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Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üåé øêóðû äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè

Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñåìè ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ öåëüíîãî êîëëàãåíà ñ òåëîïåïòèäàìè äëÿ ïðèìåíåíèÿ
â êëåòî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè è òêàíåâîé èíæåíåðèè. Êîëëàãåí ïîëó÷àëè èç ïðåäâàðèòåëüíî îáåçâîëî-
øåííîé òåëÿ÷üåé øêóðû ñ ïðèìåíåíèåì ïðîòåàçû èç Bacillus licheniformis. Èç èçìåëü÷åííîé äåðìû âíà-
÷àëå èçâëåêàëè ðàçëè÷íûìè ðàñòâîðàìè íåêîëëàãåíîâûå áåëêè è ïðîòåîãëèêàíû, à çàòåì ýêñòðàãèðîâàëè
êîëëàãåí êèñëûìè ðàñòâîðèòåëÿìè. Ñëåäèëè çà äèíàìèêîé èçâëå÷åíèÿ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ è êèñëûõ
ïðîòåîãëèêàíîâ, àíàëèçèðóÿ ïðîìûâíûå ýêñòðàêòû íà áåëêè è ãåêñóðîíîâûå êèñëîòû. Êîíòðîëèðîâàëè
ãåëåîáðàçóþùóþ ñïîñîáíîñòü ïîëó÷åííûõ êîëëàãåíîâ. ×èñòîòó ïðîäóêòà ïðîâåðÿëè ïî ðåçóëüòàòàì
ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå è ïî äåéñòâèþ íà ñìåøàííóþ êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ è êàðäè-
îìèîöèòîâ íîâîðîæäåííûõ êðûñ. Íè îäèí èç ïîëó÷åííûõ êîëëàãåíîâ íå îêàçàëñÿ öèòîòîêñè÷íûì, íî
íàèëó÷øèì ïî âûõîäó ïðîäóêòà è äåéñòâèþ åãî íà êëåòêè îêàçàëñÿ ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ, â êîòîðîì ïðåäâà-
ðèòåëüíóþ îòìûâêó ïðîèçâîäèëè 0.02 Ì Na2PO4, à ýêñòðàêöèþ êîëëàãåíà — 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé
ñ äîáàâêîé 5 ìM ÝÄÒÀ. Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí îïòèìàëüíûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ èç òåëÿ÷üåé øêóðû
öåëüíîãî êîëëàãåíà äëÿ ïðèìåíåíèÿ â êëåòî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè è òêàíåâîé èíæåíåðèè. Íà îñíîâàíèè
ðàçðàáîòàííîé ðåöåïòóðû àâòîðàìè ïîëó÷åí ïàòåíò ÐÔ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ, êîëëàãåí, ïîëó÷åíèå êîëëàãåíà, ôèáðèëëÿðíàÿ ñòðóêòóðà
êîëëàãåíà, êëåòêè â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ.

Òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ — áóðíî ðàçâèâàþùàÿñÿ îòðàñëü
ìåäèöèíû, çàêëþ÷àþùàÿñÿ â ëå÷åíèè ðàçëè÷íûõ ïàòîëî-
ãèé ââåäåíèåì â ìåñòî ïîðàæåíèÿ æèâûõ àóòî- èëè àëëî-
ãåííûõ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè èëè âíóòðè êàêîãî-ëèáî
íîñèòåëÿ, êîòîðûì ÷àùå âñåãî ÿâëÿþòñÿ áåëêè âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà è ñðåäè íèõ ïðåæäå âñåãî êîëëàãåí.

Êîëëàãåí — ôèáðèëëÿðíûé áåëîê, ÿâëÿþùèéñÿ îñíî-
âîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè è ñîñòàâëÿþùèé 30 % âñåõ
áåëêîâ îðãàíèçìà ìëåêîïèòàþùèõ (Èñòðàíîâ, Áîíäàðåâà,
1969). Êîëëàãåí èìååò óíèêàëüíûé àìèíîêèñëîòíûé ñîñ-
òàâ — 33 % ãëèöèíà è îêîëî 20 % àìèíîêèñëîò ïðîëèíà è
îêñèïðîëèíà; ìîëåêóëà åãî ñîñòîèò èç òðåõ ïîëèïåïòèä-
íûõ öåïåé, ñâåðíóòûõ â òðîéíóþ, òàê íàçûâàåìóþ êîëëà-
ãåíîâóþ, ñïèðàëü, èìåþùóþ â ðàñòâîðå æåñòêóþ, ïðàêòè-
÷åñêè ïàëî÷êîîáðàçíóþ ñòðóêòóðó (Engel, Bachinger,
2005). Ñåé÷àñ èçâåñòíî 27 ãåíåòè÷åñêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êîëëàãåíà (Ricard-Blum et al., 2005). Ó ìëåêîïèòàþùèõ
95 % ïðèõîäèòñÿ íà êîëëàãåí I òèïà (Èñòðàíîâ, Áîíäàðå-
âà, 1969), êîòîðûé ãëàâíûì îáðàçîì è èñïîëüçóåòñÿ â òêà-
íåâîé èíæåíåðèè. Â äàëüíåéøåì ïîä íàçâàíèåì êîëëàãåí
áóäåò ïîäðàçóìåâàòüñÿ êîëëàãåí I òèïà. In vivo èëè in vitro
â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (èîííîé ñèëå, ðÍ è òåìïåðà-
òóðå) è ïðè äîñòàòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ïàëî÷êîîáðàçíûå
ìîëåêóëû àãðåãèðóþò áîêîâûìè ïîâåðõíîñòÿìè ñ îïðåäå-
ëåííûì ñäâèãîì, îáðàçóÿ ôèáðèëëû ñ ïðàâèëüíîé ñïåöè-
ôè÷åñêîé ñòðóêòóðîé, îäèíàêîâîé äëÿ îáðàçîâàííûõ in
vivo è in vitro ôèáðèëë (Birk, Bruckner, 2005). Ïðè ýòîì èç
ôèáðèëë îáðàçóþòñÿ ãåëü-îñàäêè, â êîòîðûå ìîæíî âêëþ-

