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Отрута змій роду Gloydius є багатим джерелом протеїнів, здатних інгібувати 
агрегацію тромбоцитів. Такі протеїни або їх рекомбінантні аналоги є універсаль-
ним інструментом для вивчення процесів взаємодії білків і рецепторів у системі 
гемостазу. Разом з тим, уже вивчені та потенційно нові фармакологічні властивості 
інгібіторів агрегації тромбоцитів із отрути змій є підґрунтям для створення промис-
лових технологій їх виробництва. 

У даній роботі представлена частина технологічної розробки паралельного 
отримання кількох цільових білків із отрути G. blomhoffii brevicaudus, а саме етапів 
виробництва інгібітора агрегації тромбоцитів. Цільовий білок було очищено із засто-
суванням трьох різних хроматографічних підходів. Показано, що він є одноланцюго-
вий протеїн з молекулярною масою 12001,55 Да, ізоелектричною точкою 8,03, який 
інгібував АДФ-індуковану агрегацію тромбоцитів кроля у плазмі, збагаченій тромбо-
цитами, з ІД50=3,26×10-6 г або 542×10-9 М і не виявляв ензиматичної активності. 

Ключові слова:	 отрута змій, G. blomhoffii brevicaudus, інгібітор агрегації тром-
боцитів, хроматографія білків.

Отрута змій є багатим джерелом біологічно активних компонентів, здатних 
інгібувати агрегацію тромбоцитів за різними механізмами [28]. Дезінтегрини, що 
містяться в отруті Viperidae і Crоtalidae, є специфічними інгібіторами агрегації 
тромбоцитів, які діють як антагоністи рецептора GP IIbIIIa [29, 26]. На поверхні 
тромбоцитів фібриноген зв’язується з інтегрином IIbIIIa, викликаючи взаємодію 
тромбоцит-тромбоцит, що є заключною стадією агрегації тромбоцитів, індукова-
ної АДФ, тромбіном, колагеном і арахідоновою кислотою. Дезінтегрини блокують 
IIbIIIa, заважаючи зв’язуванню фібриногену, і тим самим спричиняють інгібування 
агрегації тромбоцитів. Крім IIbIIIa, дезінтегрини можуть зв’язуватися і з іншими 
інтегринами групи β1 і β3, такими як рецептори вітронектину (αVβ3), фібронектину 
(α5β1), колагену (α2β1) і тромбіну (β1α). Таке зв’язування опосередковане Arg-Gly-
Asp (або RGD, за однобуквеним позначенням амінокислот) послідовністю у струк
турі дезінтегринів [19, 36]. До інгібіторів агрегації тромбоцитів, що виявляють свою 
дію за непрямим механізмом, належать нуклеотидази [31], фосфоліпази А2 [22], 
металопротеїнази [28] й оксидази амінокислот [43].
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До теперішнього часу описано більше 20 інгібіторів агрегації тромбоцитів із 
отрути змій роду Gloydius* (Agkistrodon) (табл.1). Такі протеїни або їх рекомбінант-
ні аналоги використовуються як потужні терапевтичні засоби у запобіганні та ліку-
ванні різних видів тромбозів і пухлин, а також як інструмент вивчення процесів 
взаємодії протеїнів і рецепторів у системі гемостазу. Усе це є підґрунтям для роз-
робки промислових технологій виробництва інгібіторів агрегації тромбоцитів із 
отрути змій і в подальшому їхніх аналогів для застосування як фармацевтичних 
засобів. Створення вищезгаданих технологій передбачає отримання кількох цільо-
вих протеїнів за один цикл виробництва. Це фактично означає, що в результаті 
розробки технології за рахунок максимально ефективного використання сировини 
собівартість продуктів може бути значно знижена. Зважаючи на те, що в країнах 
Азії (Китай, Індія, Таїланд, В’єтнам) і Південної Америки (Бразилія, Аргентина, 
Перу, інші) заготовляють сотні кілограмів отрути змій [10, 14, 16, 17, 33, 52, 53], за-
пропонований технологічний підхід зробить продукти, отримані з природної сиро-
вини, більш конкурентоздатними за рахунок їх низької собівартості та природного 
походження, порівняно з рекомбінантними [4].
Таблиця 1.	Інгібітори агрегації тромбоцитів із отрути змій роду Gloydius (Agkistrodon)
Table 1.	 Platelet aggregation inhibitors of Gloydius (Agkistrodon) snake venom

