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влияние улЬтрАЗвукА нА Сериновые ПротеАЗы, 
Белки ФиБринолитичеСкоЙ СиСтемы 

и ПроцеССы их ПротеолитичеСкоЙ модиФикАции

НИИ физико-химических проблем 
Белорусского государственного университета, Минск, Беларусь

Одним из перспективных подходов к лечению тромботических заболеваний 
является применение внутрисосудистого ультразвука (УЗ). Вместе с тем прямое 
акустохимическое воздействие на белки крови, при использовании УЗ в тромбо-
литической терапии, может стать причиной развития предтромботического со-
стояния. Несмотря на широкое применение, до настоящего времени выбор оп-
тимальных параметров УЗ носит эмпирический характер.
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В настоящей работе с целью оптимизации режимов акустоферментативного ли-
зиса тромбов было изучено влияние УЗ обработки на структурно-функциональную 
организацию сериновых протеаз и их неактивных предшественников, а также на 
фибриноген, фибрин и процессы их протеолитической модификации плазмином.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

В работе использовали трипсиноген, трипсин, химотрипсиноген и химо-
трипсин, выделенные из поджелудочной железы, а также фибриноген (ФГ) и 
плазминоген (ПГ) из крови крупного рогатога скота; препарат урокиназы — 
Alphakinase-250.000 (Alpha Therapeutic, США), рекомбинантный тканевый 
активатор плазминогена (т-АП) — «Aktylise» (Boehringer Ingelheim, США); 
PPSB-концентрат для заместительной терапии гемофилии В, содержащий смесь 
факторов свертывания крови IX, II, VII и X c общими активностями 640, 580, 
600 МЕ соответственно («Intersero», Германия). Применялась ультразвуковая 
система «Пульсар», разработанная в Белорусском национальном техническом 
университете (г. Минск). Выходная мощность генератора 80 Вт. Генератор обе-
спечивает импульсный режим работы с регулируемой скважностью. Были ис-
пользованы волноводы длиной 245 мм, диаметром 0,6 мм. Резонансная часто-
та подбиралась для каждого волновода и находилась в диапазоне 25—27,5 кГц. 
Интенсивность регулировалась ступенчато в диапазоне 0—55 Вт/см2. В качестве 
методов анализа были использованы: высокоэффективная жидкостная хрома-
тография (ВЭЖХ) (хроматограф фирмы «Shimadzu» (Япония) со спектрофото-
метрическим детектором на диодной матрице SPD-M10Avp); гель-электрофорез 
в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (SDS гель-
электрофорез); адсорбционная спектроскопия в УФ-области спектра (спектро-
фотометр Shimadzu UV-1202 (Япония)).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние УЗ на сериновые протеазы и их предшественники. Нами иссле-
довано влияние низкочастотного импульсного (27,4 кГц, 51,2 Вт/см2, 50 % 
скважность) УЗ на ряд предшественников сериновых протеаз: трипсиноген, хи-
мотрипсиноген, плазминоген, протромбин, одноцепочечные формы тканевого ак-
тиватора плазминогена (т-АП) и урокиназы, их активные формы, смесь витамин 
К-зависимых факторов свертывания крови (PPSB-комплекс). Установлено, что 
УЗ-обработка в течение 30 мин не приводила к разрыву пептидных связей, обра-
зованию межмолекулярных или межцепочечных ковалентных сшивок в исследо-
ванных белках. Не наблюдалось экспонирования новых, чувствительных к дей-
ствию различных протеаз, пептидных связей в молекулах проферментов. На 
рис. 1 представлены денситограммы SDS гель-электрофореза восстановленных 
образцов исходного (рис. 1, а, денситограмма 1) и УЗ-обработанного (рис. 1, б, 
денситограмма 1) плазминогена. Видно, что оба образца характеризовались на-
личием одной полипептидной цепи, соответствующей Glu-плазминогену.

