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Статья посвящена изучению структурно-функциональных повреждений фибриногена, 
обработанного гипохлоритом HOCl в диапазоне его концентраций (10–100 мкМ). Методом 
тандемной масс-спектрометрии обнаружено 15 модифицированных аминокислотных остатков, 
демонстрирующих дозозависимую чувствительность к воздействию окислителя. Методами 
турбидиметрии и конфокальной лазерной сканирующей микроскопии показано, что окисление 
фибриногена под действием 25–100 мкМ HOCl приводит к образованию более плотного сгустка, 
отложенному началу полимеризации и уменьшению наклона полимеризационной кривой 
предположительно за счет конформационных изменений в молекуле белка. В то же время при 
низкой концентрации HOCl (10 мкМ) по меньшей мере шесть аминокислотных остатков уже 
значимо модифицированы (на 9–29%), но функционально такой окисленный белок не отличим 
от нативного. Предполагается, что обнаруженные аминокислотные остатки могут играть роль 
поглотителей активных форм кислорода, препятствующих нарушению функций фибриногена.

Ключевые слова: фибриноген, фибриновый гель, окисление, высокоэффективная жидкостная 
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ВВЕДЕНИЕ

Фибриноген (ФГ), гликопротеин с молекуляр-
ной массой 340 кДа, играет ключевую роль в фор-
мировании фибриновой сети и агрегации тром-
боцитов. Недавние данные указывают на то, что 
при некоторых патологических состояниях оки-
слительный стресс способствует образованию 
сгустков с аномальной структурой. Окисление ФГ 
способствует образованию плотного тромбоген-
ного сгустка, устойчивого к плазминовому гидро-
лизу [1]. Эта модифицированная фибриновая сеть 

может в значительной степени способствовать 
развитию тромбов.

Хлорноватистая кислота (HOCl) является силь-
ным окислителем, обладающим мощными анти-
бактериальными свойствами, и продуцируется in 
vivo активированными лейкоцитами как часть 
системы иммунной защиты млекопитающих [2]. 
С другой стороны, HOCl задействована в процес-
сах повреждения тканей, которые наблюдаются 
при широком спектре воспалительных заболева-
ний, включая атеросклероз, муковисцидоз, 
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болезнь почек и нейродегенеративные заболева-
ния. Обычно при окислении белковых молекул 
под действием HOCl наблюдаются модификации 
аминокислотных остатков (АКО) Met, Cys, боко-
вых цепей ароматических АКО (преимущественно 
Trp) и хлорирование боковых цепей Tyr [3].

В ранее проведенных работах нами были вы-
явлены участки окислительных модификаций 
молекулы фибриногена при индуцированном 
окислении. Был проанализирован вклад этих мо-
дификаций в нарушение структуры и функции 
исследуемого белка [4–6]. Полученные данные 
демонстрировали способность молекулы ФГ со-
хранять структурную целостность функционально 
важных АКО при окислении. Это позволило нам 
сделать вывод о том, что структура ФГ адаптиро-
вана к действию активных форм кислорода 
(АФК), и предположить, что некоторые АКО вы-
полняют функцию внутримолекулярных пере-
хватчиков АФК, не влияющих на биологическую 
функцию белка. Цель данной работы – выявление 
таких сайтов модификации с использованием 
низких концентраций окислителя. Также в рамках 
данной работы с помощью методов турбидиме-
трии и конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии (КЛСМ) были исследованы кине-
тика формирования и статичная структура фи-
бринового сгустка, а также кинетика плазмино-
вого гидролиза гелей в норме и при окислении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы

Объединенный пул образцов донорской 
плазмы крови был получен от ФГБУ “НМИЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева” Минздрава России. 
Фибриноген был выделен из цитратной плазмы 
крови методом глицинового осаждения [7] и об-
работан (1 мг/мл) HOCl с разными концентраци-
ями (0, 10, 25, 50 и 100 мкМ) в течение1 ч при 
температуре 37 °C. Реакцию останавливали путем 
добавления десятикратного избытка L-метионина 
[8–10]. 

Окислительные сайты выявляли с помощью 
метода высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии в сочетании с тандемной масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС/МС) на системе, состоящей 
из хроматографа Dionex Ultimate 3000 производ-
ства компании Thermo Fisher Scientific (USA), 
соединенного с масс-спектрометром TIMS TOF 

Pro компании Bruker Daltonics, (USA) [11]. При 
подготовке проб образцы обрабатывались дити-
отреитолом для восстановления дисульфидных 
связей c последующим алкилированием йодаце-
тамидом и гидролизом трипсином (Promega, 
USA). Все эксперименты повторялись трижды. 
Триптические пептиды были идентифицированы 
с помощью программного обеспечения PEAKS 
Studio (V. 8.5, Bioinformatics Solutions Inc., 
Waterloo, On, Canada). Процент окислительной 
модификации АКО рассчитывали как количество 
пептидов, содержащих данную окисленную ами-
нокислоту, нормированное на сумму всех форм 
пептида (окисленных и неокисленных), содержа-
щих этот аминокислотный остаток. Каждый из 
АКО, чей прирост процента окисления по срав-
нению с контролем составлял не менее 1%, счи-
тался модифицированным. 