÷àòü êëåòêè (Bell et al., 1979), è ïðàêòè÷åñêè âñå êëåòêè
îðãàíèçìà ïðåêðàñíî ñåáÿ ÷óâñòâóþò â ýòèõ ãåëÿõ, ïåðå-
ñòðàèâàþò èõ è ðàçìíîæàþòñÿ â íèõ, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ îñíî-
âîé òàê íàçûâàåìûõ òêàíåâûõ ýêâèâàëåíòîâ è â áîëüøîé
ñòåïåíè âñåé òêàíåâîé èíæåíåðèè (Bell, 2000). Ïî êðàÿì
òðîéíîé ñïèðàëè êîëëàãåíà íàõîäÿòñÿ íåáîëüøèå íåêîëëà-
ãåíîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, òàê íàçûâàåìûå òåëîïåïòè-
äû, ñîäåðæàùèå ëèçèí è àðãèíèí, ó÷àñòâóþùèå â îáðàçî-
âàíèè ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê, îáåñïå÷èâàþùèõ ïðî÷-
íîñòü ôèáðèëëû è êîëëàãåíîâûõ ãåëåé (Eyre, Wu, 2005).

Øèðîêîìó ìåäèöèíñêîìó è áèîòåõíîëîãè÷åñêîìó
ïðèìåíåíèþ êîëëàãåíà ñïîñîáñòâóåò åãî ñëàáàÿ (áëàãîäà-
ðÿ óíèêàëüíîìó è ïî÷òè îäèíàêîâîìó äëÿ âñåõ îðãàíèç-
ìîâ àìèíîêèñëîòíîìó ñîñòàâó) èììóíîãåííîñòü (Chvapil
et al., 1973); ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè êîëëàãåí ïðàêòè÷å-
ñêè íå âûçûâàåò èììóííîãî îòâåòà (De Lustro et al., 1986).
×àñòî èììóíîãåííîñòü êîëëàãåíîâûõ ïðåïàðàòîâ îáúÿñ-
íÿåòñÿ ïðèìåñüþ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ (Timpl, 1982), è
ïîýòîìó íåîáõîäèìà î÷åíü òùàòåëüíàÿ î÷èñòêà êîëëàãåíà
äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè.

Êîëëàãåí äëÿ òåõíîëîãè÷åñêèõ, ìåäèöèíñêèõ è èíûõ
öåëåé ïîëó÷àþò ýêñòðàêöèåé åãî èç áîãàòûõ èì òêàíåé,
îáû÷íî êîæè èëè ñóõîæèëèé. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåíû
òðè ñïîñîáà ýêñòðàêöèè êîëëàãåíà: ýêñòðàêöèÿ êèñëûìè
ðàñòâîðèòåëÿìè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî óäàëåíèÿ ïðèìå-
ñåé (íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ è êèñëûõ ïðîòåîãëèêàíîâ),
ôåðìåíòàòèâíàÿ è ùåëî÷íî-ñîëåâàÿ ýêñòðàêöèè (Èñòðà-
íîâ, Áîíäàðåâà, 1969).
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Êèñëàÿ ýêñòðàêöèÿ äàåò íàòèâíóþ, ò. å. òðåõñïèðàëü-
íóþ, ìîëåêóëó êîëëàãåíà ñ íåïîâðåæäåííûìè òåëîïåïòèäà-
ìè, îáðàçóþùóþ ïðî÷íûå ãåëè. Ôåðìåíòàòèâíàÿ ýêñòðàê-
öèÿ ïðîèçâîäèòñÿ ïðîòåàçàìè ïåïñèíîì, òðèïñèíîì, ïðîíà-
çîé, äåéñòâèå êîòîðûõ íå çàòðàãèâàåò òðîéíóþ ñïèðàëü, à
òîëüêî íåêîëëàãåíîâûå äîìåíû è íåêîëëàãåíîâûå áåëêè;
îíà äàåò íàòèâíóþ ìîëåêóëó êîëëàãåíà ñ ïîâðåæäåííûìè
èëè îòñóòñòâóþùèìè òåëîïåïòèäàìè, îáðàçóþùóþ íåïðî÷-
íûå ãåëè; äëÿ îáðàçîâàíèÿ äîñòàòî÷íî ïðî÷íûõ ãåëåé òðåáó-
þòñÿ êîíöåíòðàöèè òàêîãî êîëëàãåíà 30—40 ìã/ìë.