В случае химотрипсиногена, химотрипсина, трипсиногена и трипсина ме-
тодами УФ-спектроскопии первой и второй производных, гель-проникающей 
(рис. 2, а) и обратно-фазовой (рис. 2, б) хроматографии установлено, что в про-
цессе УЗ-обработки часть молекул исходных белков подвергалась денатурации 
с последующей протеолитической деградацией.
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На рисунке 2 представлены результаты анализа исходных и УЗ-обработанных 
образцов химотрипсина. Из рисунка видно, что УЗ-обработка приводила к умень-
шению количества нативного белка и накоплению продуктов с низкой молеку-
лярной массой. При этом профили элюирования исходных (рис. 2, а, кривая 1) и 
УЗ-обработанных образцов схожи и отличались только относительными площадя-
ми пиков. Это могло свидетельствовать об образовании в процессе УЗ-обработки по-
липептидов, идентичных продуктам автолиза данных белков. Для проверки этого 
предположения был проведен анализ образцов методом обратно-фазовой хромато-
графии (рис. 2, б). Как и в случае гель-проникающей хроматографии, при анали-
зе образцов химотрипсина методом обратно-фазовой хроматографии наблюдалось 
существенное уменьшение пика, соответствующего исходному белку, и идентич-
ность профилей элюирования обработанных и контрольных образцов (рис. 2, б).

Следует отметить, что в случае УЗ-обработки химотрипсиногена происходи-
ло накопление продуктов с временами удерживания, идентичными продуктам, 
образующимся при УЗ-обработке химотрипсина и присутствующим в качестве 
примесей в исходных препаратах белка. Аналогичные результаты были получе-
ны для пары трипсиноген/трипсин.

Полученные результаты позволили сделать вывод, что УЗ вызывал денату-
рацию части белков, после чего они подвергались быстрой протеолитической де-
градации следовыми количествами ферментов в случае проферментов, и автоли-
зу, в случае активных протеаз. Данный механизм был подтвержден отсутствием 

Рис. 1. Денситограммы SDS гель-электрофореза  
восстановленных контрольного (а) и УЗ-обработанного  

в течение 30 мин (б) образцов плазминогена:
1 — плазминоген; 2 — продукты активации урокиназой.  
Plg — плазминоген, Pl-H — «тяжелая» цепь плазмина.  

УЗ: 25,1 кГц, 48,4 Вт/см2, 50 % скважность
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низкомолекулярных продуктов при УЗ-обработке данных белков в присутствии 
ингибитора сериновых протеиназ (PMSF). Об УЗ-денатурации белков свидетель-
ствовало изменение спектров флуоресценции комплексов белков с зондами на 
основе производных индолкарбазолов [1], а также повышение интенсивности 
в спектрах УФ-поглощения и ярко выраженный коротковолновой сдвиг первой 
и второй производных спектров поглощения (рис. 3). При этом более четко вы-
раженные эффекты характерны для химотрипсина, а не его неактивного пред-
шественника — химотрипсиногена, что хорошо согласуется с данными анализа 
методами гель-проникающей и обратно-фазовой хроматографии. При изучении 
эквимолярной смеси химотрипсиногена и трипсиногена показано, что в усло-
виях автоактивации проферментов в УЗ-поле наблюдалось уменьшение скоро-
сти образования активных форм трипсина и химотрипсина в основном за счет 
деградации трипсина [2]. Отсутствие значительных нарушений структуры бел-
ков (модификация боковых радикалов аминокислот, ковалентная или некова-
лентная агрегация) и дополнительное накопление «тяжелых» и «легких» цепей 
в УЗ-поле было показано и в случае смеси факторов свертывания крови IX, II, 
VII и X (PPSB-концентрат) [3].

