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Известно, что межмолекулярные взаимодействия, пространственная ориента-

ция молекул, изменения структуры и гидрофильности белков во многом определяют их 

ферментативную активность. Это особенно важно при коагуляции крови, когда идет об-

разование фибрина. Биологически активные вещества, содержащиеся в крови, за счет 

межмолекулярных контактов приводят к изменению процесса коагуляции, что может 

быть связано с изменением вторичной структуры фибриновых волокон и их ориентации 

в пространстве. Важную роль в этом процессе может играть адреналин - известный гор-

мон стресса. Подробный анализ вторичной структуры фибринового сгустка может быть 

осуществлен методом инфракрасной спектроскопии Фурье. Этот метод позволяет изу-

чить межмолекулярные взаимодействия в белках за счет оценки изменения их струк-

туры и пространственной ориентации биомолекул на качественном и количественном 

уровне. Для проведения исследования крысам подкожно вводили раствор адреналина гид-

рохлорида в дозе 2 мг/кг. Забор крови у животных производили из левого желудочка сердца 

через 30 мин, 1 ч, 24 ч, 72 ч после введения адреналина. При введении адреналина со сто-

роны вторичной структуры фибрина отмечаются существенные изменения. Через 30 мин 

после воздействия появляются α-спирали при одновременном уменьшении β–структур, 

что говорит о большей рыхлости фибринового сгустка. Эти изменения усиливаются на 

1-й ч воздействия. К концу 1-х суток наблюдения α-спирали раскручиваются и увеличива-

ется содержание β–структур, однако исходного уровня они не достигают. Такое измене-

ние вторичной структуры способствует вытеснению жидкой части плазмы из фибрино-

вого сгустка, приводя к уменьшению его объема и увеличению плотности. На 3-и сутки 

содержание β–структур становится меньше исходного показателя, соответственно, 

снижается плотность сгустка, что может быть защитным фактором от тромбообра-

зования. 
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It is known that intermolecular interactions, spatial orientation of molecules, changes in 

the structure and hydrophilicity of proteins largely determine their enzymatic activity. This is espe-

cially important during blood coagulation, when fibrin is formed. Biologically active substances 

contained in the blood, due to intermolecular contacts, lead to a change in the coagulation process, 

which may be due to a change in the secondary structure of fibrin fibers and their orientation in 

space. Adrenaline, a well-known stress hormone, can play an important role in this process. A 

detailed analysis of the secondary structure of the fibrin clot can be carried out by the method of 

infrared Fourier spectroscopy. This method makes it possible to study intermolecular interactions 

in proteins by assessing changes in their structure and spatial orientation of biomolecules at the 

qualitative and quantitative level. To conduct the study, rats were subcutaneously injected with a 

solution of epinephrine hydrochloride at a dose of 2 mg / kg. Blood was taken from the animals 

from the left ventricle of the heart 30 min, 1 h, 24 h, 72 h after the introduction of epinephrine. 

With the introduction of adrenaline from the secondary structure of fibrin, significant changes are 

noted. After 30 min after exposure, α-spirals appear with a simultaneous decrease in β–structures, 

which indicates a greater looseness of the fibrin clot. These changes are amplified at the 1st h of 

exposure. By the end of the 1st day of observation, the α-spirals are unwound and the content of 

β–structures increases, but they do not reach the initial level. Such a change in the secondary 

structure contributes to the displacement of the liquid part of the plasma from the fibrin clot, lead-

ing to a decrease in its volume and an increase in density. On the 3rd day, the content of β–struc-

tures becomes less than the initial indicator, respectively, the density of the clot decreases, which 

may be a protective factor against thrombosis. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Известно, что межмолекулярные взаимо-

действия, пространственная ориентация молекул, 

изменения структуры и гидрофильности белков во 

многом определяют их ферментативную актив-

ность [1–6]. Это особенно важно при коагуляции 

крови, когда идет образование фибрина. Биологи-

чески активные вещества, содержащиеся в крови, 

за счет межмолекулярных контактов приводят к 

изменению процесса коагуляции, что может быть 

связано с изменением вторичной структуры фиб-

риновых волокон и их ориентации в пространстве. 

Важную роль в этом процессе может играть адре-

налин - известный гормон стресса [7]. 

По данным литературы, тромбы, образую-

щиеся в результате воздействия адреналина, явля-

ются более устойчивыми к процессам внешнего и 

внутреннего механизма фибринолиза, и имеют более 

плотную, устойчивую к лизису структуру [8-14]. В 

доступных источниках информации крайне мало-

численны сведения об изменении структуры фиб-

ринового сгустка под влиянием адреналина. Есть 

данные, что этот гормон способен существенно ме-

нять вторичную структуру фибриногена [15]. 

