
Введение
Среди препаратов, перспективных для профи­

лактики и лечения атеротромбоза, большой интерес 
представляют производные N-замещенных пипера­
зинов, обладающие антиагрегантными, антикоагу­
лянтными и вазодилатирующими свойствами [1]. 

Ранее нами было установлено, что один из N,N’-
замещенных пиперазинов, содержащий карбоксими­
дамидную группу (Нотромбел), обладает свойствами 
универсального ингибитора агрегации тромбоци­
тов – подавляет экспрессию Р-селектина, уменьшает 
экспрессию тромбоцитарного мембранного комплек­
са GPIb-IX-V и тормозит тромбининдуцированное 
образование тромбоцитарно-лейкоцитарных комп­
лексов. Возможными мишенями для Нотромбела 
являются тромбоксановый (тромбоксансинтаза) путь 
передачи сигнала активации, а также непосредствен­
но мембранные рецепторы GPIb-IX-V [2–4].

Цель исследования – изучение влияния внутри­
венного и интрагастрального введения препарата 
Нотромбел на развитие экспериментального тром­
боза. 

Материал и методы исследования
Экспериментальные животные
Исследования проводились на крысах-сам­

цах линии Вистар (возраст – 15–18 недель, мас­
са – 250–270 г) (ФГУП «Питомник лабораторных 
животных"Рапполово"») в полном соответствии с 
«Руководством по использованию лабораторных жи­
вотных для научных и учебных целей в ПСПбГМУ 
им. акад. И. П. Павлова» [7].

Животные содержались на неограниченном 
потреблении корма (стандартный рацион для ла­
бораторных крыс К-120 ООО «Лабораторкорм», 
Россия) и воды при фиксированном световом 
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Реферат
Цель исследования – изучение влияния введения препарата Нотромбел, одного из представителей нового класса 

соединений – N,N’-замещенных пиперазинов, на развитие экспериментального тромбоза. 
Материал и методы. У крыс-самцов линии Вистар моделировали тромбоз бедренной артерии путем 30-минутного 

лазерного облучения (532 нм, 60 мВт, площадь облучения – 1 мм2) на фоне внутривенного введения бенгальского розо­
вого А (17 мг/кг). Кровоток регистрировали методом высокочастотной ультразвуковой допплерографии (20 мГц) перед 
облучением и каждые 10 мин. Нотромбел и ацетилсалициловую кислоту (АСК) вводили внутривенно (контроль – 0,9 %-й 
хлорид натрия) и интрагастрально (контроль – вода) в возрастающих дозах. 

Результаты исследования. В ходе 30-минутного лазерного облучения тромбоз бедренной артерии развивался у 
всех контрольных животных. При однократном внутривенном введении Нотромбел оказался более эффективным, чем 
АСК (100 %-е предотвращение тромбоза в дозах 0,0045 и 0,05 мМ/кг соответственно). Расчетная эффективная доза 
ED50 для Нотромбела составляла около 0,0021 мМ/кг, а для АСК – 0,029 мМ/кг. При 7-кратном внутривенном введении 
Нотромбела кумулятивного эффекта не наблюдалось (разовая эффективная доза ED50=0,0021 мМ/кг), в отличие от АСК 
(ED50=0,0032 мМ/кг). При 7-кратном интрагастральном введении антитромботическая активность препаратов была близка 
(для Нотромбела ED50=0,0049 мМ/кг, для АСК – 0,0041 мМ/кг).

Выводы. При однократном внутривенном введении антитромботическая активность Нотромбела (ED50=0,0021 мМ/
кг) выше, чем у АСК (ED50=0,029 мМ/кг). При курсовом интрагастральном и внутривенном введении эффективность 
препаратов сопоставима. В отличие от АСК, у Нотромбела не наблюдалось кумулятивного эффекта, что свидетельствует 
о безопасности курсового парентерального введения препарата. 
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режиме 12.00:12.00 ч (свет:темнота). Температура 
поддерживалась в пределах 22–25 °С, относитель­
ная влажность – 50–70 %. Длительность карантина 
(акклиматизационного периода) для всех животных 
составляла 14 дней. 

Введение препаратов
Препарат Нотромбел растворяли в стерильной 

очищенной воде (для интрагастрального введения) 
и 0,9 % стерильном растворе хлорида натрия (для 
внутривенного введения).

