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Взаимодействие фибриногена и тромбина с образованием фибрина представляет ключевую стадию
формирования кровяного сгустка при свертывании крови, морфология которого определяется кон-
центрациями компонентов. Ранее показано, что при низких концентрациях тромбина образуются
длинные фибриллярные агрегаты фибрина. В данной работе рассматриваются особенности образо-
вания агрегатов фибрина в поверхностном слое водных растворов при относительно низких кон-
центрациях как фибриногена (5 × 10–9–2 × 10–7 М), так и тромбина (от 5 до 25 Ед./л). При низкой
концентрации тромбина (5 Ед./л) наблюдались немонотонные зависимости упругости, что может
быть связано с разворачиванием макромолекул белка в поверхностном слое. В области более высо-
ких концентраций фермента (10 и 25 Ед./л) эти зависимости становились монотонными и динами-
ческая поверхностная упругость достигала более высоких значений, превосходящих таковые для
растворов чистого белка. Применение атомно-силовой микроскопии позволило показать, что этот
эффект вызван образованием фибриллярных агрегатов в поверхностном слое.
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ВВЕДЕНИЕ
Получение тонких микро- и наноструктуриро-

ванных пленок на основе природных материалов
открывает новые возможности для создания био-
совместимых мембран, применяемых в качестве
носителей для биосенсоров и биокатализаторов [1–
4]. Пленка фибрина, образующаяся на месте по-
резов и препятствующая кровопотере, представляет
хорошо известный пример такой биополимерной
микрогетерогенной пленки.

Фибрин – высокомолекулярный неглобуляр-
ный белок, составляющий основу кровяного сгуст-
ка, образуется при полимеризации одного из основ-
ных белков крови – фибриногена под действием
фермента тромбина [1, 3–7]. Этот процесс можно
разделить на следующие этапы: 1) ферментативное
выделение фибринопептидов из фибриногена, 2)
самосборка мономерного фибрина, 3) агрегация
протофибрилл (олигомеров фибрина, состоящих
из 20–25 мономеров), 4) упаковка протофибрилл
в волокно с периодической структурой и 5) фор-
мирование фибриновой сети из разветвленных
волокон [5, 7–9]. Состав плазмы крови, pH и ион-
ная сила влияют на образование кровяного сгуст-
ка. Изменение концентрации активного тромбина
меняет структуру образующегося фибрина [6, 10–
18]. Так, высокое содержание тромбина приводит к

образованию сильноразветвленного фибрина, со-
стоящего из большого числа коротких тонких фиб-
рилл [5, 10, 11, 18]. В то же время фибрин, получен-
ный под действием малых концентраций тромбина,
имеет крупные поры и состоит из меньшего числа
толстых малоразветвленных фибрилл. Большин-
ство этих эффектов связано с кинетикой отдель-
ных стадий полимеризации фибрина [5, 11, 17].

Морфология и механические свойства фибри-
новых пленок могут влиять на кровопотерю при ра-
нении и инфицировании раны [4, 19, 20]. Однако
информация о формировании фибриновых пленок
и их свойствах крайне ограничена [4]. В литерату-
ре обсуждается, прежде всего, образование фиб-
риновых сгустков в связи с задачей получения фиб-
риновых герметиков, широко используемых в ме-
дицине [21, 22]. В то же время данные о структуре и
механических свойствах пленок фибрина практи-
чески отсутствуют.

Недавно было показано, что применение ме-
тодов дилатационной поверхностной реологии
позволяет определить основные стадии поли-
меризации гидрохлорида дофамина на границе
жидкость–газ [23, 24]. Эти методы оказались
эффективными и при исследовании поверхност-
ных свойств растворов белков, в частности фиб-
риногена [25], наночастиц и их смесей с поли-
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электролитами и ПАВ [25–28]. Динамические
поверхностные свойства растворов фибриноге-
на заметно отличались от свойств растворов гло-
булярных белков, что связано с особенностями
структуры фибриногена. Молекула этого белка
состоит из трех последовательно расположен-
ных доменов и имеет вытянутую форму. При от-
носительно низких концентрациях фибриногена
в растворе его вытянутые молекулы располагаются
в адсорбционном слое параллельно межфазной по-
верхности. При увеличении концентрации проис-
ходит переориентация молекул белка, что приво-
дит к уменьшению динамической поверхностной
упругости [25, 29–32].

