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Действие различных физических и химических факторов (температура, обезво-

живание, ионизирующее излучение, изменение кислотно-основного равновесия, давление) 

нарушает структурную организацию белка. В настоящее время наиболее изучено влияние 

высокой температуры на состояние белковой молекулы. Однако не менее важным явля-

ется влияние высокого гидростатического давления. В нашем организме синтезируется 

множество белков, и внутри него существует давление, которое способно оказывать вли-

яние на их структуру и функции, особенно при повышении этого показателя. В медицин-

ской практике принято оценивать величину гидростатического давления в кровеносных 

сосудах, что может влиять преимущественно на белки плазмы крови и стенки сосудов. 

Цель работы - сравнить процессы коагуляции плазмы здоровых доноров на фоне избыточ-

ного гидростатического давления in vitro (острое повышение давления) и на фоне ишеми-

ческого инсульта (хроническое повышение), а также и выявить особенности вторичной 

структуры фибрина в этих условиях. Показано, что время активации протромбиназного 

комплекса, а, следовательно, запуска процесса свертывания, гораздо меньше при высоком 

давлении и у пациента с инсультом. Наибольшие изменения активности тромбина в сто-

рону ее увеличения также отмечаются у больного с ишемическим инсультом. Такие нару-

шения в параметрах процесса коагуляции (полимеризации фибриногена) связаны с изме-

нениями надмолекулярной структуры в системе белков фибриноген/фибрин под дей-

ствием внешнего давления, поэтому было проведено ее исследование. Таким образом, даже 

однократное кратковременное повышение гидростатического давления может оказы-

вать существенное влияние на структурные особенности и функциональную активность 

факторов свертывания. При хроническом повышении гидростатического давления возни-

кающие изменения более выражены, что может служить дополнительным патогенети-

ческим фактором увеличения прокоагулянтных свойств плазмы крови и, следовательно, 

тромбофилии. 
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The action of various physical and chemical factors (temperature, dehydration, ionizing 

radiation, changes in acid-base balance, pressure) disrupts the structural organization of the pro-

tein. Currently, the effect of high temperature on the state of the protein molecule has been studied 

most thoroughly. However, equally important is the effect of high hydrostatic pressure. Our body 

synthesizes many proteins, and there is pressure inside it that can affect their structure and func-

tion, especially when this indicator increases. In medical practice, it is customary to evaluate the 

magnitude of hydrostatic pressure in blood vessels, which can primarily affect blood plasma pro-

teins and vessel walls. The purpose of the work is to compare the processes of coagulation of plasma 

from healthy donors against the background of excess hydrostatic pressure in vitro (acute increase 

in pressure) and against the background of ischemic stroke (chronic increase), as well as to identify 

the features of the secondary structure of fibrin under these conditions. It has been shown that the 

time for activation of the prothrombinase complex, and, consequently, the initiation of the coagu-

lation process, is much shorter at high blood pressure and in a patient with a stroke. The greatest 

changes in thrombin activity towards its increase are also observed in patients with ischemic stroke. 

Such disturbances in the parameters of the coagulation process (fibrinogen polymerization) are 

associated with changes in the supramolecular structure in the fibrinogen/fibrin protein system 

under the influence of external pressure, so its study was carried out. Thus, even a single short-

term increase in hydrostatic pressure can have a significant impact on the structural features and 

functional activity of coagulation factors. With a chronic increase in hydrostatic pressure, the re-

sulting changes are more pronounced, which can serve as an additional pathogenetic factor in 

increasing the procoagulant properties of blood plasma and, consequently, thrombophilia. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Белки – органические соединения, облада-

ющие целым рядом физико-химических свойств, 

которые вытекают из их структурной организации 

[1]. Ее особенности во многом обеспечивают функ-

циональные свойства протеинов. Действие различ-

ных физических и химических факторов (темпера-

тура, обезвоживание, ионизирующее излучение, 

изменение кислотно-основного равновесия) нару-

шает структурную организацию белка. Чувстви-

тельность белков к действию повреждающих фак-

торов различна. Например, белок куриного яйца 

денатурирует при 60 – 70 С, а сократительный бе-

лок мышц – при 40 – 45 С. При этом белки спо-

собны к спонтанной самоорганизации – ренатура-

ции (фолдингу) после воздействия перечисленных 

факторов при небольшой интенсивности их воз-

действия. Молекула, сохранившая только первич-

ную структуру, способна восстановить свое исход-

ное состояние.  