В качестве препарата сравнения использовали 
ацетилсалициловую кислоту (АСК) (Sigma Aldrich, 
США), механизм действия которой хорошо изучен. 
АСК растворяли в воде для инъекций при нагревании 
на водяной бане до 40,0 оС, и периодическом энергич­
ном встряхивании до полного растворения кристал­
лов. Для внутривенного введения АСК после полного 
ее растворения добавляли стерильный 10 %-й рас­
твор хлорида натрия до конечной концентрации 0,9 %  
и перемешивали встряхиванием.

Внутривенное введение: ненаркотизированным 
крысам растворы исследуемых препаратов вводили 
в фиксированный световой период (с 10.30 
до 13.00 вне зависимости от приема пищи) 
в хвостовую вену болюсно (в течение 1 мин) 
из расчета 4 мл/кг при однократном введе­
нии и 2 мл/кг при курсовом. 

Дозы препаратов при однократном вве­
дении: 

Нотромбел: 0,03; 0,01; 0,0045; 0,003; 
0,0015 мМ/кг; 

АСК: 0,05; 0,035; 0,025; 0,015 мМ/кг;
контроль: 0,9 %-й стерильный раствор 

хлорида натрия 4 мл/кг.
Дозы препаратов при курсовом введении: 
Нотромбел: 0,03; 0,01; 0,0045; 0,0035; 0,003; 

0,0015 и 0,001 мМ/кг;
АСК: 0,05; 0,0045; 0,0025; 0,0015 мМ/кг;
контроль: 0,9 %-й стерильный раствор 

хлорида натрия 2 мл/кг.

Интрагастральное введение: крысам растворы 
исследуемых препаратов вводили в фиксирован­
ный световой период (с 10.30 до 13.00 вне зави­
симости от приема пищи) через зонд из расчета 
4 мл/кг. 

Дозы препаратов при курсовом введении: 
Нотромбел: 0,05; 0,02; 0,005; 0,002 мМ/кг;
АСК: 0,05; 0,02; 0,005; 0,002 мМ/кг;
контроль: вода 4 мл/кг.

Моделирование фототромбоза
Для моделирования тромбоза за 10 минут до начала 

облучения в левую бедренную вену наркотизированных 
крыс (хлоралгидрат 430 мг/кг внутрибрюшинно в виде 
4,3 % раствора) вводили фотосенсибилизатор – 2 мл/кг 
0,85 % раствора Бенгальского розового А (Acros Organic, 
США) в 0,9 % растворе хлорида натрия (доза 17 мг/кг) 
[6, 8], после чего производили разрез длиной около 2 см 
на внутренней поверхности правого бедра животного. 
Участок бедренной артерии длиной около 5 мм освобож­
дали от окружающих тканей, выделяли из сосудисто-
нервного пучка. Под данный участок артерии подводи­

Таблица 1
Влияние 1-кратного внутривенного введения Нотромбела и АСК  

на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс

Группа животных Количество животных в группе 
N

Количество животных с наличием кровотока  
в бедренной артерии на 30-й мин облучения

N  %

Контроль (NaCl) 6 0 0
АСК 0,05 мМ/кг 7 7 100*

0,035 мМ/кг 8 6 75*
0,025 мМ/кг 8 3 37,5
0,015 мМ/кг 7 0 0

Нотромбел 0,03 мМ/кг 7 7 100*
0,01 мМ/кг 7 7 100*

0,0045 мМ/кг 7 7 100*
0,003 мМ/кг 8 6 75*
0,0015 мМ/кг 8 3 37,5

* – p<0,01 по сравнению с контролем.

Рис. 1. Влияние 1 кратного внутривенного введения Нотромбела 
и АСК на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс
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ли полоску непрозрачного черного пластика шириной  
3 мм, изолируя тем самым вену и окружающие ткани от 
облучения. Облучение проводили при помощи диодно­
го лазера «DPSS-лазер» (Diode Pumpd Solid State Laser, 
Южная Корея) с длиной волны 532 нм, мощностью 60 
мВт, площадь облучения – 1 мм2, продолжительность 
облучения – 30 мин.