Несмотря на то, что сканирующая электрон-
ная микроскопия указывает на различную мор-
фологию поверхностных пленок фибриногена и
фибрина, поверхностное натяжение их растворов
оказывается одинаковым [4]. В данной работе для
характеристики перехода фибриногена в фибрин
в поверхностном слое использована дилатацион-
ная поверхностная реология, более чувствительная
к изменениям структуры поверхностного слоя, чем
тензиометрия. Морфология адсорбционных слоев
исследована с помощью микроскопии при угле
Брюстера и атомно-силовой микроскопии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Динамическая поверхностная упругость изме-
рялась методом осциллирующего кольца [33, 34].
Метод основан на регистрации отклика системы
на растяжение–сжатие поверхности за счет пе-
риодических колебаний площади мениска, об-
разующегося у внутренней поверхности стеклян-
ного кольца, частично погруженного в жидкость.
Кольцо колеблется вдоль своей оси, перпендику-
лярной поверхности жидкости. Амплитуда и ча-
стота осцилляций площади поверхности состав-
ляли 7% и 0.1 Гц соответственно. Поверхностное
натяжение измерялось методом пластинки Виль-
гельми.

В случае малой амплитуды колебаний ком-
плексная динамическая дилатационная поверх-
ностная упругость E определяется следующим со-
отношением:

(1)

где γ – поверхностное натяжение, А – площадь
поверхности жидкости и ω – круговая частота.
Если фазовый сдвиг между колебаниями поверх-
ностного натяжения и площади поверхности от-
сутствует, то мнимая часть поверхностной упру-
гости равна нулю.

Для исследуемых в данной работе систем мни-
мая часть динамической поверхностной упруго-
сти была меньше действительной части. Поэтому

re im  (ω) = = γ/ ln ,E E iE d d A+

в дальнейшем представлены результаты только для
модуля динамической поверхностной упругости.

Для определения изотерм сжатия пленок фиб-
рина был использован прибор ISR (KSV NIMA,
Финляндия). Для изменения площади поверхности
исследуемой жидкости в ванне Ленгмюра исполь-
зовались два барьера. Поверхностное натяжение
измерялось методом пластинки Вильгельми. Пла-
стинку из фильтровальной бумаги шириной 1 см
располагали в центре ванны параллельно барьерам.
Все измерения проводили при постоянной скоро-
сти сжатия 5 мм/мин.

Статическую поверхностную упругость εst оце-
нивали численным дифференцированием полу-
ченных изотерм сжатия.

Эллипсометрические измерения проводились
с помощью нуль-эллипсометра Multiskop (Optrel
GBR, Германия), оснащенного лазером с длиной
волны генерации 632.8 нм, при постоянном значе-
нии угла падения 49° вблизи угла Брюстера. Раз-
ность между эллипсометрическими углами Δ для
исследуемого раствора и чистой воды Δsurf пропор-
циональна величине адсорбции [34].

Морфология адсорбционных пленок определя-
лась с помощью атомно-силового микроскопа
(АСМ, NT-MDT, Россия). Для этого адсорбцион-
ные пленки переносили на поверхность слюды
методом Ленгмюра–Шеффера. После переноса
пленка высушивалась в эксикаторе при комнат-
ной температуре в течение двух дней. Все изме-
рения проводились в полуконтактном режиме.

Для определения мезоскопической морфоло-
гии пленок была применена микроскопия при уг-
ле Брюстера (прибор BAM 1, Nanofilm Technolo-
gy, Германия).

