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Методы молекулярной сенсорики – новый и интенсивно развивающийся инстру-

мент в биохимических исследованиях. Они позволяют раскрывать механизмы биохимиче-

ских реакций, а также оперативно проводить диагностику патологических состояний. В 

качестве таких молекул-сенсоров, например, для исследования состояния белков плазмы 

крови, нашли применение флуоресцентные красители на основе борфторидных комплексов 

дипиррина (BODIPY). В данной работе показана возможность применения этих красителей 

для характеризации процессов, протекающих в свертывающей системе плазмы крови у лиц 

молодого возраста, пожилых людей, а также у пациентов с острым инфарктом миокарда. 

У пожилых людей, по сравнению с лицами молодого возраста, процесс свертывания крови 

начинается раньше, образование фибрина замедляется, снижается активность тромбина. 

Использование данной методики позволило выявить у пациентов с патологией сердца увели-

чение активности тромбина на фоне более высокой концентрации фибриногена. Это ведет 

к тому, что свертывание крови начинается позже и продолжается дольше. Полученные из-

менения показателей можно объяснить экстренным введением гепарина. Он, с одной сто-

роны, препятствует увеличению тромба, с другой – уменьшает активность образования 

протромбиназного комплекса, что является полезным для пациента при инфаркте мио-

карда. Дальнейшее наблюдение за свертыванием крови говорит об изменении структуры са-

мого фибрина, удлиняется время его стабилизации. Таким образом, результаты, полученные 

в ходе исследования, согласуются с данными литературы и представленный метод является 

применимым для изучения процесса коагуляции в физиологических исследованиях и клиниче-

ской практике, а также может быть использован для кинетической оценки влияния анти-

коагулянтов на активность факторов гемостаза. 
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Molecular sensors are new and rapidly developing tool in biochemical research. They allow 

to reveal mechanisms of biochemical reactions, as well as to promptly diagnose pathological con-

ditions. Fluorescent dyes based on boron dipyroomethene complexes (BODIPY) are broadly used 

as molecular sensors This study demonstrates possibility for characterization of processes occur-

ring in the blood plasma coagulation system in both young and elderly age groups, including pa-

tients with acute myocardial infarction. In elderly people, compared with young people, the process 

of blood clotting starts earlier, the formation of fibrin slows down, the activity of thrombin de-

creases. This technique allows to recognize an increase in thrombin activity accompanied by a 

higher concentration of fibrinogen within patients with heart pathology. In this case, blood clotting 

begins later and lasts longer. The resulting changes in indicators can be explained by the emer-

gency administration of heparin. On the one hand, it prevents the increase of a blood clot, on the 

other hand, it reduces the activity of the formation of a prothrombinase complex, which is useful 

for patients with myocardial infarction. Further observation of blood clotting indicates a change 

in the structure of fibrin itself, the time of its stabilization is lengthened. Thus, the results obtained 

during the study are consistent with the literature data. the presented method is applicable for both 

physiological studies of coagulation process and in clinical practice. This method can also be used 

for kinetic evaluation of the effect of anticoagulants on the activity of hemostasis factors. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время для биологических ис-