Джерело отрути Назва компонентів Посилання

Agkistrodon acutus
Трипептид AAP 
АДФ-аза
Фосфоліпаза А2 фібриногенолітик

[13, 20, 24, 35]

Agkistrodon blomhoffiii bioe SV-PP-1 (1235 Дa) 
SV-PP-2 (23339 Дa) [46–47]

Agkistrodon blomhoffiii 
siniticus Пептид SV-PP-3 [48]

Agkistrodon piscivorus 
piscivorus

Applaggin
Piscivostatin

[7, 12]
[32]

Agkistrodon halys pallas
Інгібітор агрегації тромбоцитів
Кисла фосфоліпаза А2
5 мутантних протеїнів – аналогів фосфоліпази А2

[27]
[45]
[28]

Agkistrodon halys Mamushigin [38]
Agkistrodon contortrix 
contortrix Fibrolase RGD-F2 [18, 42]

Agkistrodon blomhoffiii 
ussuriensis

Бломус-B
Ussuristatin 1 та 2

[3]
[34]

Agkistrodon halys 
brevicaudus

Sal-C 
Salmosin [23, 39]

Agkistrodon halys 
brevicaudus stejneger r-Adinbitor [44]

Gloydius saxatilis Saxatilin [40, 49]

Gloydius ussuriensis Gln49-PLA2
Ussurin

[11]
[41]

Gloydius halys brevicaudus Brevicaudin [15]
Gloydius halys Ahpfibrase (експресовано в культурі E. сoli) [50]

*Цей рід дуже подібний до щитомордників роду Agkistrodon, розповсюджених в Америці, й обидві 
назви вживалися як синоніми. Але в 90-ті роки щитомордники Азії отримали правильну назву Gloydius. 
У наших попередніх роботах щитомордники були визначені назвою Agkistrodon, і ми вдячні австралій-
ським колегам, які звернули нашу увагу на це, оскільки досліджувана нами отрута доставлена зі сер-
пентаріїв Китаю.
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Метою нашого дослідження було розробити спосіб очищення та дати характе-
ристику інгібітору агрегації тромбоцитів з отрути G. blomhoffii brevicaudus, вміст 
якого було показано раніше [2].

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Кристалічну отруту G. blomhoffii brevicaudus отримували від Beijing Neutromics 

Imports & Exports Trading Co. Ltd., Китай.
У роботі використовували хроматографи серії АКТА (АKTAexplorer, ÄKTAbasic), 

оснащені програмою UNICORN 5.01. Хроматографію проводили на сорбентах Blue 
Sepharose 6FF, Q Sepharose HP та Superdex 200 PG, використовуючи набивні ко-
лонки типу ХК або готові до застосування колонки типу HiLoad, HiPrep або HiTrap. 

Буфери готували на реактивах, отриманих від Sigma (Німеччина), якістю не 
нижче 99,5% основної речовини. Кондуктивність і рН розчинів встановлювали  
у термостабілізованій атмосфері за +20°С на кондуктометрі GLP 31-32 і рН-метрі 
GLP 21-22 (Crison Instruments SA, Франція). 

Об’єм буферів, які використовували у хроматографічному процесі, та об’єм 
фракцій протеїнів нанесеного зразка виражали в кількості об’ємів хроматографіч-
ної колонки (Vc), що використовувалася у кожному конкретному експерименті.

Метод фракціонування цільної отрути на сорбенті Blue Sepharose 6FF описа-
ний раніше [6].