Для регистрации скорости кровотока использо­
вали метод высокочастотной ультразвуковой доп­
плерографии (прибор «Минимакс-Допплер-К»,  
20 мГц). Линейную скорость кровотока в бедрен­
ной артерии измеряли непосредственно перед об­
лучением и в процессе облучения артерии каждые 
10 мин. Для сравнительной оценки эффективности 
исследуемых препаратов была выбрана 30-я ми­
нута.

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ полученных результатов 

проводился с помощью программного пакета IBM 
«SPSS Statistics Version 20». Значимость различий из­

меряемых параметров оценивалась с помощью одно­
стороннего критерия Фишера. Значения р менее 0,05 
рассматривались как значимые. 

При расчете ЕД50 исследуемых препаратов ана­
лиз полученных результатов проводился с помощью 
программного пакета IBM «SPSS Statistics Version 
20». При курсовом введении препаратов приведены 
разовые дозы ЕД50.

 
Результаты исследования и их обсуждение 
Однократное внутривенное введение препаратов
Через 50 мин после введения препаратов вну­

тривенно болюсно вводили бенгальский розовый 
А (см. материалы и методы исследования), и еще 
через 10 мин (т. е. через 60 мин после введения пре­
паратов) начинали лазерное облучение бедренной 
артерии.

В контроле уже на 10-й мин после начала об­
лучения бедренной артерии скорость кровотока 
значительно снижалась по сравнению с фоновыми 
показателями, что свидетельствует о развитии тром­

боза сосуда. К 20-й мин у всех животных 
наблюдалось полное отсутствие кровотока 
(табл. 1).

Как видно из данных табл. 1, на выбранной 
для оценки эффективности антитромботиче­
ского действия 30-й мин АСК в дозе 0,05 мМ/
кг в 100 % случаев препятствовала окклюзии 
бедренной артерии при фотоповреждении 
сосудистой стенки, в дозе 0,035 мМ/‌кг –  
в 75 % случаев, в дозе 0,025 мМ/кг –  
в 37,5 % случаев и в дозе 0,015 мМ/кг не 
проявляла антитромботической активности  
(табл. 1). Расчетная эффективная доза ED50 
для АСК при 1-кратном внутривенном вве­
дении составляет около 0,029 мМ/кг.

Нотромбел в дозах 0,03; 0,01 и 0,0045 мМ/кг  
в 100 % случаев препятствовал окклюзии 

Таблица 2
Влияние 7-кратного внутривенного введения Нотромбела и АСК  

на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс

Группа животных Количество животных в группе 
N

Количество животных с наличием кровотока в бедрен­
ной артерии на 30-й мин облучения

N  %

Контроль (NaCl) 14 0 0
АСК 0,05 мМ/кг 7 7 100**

0,0045 мМ/кг 8 6 75**
0,0025 мМ/кг 8 4 50**
0,0015 мМ/кг 7 0 0

Нотромбел 0,03 мМ/кг 7 7 100**
0,01 мМ/кг 7 7 100**

0,0045 мМ/кг 7 7 100**
0,0035 мМ/кг 8 8 100**
0,003 мМ/кг 8 6 75**
0,0015 мМ/кг 8 3 37,5*

0,001 М/кг 8 0 0
* – p<0,05 по сравнению с контролем; ** – p<0,01 по сравнению с контролем.

Рис. 2. Влияние 7-кратного внутривенного введения Нотромбела 
и АСК на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс
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бедренной артерии при фотоповреждении сосуди­
стой стенки, в дозе 0,003 мМ/кг – в 75 % случаев  
и в дозе 0,0015 мМ/кг не проявлял антитромботиче­
ской активности. Расчетная эффективная доза ED50 
для Нотромбела при 1-кратном внутривенном введе­
нии составляет около 0,0021 мМ/кг.

Таким образом, при однократном внутривенном 
введении Нотромбел (в дозе 0,0045 мМ/кг предот­
вративший тромбообразование в 100 % случаев) 
оказался более эффективным, чем АСК, которая 
оказала 100 %-й эффект лишь в дозе 0,05 мМ/кг 
(рис. 1). Расчетная эффективная доза ED50 для 
Нотромбела при 1-кратном внутривенном введе­
нии составляет около 0,0021 мМ/кг, а для АСК –  
0,029 мМ/кг.