Ùåëî÷íî-ñîëåâàÿ ýêñòðàêöèÿ (îáðàáîòêà êîëëàãåíà
ùåëî÷üþ â ïðèñóòñòâèè íàñûùåííîãî ðàñòâîðà ñåðíîêèñ-
ëîãî íàòðèÿ è çàòåì ýêñòðàêöèÿ êèñëîòîé) äàåò âûñîêèé
âûõîä ðàñòâîðèìîãî êîëëàãåíà ñ ñîõðàíåííîé òðîéíîé
ñïèðàëüþ, íî ñ äåçàìèäèðîâàíèåì àñïàðàãèíîâûõ è ãëó-
òàìèíîâûõ îñòàòêîâ äî ñîîòâåòñòâóþùèõ êèñëîò, âñëåä-
ñòâèå ÷åãî ðàñïðåäåëåíèå çàðÿäîâ âäîëü òðåõñïèðàëüíîé
ìîëåêóëû êîëëàãåíà íàðóøàåòñÿ è êîëëàãåí òåðÿåò ñïî-
ñîáíîñòü ê ôèáðèëëîîáðàçîâàíèþ; ñëåäîâàòåëüíî, òàêîé
êîëëàãåí íå îáðàçóåò ãåëåé.

Äëÿ áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî è òêàíåèíæåíåðíîãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ãîäèòñÿ, òàêèì îáðàçîì, òîëüêî êîëëàãåí
êèñëîé ýêñòðàêöèè. Çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü
ñðàâíåíèå ðÿäà ìåòîäèê ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà êèñëîé ýê-
ñòðàêöèåé ñ ðàçëè÷íîé ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêîé äëÿ
èçâëå÷åíèÿ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ è êèñëûõ ïðîòåîãëè-
êàíîâ. Öåëü — âûáðàòü ìåòîäèêó, îïòèìàëüíóþ ïî âûõî-
äó è êà÷åñòâó ïðîäóêòà.

Óäîáíûì ñûðüåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà ÿâëÿþòñÿ
øêóðû è ñóõîæèëèÿ æèâîòíûõ, ñîñòîÿùèå â îñíîâíîì èç
êîëëàãåíà I (â ñóõèõ ñóõîæèëèÿõ åãî 85 %, â ñóõèõ øêó-
ðàõ — îò 60 äî 80 %) (Èñòðàíîâ, Áîíäàðåâà, 1969). Ñóõî-
æèëèå êðûñèíîãî õâîñòà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðà-
íåííûì èñòî÷íèêîì êîëëàãåíà ïðè åãî ëàáîðàòîðíîì ïî-
ëó÷åíèè (Ñhandrakasan et al., 1976). Êèñëîé ýêñòðàêöèåé
ìîæíî èçâëå÷ü êîëëàãåí òîëüêî èç øêóð ìîëîäûõ æèâîò-
íûõ, òàê ÷òî îïòèìàëüíûì ñûðüåì ÿâëÿþòñÿ òåëÿ÷üè øêó-
ðû. Ïðè èñïîëüçîâàíèè øêóð æèâîòíûõ ïåðâîé ñòà-
äèåé îáðàáîòêè ÿâëÿåòñÿ îáåçâîëîøèâàíèå — îñëàáëåíèå
ñâÿçè âîëîñà ñî øêóðîé è óäàëåíèå âîëîñ è ýïèäåðìèñà.
Â îòå÷åñòâåííîé êîæåâåííîé ïðîìûøëåííîñòè ïðèìåíÿ-
ëè ïðåèìóùåñòâåííî âîññòàíîâèòåëüíîå èëè ôåðìåíòà-
òèâíîå îáåçâîëîøèâàíèå (Øåñòàêîâà è äð., 1990). Ôåð-
ìåíòàòèâíîå îáåçâîëîøèâàíèå ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ìÿã-
êèì. Íàìè ðàçðàáîòàí ìÿãêèé, íî äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâ-
íûé ñïîñîá ôåðìåíòàòèâíîãî îáåçâîëîøèâàíèÿ òåëÿ÷üèõ
øêóð ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòåàçû Bacillis licheniformis
(Øàìîëèíà è äð., 2008), êîòîðîé ìû è âîñïîëüçîâàëèñü.
Ñðàâíèâ ðàçëè÷íûå ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû êèñëîé ýêñò-
ðàêöèè êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üèõ øêóð, ìû ïðåäëîæèëè
ñâîþ îïòèìàëüíóþ ìåòîäèêó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàëè øêóðó òåëåíêà â âîçðàñòå íåñêîëüêèõ
ìåñÿöåâ, ïîëó÷åííóþ ñ Ëóæñêîãî ìÿñîêîìáèíàòà. Ïðèâå-
çåííóþ ñ êîìáèíàòà îõëàæäåííóþ øêóðó ðàçðåçàëè íà íå-
áîëüøèå êóñêè è õðàíèëè ïðè –25 °Ñ. Äëÿ îáåçâîëîøèâà-
íèÿ èñïîëüçîâàëè ùåëî÷íóþ ïðîòåàçó èç B. licheniformis,
ïîëó÷åííóþ èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ïîñëå óëüòðà-
ôèëüòðàöèè, îïòèìóì ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ïðè
ðÍ 8.0. Ôåðìåíò áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ïðîô.
À. Ï. Ñèíèöûíûì (êàôåäðà èíæåíåðíîé ýíçèìîëîãèè
ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà).