следований активно используются методы молеку-

лярной сенсорики и маркирования [1, 2]. Молеку-

лярные сенсоры – соединения, флуоресцентные ха-

рактеристики которых выраженно и обратимо из-

меняются под влиянием различных внутри- и меж-

молекулярных взаимодействий. Среди этих ве-

ществ выделяются люминофоры, которые не те-

ряют своих флуоресцентных свойств в широком 

диапазоне воздействующих, часто агрессивных, 

факторов – борфторидные комплексы дипиррина 

(BODIPY) [3]. Такая устойчивость позволяет ис-

пользовать BODIPY не только для химических, но 

и биологических, фармакологических и медицин-

ских исследований [4, 5]. Изменение структуры 

BODIPY путем введения заместителей и функцио-

нальных групп, которые способны избирательно 

реагировать на определенные ионы и молекулы, 

позволяет получить селективные флуоресцентные 

зонды для их качественного и количественного 

определения в биологических жидкостях [6, 7]. Су-

ществуют разные механизмы изменения интенсив-

ности флуоресценции под влиянием люминофо-

ров: внутримолекулярный перенос заряда [8], пере-

нос протона в возбужденном состоянии [9], фото-

индуцированный перенос электрона [10, 11], флуо-

ресцентный резонансный перенос энергии [12], пе-

ренос энергии через связи [13]. В нашей лаборато-

рии изучена чувствительность флуоресцентных ха-

рактеристик BODIPY при изменении молекуляр-

ного окружения в плазме крови и доказана возмож-

ность использования бордипирринов для изучения 

процесса образования тромба [14]. Было проведено 

исследование ряда флуорофоров класса BODIPY и 

выбран флуорофор, обладающий селективностью 

к присутствию белков плазмы крови, а также де-

монстрирующий повышение интенсивности флуо-

ресценции в их присутствии [15, 16]. Для изучения 

процесса образования фибринового сгустка ис-

пользовали раствор плазмы крови с антикоагулян-

том, содержащий данный флуорофор. После до-

бавления активатора свертывания крови - хлорида 

кальция - наблюдалось увеличение величины по-

глощения раствора и уменьшение интенсивности 

флуоресценции красителя, свидетельствующие о 

процессе коагуляции плазмы крови. Эти изменения 

были объяснены резонансным переносом энергии 
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и изменением физико-химических свойств молеку-

лярной среды в соответствии с теорией Штерна-

Фольмера. 

Процесс свертывания крови можно разде-

лить на 3 этапа: образование протромбиназного 

комплекса при выделении тканевого тромбопла-

стина или активации фактора Хагемана; перевод 

неактивного протромбина в активный тромбин с 

помощью протромбиназного комплекса; перевод 

неактивного фибриногена в активный фибрин с по-

мощью тромбина, и дальнейшая полимеризация 

фибрина. 

Известно, что система свертывания крови 

(система гемостаза), отвечающая за остановку кро-

вотечения при повреждении кровеносных сосудов, 

является одной из жизненно важных и в то же 

время наиболее уязвимых систем человеческого 

организма [17]. Её нарушение является важным 

звеном патогенеза многих заболеваний. В распоря-

жении клиницистов имеется широкий арсенал 

средств оценки системного гемостаза как при ге-

моррагических заболеваниях, так и при антитром-

ботической терапии [18]. Традиционно, диагно-

стика нарушений сводится к наблюдению за про-

цессом свертывания фотометрическими методами 

(тест активированного частичного тромбопласти-

нового времени, время рекальцификации, тест 

протромбинового времени и др.). Общие тесты 

определяют время до начала образования сгустка, 

но не отражают стадийность процесса и не дают 

истинного представления о механизмах наруше-

ний гемостаза. 

В то же время методы, основанные на 

наблюдении за кинетикой процесса свертывания, 

активно развиваются. Например, существует метод 

количественного определения эндогенного тром-

бинового потенциала [19–21]. При этом для за-

пуска свертывания в лунки флуориметра вносится 

буфер, содержащий флуорогенный субстрат. Обра-

зующийся тромбин расщепляет субстрат, в резуль-

тате чего высвобождается молекула флуорофора. 

Использование флуорофоров для изучения дина-

мики гемостаза представляет несомненный инте-

рес, вследствие чувствительности метода, высо-

кого временного разрешения фиксации отклика и 

возможности исследования в малом количестве 

биологического материала. 

В настоящем исследовании ставится цель – 

изучить возможность использования молекуляр-

ных сенсоров класса BODIPY для кинетической 

характеристики процессов, протекающих в свер-

тывающей системе плазмы крови у здоровых лю-

дей разного возраста и при тяжелой кардиоваску-

лярной патологии (в острый период инфаркта 

миокарда). 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

В качестве флуоресцентного сенсора при-

меняли 4,4-дифторо-1,3,5,7-тетраметил-2,6-диэтил-

фенил-4-бор-3a,4a-диаза-индацен (рис. 1) получен-

ный нами ранее по известной методике [14] в виде 

раствора в диметилсульфоксиде в концентрации 

10-5 моль/л. 