Фибриноген и тромбин (оба от Sigma-Aldrich,
Германия) использовались без дальнейшей очист-
ки. Тромбин (100 Ед.) был растворен в 10 мл бу-
ферного раствора и разделен на порции объемом
1 мл, которые хранились в холодильнике при –
18°C. Для приготовления исследуемых растворов
размораживалась порция тромбина, которая хра-
нилась при 4°C не дольше пяти дней. Также для
приготовления исследуемых растворов исходный
раствор фибриногена с концентрацией C = 1 г/л
разбавлялся до заданной концентрации. Исход-
ный раствор фибриногена хранился при 4°C не
дольше пяти дней. Добавление тромбина к раствору
фибриногена осуществлялось двумя способами: пу-
тем смешения исходных растворов и путем добав-
ления тромбина к раствору фибриногена, когда ад-
сорбционная пленка белка уже сформирована.

Исследуемые растворы готовились в фосфатном
буфере (растворы Na2HPO4 и NaH2PO4 (Sigma-Al-
drich, Германия)) с ионной силой 0.02 и pH 7.

При приготовлении растворов использовалась
трижды перегнанная вода. Две последние перегон-
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Рис. 1. Кинетические зависимости динамической поверхностной упругости (а), динамического поверхностного натя-
жения (б) и зависимости динамической поверхностной упругости от поверхностного давления (в) растворов фибриноге-
на. Концентрация фибриногена: 5 × 10–9 (1), 1 × 10–8 (2), 2 × 10–8 (3), 5 × 10–8 (4) и 1 × 10–7 М (5).
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ки осуществлялись на установке, целиком сделан-
ной из стекла. Поверхностное натяжение буфер-
ного раствора без белка составляло 72.8 мН/м.

Все измерения проводились при температуре
20 ± 1°C.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки влияния тромбина на динамиче-

ские поверхностные свойства адсорбционных сло-
ев фибриногена были измерены динамическая по-
верхностная упругость и поверхностное натяже-
ние растворов смеси фибриногена и тромбина как
функции концентрации компонентов, времени
жизни поверхности и ионной силы раствора. В ис-
следованной области концентраций (5–25 Ед./л)
тромбин не проявляет заметной поверхностной ак-
тивности. Фибриноген проявляет заметную по-
верхностную активность уже при концентраци-
ях 5 × 10–9 М (рис. 1). Через два часа от момента
образования поверхности динамическое поверх-
ностное натяжение достигает 65 мН/м (рис. 1б).

При концентрации фибриногена 5 × 10–9 и 1 ×
× 10–8 М на кинетических зависимостях динамиче-
ских поверхностных свойств виден индукционный
период, в течение которого динамическая поверх-
ностная упругость и динамическое поверхностное
натяжение остаются близкими к соответствующим
значениям для воды (рис. 1а, 1б). С ростом концен-
трации белка индукционный период пропадает,
поверхностное натяжение достигает равновесных
значений (55–58 мН/м) в течение часа. Значения
поверхностной упругости вблизи равновесия не
превышают 45 мН/м, что заметно ниже, чем для
растворов глобулярных белков – лизоцима и бы-
чьего сывороточного альбумина (80 мН/м) [35]. В
ряде работ было выдвинуто предположение, что
это связано с более рыхлой упаковкой молекул
фибриногена в поверхностном слое [25, 29–32].

Добавление даже небольших количеств тромби-
на (5 Ед./л) (рис. 2а–2в) приводит к замедлению из-

менений поверхностных свойств и увеличению
продолжительности индукционного периода при
малых концентрациях белка (5 × 10–9 М): динами-
ческая поверхностная упругость и динамическое
поверхностное давление начинают возрастать толь-
ко спустя два часа от момента образования поверх-
ности. Это может быть связано с уменьшением кон-
центрации свободного фибриногена в результате
его связывания с тромбином.