Ïðè êèñëîé ýêñòðàêöèè êîëëàãåíîâ èñïîëüçîâàëè
ñîëè è êèñëîòû îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêà-
öèè íå íèæå õ. ÷.; ðèñ, îðöèí è Coomassie Brilliant Blue G
îò ôèðìû Sigma (ÑØÀ). Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà äåèî-
íèçîâàííîé âîäå, î÷èùåííîé íà óñòàíîâêå Super Q; òàêàÿ
âîäà èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåä äëÿ êëåòî÷íî-
ãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âñå ïðîöåäóðû ïðîâîäèëè â õîëîä-
íîé êîìíàòå ïðè 4—7 °Ñ.

Ì å ò î ä è ê à î á å ç â î ë î ø è â à í è ÿ. Ðàçìîðîæåííóþ
òåëÿ÷üþ øêóðó îòìûâàëè õîëîäíîé äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé îò êðîâè, ñðåçàëè ðûõëóþ ñîåäèíèòåëüíóþ òêàíü,
îòæèìàëè è âçâåøèâàëè. Øêóðó ðàçðåçàëè íà êóñî÷êè
ïëîùàäüþ 10—15 ñì2, ïîãðóæàëè â ðàñòâîð 0.125 % ïî
ìàññå îò ìàññû øêóðû îáåçâîëîøèâàþùåãî ôåðìåíòà â
0.1 Ì ðàñòâîðå Òðèñà, ðÍ 8.0, â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìã/ìë è
îñòàâëÿëè â õîëîäíîé êîìíàòå äî çàâåðøåíèÿ ïðîöåññà,
ò. å. äî ìîìåíòà ëåãêîãî ñíÿòèÿ âîëîñà ïèíöåòîì (â ñðåä-
íåì íà 48 ÷). Êàæäûé äåíü ðàñòâîð 2—3 ðàçà ïåðåìåøèâà-
ëè ñòåêëÿííîé ïàëî÷êîé. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ îáåçâîëîøèâà-
íèÿ âîëîñ ñíèìàëè ïèíöåòîì è äåðìó îòìûâàëè îò ôåð-
ìåíòà 30 ðàç â 100—200 ìë âíà÷àëå äèñòèëëèðîâàííîé,
çàòåì äåèîíèçîâàííîé âîäû è îòæèìàëè. Ïîñëå îáåçâîëî-
øèâàíèÿ è ïðîìûâêè äåðìó ãðóáî èçìåëü÷àëè, ãîìîãåíè-
çèðîâàëè â âîäå, îòæèìàëè â ìàðëå, äåëèëè íà ñåìü ïîð-
öèé (ïî 12 ã) è êàæäóþ îáðàáàòûâàëè ïî îòäåëüíîé ìåòî-
äèêå.