 

 
Рис.1. Структура BODIPY красителя 4,4-Дифторо-1,3,5,7-тет-

раметил-2,6-диэтилфенил-4-бор-3a,4a-диаза-индацен 

 
Исследование проводилось in vitro, в каче-

стве объекта использовали кровь, забор которой 

проводился из кубитальной вены в количестве 10 мл. 

Имеется разрешение локального Этического коми-

тета ФГБОУ ВО ИвГМА Минздрава России на 

проведение исследования (Протокол № 6 от 

26.05.2021 г.). Все испытуемые были разделены на 

три группы: первую группу составили 16 здоровых 

доноров – студентов 18-20 лет мужского пола, обу-

чающихся в Академии, вторую – 10 человек пожи-

лого возраста 60-75 лет, не имеющие тяжелой кар-

диоваскулярной патологии и не принимающие 

препараты, влияющие на свертывание крови, тре-

тья группа включала 14 пациентов в возрасте 50-

65 лет, доставленных машиной скорой медицин-

ской помощи (СМП) в стационар с диагнозом ост-

рый инфаркт миокарда [22, 23]. Основным звеном 

патогенеза этого заболевания является образова-

ние тромба в коронарной артерии, который полно-

стью закрывает ее просвет. Этим больным врачом 

СМП в соответствии со стандартом оказания меди-

цинской помощи до приезда в стационар был вве-

ден гепарин – нефракционированный гепарин 

натрия («Биосинтез», Россия). 

У испытуемых кровь из локтевой вены за-

бирали в пробирку, в которой содержался 3,8% 

раствор натрия цитрата (9:1), перемешивали и цен-

трифугировали 15 мин при 3000 об/мин. Цитрат 

натрия является антикоагулянтом, он связывает 

ионы кальция (Са2+) крови, которые необходимы 

на всех этапах свертывания крови. Надосадочную 
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жидкость (бестромбоцитарную плазму) без следов 

гемолиза отбирали в другую пробирку и использо-

вали для исследования. Проводилось изучение 

внутреннего механизма коагуляционного гемо-

стаза, для запуска свертывания в кювету вносили в 

избытке Са2+ в виде кальция хлорида («ХимМед», 

Россия).  

Спектры флуоресценции регистрировали в 

диапазоне 500–900 нм на спектрофлуориметре 

СМ-2203 («SOLAR», Беларусь), управляемом с 

персонального компьютера. Флуоресценцию воз-

буждали на длине волны 480 нм, ширина щелей 

возбуждения и фиксации испускания составляла 

2,5 нм. Все эксперименты проводили в термостати-

руемой ячейке при температуре 37 С с плазмой в 

концентрации 0,133 г/л. При более высокой кон-

центрации плазмы происходит нежелательное ди-

намическое тушение флуоресценции красителя 

[24]. Концентрация фибриногена определялась 

спектрофотометрическим методом на спектрофлу-

ориметре СМ-2203 («SOLAR», Беларусь), с помо-

щью диагностического набора (ООО «Технология-

Стандарт», Россия). 

Графическое изображение процесса свер-

тывания, полученное с помощью нашей методики, 

представлено на рис. 2. На кривой изменения ин-

тенсивности максимума флуоресценции оцени-

вали следующие показатели. 

 

 
Рис. 2. Кинетика свертывания бестромбоцитарной плазмы 

здоровых доноров. Ось абсцисс – время (мин), ось ординат – 

интенсивность флуоресценции (относительные единицы) 

1 – tlag, 2 – tобраз. фибр., 3 – tстабил.фибр., 4 – tкоагул. 

 время активации tlag (1) – время начала свер-

тывания; скрытый период, когда не происходит из-

менений флуоресценции раствора, эта величина 

характеризует время образования протромби-

назного комплекса; 

 время образования фибрина tобраз.фибр.(2) – со-

ответствует ниспадающий участок кривой коагу-

ляции; здесь происходит гидролитическое расщеп-

ление фибриногена до фибрин-мономеров под вли-

янием образовавшегося тромбина и его полимери-

зация в фибрин-полимер; 

 время стабилизации фибринового тромба tста-

бил. фибр.(3) – происходит латеральная агрегация про-

тофибрилл и образование нерастворимого фибрин-

полимера; 

 время коагуляции tкоагул.(4) – продолжитель-

ность процесса свертывания – время от начала tlag 

до окончания стабилизации фибринового тромба; 

 активность тромбина (прямо пропорцио-

нальна произведению tgφ1 и концентрации фибри-

ногена в плазме (мкМоль/л) с учетом разведения в 

спектрофотометрической кювете, где tgφ1 – тан-

генс угла наклона касательной к ниспадающему 

участку кривой). 