При более высоких концентрациях фибриноге-
на добавление фермента приводит к немонотон-
ным кинетическим зависимостям динамической
поверхностной упругости (рис. 2а и 2в). Значение
этой величины в области локального максимума
составляет около 45 мН/м, т.е. почти совпадает со
значением для растворов фибриногена вблизи рав-
новесия. Затем динамическая поверхностная упру-
гость снижается до примерно 38 мН/м. С ростом
концентрации фибриногена скорость изменения
динамической поверхностной упругости возрас-
тает и максимум смещается в сторону меньших
времен жизни поверхности (рис. 2в). Максимум
поверхностной упругости соответствует поверх-
ностному давлению 10–12 мН/м, до достижения
которого все зависимости близки к соответствую-
щим зависимостям для чистого белка. Возникнове-
ние локального максимума на кинетических зави-
симостях динамической поверхностной упругости
может свидетельствовать о процессах разворачива-
ния белка в поверхностном слое [28]. В этом случае
возникает новый механизм релаксации поверх-
ностных напряжений за счет вытеснения отдельных
сегментов макромолекулы в дальнюю область по-
верхностного слоя – область петель и хвостов. По-
сле снижения поверхностная упругость остается
выше значений, характерных для неглобулярных
белков и неионных полимеров; это может указы-
вать на то, что только часть молекул белка начи-
нает разворачиваться в поверхностном слое.

При концентрациях тромбина 10 и 25 Ед./л и
при низких концентрациях фибриногена (5 × 10–9–
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1 × 10–8 М) помимо замедления адсорбции на-
блюдается низкая поверхностная упругость вблизи
равновесия. При этом поверхностная упругость не
превышает 30 мН/м, что заметно меньше, чем для
растворов фибриногена (50 мН/м). Это снижение
может быть следствием изменения концентрации
белка в объеме субфазы из-за увеличения степени
связывания его с тромбином. Кроме того, при этих
концентрациях тромбина все кинетические зависи-
мости поверхностной упругости становятся моно-
тонными. С ростом концентрации белка поверх-
ностная упругость вблизи равновесия увеличива-
ется и достигает 80 мН/м.

Если представить полученные результаты в виде
зависимостей динамической поверхностной упру-
гости от давления (рис. 2е, 2и), то основное отли-
чие от результатов для чистого белка заключается
в росте динамической поверхностной упругости в
области высоких поверхностных давлений. При
этом близость полученных зависимостей указы-
вает на то, что поверхностные свойства смешан-
ных растворов определяются свободным фибри-
ногеном. Рост упругости в области высоких поверх-
ностных давлений может быть связан с влиянием
нитевидных агрегатов фибрина [13]. Подобное по-
ведение – рост динамической поверхностной
упругости примерно в полтора раза по сравне-

Рис. 2. Кинетические зависимости динамической поверхностной упругости (а, г, ж), динамического поверхностного
натяжения (б, д, з) и зависимости динамической поверхностной упругости от поверхностного давления (в, е, и) рас-
творов смесей фибриногена и тромбина. Концентрация фибриногена: 5 × 10–9 (1), 1 × 10–8 (2), 2 × 10–8 (3), 5 × 10–8 (4)
и 1 × 10–7 М (5). Концентрация тромбина: 5 (а–в), 10 (г–е) и 25 Ед./л (ж–и).
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нию с раствором чистого белка – ранее наблю-
далось для адсорбционных пленок неочищенных
фибрилл β-лактоглобулина, лизоцима и овальбу-
мина [36–38]. Рост поверхностной упругости, обу-
словленный наличием фибрилл, составлял от 15
до 30 мН/м.