Подробный анализ вторичной структуры 

фибринового сгустка может быть осуществлен ме-

тодом инфракрасной спектроскопии Фурье [1, 16]. 

Этот метод позволяет изучить межмолекулярные 

взаимодействия в белках за счет оценки изменения 

их структуры и пространственной ориентации 

биомолекул на качественном и количественном 

уровне.  

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Исследование проводилось на бестромбо-

цитарной плазме белых нелинейных крыс-самцов 

массой 240 – 260 г., находящихся в обычных усло-

виях вивария. Все работы проводились в соответ-

ствии с Европейской конвенцией о защите позво-

ночных животных (ETS№ 123, Страсбург, 1986 г.). 

Животным подкожно вводили раствор адреналина 

гидрохлорида (эпинефрин, в ампулах 1 мг/мл, про-

изводство - Московский эндокринный завод) в дозе 

2 мг/кг. Такая доза, по данным наших патоморфо-

логических исследований, является токсической и 
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вызывает развитие катехоламинового инфаркта 

миокарда [17]. Забор крови у животных произво-

дили из левого желудочка сердца через 30 мин, 1 ч, 

24 ч, 72 ч после введения эпинефрина. Предвари-

тельно животные были наркотизированы золети-

лом в дозе 1–2 мг на 100 г массы.  

Для получения инфракрасных спектров ис-

пользовали недеформированные фибриновые 

сгустки крыс, полученные в ходе контролируемого 

по спектрам флуоресценции процесса коагуляции 

бестромбоцитарной плазмы на спектрофлуори-

метре СМ-2203 (SOLAR, Белоруссия), путем до-

бавления к ней раствора хлорида кальция. Процесс 

свертывания крови в этом случае шел по внутрен-

нему механизму коагуляционного гемостаза. По-

лученные фибриновые сгустки были выложены на 

KRS-кристалл и высушены при комнатной темпе-

ратуре до состояния сухой пленки.  

Также у животных в плазме крови опреде-

ляли концентрацию ионизированного кальция, ис-

пользуя набор для биохимических исследований 

фирмы «Ольвекс», Россия. Статистическая обра-

ботка этих результатов проводилась методом непа-

раметрической статистики, достоверность разли-

чия оценивали по U-критерию Манна-Уитни.  

 Для регистрации изменений вторичной 

структуры фибрина и ориентации его волокон в 

пространстве был использован метод инфракрасной 

спектроскопии с Фурье-распределением (FTIR). Ин-

фракрасные спектры регистрировали на Фурье 

спектрометре TENSOR-27 Bruker Optics (Герма-

ния). В инфракрасных спектрах было выделено не-

сколько групп полос: амид А, амид В, амиды I, II, 

III и др. [16]. Наиболее важными для оценки кон-

формационных изменений белковых молекул явля-

ются области амид I и II. Инфракрасные спектры 

обработаны программным обеспечением OPUS- 6 

и нормализованы путем приведения их к базовой 

линии. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Из представленных нами ИК - спектров 

(рис. 1) видно, что полученные исходные данные 

(рис. 1, график 1) существенно отличаются от фиб-

рина, полученного через 30 мин и 1 час (рис. 1, гра-

фик 2, 3), и еще более отличаются от фибрина через 

24 и 72 ч (рис. 1, график 4, 5).  
Преобразование спектров с применением 

метода Фурье - деконволюции по модели Lorentz 

(рис. 2, 3) позволило разложить пики амид I иссле-

дуемых фибриновых сгустков на элементы вторич-

ной структуры (Табл. 1), при этом были выделены 

ряд элементов вторичной структуры белка [1, 16]. 

Первый - α-спирали - правые спирали, образующие 

плотные витки, при этом боковые радикалы высту-

пают наружу. Образованию α-спиралей соответ-

ствуют длины волн 1650 - 1655 см-1 в спектре. Вто-

рой - β-структуры – имеют складчатую, фибрил-

лярную конфигурацию. Третий - β-повороты - 

петли и резкие изгибы полипептидной цепи, когда 

она меняет свое направление на 180º, образуя анти-

параллельные β-слои. 

 

 
Рис. 1. ИК – спектры фибрина у животных введения 

адреналина 

 

 
Рис. 2. Разложение пиков области ИК- спектров исходного 

фибрина на элементы вторичной структуры 

 

 
Рис. 3. Разложение пиков области ИК- спектров на 

элементы вторичной структуры через 1 ч после введения 

адреналина 
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Полосы поглощения в областях 1628 - 

1635 см-1 и 1680-1690 см-1 соответствуют парал-

лельным β-слоям, а в области 1620-1624 см-1 и 

1690-1696 см-1 соответствуют антипараллельным 

β-слоям. Процессы коагуляции характеризуются 

образованием антипараллельных β-слоев.  