Метод подальшого фракціонування на Q Sepharose HP описаний раніше [1]. 
Препаративну хроматографію, що розділяє за розміром, здійснювали на ко-

лонці HiLoad 26/60 Superdex 200 PG у 20×10-3 М імідазол-НСl буфері, рН 7,0, зі 
швидкістю 1,2 мл×хв-1.

Аналітичну хроматографію здійснювали на колонці Superdex 75 10/300 GL 
(>30000×м-1 теоретичних тарілок). 

Склад протеїнових фракцій і молекулярну масу очищених цільових протеїнів 
визначали електрофоретично на поліакриламідному гелі в умовах денатурації 
протеїнів (SDS-ПААГ) і мас-спектрометрії. 1D-електрофорез проводили у полі
акриламідному гелі 12,5% за методом Laemmli [25], використовуючи системи вер-
тикального електрофорезу протеїнів Mini Vertical Unit SE 260 або SE 660 Dual 
Cooled Vertical Unit. У першому напрямку 2D-електрофорезу ізоелектрофокусуван-
ня проводили на системі Ettan IPGphor 2 IEF у 7–24 см стрічках з нанесеним граді-
єнтом рН 3,0–10,0. Стрічки регідратували в розчині, що містив IPG Buffer, рН 3–10, 
протягом 12 годин, наносили зразок і подавали напругу 10 000 V протягом 6–8 го-
дин. Для другого напрямку 2D-електрофорезу стрипи переносили на системи Mini-
Vertical Unit SE 250 або Ettan DALTsix Large Vertical System в 10–20% SDS-ПААГ, 
подавали напругу 3000–4000 V за сили струму 1000-2000 мА. Усі операції прово-
дили за температури 4–6°С, застосовуючи циркуляційний термостат MultiTemp III 
(все обладнання і реагенти від GE Healthcare AB, Швеція). Стандарти молекуляр-
ної маси протеїнів отримували від Fermentas, Литва, та GE Healthcare AB, Швеція.

Візуалізацію протеїнів проводили фарбуванням гелів за допомогою наборів, 
що включали аргентум нітрат, на станції автоматичного забарвлення електрофо-
реграм Processor Plus відповідно до стандартного протоколу. 

Молекулярну масу протеїнів визначали на MALDI-TOF Bruker BIFLEX III мас-
спектрометрі (BrukerDaltonics, USA) при довжині хвилі лазера 337×10-6 м. 3,5-Диме
токси-4-гідрокси-цинамікову кислоту (синапінова кислота) у вигляді насиченого роз-
чину у воді-ацетонітрилі 3:1 використовували як матрикс. Аліквоти протеїнів (5 мл), 
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що аналізували, змішували з 5 мл розчину матриксу. Потім 5 мл суміші безпосе-
редньо вприскували в камеру зразків мас-спектрометра і висушували під вакуу-
мом. Для зменшення флуктуації сигналу до суміші додавали 0,1% трифтороцтової 
кислоти. Інсулін бика (M+H+, 5734,56) і цитохром с коня (M+H+, 12361,09) використо-
вували як зовнішні калібрувальні стандарти. Усі реагенти для мас-спектрометрії 
отримували від Sigma, Німеччина.

Зразки крові відбирали з вушної вени кролів у пластикову пробірку, змішуючи 
з 3,8% розчином лимоннокислого натрію у співвідношенні кров:стабілізатор = 9:1. 
Плазму крові, збагачену тромбоцитами, отримували центрифугуванням крові за 
150 g протягом 10 хв при 20°С. 

Активність інгібітора агрегації тромбоцитів визначали у збагаченій тромбоци-
тами плазмі (не довше 3 год зберігання) на агрегометрі АP2110 (Солар, Білорусь) 
за зниженням агрегації тромбоцитів, індукованої 2,5 мкМ АДФ (Технологія-Стан-
дарт, Росія). Експеримент проводили згідно з інструкцією фірми (Солар, Білорусь).