Курсовое введение препаратов
В следующей серии опытов оценивали антитром­

ботическое действие при курсовом внутривенном  
и интрагастральном введении препаратов. 

Через 20 мин после 7-го введения препаратов вну­
тривенно болюсно вводили бенгальский розовый А  
и через 10 мин начинали лазерное облучение бедрен­
ной артерии.

Курсовое внутривенное введение препаратов
Как видно из данных табл. 2, АСК в дозе 0,05 мМ/‌кг 

в 100 % случаев препятствовала окклюзии бедрен­
ной артерии при фотоповреждении сосудистой стен­
ки, в дозе 0,0045 мМ/кг – в 75 % случаев, в дозе 
0,0025 мМ/‌кг – в 50 % случаев и в дозе 0,0015 мМ/кг 
не проявляла антитромботической активности. Рас­
четная эффективная доза ED50 для АСК при курсо­
вом 7-кратном внутривенном введении составляет 
около 0,0032 мМ/кг.

Нотромбел в дозах 0,03; 0,01; 0,0045 и 0,0035 мМ/‌кг 
в 100 % случаев препятствовал окклюзии бедрен­
ной артерии при фотоповреждении сосудистой 
стенки, в дозе 0,003 мМ/кг – в 75 % случаев, в дозе 
0,0015 мМ/‌кг – в 37,5 % случаев и в дозе 0,001 мМ/
кг не проявлял антитромботической активности. Рас­

четная эффективная доза ED50 для Нотромбела при 
курсовом 7-кратном внутривенном введении состав­
ляет около 0,0021 мМ/кг.

Таким образом, при внутривенном курсовом вве­
дении, как и при однократном, антитромботический 
эффект у Нотромбела был выше, чем у АСК (табл. 2; 
рис. 2). Кумулятивный эффект наблюдался у АСК 
(ED50 при однократном введении – 0,029 мМ/кг, при 
ежедневном 7-кратном – 0,0032 мМ/кг), но не у Но­
тромбела (0,0021 и 0,0021 мМ/кг).

Курсовое интрагастральное введение препаратов
В контроле, как и в первой серии эксперимен­

тов, уже на 10-й мин облучения бедренной арте­
рии скорость кровотока значительно снижалась, и 
к 20-й мин у всех животных наблюдалось полное 
отсутствие кровотока. На выбранной для сравни­
тельной оценки эффективности исследуемых пре­
паратов 30-й мин кровоток в поврежденном участке 
бедренной артерии отсутствовал у всех животных 
(табл. 3).

Как видно из данных табл. 3, АСК при интра­
гастральном введении в дозах 0,05, 0,02 и 
0,005 мМ/‌кг в 100 % случаев препятствовала ок­
клюзии бедренной артерии при фотоповреждении 
сосудистой стенки и в дозе 0,002 мМ/кг не прояв­
ляла антитромботической активности. Расчетная 
эффективная доза ED50 для АСК при курсовом 
7-кратном интрагастральном введении составля­
ет 0,0041 мМ/кг.

Нотромбел при интрагастральном введении в до­
зах 0,05 и 0,02 мМ/кг в 100 % случаев препятствовал 
окклюзии бедренной артерии при фотоповреждении 
сосудистой стенки, в дозе 0,005 мМ/‌кг – в 56 % слу­
чаев, и в дозе 0,002 мМ/кг не проявлял антитромбо­
тической активности (табл. 3; рис. 3). Расчетная эф­
фективная доза ED50 для Нотромбела при курсовом 
7-кратном интрагастральном введении составляет 
0,0049 мМ/кг.