Предварительная УЗ-обработка плазминогена приводила к уменьшению 
удельной активности продукта его активации. При этом продукт активации ха-
рактеризовался наличием полипептидных цепей, идентичных плазмину. Ана-
логичные изменения были установлены для свободнорадикального окисления 
плазминогена и плазмина гидроксильными радикалами, генерируемыми в си-
стеме Cu(III)/аскорбат. При этом авторами было сделано предположение относи-

Рис. 2. Анализ образцов термостатированного при 37 оС в течение 15 мин (1)  
и обработанного УЗ в течение 15 мин (2) химотрипсина методом ВЭЖХ:

а — гель-проникающая хроматография. Колонка «Zorbax GF-250» (250 х 4,6 мм) («Agilent», США), 
элюент 0,08М NaФБ (рН 7,4), содержащий 0,5 М KCl. Скорость протока — 0,2 см3/мин; б — об-
ратнофазовая хроматография. Колонка «NUCLEOSIL 500-5 С18 PPN» (125 х 4 мм) («Macherey — 
Nagel», Германия). Элюент А — 0,1 % ТФУ в воде и элюент Б — 0,08 % раствор ТФУ в ацетонитриле.  

Градиент от 10 % Б до 100 % Б в течение 25 мин. Скорость протока — 1 см3/мин
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тельно окисления остатка гистидина активного центра фермента [4]. В случае УЗ 
также возможно окисление боковых радикалов аминокислот (в частности, гисти-
дина активного центра плазмина) гидроксильными радикалами, генерируемы-
ми в поле УЗ-кавитации. Действие УЗ на плазмин сопровождалось снижением 
амидолитической активности (гидролиз синтетического субстрата S-2251), а так-
же протеолитической активности плазмина по отношению к казеинату натрия, 
фибриногену и фибрину. В свою очередь, УЗ-обработка рекомбинантного ткане-
вого активатора плазминогена (т-АП) приводила к уменьшению скорости гидро-
лиза фибриногена смесью плазминогена c т-АП, причем в большей степени, чем 
в случае предварительной УЗ-обработки плазминогена и урокиназы. Большая 
чувствительность т-АП к УЗ-воздействию объясняется уникальной структурой 
данного белка. По сравнению с другими проферментами одноцепочечный т-АП 
обладает собственной каталитической активностью за счет взаимодействий, ста-
билизирующих активную конформацию одноцепочечного фермента [5].

Влияние УЗ на фибриноген. Методом SDS гель-электрофореза установлено, 
что УЗ не вызывал разрыва полипептидных и межцепочечных дисульфидных 
связей, а также образования ковалентных сшивок. Как для УЗ-обработанного, 
так и контрольного образцов фибриногена было характерно идентичное распре-
деление полипептидных полос на электрофореграммах продуктов ограниченно-
го протеолиза плазмином. Полученные результаты свидетельствовали о том, что 
УЗ не индуцировал конформационных изменений, приводящих к экспонирова-
нию новых участков гидролиза плазмином.

Анализ кинетических кривых образования фибрина показал, что УЗ приво-
дил к уменьшению начальной скорости образования и максимальной концентра-
ции фибрина при увеличении времени обработки (рис. 4). Ранее было показано, 
что γ-облучение и свободнорадикальное окисление реактивом Фентона приводи-
ло к потере свертывающей активности и увеличению чувствительности к проте-
олитической деградации в результате образования агрегатов фибриногена [6]. 
Гель-проникающая хроматография фибриногена до и после УЗ-обработки пока-
зала увеличение молекулярной массы белка от 340 кДа, соответствующей про-
томерной форме белка, до агрегатов с Мr ≥ 1000 кДа.

Рис. 3. Первая (а) и вторая производная (б) спектра поглощения термостатированного 
при 37 °С (1) и УЗ-обработанного в течение 15 мин (2) раствора химотрипсиногена  

в 0,05М Трис-HCl, 0,15M NaCl буфере с рН 7,4
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Таким образом установлено, что УЗ-обработка фибриногена приводила к об-
разованию агрегатов, характеризующихся потерей тромбин-индуцируемой 
свертываемости. Скорость гидролиза агрегатов комплексами [плазминоген—
урокиназа] или [плазминоген—т-АП] была выше по сравнению с нативным фи-
бриногеном. Предположено, что агрегация, по аналогии с образованием фибрина, 
сопровождалась конформационными изменениями, приводящими к экспониро-
ванию плазминоген-связывающих участков в молекуле фибриногена.