Изучение влияния повреждающих факто-

ров на процессы денатурации и фолдинга имеет 

широкое применение как в медицинской, так и пи-

щевой промышленности. В медицине – при произ-

водстве антибиотиков, вакцин, ферментов, сыворо-

ток. В пищевой промышленности – это актуально 

для увеличения стабильности белков продуктов 

питания при различных способах технологической 

обработки. 

В настоящее время наиболее изучено влия-

ние высокой температуры на состояние белковой 

молекулы. Однако не менее важным является вли-

яние высокого гидростатического давления [2, 3]. 

Например, в пищевой промышленности этот физи-

ческий фактор является технологической ступенью 

при консервировании, модификации или экстрак-

ции пищевого сырья или продуктов, создании их 

новых форм и технологий. Использование высо-

кого давления в технологии обеззараживания дает 

все преимущества обычной тепловой обработки 

горячей водой или паром, однако без потери мно-
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гих характеристик пищевых продуктов и загрязне-

ния окружающей среды. Изучение роли этого фак-

тора началось еще в начале прошлого века, более 

подробные исследования были проведены в 60-х – 

70-х годах и касались яичного альбумина, рибону-

клеазы, химотрипсиногена и метмиоглобулина. В 

дальнейшем подробно изучались механизмы проти-

вомикробного действия высокого давления. Было 

выявлено, что оно приводит к изменениям в морфо-

логии, мембранных ячейках и биохимических реак-

циях, происходящих в микроорганизмах, однако 

главной причиной, является утечка внутриклеточ-

ных элементов.  

В отличие от других методов воздействия, 

таких как нагревание или химическое денатуриро-

вание, которые равномерно дестабилизируют бел-

ковые структуры, гидростатическое давление ока-

зывает локальное воздействие преимущественно 

на области или домены белка, содержащие внут-

ренние полости [4]. При этом его уменьшается 

объем, нарушаются и разрушаются нормальные 

электростатические и гидрофобные взаимодей-

ствия. В белковой молекуле одновременно протекает 

два независимых процесса – коагуляции («слипа-

ние», за счет адгезионного взаимодействия частиц 

дисперсной фазы с макроповерхностями) и разво-

рачивания (при денатурации) [5].  

В нашем организме синтезируется множе-

ство белков, и внутри него также существует гид-

ростатическое давление, которое способно оказы-

вать влияние на их структуру и функции, особенно 

при повышении этого показателя. В медицинской 

практике принято оценивать величину гидростати-

ческого давления в кровеносных сосудах, что мо-

жет влиять на белки плазмы крови и стенку сосу-

дов. Известно, что повышение гидростатического 

давления в просвете кровеносных сосудов оказы-

вает отрицательное влияние на эндотелиальные 

клетки сосудов. Они меняют свою форму, струк-

туру и функции цитоскелета, в них появляются 

толстые стрессовые волокна актиновых филамен-

тов, которые выстраиваются вдоль длинной оси 

клетки, что может приводить к развитию тромбо-

тических осложнений [6, 7]. 

Важное клиническое значение имеет влия-

ние этого физического фактора на белки системы 

гемостаза, что связано с большой распространен-

ностью артериальных гипертензий и их осложне-

ний в виде развития ишемии внутренних органов, 

которая является способствующим фактором для 

тромбообразования [8 - 11]. Известно, что повыше-

ние систолического артериального давления при-

водит к более низкой проницаемости фибринового 

сгустка и нарушению его лизиса. При назначении 

антигипертензивной терапии эти изменения нор-

мализуются только через 6 месяцев [12]. 
Исследования влияния высокого гидроста-

тического давления in vitro и in vivo крайне ограни-
чены, однако только они могут дать представление 
о непосредственном влиянии этого фактора на 
белки плазмы крови.  В литературе описано измене-
ние структуры и функции тромбина под влиянием 
данного физического фактора величиной 270 МPa 
(2 млн. мм рт. ст.) [13]. Также было показано, что 
под очень высоким давлением 200-250 MPa  
(1,5 млн. мм рт. ст.) активность факторов II, VII, 
IX, X, XI, XII, фибриногена, IgG, IgM оставалась 
более 95% по сравнению с контролем, активность 
факторов V и VIII поддерживалась на уровне 46-
63% и 77-82% соответственно [14]. 