Фосфоліпазну активність інгібітора агрегації тромбоцитів визначали за розще-
пленням специфічного флюорогенного субстрату PED-6 (Invitrogen, США) [8]. 

Вимірювання інтенсивності забарвлення продуктів розщеплення субстратів 
проводили на спектрофотометрі Ultrospec 3100pro, рідері плашок Biotrak II Visible 
Plate Reader (GE Healthcare AB, Швеція). 

Вміст протеїнів у розчинах визначали за методом Бредфорда [9] за стандарт-
ним розчином протеїну відомої концентрації (Fermentas, Литва).

Для підготовки води класу WFI (water for injection) і класу HPLC-grade були за-
стосовані системи Diamond RO Reverse Osmosis System, NANOpure Diamond Water 
Purification System та Mega-Pure Distillation System (Barnstead International, США).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Виробничий вхідний контроль отрути G. blomhoffiii brevicaudus на цільові про-

теїни показав наявність інгібіторів агрегації тромбоцитів (IATh) у її складі [2]. Пер-
ша стадія процесингу цільної отрути змій афінною хроматографією на Blue Sepha
rose 6FF зареєстрована у міжнародному патенті Center of Excellence НВП Шижир 
(Монголія) [51]. При застосуванні даного методу для переробки отрути G. blomhoffii 
brevicaudus отримали дві фракції протеїнів, які були здатні інгібувати агрегацію 
тромбоцитів. Інгібітор агрегації тромбоцитів, що містився в одній із них, одночасно 
мав фібрин(оген)олітичну активність і описаний нами раніше [6]. У даному дослі-
дженні проводили подальшу розробку технології промислового отримання інгібіто-
ра агрегації тромбоцитів із другої фракції протеїнів отрути G. blomhoffii brevicaudus, 
отриманої в результаті першого етапу фракціонування цільної отрути.

Очищення та характеристика інгібітора агрегації тромбоцитів. Нашими 
попередніми дослідженнями було розроблено підходи для ефективного розділен-
ня багатокомпонентних сумішей білків із близькими фізико-хімічними властивостя-
ми [5]. Такі підходи є комбінуванням різних хроматографічних методів, які розді-
ляють протеїни за різними фізико-хімічними характеристиками, та підбір опти-
мальних умов процесів і допомагають очистити декілька навіть дуже схожих цільо-
вих компонентів в одному технологічному циклі. 

Метод іонообмінної хроматографії (ІОХ) широко застосовується для очищення 
протеїнів з отрути змій [7, 19, 27, 34, 45] і є найбільш ефективним за умови великих 
об’ємів зразків та багатокомпонентності білкових фракцій, що характерно для по-
чаткових етапів процесингу отрути.
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У результаті першого етапу фракціонування цільної отрути було показано, що 
за використаного рН буфера елюціїї майже всі цільові протеїни мали від’ємний за-
ряд [5], що давало змогу наносити зразок безпосередньо на колонку з аніонообмін-
ним адсорбентом. Для очищення інгібітора агрегації тромбоцитів нами був засто-
сований сильний аніонообмінний сорбент Q Sepharose HP. Підбір оптимальних 
умов процесу розділення показав, що найкраще розділення протеїнів на Q Sepha
rose HP було за рН 9,1 з однаковою ефективністю у двох буферах: 20×10-3 М іміда
зол-НСl та 20×10-3 М трис-HCl [5], що давало нам змогу застосовувати більш деше-
вий трис-HCl буфер без втрати ефективності виробництва. Функціональні тести 
показали зниження активності одного із цільових протеїнів за рН 9,1. За використан
ня буферу з рН 8,2 ми отримали задовільне розділення цільових протеїнів і збере-
ження їхньої біологічної активності [5].