Влияние УЗ на протеолитическую деградацию фибриногена. Следующий 
этап работы заключался в исследовании эффектов низкочастотного УЗ на фибри-
ногенолиз в системе фибрин(оген)-плазминоген-активатор плазминогена. В ка-
честве активаторов плазминогена были использованы стрептокиназа (СК), уро-
киназа (УК) и тканевый активатор плазминогена (т-АП).

При совместной УЗ-обработке фибриногена с плазминогеном, фибриноге-
на с т-АП и смеси фибриногена, плазминогена и т-АП, как и в случае предвари-
тельной обработки фибриногена, происходило увеличение скорости фибриноге-
нолиза. Статистический анализ показал отсутствие различий в кинетических 
кривых фибриногенолиза во всех трех случаях. Полученные результаты свиде-
тельствовали о стабилизирующем действии фибриногена на инактивацию т-АП 
в поле УЗ-кавитации. В свою очередь, при использовании в качестве активато-
ра урокиназы или стрептокиназы УЗ практически не влиял на скорость плазми-
нолиза. Отсутствие эффекта на скорость фибринолиза могло быть связано с ни-
велированием эффектов УЗ на фибриноген и урокиназу. Следует отметить, что 
урокиназа, в отличие от т-АП, не образует комплексов с фибрином.

Смесь фибриногена, плазминогена и активатора плазминогена обрабатыва-
ли низкочастотным УЗ в течение 10 мин, после чего оставляли для дальнейше-
го гидролиза при 37 °С в течение 4 ч.

Рис. 4. Кинетика тромбин-индуцируемого сверты-
вания исходного (1), обработанного УЗ (25,1 кГц, 
48,4 Вт/см2, скважность 50) в течение 5 мин (2)  

и 30 мин (3) фибриногена
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Установлено, что в течение 10 мин как в контрольном (рис. 5, а, кривая 1), 
так и УЗ-обработанном (рис. 5, б, кривая 2) образце скорость накопления пепти-
дов была одинаковой. Однако сразу после прекращения УЗ-обработки скорость 
накопления пептидов резко возрастала. Анализ методами ВЭЖХ (рис. 5, б) и 
SDS гель-электрофореза (рис. 5, в) показал, что после УЗ-обработки происходил 
быстрый гидролиз фибриногена, о чем свидетельствовало резкое уменьшение от-
носительного содержания пика на хроматограмме и отсутствие полос, соответ-
ствующих нативным цепям фибриногена на электрофореграммах. На основании 
полученных результатов были рассчитаны начальные скорости накопления пеп-
тидов для каждого активатора плазминогена в случаях УЗ-обработки до и после 
добавления активатора (см. таблицу). Видно, что во всех случаях УЗ-обработка 
приводила к увеличению скорости гидролиза фибриногена.

Отсутствие значительных изменений скорости реакций протеолиза в зависи-
мости от режима УЗ-обработки свидетельствовало, что основной молекулярной 
мишенью для действия УЗ являлся фибриноген. Наибольшее увеличение в ско-
рости гидролиза в случае использования УЗ с т-АП объясняется возможностью 
образования комплексов активатора с фибриногеном за счет экспонирования 
сайтов полимеризации при действии УЗ (см. таблицу).