Скорость полимеризации фибрина и изменения 
мутности сгустка при гидролизе оценивали в тече-
ние 1 ч на спектрофотометрепри длине волны 
λ = 350 нм. Полимеризацию фибрина иницииро-
вали путем добавления к 200 мкл раствора ФГ 
(1 мг/мл) 50 мкл раствора тромбина (0.5 ед./мл) 
[12]. При измерении скорости гидролиза к смеси 
ФГ и тромбина добавляли 30 мкл плазминогена 
(0.1 мг/мл) и 2.5 мкл стрептокиназы (0.05 мг/мл) 
[13]. Все растворы были приготовлены в буфере, 
содержащем 44 мМ HEPES, 150 мM NaCl, 5 мM 
CaCl2, при pH 7.4.

Визуализацию статичной структуры фибрино-
вого сгустка, а также кинетики плазминового 
гидролиза гелей проводили методом конфокаль-
ной лазерной сканирующей микроскопии с ис-
пользованием флуоресцентной метки флуорес-
цеин изотиоционата (ФИТЦ). В первом типе 
экспериментов использовали ФГ с добавкой 
ФИТЦ–ФГ, во втором – немеченый ФГ и 
ФИТЦ–плазминоген. Получение конъюгатов 
белков с ФИТЦ проводили в 0.1 М бикарбонатном 
буфере (pH 9.0) в течение 2 ч при (+4 °C) и посто-
янном перемешивании. Реакцию останавливали 
получасовой инкубацией с 30 мМ гидроксиламин 
гидрохлорида (pH 8.5). Для очистки конъюгата от 
непрореагировавшей метки смесь центрифугиро-
вали в течение 1 мин при 16000 g на микроцен-
трифужных колонках с Sephadex G-25. Степень 
мечения и концентрацию белка контролировали 
спектрофотометрически.
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Для изучения статичной структуры фибрино-
вого геля к смеси немеченого и ФИТЦ-меченого 
ФГ соотношении (9 : 1) добавляли тромбин 
(5 нM) и CaCl2 (5 мМ), общий объем образца 
доводили до 60 мкл буфером 20 мM HEPES с pH 
7.4, содержащим 140 мM NaCl, и инкубировали 
в течение 1 ч при +37 °C во влажной камере. Для 
получения микрофотографий использовали ми-
кроскоп Zeiss Axio Observer Z1 с конфокальным 
модулем CSU-X1M 5000 производства компании 
Carl Zeiss, Jena (Germany) с масляным объекти-
вом 100×. 

Для визуализации кинетики гидролиза фибри-
нового геля и распределения плазмина в сгустке 
смешивали 3 мкM ФГ, 5 мM СаCl2, 5 нМ тром-
бина, 0.3 мкM ФИТЦ–плазминогена и стрепто-
киназу (соотношение стрептокиназы к плазми-
ногену 1 : 50 в финальном разведении) [14]. Общий 
объем образца доводили до 60 мкл буфером 20 мM 
HEPES с pH 7.4, содержащим 140 мM NaCl. 
Съемку сгустка проводили с интервалом в 30 с 
(отсчет времени от добавления тромбина) с ис-
пользованием того же микроскопа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Методом масс-спектрометрии были проана-
лизированы образцы нативного ФГ и обработан-
ного гипохлоритом в следующих концентрациях 
10, 25, 50 и 100 мкМ НОCl. Дозозависимый при-
рост окисления продемонстрировали 15 детекти-
рованных АКО: AαMet91, AαMet207, AαMet240, 
AαMet476, AαMet517, AαMet584, BβMet190, 
BβMet305, BβMet361, BβMet367, BβMet426, 
γMet78, γMet94, γMet89, γMet264. Среди моди-

фикаций, обнаруженных в этих АКО, имеются 
случаи образования метионина сульфоксида и 
метионина сульфона вследствие присоединения 
одного (изменение монотопной массы составляет 
+15.99) или двух (+31.99) атомов кислорода к бо-
ковой цепи и отщепления метантиола от боковой 
цепи Met (–48.00), см. табл. 1. Модифицирован-
ные в результате индуцированного окисления 
АКО были обнаружены во всех трех полипептид-
ных цепях и всех структурных областях молекулы 
ФГ (рис. 1), за исключением Е-области.