Разложение ИК-спектров на составляющие 

(табл. 1) показывает, что исходный фибрин имеет 

β-структуру, не содержащую α-спиральных участ-

ков. Через 30 мин после введения адреналина в 

фибриновом сгустке значительно уменьшаются 

симметричные валентные колебания С=О пептид-

ной связи от 1741,6 до 1736,2 см-1, более чем в два 

раза меняется содержание β-структур и появля-

ются α-спирали (см. табл. 1). Через 1 час количе-

ство β-структур еще больше снижается, а содержа-

ние α-спиралей возрастает более, чем в 3 раза 

(табл. 1). Появление α-спиральных участков в фиб-

риновых волокнах на через 30 мин и увеличение их 

количества через 1 час после введения адреналина 

приводит к тому, что сгусток становится менее 

плотным, более рыхлым. 

Полученные нами данные (рис. 4) показы-

вают, что важную роль в соотношении α-спиралей 

и β–структур играют ионы кальция. Причем содер-

жание кальция прямо пропорционально количе-

ству β–структур. При этом, на 30-й мин уровень 

кальция в крови сохраняется в пределах нормы. К 

1-му часу эксперимента у животных возникает ги-

покальциемия, содержание альфа-спиралей макси-

мальное, а количество β–структур уменьшается. На 

примере сывороточного альбумина человека было 

показано [18], что присутствие ионов Са2+ приво-

дит к повышению стабильности белковой моле-

кулы в результате изменения вторичной структуры 

глобулярного домена. 

Через 24 ч симметричные валентные коле-

бания С=О пептидной связи практически соответ-

ствуют исходным значениям, отмечается увеличе-

ние β-структур по сравнению с предыдущим сро-

ком наблюдения, но их количество остается ниже 

исходных значений (табл. 2). При этом α-спирали 

исчезают. В этот период наблюдения, вероятно, 

происходит увеличение β–структур в результате 

развертывания α-спиралей, что может быть связано 

с выходом на поверхность гидрофобных участков 

аминокислот.  

Такое изменение вторичной структуры 

способствует вытеснению жидкой части 

плазмы из фибринового сгустка, приводя к 

уменьшению его объема и увеличению плот-

ности. Также увеличение содержания β–струк-

тур может быть признаком повышения коагу-

ляционной активности фибрина при его взаи-

модействии с липидными компонентами 

плазмы крови. 

Через 72 часа симметричные валентные 

колебания С=О пептидной связи также практи-

чески соответствуют исходным значениям, со-

держание β-структур снова несколько снижа-

ется по сравнению с предыдущим сроком 

наблюдения и значительно ниже исходного 

(табл. 2). 
 

Таблица 1  

Содержание разных типов вторичной структуры в 

фибриновом сгустке исходное, через 30 мин и 1 ч 

П
о
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ц

и
я
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н
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в
-

н
о

ст
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ш
и

р
и

н
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и
н
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гр

ал
 

о
тн

ес
ен

и
е
 

Исходный фибрин. Локальное остаточное средне-

квадратичное отклонение: 0,05 

1741,6 0,14 30,9 7,14 

симметричные 

валентные коле-

бания С=О пеп-

тидной связи 

1640,1 0,29 52,1 23,7 
параллельные β-

слои 

1692,5 0,56 42,7 38,1 
антипарал-лель-

ные β-слои 

1668,8 0,35 44,7 25,1 β-поворот 

30 мин. Локальное остаточное среднеквадратичное 

отклонение: 0,02 

1736,2 0,05 22,7 1,77 

симметричные 

валентные коле-

бания С=О пеп-

тидной связи 

1656,0 0,07 49,0 5,27 α-спирали 

1641,5 0,06 82,3 8,17 
параллельные β-

слои 

1693,9 0,29 40,0 21,3 
антипарал-лель-

ные β-слои 

1679,5 0,18 54,7 15,8 β-поворот 

1 ч. Локальное остаточное среднеквадратичное от-

клонение: 0,04 

1738,3 0,07 36,8 4,24 

симметричные 

валентные коле-

бания С=О пеп-

тидной связи 

1658,2 0,20 58,2 18,2 α-спирали 

1640,5 0,08 80,4 7,17 
параллельные β-

слои 

1692,3 0,20 58,2 18,2 
антипарал-лель-

ные β-слои 

1678,6 0,07 26,9 2,81 β-поворот 
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Рис. 4. Концентрация Са2+ в крови после введения 

адреналина 

 

 

Таблица 2 

Содержание разных типов вторичной структуры в 

фибриновом сгустке через 24 и 72 ч 

П
о

зи
ц

и
я
 

и
н
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н
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в
н