Начальные скорости накопления пептидов при гидролизе фибриногена 
смесью плазминогена с активатором плазминогена

№ Активатор

Начальная скорость протеолиза, 10-3 мкмоль/см3 ∙ мин

Контроль
Режим УЗ-обработки

До добавления активатора После добавления активатора

1 Т-АП 0,67 3,1 3,1

2 УК 0,67 2,0 1,8

3 СТК 0,53 0,7 1,1

Рис. 5. Кинетика накопления пептидов в процессе гидролиза смеси фибриноген : плаз-
миноген : т-АП (а) и результаты анализа проб, полученных через 30 мин гидролиза,  

методами гель-проникающей хроматографии (б) и SDS гель-электрофореза (в):
1 — контроль; 2 — смесь, обработанная УЗ в течение 10 мин. МЕ — 2-меркаптоэтанол
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Известно, что в присутствии фибриногена, фибрина и продуктов их дегра-
дации происходит образование тройного комплекса: фибрин(оген)—плазмино-
ген — тканевый активатор. При этом для фибрина характерна большая степень 
увеличения скорости активации за счет экспонирования скрытых в молекуле фи-
бриногена сайтов связывания плазминогена и т-АП [5]. Ранее было установлено, 
что обработка фибриногена УЗ приводила к образованию ассоциатов с большей 
молекулярной массой. Можно предположить, что УЗ вызывал конформацион-
ные изменения в молекуле фибриногена, приводящие к экспонированию полиме-
ризационных сайтов и, как следствие, сайтов связывания плазминогена и т-АП. 
Образование комплексов плазминогена и т-АП с фибриногеном препятствовало 
их инактивации в поле УЗ-кавитации.

Исследовано влияние мощности, скважности и времени УЗ-обработки на ско-
рость фибриногенолиза. Установлено, что обработка УЗ мощностью до 5 Вт/см2 

не влияла на скорость протеолитической деградации фибриногена. Наиболь-
шее увеличение скорости фибриногенолиза наблюдалось в диапазоне мощности 
5—15 Вт/см2 при скважности более 20 % и времени воздействия до 15 мин. Даль-
нейшее увеличение продолжительности воздействия (более 15 мин) и мощности 
выше 15 Вт/см2 лишь в незначительной степени увеличивало скорость гидроли-
за фибриногена.

Влияние УЗ на протеолитическую деградацию фибрина. Исследовано вли-
яние УЗ на плазменный сгусток. Установлено, что УЗ не приводил к активации 
плазминовой системы и разрушению ковалентных связей в молекулах фибрина. 
Основное действие УЗ заключалось в экстракции белков сыворотки крови, на-
ходящихся в порах и внутри фибриновых волокон [7]. Для детального изучения 
механизмов воздействия УЗ на фибринолиз нами была использована модель фи-
бринового сгустка, полученного путем свертывания очищенного препарата ФГ 
тромбином в присутствии ионов кальция. Исходный препарат ФГ содержал до-
статочное количество фактора XIII для исчерпывающей ковалентной сшивки мо-
номеров фибрина. Инициирование плазминолиза осуществляли, помещая сгу-
сток в раствор, содержащий ПГ и т-АП. Смесь инкубировали при 37 °С. Анализ 
восстановленных образцов продуктов гидролиза предварительно обработанного 
УЗ и контрольного фибриновых сгустков методом SDS гель-электрофореза пока-
зал, что в первые 30 мин инкубирования в раствор высвобождались достаточно 
большие X и Y фрагменты фибрина и, возможно, их полимерные формы, о чем 
свидетельствовало наличие на денситограммах пика, соответствующего интакт-
ной β-цепи. После 1 ч инкубирования их количество существенно уменьшалось, 
и уже после 2 ч на денситограммах присутствовали только пики, соответствую-
щие γ’-γ’ и β’’-цепям фибрина, что говорит о наличии в растворе исключительно 
D-димеров. В свою очередь, гель-электрофорез восстановленных образцов супер-
натантов, полученных при гидролизе УЗ-обработанного фибрина в присутствии 
плазминогена и плазминогена с т-АП, показал, что в течение всего времени ин-
кубирования в раствор выделялись не только D-димеры, но и ранние продукты 
протеолитической деградации — X и Y фрагменты, что подтверждается присут-
ствием на денситограммах проб пика, соответствующего интактной β-цепи фи-
брина. Полученные данные хорошо согласуются с послойной моделью фермента-
тивного лизиса сгустка в случае проникновения активатора плазминогена внутрь 
сгустка за счет диффузии [8]. Так, в контрольном эксперименте происходил 
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последовательный гидролиз фибрина, и в раствор не высвобождались большие 
фрагменты фибриновой сети. При УЗ-обработке фибрина ранее было показано 
изменение структуры сети, приводящее к более глубокому проникновению ак-
тиватора внутрь сгустка. Можно предположить, что в данном случае протеолиз 
шел во всем объеме сгустка, и соответственно в раствор высвобождались боль-
шие фрагменты полимерной сети. Данные отличия наблюдались и при сравнении 
лизиса сгустка, индуцированного активатором фибриногена, присутствующим 
в окружающем буфере с лизисом сгустка, содержащего активатор [9]. Получен-
ные результаты свидетельствовали об увеличении проницаемости активатора 
плазминогена внутрь сгустка.