Скорость полимеризации фибрина оценивали 
по изменению мутности при λ = 350 нм. (pис. 2а 
и табл. 2). При повышении концентрации оки-
слителя HOCl наблюдаются отсроченное время 
начала полимеризации и уменьшение максималь-
ного наклона полимеризационной кривой, что 
свидетельствует о замедлении процесса гелеобра-
зования. Также значительно снижается значение 
максимальной оптической плотности (на 9% при 
[HOCl]  = 25 мкМ, на 46% при [HOCl] = 50 мкМ, 
и на 92% при [HOCl] = 100 мкМ), т.е. гель стано-
вится более прозрачным, что указывает на изме-
нение его структуры.

При измерении мутности при гидролизе 
сгустка (рис. 2б и табл. 3), начиная с концен-
трации 25 мкМ HOCl, в образцах наблюдается 
снижение максимальной оптической плотности, 
при концентрации окислителя 50 мкМ происхо-
дит значительный сдвиг максимума оптической 
плотности кривой во времени в сторону увеличе-
ния. При концентрации HOCl 25 мкМ скорость 
снижается в 1.2 раза по сравнению с контролем, 
а при [HOCl] = 100 мкМ – в 3.2 раза.

Aα-цепь

αC-коннектор αC-доменD-областьСуперспиральный
сегмент

Суперспиральный
сегмент

Суперспиральный
сегмент

D-область

D-область

E-
область

E-область

Bβ-цепь

γ-цепь

Рис. 1. Схематическое изображение полипептидных цепей фибриногена с отмеченными сайтами модификаций.
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Полученные методом КЛСМ изображения фи-
бринового геля из ФИТЦ-меченого фибриногена 
позволяют визуализировать изменения в стати-
ческой структуре сгустка (рис. 3, левый столбец). 
Образцы гелей, полученных из нативного и обра-
ботанного 10 мкМ гипохлорита, не показали зна-
чительных различий в структуре. При [HOCl] = 
= 25 и 50 мкМ отчетливо видно уплотнение геля 
и меньший размер гелевых пор по сравнению с 

нативным образцом. При повышении концен-
трации HOCl до 100 мкМ не удалось получить 
фибриновые гели с выраженной структурой.

Для исследования методом КЛСМ кинетики 
гидролиза фибринового геля и распределения в 
нем плазмина гель получали из немеченого ФГ. 
На первом этапе ФИТЦ-меченный плазмин(оген) 
связывается с волокнами фибрина, визуализируя 

Таблица 1. Обнаруженные детектированные модификации аминокислотных остатков (АКО) молекулы фибрино-
гена и соответствующие изменения моноизотопной массы при концентрации HOCl 10, 25, 50 и 100 мкМ

АКО
Прирост количества пептидов, содержащих 

модифицированный АКО, %
Тип модификации Изменение 

моноизотопной 
массы10  25  50  100 

Aα-цепь
Met91 2 5 8 39 +O; –CH3SH +15.99; –48.00

Met207 6 8 12 46 +O; –CH3SH +15.99; –48.00
Met240 5 6 10 38 +O; –CH3SH +15.99; –48.00
Met476 9 14 41 53 +O +15.99
Met517 16 22 41 48 +O +15.99
Met584 9,9 22 70 82 +O +15.99

Bβ-цепь
Met190 1 3 12 28 +O; –CH3SH +15.99; –48.00
Met305 2 5 11 30 +O; –CH3SH +15.99; –48.00
Met361 0 2 4 9 +O; +2O +15.99; +31.99
Met367 17 15 39 70 +O +15.99
Met426 0 0 6 12 +O +15.99

γ-цепь
Met78 0 0 3 19 +O +15.99
Met89 1 2 7 12 +O +15.99
Met94 29 43 63 71 +O +15.99

Met264 12 28 27 27 +O +15.99

Рис. 2. Репрезентативные кривые катализируемой тромбином полимеризации фибрина (а) и фибринолиза (б)при 
следующих значениях [HOCl] в мкМ: 1 – 0, 2 – 10, 3 – 25, 4 – 50, 5 – 100.
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структуру сети. С течением времени происходит 
гидролиз геля (рис. 3, столбцы 2–4). Нативный 
ФГ и обработанный 10 мкМ HOCl демонстрируют 
схожую динамику: визуализация фибриновой сети 
начинается уже с конца первой минуты, к 5-й 
минуте сеть визуализирована полностью, а к 10-й 

минуте наблюдается почти полный ее гидролиз. 
Для ФГ, обработанного 25 и 50 мкМ окислителя, 
процессы визуализации геля и его гидролиза в 
существенной мере замедлены.