У результаті другого етапу хроматографії на Q Sepharose HP було отримано 
ФНБSQ та 10 фракцій (F1–F10), які елюювали з колонки градієнтом NaCl [1], з яких 
ФНБSQ та фракція F3, були здатні інгібувати агрегацію тромбоцитів. Дослідження на 
ензиматичні активності у цих фракціях показали, що у фракції F3 одночасно вияв-
лялася активність фосфоліпази А2, а ФНБSQ не мала жодної ензиматичної актив-
ності, які визначали при розробці методу. 

Такі дані свідчили про те, що отримані інгібітори агрегації тромбоцитів могли 
бути різними протеїнами. Не виключено, що протеїном із фракції F3, який виявляв 
виражену IATh властивість, була саме фосфоліпаза А2 [45]. У такому випадку очи-
щені IATh проявляли би свою дію за різними механізмами, з ФНБSQ – пряму, вірогід-
но зв’язуючись із тромбоцитами за механізмом дезінтегринів, другий із фракції F3 – 
за рахунок непрямої дії фосфоліпази А2. Експрес-аналіз на аналітичній колонці  
з Superdex 75 [2] показав, що IATh-активність як з ФНБSQ, так і з фракції F3 локалізо-
вана в зоні низькомолекулярних протеїнів із масою нижче 14 кДа, що частково під-
тверджувало наше припущення стосовно природи отриманих інгібіторів, які, за літе-
ратурними даними, є низькомолекулярними білками [28]. 

У результаті SDS-ПААГ електрофорезу ФНБSQ, протеїн із очікуваною молеку-
лярною масою (10–12 кДа), який виявлявся при хроматографії на аналітичній ко-
лонці з Superdex 75, у гелі не детектувався, навіть за високочутливої візуалізації 
нітратом срібла. Натомість були виявлені домішки протеїнів із більшою молекуляр-
ною масою (рис. 1). Поясненням такого результату могла бути низька концентрація 
протеїну, що визначався, у загальній фракції, внесеній в електрофоретичний гель, 
комплексоутворення з високомолекулярними білками, які детектувалися в гелі, 
або його високий ступінь глікозилювання, що перешкоджав забарвленню протеїну 
в ПААГ [30, 37].

Оскільки всі домішки у ФНБSQ мали значно більшу молекулярну масу (від 22 до 
45 кДа ) від очікуваної для цільового протеїну, наступним етапом очищення було 
застосування хроматографії, що поділяє за розміром.

У результаті хроматографії ФНБSQ на Superdex 200 PG було отримано 6 про-
теїнових фракцій (рис. 2) з орієнтовними молекулярними масами відповідно 45, 
36, 25, 18, 10 та 3,5 кДа. Відносний вміст протеїну, розрахований за профілем елю-
ції програмою UNICORN 5.01, у фракціях становив 2,8; 1,4; 9,2; 4,1; 79,3; 3,2%. При 
цьому протеїн, здатний інгібувати агрегацію тромбоцитів, був виявлений тільки  
в основній фракції 5. Досліджуваний білок інгібував АДФ-індуковану агрегацію 
тромбоцитів кроля у плазмі, збагаченій тромбоцитами приблизно на 85%, а за умо-
ви попередньої інкубації тромбоцитів із інгібітором досягався його 100% ефект.
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За 2D-електрофорезом загального пулу протеїнів фракції 5 встановлено,  
що інгібітор агрегації тромбоцитів виділено у гомогенному вигляді (рис. 3) з моле-
кулярною масою 14 кДа та ізоелектричною точкою 8,03. Попередні результати 
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Рис. 1.	Електрофореграма SDS–ПААГ білкових фракцій, 
отриманих у результаті хроматографії на Q Sepha
rose HP ФНБSB: 

	 С-3 – стандарти молекулярної маси протеїнів; 
ФНБ – фракція ФНБSQ; 1 – фракція 1; 2 – фракція 2

Fig. 1.	 SDS–PAAG Electrophoresis of protein fractions ob
tained after Q Sepharose HP chromatographic sepa
ration: 