Воздействие повышенного давления на жид-
кую плазму, содержащую фибриноген, может при-
водить к изменениям физико-химических характе-
ристик процесса полимеризации фибриногена в 
фибрин, лежащим в основе гемостаза и, следова-
тельно, к изменению количественных характери-
стик процесса коагуляции крови. Есть данные, что 
при механическом воздействии на фибриновый 
сгусток, например, при растягивании или сжатии, 
происходят изменения его вторичной структуры и, 
как следствие, изменение его биоактивности [15].  

Цель работы - сравнить процессы коагуля-
ции бестромбоцитарной плазмы здоровых доноров 
на фоне избыточного давления in vitro и коагуля-
цию плазмы на фоне ишемического инсульта в 
острой фазе, а также выявить особенности вторич-
ной структуры фибрина в этих условиях. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Для исследования использовали бестром-
боцитарную плазму крови без следов гемолиза 2 
мужчин-добровольцев 23 и 25 лет. Кровь забрали в 
пластиковую пробирку, в которой содержался 3,8% 
раствор натрия цитрата (9:1). Перемешали и цен-
трифугировали 15 мин при 3000 об./мин. Надоса-
дочную жидкость (плазму) отобрали и использо-
вали для изучения модели статического нагруже-
ния in vitro. Для проведения исследования влияния 
хронической артериальной гипертензии на процесс 
коагуляции плазмы и структурные изменения фак-
тора II коагуляции (фибрина) были использованы 
образцы сливной плазмы пациентов ОБУЗ Город-
ская клиническая больница №3 г. Иваново, с диа-
гнозом «ишемический инсульт» в остром периоде. 

Эксперимент по созданию статического дав-

ления на плазму проводили по ранее описанной ме-

тодике [16]. Для этого 0,5 мл плазмы помещали в 
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стерильный одноразовый шприц на 10 мл. Отвер-

стие шприца плотно закупоривали, помещая его в 

парафин (ч.). Шприц закрепляли в штативе. На 

поршень шприца устанавливали систему грузов, 

создавая статическое давление на плазму. Для рас-

четов приложения силы (Н) и получения необходи-

мого давления на плазму крови использовали дан-

ные табл.1. 

Коагуляцию бестромбоцитарной плазмы и 

расчет параметров коагуляции проводили по опи-

санной методике [17] с использованием метода 

флуоресценции. 
Спектры флуоресценции (в диапазоне 350–

650 нм) регистрировали на спектрофлуориметре 

Solar SM2203 (Беларусь). Для определения харак-

теристик флуоресценции использовали излучение 

с длиной волны 480 нм. Ширина щели возбужде-

ния и эмиссии составила 2,5 нм. Все эксперименты 

проводили в термостатируемой ячейке при темпе-

ратуре 37оС. В качестве флуорофора было исполь-

зовано соединение на основе бордипирриновых 

комплексов (BODIPY) 4,4-дифторо-1,3,5,7-тетра-

метил-2,6-диэтил-фенил-4-бор-3a,4a-диаза-

индацен, обладающее достаточной селективно-

стью к действию белков плазмы крови [18]. 

 
Таблица1  

Расчет приложения силы (Н) для получения необхо-

димого давления на плазму крови 
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0,008 0,0002 3 15,12 113,46 

0,008 0,0002 5 25,21 189,09 

0,008 0,0002 7 35,29 264,74 

 
Для регистрации спектра флуоресценции 

этого красителя в термостатируемую ячейку спек-

трофлуориметра добавляли 0,4 мл плазмы, 2,45 мл 

воды и 0,15 мл раствора BODIPY – флуорофора в 

диметилсульфоксиде (СBODIPY = 10-5 моль/л), пере-

мешивали. С момента добавления хлористого каль-

ция (0,04 мл 1%) через равные промежутки вре-

мени автоматически с помощью спектрофлуори-

метра производили измерение интенсивности флу-

оресценции на максимуме испускания BODIPY – 

флуорофора от времени, регистрируя кривую коа-

гуляции образца плазмы. Исследование прекра-

щали при достижении устойчивого плато на кри-

вой изменения флуоресценции. Полученный в кю-

вете фибриновый сгусток (белый тромб) осто-

рожно без механических деформаций выклады-

вали на KRS–стекло и высушивали при комнатной 

температуре до состояния сухой пленки для ИК- 

спектроскопии. ИК – спектры регистрировали на 

Фурье спектрометре TENSOR-27 Bruker Optics 

(Германия) (ЦКП ИГХТУ). В инфракрасных спек-

трах проводили выделение следующих полос: 

амид А, амид В, амиды I, II, III и др. Наиболее важ-

ными для оценки конформационных изменений 

белковых молекул являются области амид I и II. 