о
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ш
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и

н
а
 

и
н

те
гр

ал
 

о
тн

ес
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24 ч. Локальное остаточное среднеквадратичное от-

клонение: 0,05 

1738,4 0,07 59,8 6,74 

симметричные ва-

лентные колеба-

ния С=О пептид-

ной связи 

1637,5 

 

0,03 

 

12,8 

 

0,53 

 

параллельные β-

слои 

1695,7 

 

0,35 

 

39,3 

 

21,5 

 

антипарал-лель-

ные β-слои 

1674,5 0,16 38,3 9,51 β-поворот 

72 ч. Локальное остаточное среднеквадратичное от-

клонение: 0,03 

1737,9 

 

0,08 

 

50,3 

 

6,14 

 

симметричные 

валентные коле-

бания С=О пеп-

тидной связи 

1635,5 

 
0,02 

5,33 

 

0,13 

 

параллельные β-

слои 

1699,8 

 

0,23 

 

38,1 

 

13,7 

 

антипарал-лель-

ные β-слои 

1682,7 0,11 29,8 5,30 β-поворот 

1666,5 0,07 26,9 2,81 β-поворот 

 

Процесс агрегации фибрина сопровожда-

ется образованием дополнительных антипарал-

лельных β-слоев – формируются белок-белковые 

взаимодействия. Под влиянием эпинефрина их ко-

личество уменьшается в динамике, минимально на 

72 ч эксперимента. Подобную особенность можно 

объяснить активацией стресс-лимитирующих ме-

ханизмов под влиянием стрессовых гормонов [19], 

в частности, продукцией оксида азота, который, по 

данным наших предыдущих исследований, значи-

тельно снижает степень агрегации сгустка фиб-

рина [20]. 

После воздействия адреналина полоса по-

глощения фибрина, которая соответствует симмет-

ричным валентным колебаниям карбонильной 

группы пептидной связи сдвинута батохромно. По-

добный сдвиг может наблюдаться при изменении 

микроокружения данной атомной группировки, 

например, при разрушении и образовании водород-

ных связей между С=О карбоксильных групп пеп-

тидных связей и аминогруппами соседних β-слоев 

или других полярных группировок атомов. В ре-

зультате снижается степень гидратации молекул 

фибрина. Это может происходить при его взаимо-

действии с рядом полярных биологически актив-

ных соединений, которые образуются при метабо-

лизме адреналина [21]. При его обмене синтезиру-

ются преимущественно малоактивные вещества, а 

в условиях окислительного стресса при нефермен-

тативном хиноидном окислении возможно образо-

вание большого количества свободных радикалов. 

Кроме того, смещение рН крови в кислую сторону, 

что является результатом действия адреналина, вы-

зывает изменение конформации белковой моле-

кулы, уменьшая ее способность к полимеризации и 

влияя на активность фибринстабилизирующего 

фактора. 

При введении адреналина также отмеча-

ются существенные изменения в диапазоне частот 

амид А (около 3500 см-1) и амид В (около 3100 см-1), 

которые подтверждают полученные при анализе 

полосы амид I (см. рис. 1). Они отражают состоя-

ние NH-группировок, а также (на частотах 3000 – 

3200 см-1) могут быть обусловлены валентными ко-

лебаниями ОН-групп с прочными водородными 

связями. Полосы поглощения фибрина на этих ча-

стотах после воздействия адреналина сдвинуты ба-

тохромно, в более низкочастотную область, что 

подтверждает существенные изменения во вторич-

ной структуре фибрина. Еще одна особенность – 

наличие пика в области 2750 – 3000 см-1, также с 

батмохромным сдвигом, что соответствует асим-

метричным валентным колебаниям С-Н связей в 

алкильных радикалах кислот, и является еще одним 

признаком повышения гидрофобности молекул. 

ВЫВОДЫ 

Таким образом, при введении высокой 

дозы адреналина, со стороны вторичной структуры 
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фибрина отмечаются существенные изменения. 

Через 30 мин после воздействия появляются α-спи-

рали при одновременном уменьшении β–структур, 

что говорит о большей рыхлости фибринового 

сгустка. Эти изменения усиливаются на 1-й ч воз-

действия. К концу 1-х суток наблюдения α-спирали 

раскручиваются и увеличивается содержание β–

структур, однако исходного уровня они не дости-

гают. Такое изменение вторичной структуры спо-

собствует вытеснению жидкой части плазмы из 

фибринового сгустка, приводя к уменьшению его 

объема и увеличению плотности. На 3-и сутки со-

держание β–структур становится меньше исход-

ного показателя, следовательно, уменьшается 

плотность сгустка, что может быть защитным фак-

тором от тромбообразования. 
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