Ý ê ñ ò ð à ê ö è ÿ ê î ë ë à ã å í à. Ì å ò î ä è ê à 1 (G a l-
l o p, S e i f t e r, 1 9 6 3). Èçìåëü÷åííóþ äåðìó ýêñòðàãèðî-
âàëè 6 ðàç ïî 18 ÷ ïðè ïîñòîÿííîì âñòðÿõèâàíèè 10-êðàò-
íûì îáúåìîì 0.5 Ì óêñóñíîêèñëîãî íàòðèÿ. Ïîñëå êàæ-
äîé ýêñòðàêöèè îñàäîê îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 4000 îá/ìèí â òå÷åíèå 40 ìèí, îáúåì ñóïåðíàòàíòà çà-
ìåðÿëè è îïðåäåëÿëè â íåì ñîäåðæàíèå íåêîëëàãåíîâûõ
áåëêîâ è ãåêñóðîíîâûõ êèñëîò, à îñàäîê ãîìîãåíèçèðîâà-
ëè â ñëåäóþùåé ïîðöèè àöåòàòà íàòðèÿ è ïðîäîëæàëè
âñòðÿõèâàíèå. Ïîñëå ýòîãî îñàäîê äèàëèçîâàëè ïðîòèâ
âîäû (òðè ïåðåìåíû) äëÿ óäàëåíèÿ àöåòàòà íàòðèÿ. Çàòåì
êîëëàãåí 6 ðàç ýêñòðàãèðîâàëè òàêèì æå îáðàçîì 0.075 Ì
öèòðàòíûì áóôåðîì, ðÍ 3.7; ýêñòðàêòû îáúåäèíÿëè è äèà-
ëèçîâàëè ïðîòèâ áîëüøîãî îáúåìà 0.02 Ì Na2HPO4, ñìå-
íèâ ðàñòâîð íå ìåíåå 4 ðàç. Îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 0.5 Ì óê-
ñóñíîé êèñëîòå è îñàæäàëè 0.9 Ì NaCl, çàòåì îñàäîê ïðî-
ìûâàëè 0.95 Ì NaCl íà 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòå,
äèàëèçîâàëè ïðîòèâ âîäû äëÿ óäàëåíèÿ NaCl, ðàñòâîðÿëè
â 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòå è ñòåðèëèçîâàëè äèàëèçîì ïðî-
òèâ 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòû ñ 0.5 % õëîðîôîðìà, ïîñëå
÷åãî ïåðåâîäèëè â 0.017 Ì óêñóñíóþ êèñëîòó äèàëèçîì
ïðîòèâ 0.1 Ì óêñóñíîé êèñëîòû è äâóìÿ äèàëèçàìè ïðî-
òèâ 0.017 Ì (1 : 1000) óêñóñíîé êèñëîòû. Êîëëàãåí ñòå-
ðèëüíî ðàçëèâàëè è õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå äëÿ ïîñëåäó-
þùåé ïðîâåðêè äåéñòâèÿ åãî íà êëåòêè.

Ì å ò î ä è ê à 2 (H i g h b e r g e r, W h i t m o r e, 1 9 6 0).
Äåðìó 6 ðàç ýêñòðàãèðîâàëè 10%-íûì íåçàáóôåðåííûì
ðàñòâîðîì NaCl, äèàëèçîâàëè ïðîòèâ âîäû è èçâëåêàëè
êîëëàãåí òàêèì æå öèòðàòíûì áóôåðîì, êàê â ìåòîäèêå 1.
Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó âåëè òàê æå, ïî ìåòîäèêå 1.

Ì å ò î ä è ê à 3 (D u m i t r u, G a r r e t t, 1 9 5 7). Ýêñòðàê-
öèþ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ âåëè 0.5 Ì NaH2PO4, ýêñò-
ðàêöèþ êîëëàãåíà — 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé, ñîäåðæà-
ùåé 5 ìÌ ÝÄÒÀ. Êîëëàãåí âíà÷àëå îñàæäàëè èç óêñóñíî-
êèñëîãî ðàñòâîðà 0.9 Ì NaCl, çàòåì 2 ðàçà äèàëèçîâàëè
ïðîòèâ âîäû äëÿ óäàëåíèÿ NaCl, ðàñòâîðÿëè îñàäîê â
0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòå è äèàëèçîâàëè ðàñòâîð ïðîòèâ
0.02 Ì Na2HPO4. Îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 0.5 Ì óêñóñíîé
êèñëîòå è ñòåðèëèçîâàëè, êàê óêàçàíî âûøå.
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Ì å ò î ä è ê à 4 (G r o s s e t al., 1 9 5 5). Ýêñòðàêöèþ
íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ âåëè 0.3 Ì Na2HPO4, ýêñòðàêöèþ
êîëëàãåíà — 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé, ñîäåðæàùåé 5 ìÌ
ÝÄÒÀ. Äàëüíåéøàÿ îáðàáîòêà — ïî ìåòîäèêå 3.

Ì å ò î ä è ê à 5 (K e m p e t al., 1 9 9 2). Ýêñòðàêöèþ íå-
êîëëàãåíîâûõ áåëêîâ âåëè ôèçèîëîãè÷åñêèì áóôåðíûì ðàñ-
òâîðîì (0.003 Ì KCl, 0.0015 M KH2PO4, 0.137 M NaCl,
0.056 M Na2HPO4, ðÍ 7.4), ðàçáàâëåííûì âîäîé 1 : 2; ýêñ-
òðàêöèþ êîëëàãåíà — 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé, ñîäåðæà-
ùåé 5 ìÌ ÝÄÒÀ. Äàëüíåéøàÿ îáðàáîòêà, êàê ïî ìåòîäèêå 3.