	 С-3 – protein molecular weight standards; ФНБ – fra
ction of unbound proteins (UBQS); 1 – fraction 1; 2 – 
fraction 2
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Рис. 2.	Хроматограма процесу отримання на Superdex 200 
PG інгібітора агрегації тромбоцитів, послідовно 
очищеного на Blue Sepharose 6FF та Q Sepharose 
HP (Vc – об’єм колонки): 

	 1–6 – зібрані білкові фракції
Fig.2.	 Superdex 200 PG Chromatography for obtaining plate

let aggregation inhibitor purified on Blue Sepharose 
6FF and Q Sepharose HP (Vc – column volume): 

	 1–6 – collected protein fractions
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1D-електрофорезу в умовах, що відновлювали, показали, що цей протеїн є одно-
ланцюговим. MALDI-TOF мас-спектрометрією визначено молекулярну масу дослі-
джуваного протеїну, яка становила 12 001,55 Да. 

На рис. 4 представлений MALDI TOF мас-спектр очищеного інгібітора агрега
ції тромбоцитів. Моно-заряджений молекулярний іон [МН]+ та бі-заряджений моно
мерний іон [MH2]2+ представлені у спектрі. Інтенсивність сигналу димерного мо
нозарядженого [M2H]+ іона з молекулярною масою 24 000 Да була недостатньою  
для розрахунку молекулярної маси програмним забезпеченням мас-спектро
метра, тому він представлений у спектрі незначним піком. Тривимірний [M3H]+  
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Рис. 3.	2D-електрофореграма інгібітора агрегації 
тромбоцитів послідовно очищеного на Blue 
Sepharose 6FF, Q Sepharose HP і Superdex 
200 PG

Fig. 3.	 2D electrophoresis of platelet aggregation inhi
bitor consecutively purified on Blue Sepharose 
6FF, Q Sepharose HP and Superdex 200 PG

Рис. 4.	MALDI-TOF мас-спектрограма інгібітора агрегації тромбоцитів, послідовно очищеного на Blue 
Sepharose 6FF, Q Sepharose HP і Superdex 200 PG. Визначена молекулярна маса протеїну  
12 001,55 Да

Fig.4.	 MALDI-TOF mass-spectrogram of platelet aggregation inhibitor consecutively purified on Blue 
Sepharose 6FF, Q Sepharose HP and Superdex 200 PG. Estimated molecular weight is 12 001.55 Da
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і тетравимірний [M4H]+ моно-заряджені іони досліджуваного білка отримані не 
були, вірогідно внаслідок їх дуже низької інтенсивності. У мас-спектрі домінує сиг-
нал піку масового іона (m/z 12001,55 Да), тоді як сигнал бі-зарядженого іона значно 
(приблизно у 2 рази) нижчий за інтенсивністю (m/z 6001,053 Да).

Дослідження особливостей біологічної дії інгібітора агрегації тромбоцитів 
з отрути щитомордника G. blomhoffii brevicaudus у плазмі, збагаченій тромбоцитами, 
показало, що 4×10-6 М протеїну, внесеного в інкубаційне середовище, інгібує АДФ-
індуковану агрегацію тромбоцитів на 98% (рис. 5). Активність протеїну визначали  
за показником ІД50% – кількістю інгібітора, яка пригнічує агрегацію тромбоцитів на 
50% щодо контролю. ІД50% очищеного інгібітора становив 3,26×10-6 г або 542×10-9 М 
(рис. 6). Отримані результати збігаються з даними літератури, а це дає нам підстави 
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Рис. 5.	Агретограма типового експеримен-
ту визначення впливу очищеного 
протеїну на АДФ-індуковану агре-
гацію тромбоцитів: 1 – без попе-
редньої інкубації клітин із зразком;  
2 – з попередньою інкубацією клі-
тин із зразком; К – контроль

Fig. 5.	 Aggretogram of a typical experi-
ment: effect of the purified protein on 
ADP-induced platelet aggregation: 
1 – without preliminary incubation of 
cells with the sample; 2 – with pre
liminary incubation of cells with the 
sample; K – control