Параллельно с анализом проб методом SDS гель-электрофореза процесс фи-
бринолиза контролировали по образованию растворимых пептидов. Как видно 
из рис. 6, УЗ-обработка увеличивала скорость фибринолиза. При этом предвари-
тельная обработка фибрина и фибрина с плазминогеном увеличивала скорость 
фибринолиза в одинаковой мере. Полученные результаты свидетельствовали 
о стабилизирующем действии фибрина на инактивацию плазминогена в поле 
УЗ-кавитации. Аналогичные результаты были получены при изучении влия-
ния УЗ на фибриногенолиз.

В свою очередь, УЗ-обработка фибрина в присутствии плазминогена и т-АП уве-
личивала скорость фибринолиза в большей степени. Известно, что в присутствии 
фибриногена, фибрина и продуктов их деградации скорость активации плазмино-
гена т-АП увеличивается за счет образования тройного комплекса: фибрин(оген) — 
плазминоген — тканевый активатор. При этом для фибрина характерна большая 
степень увеличения скорости активации за счет экспонирования скрытых в моле-
куле фибриногена сайтов связывания плазминогена и т-АП [5].

Рис. 6. Кинетика протеолитической деградации 
фибрина смесью плазминогена с т-АП  

при различных режимах:
1 — контроль; 2 — предварительное озвучивание фибрина 

в течение 30 мин; 3 — предварительное озвучивание фибрина 
с плазминогеном в течение 30 мин; 4 — озвучивание смеси 

фибрина, плазминогена и т-АП в течение 30 мин
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследовано влияние низкочастотного импульсного УЗ на ряд предшествен-
ников сериновых протеаз: трипсиноген, химотрипсиноген, плазминоген, про-
тромбин и одноцепочечные формы тканевого активатора плазминогена (т-АП) 
и урокиназы и их активные формы. Установлено, что УЗ не вызывал разрыва 
или образования ковалентных связей в белках, а также экспонирования новых, 
чувствительных к действию различных протеаз, пептидных связей в молекулах 
проферментов. УЗ-обработка фибриногена приводила к образованию агрегатов, 
характеризующихся потерей тромбин-индуцируемой свертываемости и увели-
чению скорости плазминолиза.

Изучено влияние УЗ-обработки на процесс протеолитической деградации 
фибриногена и фибрина в системах фибрин(оген) — плазминоген — активатор 
плазминогена. Установлено, что УЗ-обработка сопровождается увеличением ско-
рости гидролиза фибриногена и фибрина при различных режимах добавления 
активаторов. В условиях совместной УЗ-обработки фибрин(оген)а с плазминоге-
ном, т-АП, а также их смесей показано стабилизирующее действие фибриногена 
на молекулы данных белков. Максимальная скорость фибринолиза достигалась 
при УЗ-обработке фибрина в присутствии плазминогена и т-АП.

Таким образом, в настоящей работе оптимизированы режимы УЗ-воздействия 
и последовательность введения тромболитических ферментов, что позволило ми-
нимизировать побочные эффекты акусто-ферментативного лизиса тромбов.
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