Ì å ò î ä è ê à 6 (ï ð å ä ë à ã à å ì à ÿ ð å ö å ï ò ó ð à). Ýê-
ñòðàêöèþ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ âåëè 0.02 Ì Na2HPO4,
ýêñòðàêöèþ êîëëàãåíà è äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó — ïî ìå-
òîäèêå 3.

Ì å ò î ä è ê à 7 (ù å ë î ÷ í î - ñ î ë å â î é ê î ë ë à ã å í)
( È ñ ò ð à í î â, Á î í ä à ð å â à, 1 9 6 9). Èçìåëü÷åííóþ äåðìó
îáðàáàòûâàëè 10-êðàòíûì êîëè÷åñòâîì ðàñòâîðà, ñîäåð-
æàùåãî 3 Ì NaOH è 1 Ì Na2SO4, â òå÷åíèå 2 ñóò, çàòåì
îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì îñàäîê áåëêà (îí âñïëûâà-
åò íàâåðõ), ñóñïåíäèðîâàëè åãî â 5-êðàòíîì êîëè÷åñòâå
1 Ì Na2SO4, íåéòðàëèçîâàëè HCl äî ðÍ 6—7 ïðè îõëàæ-
äåíèè ëüäîì è äèàëèçîâàëè ñìåñü ïðîòèâ âîäû äî îòñóò-
ñòâèÿ èîíà SO
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– âî âíåøíåì ðàñòâîðå. Ïîëó÷åííóþ ñóñ-
ïåíçèþ äîâîäèëè ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòîé äî êîíöåíò-
ðàöèè 0.5 Ì è îñàæäàëè êîëëàãåí òâåðäûì NaCl äî
êîíöåíòðàöèè 0.9 Ì. Îñàäîê äèàëèçîâàëè ïðîòèâ âîäû
äëÿ óäàëåíèÿ NaCl (òðè ïåðåìåíû), ðàñòâîðÿëè â 0.5 Ì
óêñóñíîé êèñëîòå è åùå ðàç òàêèì æå îáðàçîì ïåðåîñàæ-
äàëè NaCl. NaCl ñíîâà óäàëÿëè äèàëèçîì, ðàñòâîðÿëè êîë-
ëàãåí â 0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòå è ñòåðèëèçîâàëè, êàê óêà-
çàíî âûøå.

À í à ë è ç û ï ð î ì û â í û õ ñ ó ï å ð í à ò à í ò î â è ï î-
ë ó ÷ å í í û õ ê î ë ë à ã å í î â. Ñîäåðæàíèå íåêîëëàãåíîâûõ
áåëêîâ â ïðîìûâíûõ ðàñòâîðàõ îïðåäåëÿëè ïî îäíîé èç
ìîäèôèêàöèé ìåòîäà Áðåäôîðä (îïðåäåëåíèå èíòåíñèâ-
íîñòè îêðàñêè áåëêà êðàñèòåëåì Êóìàññè G-250) (Äîñîí
è äð., 1991); êîëëàãåí ïî ýòîé ìåòîäèêå îêðàñêè íå äàåò è
íå ìåøàåò îïðåäåëåíèþ íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ. Ñîäåð-
æàíèå êèñëûõ ïîëèñàõàðèäîâ îïðåäåëÿëè ïî ñîäåðæàíèþ
ãåêñóðîíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü îïðåäåëÿ-
ëè îðöèíîâûì ìåòîäîì; êàëèáðîâêó ïðîèçâîäèëè ïî ãëþ-
êóðîíîâîé êèñëîòå (Ñëóöêèé, 1969). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
âåçäå áðàëè ñîîòâåòñòâóþùèé áóôåð. Êîíöåíòðàöèþ êîë-
ëàãåíà â ðàñòâîðå êîíå÷íîãî ïðîäóêòà îïðåäåëÿëè ïî îä-
íîé èç ìîäèôèêàöèé ìåòîäà Ëîóðè (Äàðáðå, 1989); êàëèá-
ðîâêó ïðîèçâîäèëè ïî îáðàçöîâîìó êîëëàãåíó, ïîëó÷åí-
íîìó èç ñóõîæèëèé êðûñèíîãî õâîñòà (Chandrakasan et al.,
1976), êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî ïðåäâàðèòåëüíî áûëà îïðå-
äåëåíà ñæèãàíèåì íà îêñèïðîëèí. ×èñòîòó ïîëó÷åííûõ
êîëëàãåíîâ ïðîâåðÿëè ýëåêòðîôîðåçîì â ïîëèàêðèëàìèä-
íîì ãåëå c 4 M ìî÷åâèíîé ïî ìåòîäó, ïîçâîëÿþùåìó ðàç-
äåëèòü è óâèäåòü ïðèìåñè êàê íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ,
òàê è êîëëàãåíîâ äðóãèõ òèïîâ, åñëè îíè ïðèñóòñòâóþò â
îáðàçöå (Lillie et al., 1987).