Выделяли α – спирали, параллельные β-структуры, 

антипараллельные β-структуры, β-повороты.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Один цикл эксперимента in vitro требовал 

2 мл плазмы, которую делили на 4 равные порции. 

Первая порция являлась контрольной (без нагрузки, 

0 Н), ее закачивали в шприц и размещали в штативе 

вертикально на 60 мин. Вторая порция подверга-

лась механическому воздействию давления при-

мерно соответствующая систолическому давлению 

крови в артериальных сосудах - 113 мм рт. ст., ко-

торое было создано системой грузов, находящихся 

на поршне шприца в течение 60 мин. Третья и чет-

вертая порции подвергались механическому воз-

действию давления, превышающего нормальные 

значения систолического давления крови в артери-

альных сосудах - 189 мм рт. ст. и 265 мм рт. ст., соот-

ветственно. Эти давления были созданы анало-

гично. Далее проводили процесс коагуляции образ-

цов плазмы и рассчитывали его характеристики.  

На рисунке приведены экспериментальные 

кривые коагуляции модельных систем из донорской 

плазмы до воздействия давления (0 Н), после воз-

действия давления 113 мм рт. ст. (3 Н), 189 мм рт. 

ст. (5 Н) и 265 мм рт. ст. (7 Н), а также кривая коа-

гуляции пациента в остром периоде ишемического 

инсульта. Данные рисунка свидетельствуют, что 

кривая коагуляции имеет ступенчатый характер. 

Ниспадающий участок кривой коагуляции соот-

ветствует ключевой реакции плазменного гемо-

стаза – гидролитическому расщеплению фибрино-

гена до фибрин-мономеров при каталитическом 

действии имеющегося в плазме тромбина. Фибрин-

мономеры самопроизвольно полимеризуются в 

фибрин — основу тромба. Касательная, проведен-

ная к ниспадающему участку кривой коагуляции, 

образует угол наклона φ к оси абсцисс. tg φ пропор-
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ционален скорости образования полимерного фиб-

рина из фибриногена, т.е. активности тромбина. 

Активность тромбина прямо пропорциональна 

произведению tg φ и концентрации фибриногена в 

плазме (мкМ) с учетом разведения в спектрофото-

метрической кювете. 

 

 
Рис. Кинетика коагуляции плазмы крови. 

1 – без избыточного давления, 2 – избыточное давление 3 Н, 

3 – избыточное давление 5 Н,  

4 – избыточное давление 7 Н, 5 – ишемический инсульт 

 

Кроме этого, кривые коагуляции позволяют 

определить время активации протромбиназного ком-

плекса (длина верхнего плато) и время коагуляции 

- время выхода на нижнее плато, полученное экс-

траполяцией касательной, тангенс угла наклона кото-

рой характеризует активность тромбина (табл. 2).  

Время активации протромбиназного ком-

плекса, а, следовательно, запуска процесса сверты-

вания, было гораздо меньше при высоком давле-

нии и у пациентов с инсультом. Наибольшие изме-

нения активности тромбина в сторону ее увеличе-

ния также отмечаются у больных с ишемическим 

инсультом, что соответствует литературным дан-

ным [19]. Такие нарушения в параметрах процесса 

коагуляции (полимеризации фибриногена) могут 

быть связаны с изменениями надмолекулярной 

структуры в системе белков фибриноген/фибрин 

под действием внешнего давления, поэтому было 

проведено ее исследование. 

Наиболее аналитически значимыми для ха-

рактеристики надмолекулярной структуры белка 

являются полосы поглощения Амид I и Амид II. 

