемостатическая актив-
ность в экспериментах in vitro и in vivo.

Таким образом, оценка протонного спектра 
ЯМР может применяться для оценки качества и 
прогнозирования активности гемостатических 
средств на основе хитозана. Недостатком мето-
да является его высокая стоимость. Кроме того, 
анализ протонного спектра не позволяет судить 
о том, какая концентрация хитозана в МГС будет 
достаточной для инициирования гемостаза.

Биологическую активность соединений хито-
зана связывают с конформационным состоянием 
молекулы, и наиболее реакционноспособной счи-
тается спиральная конформация [25, 26]. Ранее 
было установлено [10], что конформация макро-
молекул хитозана в растворе зависит от pH среды. 
Путём измерения светопропускания растворов 
хитозана авторами были выявлены конформацион-
ные переходы в области значений pH 3.2–3.3 («клу-
бок–спираль») и 4.8–6.0 («спираль–глобула»). В 
спиральной конформации наблюдается более ин-
тенсивное рассеяние света макромолекулами. При 
определенном значении рН раствора степень про-
тонирования макромолекул достигает критическо-
го значения, и происходит переход из конформации 
«спираль» в конформацию «глобула». При этом у 
макромолекулы снижается растворимость, хитозан 
выпадает в осадок, раствор становится менее про-
зрачным, и его светопропускание снижается.

Мы предположили, что гемостатическая ак-
тивность МГС будет зависеть от конформаци-
онного состояния макромолекул хитозана при 

физиологических значениях рН: чем ближе рН 
конформационного перехода «спираль–глобула» 
к значению рН 7.35–7.45, тем выше кровооста-
навливающие свойства образца. Для проверки 
указанного предположения проводили изучение 
изменения конформационного состояния макро-
молекул хитозана в составе МГС в эксперименте. 
За конформационный переход принимали скачко-
образное снижение величины светопропускания 
раствора МГС не менее чем на 30 % от начального 
значения при изменении рН на 0.3–0.4 единицы 
в диапазоне рН 3.96–9.61, что свидетельствовало 
о переходе значительной части макромолекул в 
другое конформационное состояние.

При исследовании конформационных пере-
ходов МГС (рисунок 4) отмечено, что характер 
кривых не в полной мере аналогичен кривым 
образцов хитозана, полученных ранее другими 
группами авторов [10], что может быть связано с 
модификациями используемого при производстве 
МГС сырья (применение солей хитозана с раз-
личными заместителями, сшивающих агентов и 
др.) и вспомогательными веществами в составах 
коммерческих образцов гемостатиков (антибакте-
риальные компоненты, консерванты и др.).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что существует закономерность между конфор-
мационным состоянием макромолекулы хитозана 
и его гемостатической активностью. Низкая спо-
собность инициировать гемостаз наблюдалась у 
тех образцов МГС («Образец №2» и «Гепоглос» 
в концентрации 0.3 мг/мл), для которых в физио-
логическом диапазоне рН не наблюдалось скачко-
образного изменения светопропускания раствора, 
что может свидетельствовать об отсутствии пере-
хода значительной части макромолекул из состоя-
ния «спираль» в состояние «глобула».

Рис. 4. Зависимость светопропускания раство-
ров образцов МГС от pH среды раствора
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Результаты изучения кривой светопропускания, 
которая свидетельствует об отсутствии перехода 
большей части молекул образца «Гепоглос» 0.3 мг/мл 
из состояния «спираль» в состояния «глобула» в из-
ученном диапазоне рН, позволили подтвердить пред-
положение о низком содержании хитозана в МГС 
«Гепоглос», которое, по-видимому, и определило его 
низкую гемостатическую активность. Увеличение 
концентрации с 0.3 мг/мл до 0.6 мг/мл приводит к 
увеличению концентрации молекул хитозана, пере-
шедших в состояние «глобула», что сопровождается 
скачкообразным снижением светопропускания.

При увеличении концентрации «Образца №2» 
скачкообразного изменения светопропускания не 
произошло, что согласуется с данными ЯМР спек-
троскопии и позволяет сделать вывод, что низкая ге-
мостатическая активность в данном случае, вероят-
но, связана со структурными изменениями хитозана.

Таким образом, вопреки нашему исходному 
предположению, гемостатическая активность 
МГС на основе хитозана более активно проявля-
ется в конформации «глобула». Полученные дан-
ные полностью согласуются с результатами экс-
периментов in vivo и in vitro.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов 

было установлено следующее:
1) Метод спектроскопии ЯМР может приме-

няться для контроля качества сырья хитозана;
2) Выявлена связь гемостатической актив-

ности образцов МГС на основе хитозана с кон-
формационным состоянием при значениях рН, 
близких к физиологическим. Гемостатическая 
активность была выявлена у тех образцов МГС, 
у которых при значениях рН раствора, близких к 
физиологическим, отмечался переход значитель-
ной части молекул из состояния «спираль» в со-
стояние «глобула», что сопровождалось скачкоо-
бразным изменением светопропускания раствора;

3) Определение конформационного состояния 
МГС на основе хитозана методом спектрофото-
мерии может рассматриваться как метод, позво-
ляющий выявить образцы МГС, не обладающие 
гемостатической активностью, однако для оконча-
тельного подтверждения данного утверждения тре-
буется проведение дополнительных исследований.
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INFLUENCE OF PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES 
OF CHITOSAN-BASED HEMOSTATIC PRODUCTS ON THEIR 

HEMOSTATIC EFFICIENCY IN VITRO AND IN VIVO
O. V. Kadyseva1,3, V. N. Bykov2, O. Y. Strelova1, V. F. Taranchenko3, A. N. Grebenyuk1,3
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Abstract. Chitosan-based Local Hemostatic Agents (LHA) are widely used as agents for stopping massive 
arterial and venous bleeding during armed conflicts and in disaster medicine, and are also increasingly 
used in healthcare. However, there is no consensus on the physicochemical parameters that determine the 
hemostatic properties of chitosan. Still the most reliable methods for conforming the hemostatic activity 
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of LHA remain in vitro and in vivo experiments with modeling in large animals. In addition, there are no 
standard approaches to quality control of chitosan raw materials and medical products based on it. The 
target of the study was to determine additional physicochemical characteristics that would make it possible 
to predict the hemostatic activity of LHA based on chitosan without the use of a biological experiment.

In the course of the studies, the influence of physicochemical properties on the effectiveness of LHA was 
considered by in vitro and in vivo methods. By NMR method it was found that a decrease of the hemostatic 
activity of LHA may be accompanied by a change in the chemical structure during prolonged storage or 
by the influence of chitosan concentration. By spectrophotometry revealed a consistent pattern between the 
hemostatic activity and the conformational state of chitosan macromolecules. It has been shown that as an 
additional parameter testifying to the ability of chitosan to initiate hemostasis, the pH of the «rigid rod–
globule» conformational transition can be considered. Hemostatic activity of LHA based on chitosan is more 
active in the conformation «globule». The greatest efficiency in the experiment was revealed for samples in 
which, at a solution pH close to physiological value, a significant part of the molecules transitioned from the 
«rigid rod» state to the «globule» state, which was accompanied by a jump-like change in the light transmission 
of the solution. The obtained data are completely consistent with the results of in vitro and in vivo experiments.

Keywords: chitosan, bleeding, hemostasis, degree of deacetylation, conformation, NMR, spectropho-
tometry.
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