0

10

25

50

1 мин0 10 20 30 40 50 60
мкм

5 мин 10 мин

Таблица 2. Характеристики кривой полимеризации фибринa

Концентрация HOCl, 
мкМ

Максимальная 
оптическая плотность 

при λ = 350 нм

Время начала 
полимеризации, с

Максимальный наклон 
кривой (полимеризация), 

D350, 10–3 с–1

0 0.65 17 3.4
10 0.63 17 3.3
25 0.59 23 2.7
50 0.35 25 1.8

100 0.05 33 0.1

Рис. 3. Изменение статичной структуры фибринового сгустка (левый столбец; при концентрации HOCl 0, 10, 25, 
50 мкМ) и динамика распределения плазмин(оген)а при фибринолизе (столбцы 2–4).

Таблица 3. Характеристики кривой гидролиза фибринового геля

Концентрация HOCl, 
мкМ

Максимальная 
оптическая плотность 

при λ = 350 нм

Время начала 
полимеризации, с

Максимальный наклон 
кривой (гидролиз), 

D350, 10–3 с–1

0 0.23 330 0.53
10 0.24 330 0.53
25 0.19 330 0.43
50 0.17 390 0.4

100 0.09 450 0.17
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4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При исследовании молекулы фибриногена ме-
тодом ВЭЖХ–МС/МС дозозависимую чувстви-
тельность к воздействию окислителя продемон-
стрировали 15 АКО. Ранее сообщалось, что ме-
тионины AαMet476, BβMet367 и γMet78 наиболее 
склонны к воздействию HOCl [1]. Десять из де-
тектированных АКО, модифицированных OCl–, 
наблюдали ранее при обработке гипохлоритом: 
AαMet91, AαMet207, AαMet476, AαMet517, 
BβMet367, BβMet426, γMet78, γMet94, γMet89, 
γMet264 [4].

Методом турбидиметрии было зафиксировано 
снижение значения максимальной оптической 
плотности сгустка и замедление процесса фибри-
нолиза при концентрации окислителя 25–
100 мкМ. Уменьшение мутности фибринового 
геля свидетельствует о повышении плотности сети 
за счет образования более тонких фибрилл. Из-
вестно, что фибриновые гели с приобретенной 
в результате окисления уплотненной структурой 
проявляют повышенную резистентность к плаз-
миновому гидролизу [1]. Полученные данные 
были визуализированы и подтверждены методом 
КЛСМ. Все детектированные АКО, принад
лежащие функционально значимым областям 
фибриногена [15–17], оставались незатронутыми 
окислением. На основе этого можно предполо-
жить, что изменения структуры фибринового 
сгустка, нарушения в процессе полимеризации и 
фибринолиза при окислении обусловлены кон-
формационными перестройками в окисленном 
белке, а не являются следствием прямого повреж-
дения функциональных участков молекулы.

Описанные выше функциональные нарушения 
не были обнаружены при обработке ФГ окисли-
телем HOCl с концентрацией 10 мкМ. Однако при 
анализе ВЭЖХ–МС/МС были детектированы 13 
окислительных модификаций, среди которых 
AαMet476, AαMet517, AαMet584, BβMet367, 
γMet94, γMet264 были уже значимо модифици-
рованы (прирост на 9, 16, 10, 17, 29 и 12% по срав-
нению с контролем соответственно). Мы предпо-
лагаем, что этот набор АКО может выполнять роль 
перехватчика АФК, предотвращая нарушения 
функции молекулы ФГ в результате окисления. 

В работе использовали оборудование ЦКП 
ИБХФ РАН.

Исследование было проведено при поддержке 
грантом Российского научного фонда № 21-74-
00146. 
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The article is dedicated to the structural-functional damage of fibrinogen treated with HOCl in the concentration 
range (10–100 µM). The MS/MS method detected 15 modified amino acid residues with a dose-dependent 
susceptibility to the oxidizing agent. Using turbidity measurements and confocal laser scanning microscopy, it 
has been shown that fibrinogen oxidation by 25–100 µM HOCl leads to the denser fibrin gel formation, as well 
as delayed polymerization onset and a decrease in the slope of the polymerization curve, presumably due to con-
formational changes of the protein. At lower HOCl concentration (10 µM), at least six amino acid residues were 
substantially modified (9–29%), but functionally such modified protein was not distinguishable from the native 
one. The detected amino acid residues are assumed to be ROS scavengers that prevent fibrinogen functions al-
teration.

Keywords: fibrinogen, fibrin gel, oxidation, HPLC-MS/MS, confocal laser scanning microscopy (CLSM).
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