Описанные выше тенденции хорошо заметны
на кинетических зависимостях динамической по-
верхностной упругости и поверхностного натяже-
ния при постоянной концентрации белка, равной
1 × 10–7 М (рис. 3). При небольшой концентрации
тромбина (5 Ед./л) динамическая поверхностная
упругость снижается и проходит через максимум.
При добавлении 10 Ед./л фермента эта величина
немного превышает значения для чистого фибри-
ногена и, наконец, при концентрации 25 Ед./л бо-
лее чем в полтора раза превосходит значения для
растворов фибриногена, не содержащих тромбина
(рис. 3а). При этом зависимости динамического по-
верхностного натяжения остаются близкими друг к
другу (рис. 3б). Таким образом, изменения дина-
мической поверхностной упругости, свидетель-
ствующие об изменениях структуры поверхност-
ного слоя, протекают при практически постоян-
ном поверхностном давлении. Если представить
динамическую поверхностную упругость как функ-
цию поверхностного давления (рис. 3в), то за ис-
ключением системы с концентрацией тромби-
на 25 Ед./л полученные зависимости близки к
результатам для чистого белка до достижения по-
верхностного давления, равного 8 мН/м. Выше это-
го значения появляются различия, связанные, по-
видимому, с различными стадиями взаимодей-
ствия фибриногена и фермента.

Изотермы сжатия адсорбционных слоев, фор-
мирующихся в смешанных растворах (рис. 4)
оказываются близкими друг к другу, что также
указывает на то, что динамические поверхност-
ные свойства определяются в первую очередь
фибриногеном. Поверхностное давление медленно

увеличивается по мере сжатия. Когда пленка сжа-
та примерно в два раза, а поверхностное давление
достигает 25–30 мН/м, начинается более быстрое
увеличение поверхностного давления, достигаю-
щего 50 мН/м при максимальном сжатии, кото-
рое может свидетельствовать о переходе от плот-
ноупакованного монослоя к полимолекулярной
структуре. Отметим почти линейное увеличение по-
верхностного давления при сжатии для 1 × 10–7 М
раствора фибриногена, содержащего 25 Ед./л тром-
бина. В этом случае поверхностное давление ли-
нейно растет от 20 до 50 мН/м, и полученные зна-
чения оказываются выше, чем для других иссле-
дованных систем при тех же степенях сжатия, что
может свидетельствовать о дополнительной жест-
кости поверхностного слоя, обусловленной при-
сутствием агрегатов фибрина.

Кинетические зависимости эллипсометрическо-
го угла Δsurf были получены при варьировании кон-
центрации фибриногена в диапазоне 5 × 10–9–2 ×
× 10–7 М (рис. 5а) и при добавлении 10 и 25 Ед./л
тромбина (рис. 5б, 5в). Эллипсометрический угол
Δsurf возрастает с увеличением концентрации бел-
ка. К такому же эффекту приводит и увеличение
концентрации тромбина, если концентрация фиб-
риногена больше или равна 5 × 10–8 М. Основные
черты, свойственные кинетике изменения динами-
ческой поверхностной упругости и поверхностного
натяжения, наблюдаются также и для кинетических
зависимостей эллипсометрического угла Δsurf. При
концентрации фибриногена 5 × 10–9 М добавле-
ние тромбина приводит к уменьшению значений
Δsurf при больших временах жизни поверхности
(5 ч). В течение первого часа измерений наблюда-
ются флуктуации значений Δsurf, что связано с не-
однородностью поверхностного слоя. При кон-
центрации фибриногена 1 × 10–7 М, а тромбина
25 Ед./л разница между результатами для раство-
ров чистого белка и смеси составляет около 2°,

Рис. 3. Кинетические зависимости динамической поверхностной упругости (а) и динамического поверхностного на-
тяжения (б) и зависимости динамической поверхностной упругости от поверхностного давления (в) растворов фиб-
риногена (концентрация 1 × 10–7 М) и его смесей с тромбином. Концентрация тромбина: 0 (1), 5 (2), 10 (3) и
25 Ед./л (4).
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Рис. 4. Изотермы сжатия адсорбционных пленок фибриногена и его смесей с тромбином, полученные при различной
концентрации компонентов. Концентрация фибриногена: 1 × 10–7 (1, 3, 4 и 5), 5 × 10–8 М (2); концентрация тромби-
на: 0 (1), 5 (3), 10 (2, 4) и 25 Ед./л (5).
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Рис. 5. Кинетические зависимости эллипсометрического угла Δ растворов фибриногена и его смесей с тромбином.
Концентрация фибриногена: 5 × 10–9 (1), 1 × 10–8 (2), 5 × 10–8 (3), 1 × 10–7 (4) и 2 × 10–7 М (5). Концентрация тром-
бина: 0 (а), 10 (б) и 25 Ед./л (в).
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что указывает на увеличение поверхностной кон-
центрации агрегатов.