Время коагуляции в клинической практике 

эквивалентно времени рекальцификации плазмы. 

Статистический анализ полученных дан-

ных проводили с применением программы 

«Statistika 6,0». Для сравнения величин использо-

вали непараметрический критерий Манна–Уитни. 

Критический уровень значимости нулевой стати-

стической гипотезы (р) принимали меньше 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В исходном растворе плазмы крови иссле-

дуемый BODIPY по большей части локализован в 

гидрофобных доменах белков за счет неспецифи-

ческих взаимодействий. Это приводит к высоким 

наблюдаемым величинам квантового выхода флу-

оресценции по двум основным причинам: 

1. В гидрофобных карманах взаимодействие 

флуорофора в возбужденном состоянии с молеку-

лами полярного растворителя минимально. 

2. Исследованный краситель класса BODIPY с 

фенильным фрагментом в мезо-положении имеет 

склонность к проявлению эффекта молекулярного 

ротора – его квантовый выход флуоресценции 

выше в системах, где относительное вращение 

двух ароматических фрагментов ограничено [25]. 

Тушение флуоресценции BODIPY при про-

текании процесса тромбообразования, таким обра-

зом, в основном связано с уменьшением доступно-

сти гидрофобных доменов при потере белками 

плазмы крови нативной структуры. 

Абсолютная величина изменения интен-

сивности флуоресценции во всех экспериментах 

имеет близкие значения, в то время как характер 

изменений во времени значимо различается в био-

логических образцах исследованных групп паци-

ентов. При исследовании возрастных особенностей 
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протекания внутреннего механизма свертывания 

крови обнаружено, что у пожилых людей по срав-

нению со здоровыми студентами время активации 

достоверно снижено на 30% (р<0,05), а время обра-

зования фибрина, напротив, увеличено на 60% 

(р<0,001), остальные временные показатели коагу-

ляции и концентрация фибриногена не имеют зна-

чимых отличий (табл. 1, рис. 3). Существенно сни-

жены тангенс угла наклона ниспадающей части 

кривой на 36% (р<0,05) и активность тромбина на 

33% (р<0,05).  

Отличия в показателях коагуляционного 

гемостаза у здоровых испытуемых – студентов и 

пожилых людей можно объяснить возрастными из-

менениями системы гемостаза. Наши результаты 

свидетельствуют о более быстром запуске про-

цесса свертывания, что повышает риск патологиче-

ского тромбообразования. Более пологая кривая 

свертывания – об изменении баланса между компо-

нентами свертывающей, противосвертывающей 

систем и системы фибринолиза по сравнению с мо-

лодыми людьми. 

По данным литературы, в пожилом воз-

расте происходит нарастание содержания ряда 

плазменных факторов. Результаты исследований 

противосвертывающей системы и системы фибри-

нолиза противоречивы. В одних работах у пожи-

лых людей было выявлено уменьшение концентра-

ции естественных антикоагулянтов, по другим ре-

зультатам – повышение концентрации гепарина 

[26,27]. Также увеличивается содержание ингибито-

ров фибринолиза α1-антитрипсина и α2-макроглобу-

лина, и отмечается замедление этого процесса.  

Было выявлено, что у людей старше 45 лет 

значительно повышается активность фибриназы, 

падает активность тромбопластического и фибрин-

стабилизирующего фактора при неизменном уровне 

активатора плазминогена. По другим данным, при 

обследовании здоровых людей в возрасте от 20 до 

94 лет, у 60-летних была обнаружена активация 

фибринолиза. В дальнейшем по мере старения ско-

рость лизиса фибринового сгустка уменьшалась [28]. 

На втором этапе работы сравнивали пока-

затели внутреннего механизма гемостаза пожи-

лых людей (так как эта возрастная группа больше 

соответствует возрасту пациентов с ИМ) и боль-

ных, поступивших в стационар с острым инфарк-

том миокарда. 
 