В механизме тромбоза при фотодинамическом 
воздействии на сосуды основное значение, как 

Таблица 3
Влияние 7-кратного интрагастрального введения Нотромбела и АСК  

на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс

Группа животных Количество животных в группе 
N

Количество животных с наличием кровотока  
в бедренной артерии на 30-й мин облучения

N  %

Контроль (вода) 16 0 0
АСК 0,05 мМ/кг 7 7 100*

0,02 мМ/кг 7 7 100*
0,005 мМ/кг 7 7 100*
0,002 мМ/кг 7 0 0

Нотромбел 0,05 мМ/кг 7 7 100*
0,02 мМ/кг 15 15 100*
0,005 мМ/кг 16 9 56,25*
0,002 мМ/кг 15 0 0

* – p<0,01 по сравнению с контролем.
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известно, имеет образование активных форм кисло­
рода. По данным литературы, бенгальский розовый 
при внутривенном введении накапливается в эндо­
телии [9], и его фотоактивация вызывает поврежде­
ние сосудистой стенки. Антитромботическая актив­
ность Нотромбела, выявленная нами, по-видимому, 
связана как с прямым влиянием на тромбоциты и 
снижением их функциональной активности, описан­
ной ранее [2, 3], так и с антиоксидантным действием 
N,N’-замещенных пиперазинов, которое было пока­
зано ранее на модели фотогемолиза [5], что снижает 
степень повреждения эндотелия. 

Заключение 
При однократном внутривенном введении анти­

тромботическая активность Нотромбела была выше, 
чем у АСК. При курсовом внутривенном и интрага­
стральном введении эффективность Нотромбела ока­
залась сопоставимой с АСК. При этом, в отличие от АСК,  
у Нотромбела не наблюдалось кумулятивного эффек­
та, что свидетельствует о безопасности курсового 
парентерального введения препарата. 
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Рис. 3. Влияние 7-кратного интрагастрального введения Нотром­
бела и АСК на развитие фототромбоза в бедренной артерии крыс

Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ74 Òîì 16 ¹3 (63) www.microcirculation.ru



Васина Е. Ю., Чефу С. Г., Петрищев Н. Н., Вес¨лкина О. С.
UDC 616-005.6-08 

Vasina E. Y.1, 2, Chefu S. G.1, 2, Petrishchev N. N.1, 2, Veselkina O. S.3

The influence of Notrombel on the process of photo-induced thrombogenesis

1 Pavlov First Saint Petersburg State Medical University 
197022, Russian Federation, Saint-Petersburg, L’va Tolstogo street, 6/8 
2 Experimental Medicine of Federal Almazov North-West Medical Research Centre 
197341, Russian Federation, Saint-Petersburg, Akkuratova street, 2
3 ZAO «Vertex» 
199106, Russian Federation, Saint-Petersburg, 24th-Line of Vasilyevsky Island, 27A
e-mail: chefusveta@yandex.ru

Received 20.05.17; accepted 26.06.17.

Abstract
Objectives. Our objectives were to study the effect of Notrombel administration (one of the representatives of a new class 

of compounds, N, N’-substituted piperazines) on the development of experimental thrombosis.
Material and methods. Thrombosis of the femoral artery was induced in Wistar male rats by 30-minute laser irradiation 

(532 nm, 60 mW, irradiation area – 1 mm2) after intravenous injection of Rose Bengal A (17 mg/kg). The blood flow was 
recorded by high-frequency ultrasonic dopplerography (20 MHz) before irradiation and every 10 minutes after irradiation. 
Notrombel and Acetylsalicylic Acid (ASA) were administered intravenously (control – 0.9 % sodium chloride) and intragastri­
cally (control – water) in increasing doses.

Results. Thrombosis of the femoral artery developed in all control animals during 30-minute laser irradiation. With a single 
intravenous administration, Notrombel was more effective than ASA (100 % prevention of thrombosis at doses of 0.0045 mM/‌kg 
and 0.05 mM/kg, respectively). The calculated effective dose (ED50) for Notrombel was about 0.0021 mM/kg, and for ASA – 
0.029 mM/kg. After seven intravenous administrations of Notrombel, no cumulative effect was observed (a single dose ED50= 
=0.0021 mM/kg), in contrast to ASA (ED50 = 0.0032 mM/kg). After seven intragastric injections, the antithrombotic activity 
of the drugs was close (for Notrombel ED50 = 0.0049 mM/kg, for ASA 0.0041 mM/kg).

Conclusions. With a single intravenous injection, the antithrombotic activity of Notrombel (ED50 = 0.0021 mM/kg) is 
higher than that of ASA (ED50 = 0.029 mM/kg). With the course of intragastric and intravenous administration, the effects of 
the drugs are comparable. Unlike ASA, Notrombel had no cumulative effect, which indicates the safety of repeated parenteral 
administrations of the drug.
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