С помощью микроскопии при угле Брюстера
(рис. 6) была получена серия изображений для рас-
творов фибриногена с концентрацией 1 × 10–7 М,
содержащих 0, 10 и 25 Ед./л тромбина. Для рас-
творов чистого белка изображение представляет со-
бой однородный серый фон без каких-либо осо-
бенностей (рис. 6а). При добавлении тромбина на
полученных изображениях появляются отдельные
островки (рис. 6б, 6в). При сжатии адсорбционного
слоя на 30 и 50% он становится более неоднород-
ным (рис. 6г, 6д), и небольшое механическое возму-
щение оставляет след на поверхности (рис. 6е). В
этом случае адсорбционная пленка оказывается бо-
лее жесткой, в отличие от адсорбционной пленки
чистого фибриногена, для которой этот эффект не
наблюдается.

Агрегаты белка в поверхностном слое хоро-
шо видны на АСМ-изображениях. Для раствора
чистого фибриногена (1 × 10–7 М) видна пленка, со-
стоящая из отдельных частиц (рис. 7). Отметим, что
молекула фибриногена состоит из трех крупных до-
менов, которые могут быть обнаружены с помощью
АСМ [13, 31].

Добавление фермента приводит к появлению
длинных нитевидных и небольших сферических аг-
регатов (рис. 8). Протяженность нитей может до-
стигать сотен нанометров, при этом высота и се-
чение нити составляют 10–20 нм. Высота сфери-

ческих агрегатов также не превышает 20 нм, хотя их
диаметр может достигать сотен нанометров. Агре-
гаты не образуют сплошной сетки, их количество
невелико, и основным компонентом остается сво-
бодный фибриноген. Однако даже небольшого чис-
ла агрегатов оказывается достаточно для роста по-

Рис. 6. Полученные с помощью микроскопии при угле Брюстера изображения адсорбционных пленок фибриногена
при его концентрации в растворе 1 × 10–7 М в отсутствие (а) и в присутствии 25 Ед./л тромбина (б–е). Пленки фор-
мировались в течение 5 мин (б) и 4 ч (а, в–е). Площадь поверхности составляла 100 (а–в), 70 (г) и 50% от начальной
(д, е). Изображение (е) было получено после небольшого механического возмущения поверхности.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)

Рис. 7. АСМ-изображение адсорбционной пленки
фибриногена, сформировавшейся на поверхности
его раствора с концентрацией 1 × 10–7 М за 12 ч и пе-
ренесенной на поверхность слюды.
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верхностной упругости в полтора раза по сравне-
нию с раствором чистого фибриногена.

ВЫВОДЫ

В исследованной области концентраций фибри-
ногена и тромбина поверхностные свойства раство-
ров определяются первым компонентом. Добавле-
ние небольшого количества тромбина приводит к
немонотонным кинетическим зависимостям дина-
мической поверхностной упругости, что может ука-
зывать на присутствие в поверхностном слое от-
дельных развернутых молекул белка. Вероятно,
использованные концентрации фермента ока-
зываются достаточными для начала формирования
протофибрилл, однако недостаточными для фор-
мирования длинных волокон фибрина. Появление
длинных нитевидных агрегатов было обнаружено с
помощью АСМ при более высоких концентраци-
ях тромбина. Увеличение концентрации тромби-
на приводит к тому, что кинетические зависимо-
сти снова становятся монотонными и наблюдает-
ся рост динамической поверхностной упругости с
увеличением поверхностной концентрации. По-
добное поведение ранее наблюдалось для водных
дисперсий амилоидных фибрилл.
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