Рис. 6.	Дозозалежний ефект інгібування агрегації тромбоцитів протеїном, очищеним з отрути G. blom
hoffii brevicaudus

Fig. 6.	 Dose-dependent effect of platelet aggregation inhibition by the protein purified from G. blomhoffii 
brevicaudus venom
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вважати, що з отрути G. blomhoffii brevicaudus нами виділено і очищено інгібітор 
агрегації тромбоцитів прямої дії, який за фізико-хімічними характеристиками (спосо-
би хроматографічного виділення, поведінка за електрофорезом: молекулярна маса 
й ізоелектрична точка, одноланцюгова структура) є аналогом Biscivostatin, Contortros
tatin і Бломус-В. Незначна різниця в молекулярній масі пояснюється тим, що попере-
дні автори визначали молекулярну масу протеїнів лише за допомогою електрофоре-
зу, що може давати похибку до 5–10%. Застосована нами мас-спектрометрія на сьо-
годні є найбільш точним методом визначення молекулярної маси білків.
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PLATELET AGGREGATION 
INHIBITOR FROM THE GLOYDIUS BLOMHOFFII BREVICAUDUS VENOM
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Shijir International Co. Ltd., Boroo Valley, Mongolia

e-mail: zhukova0406@gmail.com

Gloydius venom is a rich natural source of proteins possessing platelet aggregation 
inhibition activity. These proteins or their recombinant analogs are universal instruments 
for the investigation of proteins and receptors interaction in hemostatic system. At the 
same time previously studied and potentially new pharmacological properties of platelet 
aggregation inhibitors from snake venoms create a background for the development of 
the manufacturing technologies.

This study presents a part of technological development of several target proteins 
parallel obtaining from G. blomhoffii brevicaudus snake venom, in particular develop
ment of manufacturing steps for platelet aggregation inhibitor.The target protein was 
purified using three different chromatographic approaches. It was shown that it is a 
single chain protein with molecular weight 12001.55 Da, isoelectrical point 8.03, which 
inhibited platelet aggregation in the rabbit platelet rich plasma with ID50=3.26×10-6 g or 
542×10-9 М and revealing no enzyme activity. 

Keywords:	 snake venom, G. blomhoffii brevicaudus, platelet aggregation inhibi-
tor, protein chromatography.

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ИНГИБИТОРА АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ 
ИЗ ЯДА GLOYDIUS BLOMHOFFII BREVICAUDUS

А. И. Жукова, Г. Л. Волков
Shijir International Co. Ltd., Долина Дождей, Монголия

e-mail: zhukova0406@gmail.com

Яд змей рода Gloydius – богатый источник протеинов, способных ингибировать 
агрегацию тромбоцитов. Такие протеины или их рекомбинантные аналоги являют-
ся универсальным инструментом для изучения процессов взаимодействия протеи-
нов и рецепторов в системе гемостаза. Вместе с тем, уже изученные и потенциаль-
но новые фармакологические свойства ингибиторов агрегации тромбоцитов из 
змеиного яда являются онованием для создания технологий их производства. 

В данной работе представлена часть технологической разработки параллель-
ного получения нескольких целевых белков из яда G. blomhoffii brevicaudus, а имен-
но этапов производства ингибитора агрегации тромбоцитов. Целевой белок был 
очищен с применением трех различных хроматографических подходов. Показано, 
что это протеин, состоящий из одной полипептидной цепи с молекулярной массой 
12001,55 Да, изоэлектрической точкой 8,03, который ингибировал АДФ-стимулиро-
ванную агрегацию тромбоцитов кроля в плазме, обогащенной тромбоцитами,  
с ІД50=3,26×10-6 г или 542×10-9 М и не проявлял энзиматической активности. 

Ключевые слова:	 яд змей, G. blomhoffii brevicaudus, ингибитор агрегации 
тромбоцитов, хроматография белков. 
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