Известно, что полоса поглощения Амид I спектра 

белка является комбинированной и на 80% обу-

словленной валентными колебаниями карбониль-

ной группы (С=О) и на 15% валентными колебани-

ями С-N – пептидной связи. Эти группы атомов в 

молекуле расположены рядом, взаимодействуют и 

поэтому в спектре белка наблюдается комбинация 

их частот поглощения. Форма Амид I зависит от 

характеристик амидной связи. Известно, например, 

что если в молекуле белка образуются или разру-

шаются дополнительные амидные связи за счет боко-

вых аминогрупп лизина (так называемые «сшивки»), 

то форма Амид I в ИК-спектре будет изменяться [20]. 
 

Таблица 2 

Параметры процесса коагуляции плазмы крови при 

различных гидростатических давлениях 
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0 Н 2,33 8,8 0,31 0,37 3,67 

3 Н 3,00 8,8 0,27 0,32 5,00 

5 Н 2,33 8,8 0.27 0,32 4,33 

7 Н 1,33 8,8 0,25 0,29 3,33 

Инсульт 1,67 8,4 0,62 0,69 3,33 

 

С этой точки зрения интересно сравнить 

ИК- спектры пленок фибрина, полученных из 

плазмы человека с нормальным давлением крови и 

человека с гипертонической болезнью, перенес-

шего ишемический инсульт (табл. 3). Амид I ИК-

спектров плазмы здоровых доноров имеет харак-

терный типичный одиночный максимум поглоще-

ния при 1654,5 см-1. Тогда как в ИК- спектре этого 

белка на фоне ишемического инсульта имеются из-

менения в амид I, характеризующиеся разреше-

нием этой полосы поглощения и выделением мак-

симумов поглощения при 1653 и 1625 см-1, обу-

словленных валентными колебаниями карбониль-

ной группы (С=О) и валентными колебаниями С-N 

– пептидной связи, соответственно. Полосы погло-

щения Амид I спектров здоровых доноров и фиб-

рина на фоне ишемического инсульта были под-

вергнуты процедуре деконволюции. 

Проведенный анализ показал, что сравни-

тельного уменьшения числа молекул α–спираль-

ной конфигурации не происходит, а наблюдается 

перераспределение видов β-структур. Увеличива-

ется доля антипараллельных β-структур. 

Полученные данные могут свидетельство-

вать о том, что при увеличении давления происхо-

дит образование дополнительных сшивок между 

переориентированными в пространстве β-нитями 

фибрина. При этом усиливаются гидрофобные 
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свойства биополимера. Гидрофобные взаимодей-

ствия вытесняют воду из около- и межбелкового 

пространства, изменяя силу межрадикальных взаи-

модействий. В Амиде А ИК-спектра фибрина чело-

века с гипертонической болезнью и находящегося 

в острой фазе ишемического инсульта по сравне-

нию с Амидами А спектров фибрина здоровых до-

норов появилась полоса поглощения 2999,76 см-1, 

отвечающая за валентные колебания С-Н [21]. 

Таким образом, даже однократное кратко-

временное повышение гидростатического давле-

ния может оказывать существенное влияние на 

структурные особенности и функциональную ак-

тивность факторов свертывания. При хроническом 

повышении гидростатического давления возника-

ющие изменения более выражены, что может слу-

жить дополнительным патогенетическим факто-

ром увеличения прокоагулянтных свойств плазмы 

крови и, следовательно, тромбофилии.  

Исследование проведено с использованием 

ресурсов Центра коллективного пользования науч-

ным оборудованием ИГХТУ (при поддержке Мино-

брнауки России, соглашение № 075-15-2021-671). 

Авторы заявляют об отсутствии кон-
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ной статье. 
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Таблица 3 

Содержание типов вторичной структуры в образцах 

фибрина  
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Здоровые испытуемые 

Параллельные  

β - структуры 
1625,8 29,4 42,7 

Антипараллельные  

β - структуры 
1638,2 7,6 11,0 

α - спирали 1653,3 30,8 44,8 

β - поворот 1668,5 21,1 30,6 

Антипараллельные  

β - структуры 
1683,7 11,1 16,1 

Ишемический инсульт 

Параллельные  

β - структуры 
1627,3 41,7 62,5 

Антипараллельные  

β - структуры 
- - - 

α - спирали 1653,3 30,0 45,1 

β - поворот 1671,3 19,2 28,8 

Антипараллельные  

β - структуры 
1687,6 9,1 13,7 
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