Таблица 1 

Показатели внутреннего механизма коагуляционного гемостаза у студентов, пожилых людей и пациентов с 

острым инфарктом миокарда (Me(Q1;Q3)) 

Показатель Молодые люди (n=16) Пожилые люди (n=10) Пациенты с ИМ (n=14) 

t lag, мин 2,00 (1,66;2,00) 1,00 (0,66;1,66)* 2,66 (2,00;366)# 

t образования фибрина, 

мин 
1,33 (1,33;1,33) 2,00 (2,00;2,33)* 2,33 (2,00;2,33) 

t стабилизации фибрина, 

мин 
0,66 (0,66;1,33) 1,00 (1,00;1,33) 1,33 (1,00;2,00)# 

t коагуляции, мин 4,66 (4,66;5,66) 4,66 (4,00;5,00) 6,00 (5,33;7,00)# 

Фибриноген,  

мкМ/л 
8,529 (8,529;8,559) 8,735 (8,529;9,772) 14,765 (12,449;18,287)# 

tg φ 1 
0,371 

(0,342;0,441) 

0,270 

(0,237;0,291)* 

0,233 

(0,205;0,260)# 

А tr, мкМ/мин 
0,495 

(0,385;0,502) 

0,308 

(0,258;0,353)* 
0,443 (0,366;0,535)# 

Примечание: *- достоверные отличия показателей людей 2-й группы от 1-й группы; # - достоверные отличия показателей 

людей 3-й группы от 2-й группы (p<0,05) 

 
При анализе графика процесса коагуляции 

у пациентов с ИМ по сравнению с пожилыми 

людьми было выявлено увеличение времени акти-

вации на 115% (р<0,001), увеличение времени коа-

гуляции на 34% (р<0,001) и увеличение времени 

стабилизации фибрина на 27% (р<0,05). Отмеча-

ется уменьшение тангенса угла наклона касатель-

ной к ниспадающему участку кривой на 13% 

(р<0,05). При этом у людей этой группы, по срав-

нению с показателями у здоровых пожилых, актив-

ность тромбина увеличена на 41% (р<0,003) и зна-

чительно выше концентрация фибриногена - на 

70% (р<0,001). 

Полученные изменения показателей можно 

объяснить экстренным введением нефракциониро-

ванного гепарина. Он содержит смесь сульфатиро-

ванных полисахаридов, которые связываются с эн-

догенным антикоагулянтом антитромбином III и 

вызывают конформационные изменения в моле-

куле, резко повышая ее активность. В результате 

значительно снижается активность протромбиназы, 
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что увеличивает время активации. Также блокиру-

ется ферментативная активность факторов сверты-

вания крови II, IX, X, XI, XII [29]. Важным эффек-

том, по данным литературы, является ингибирова-

ние тромбина, что препятствует увеличению 

тромба и является очень полезным в условиях ги-

перфибриногенемии [30,31]. Однако в нашем ис-

следовании активность тромбина повышалась по 

сравнению с лицами 2-й группы, что можно объяс-

нить недостаточной дозировкой гепарина для по-

лучения противосвертывающего эффекта.  

 

 
Рис. 3. Кинетика свертывания бестромбоцитарной плазмы студентов, пожилых людей и пациентов с инфарктом миокарда. Ось 

абсцисс – время (мин), ось ординат – интенсивность флуоресценции (относительные единицы) 

 
ВЫВОДЫ 

Таким образом, представленный метод яв-

ляется применимым для изучения кинетики про-

цесса коагуляции в физиологических исследова-

ниях и клинической практике, а также может быть 

использован для оценки влияния антикоагулянтов 

на активность факторов свертывания.  

Работа является частью комплексного ис-

следования по реализации государственного зада-

ния ФГБОУ ВО «ИвГМА» Минздрава России на 

2023 год «Функциональный резерв гемостаза и 

реологии крови при гипоксических состояниях в 

норме и патологии». Исследование флуоресцент-

ных свойств BODIPY выполнено при финансовой 

поддержке РНФ (проект № 22-73-10167). 
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брнауки России, соглашение № 075-15-2021-671). 
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