Ï ð î â å ð ê à ê î ë ë à ã å í î â í à ã å ë å î á ð à ç î â à -
í è å. Ãåëè ãîòîâèëè ïî ìåòîäó Áåëë è ñîàâòîðîâ (Bell
et al., 1979). Ðàñòâîðû êîëëàãåíîâ â êîëè÷åñòâå îêîëî 1 ã
ðàçáàâëÿëè âî ëüäó äåèîíèçîâàííîé âîäîé è 10-êðàòíûì
ôèçèîëîãè÷åñêèì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS) äî îáùåé
êîíöåíòðàöèè êîëëàãåíà 2 ìã/ìë, òàê ÷òîáû îáúåì áóôåð-
íîãî ðàñòâîðà ñîñòàâëÿë 1/10 îò îáùåãî îáúåìà, ïåðåìå-
øèâàëè ïàëî÷êîé è íåéòðàëèçîâàëè 1.5 Ì NaOH (êîíòðî-
ëèðîâàëè ïî öâåòó ôåíîëîâîãî êðàñíîãî), çàòåì ïîìåùà-
ëè íà 20 ìèí â òåðìîñòàò ïðè 37 °Ñ. Îáðàçîâàâøèéñÿ ãåëü
áåç çàòðóäíåíèé èçâëåêàëè öåëèêîì èç ñîñóäà.

Î ö å í ê ó ê à ÷ å ñ ò â à ï î ë ó ÷ å í í û õ ê î ë ë à ã å í î â
ê à ê ì à ò ð è ê ñ î â ä ë ÿ ê ë å ò î ÷ í î ã î ê ó ë ü ò è â è ð î-
â à í è ÿ ïðîâîäèëè íà ñìåøàííîé êóëüòóðå êàðäèîìèîöè-
òîâ è ôèáðîáëàñòîâ èç ñåðäåö íîâîðîæäåííûõ (2—5 ñóò)
êðûñÿò. Êóëüòóðû êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû ïî ìåòîäó Ìîè-
ñååâîé ñ ñîòðóäíèêàìè (1998). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê
âåëè íà êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ (1 ìã/ìë); ñìåñü äëÿ îáðàçî-
âàíèÿ ãåëÿ íàìàçûâàëè íà êóëüòóðàëüíóþ ÷àøêó, âûäåð-
æèâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì 1 ÷ â PBS, îïî-
ëàñêèâàëè ñðåäîé è ñåÿëè êëåòêè. Ùåëî÷íî-ñîëåâîé êîë-
ëàãåí, íå îáðàçóþùèé ãåëÿ (ìåòîäèêà 7) íàíîñèëè â
êà÷åñòâå ïîêðûòèÿ. Äàëåå çà êóëüòóðàìè êëåòîê íàáëþäà-
ëè, èñïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï. Íàáëþäåíèå
ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 2 íåä. Áûëè ïðîâåäåíû 2 ñåðèè
îïûòîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êîëëàãåí êîæè âïåðâûå áûë ðàñòâîðåí Îðåõîâè÷åì è
Øïèêèòåðîì (1962) â êèñëîì öèòðàòíîì áóôåðå. Ñ òåõ
ïîð áûëè ïðåäëîæåíû ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè ðåöåïòó-
ðû ðàñòâîðåíèÿ êîëëàãåíà â êèñëûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ.
Êîëëàãåí èçâëåêàþò èç áîãàòûõ èì òêàíåé, â îñíîâíîì ñó-
õîæèëèé è êîæè, à òàê êàê òàì ïîìèìî êîëëàãåíà ñîäåð-
æàòñÿ è äðóãèå êîìïîíåíòû, â îñíîâíîì íåêîëëàãåíîâûå
áåëêè, ýëàñòèí è êèñëûå ïðîòåîãëèêàíû, òðåáóåòñÿ èõ îò-
äåëåíèå îò êîëëàãåíà. Íàèáîëåå èçâåñòåí è ÷àùå âñåãî
óïîòðåáëÿåòñÿ ìåòîä, ïðè êîòîðîì íåêîëëàãåíîâûå áåëêè
è êèñëûå ïðîòåîãëèêàíû ýêñòðàãèðóþòñÿ 0.5 Ì óêñóñíî-
êèñëûì íàòðèåì, à ñàì êîëëàãåí ïîñëå ýòîãî — êèñëûì
öèòðàòíûì áóôåðîì, êîòîðûé áëàãîäàðÿ õåëàòíîìó äåé-
ñòâèþ öèòðàòà íåéòðàëèçóåò êàëüöèé, ìîãóùèé ïîìåøàòü
ðàñòâîðåíèþ êîëëàãåíà (Gallop, Seifter, 1963). Â äðóãîé
ìåòîäèêå ïðèìåñè ýêñòðàãèðîâàëè 10%-íûì (1.7 Ì) íåçà-
áóôåðåííûì NaCl, à êîëëàãåí 0.1 Ì — êèñëûì ôîñ-
ôàò-öèòðàòíûì áóôåðîì èëè ðàçáàâëåííîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòîé (Highberger, Whitmore, 1960). Ïðè ýòîì àâòîðû ñî-
îáùàþò, ÷òî ïðè î÷åíü òùàòåëüíîì èçìåëü÷åíèè
ìàòåðèàëà è ìíîãîêðàòíîé ýêñòðàêöèè èì óäàëîñü ïåðåâå-
ñòè â ðàñòâîð èëè â ñîñòîÿíèå âÿçêîé ñóñïåíçèè ïðàêòè÷å-
ñêè âåñü êîëëàãåí òåëÿ÷üåé êîæè. Ïîñëå îáðàáîòêè 0.5 Ì
NaH2PO4 (Dumitru, Garrett, 1957) óäàëîñü ïîëíîñòüþ ðàñ-
òâîðèòü â âîäå ñóõîæèëèå êðûñèíîãî õâîñòà. Ïðè ðàñ-
ñìîòðåíèè äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ ôîñôàòíûõ áóôåðîâ è
ðàñòâîðîâ NaCl íà èçìåëü÷åííóþ òåëÿ÷üþ äåðìó (Gross
et al., 1955) 0.45 Ì ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 8.0, èçâëåêàë
èç ðàñòâîðà áîëüøå âñåãî áåëêîâ ïðè ñðàâíèòåëüíî íå-
áîëüøîì êîëè÷åñòâå èçâëå÷åííîãî êîëëàãåíà. Íàêîíåö,
ïðè ïîëó÷åíèè êîëëàãåíà èç ñóõîæèëèé ñãèáàòåëåé êîïûò
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðèìåíÿëè ïðåäâàðèòåëüíóþ ýê-
ñòðàêöèþ ïðèìåñåé ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì PBS,
ðàçáàâëåííûì âîäîé 1 : 2 (ñóììàðíàÿ èîííàÿ ñèëà
0.052 Ì, ðÍ 7.6—8.5) è ïîñëå ýòîãî ýêñòðàêöèþ êîëëàãåíà
0.5 Ì óêñóñíîé êèñëîòîé (Kemp et al., 1992); àâòîðû ñîîá-
ùàþò, ÷òî âûõîä êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üåé êîæè ñîñòàâëÿåò
2.3 % îò ìàññû ñûðîé äåðìû. Ïðè ïîëó÷åíèè áèîòåõíîëî-
ãè÷åñêîãî êîëëàãåíà èç êîæè çàðîäûøåé ñâèíåé (Fofo-
noff, Bell, 1991) êîæó òàêæå ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâà-
ëè PBS, ðàçâåäåííûì 1 : 2.

Ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü âñå óïîìÿíóòûå ìåòîäû ïîëó-
÷åíèÿ êîëëàãåíà, ó÷èòûâàÿ âûõîä è êà÷åñòâî ïîëó÷àåìîãî
ïðîäóêòà. Ìû òàêæå ðåøèëè ïîïûòàòüñÿ îñóùåñòâèòü
ïðåäâàðèòåëüíóþ ïðîìûâêó äåðìû ùåëî÷íûì áóôåðîì
íèçêîé èîííîé ñèëû — 0.02 Ì Na2HPO4, ïðèìåíÿåìûì

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üåé øêóðû äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè 599



äëÿ îñàæäåíèÿ ôèáðèëëÿðíîãî êîëëàãåíà äèàëèçîì. Êîë-
ëàãåí ðàñòâîðÿòü îí íå äîëæåí, à ðÍ 9.5 ïðåäïîëàãàåò âîç-
ìîæíîñòü õîòÿ áû ÷àñòè÷íîãî óäàëåíèÿ íåêîëëàãåíîâûõ
áåëêîâ è êèñëûõ ïðîòåîãëèêàíîâ. Äëÿ ýêñòðàêöèè êîëëà-
ãåíà ìû ïðèìåíèëè, êàê îáû÷íî, 0.5 Ì óêñóñíóþ êèñëîòó
ñ äîáàâêîé ÝÄÒÀ.

Íà ðèñ. 1 è 2 ïîêàçàíà äèíàìèêà ýêñòðàêöèè íåêîëëà-
ãåíîâûõ áåëêîâ è êèñëûõ ïðîòåîãëèêàíîâ (ïî ãåêñóðîíî-
âûì êèñëîòàì), â òàáëèöå — ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî èçâ-
ëå÷åííûõ ïðèìåñåé è âûõîä êîíå÷íîãî ïðîäóêòà. Âèäíî,
÷òî ëó÷øå âñåãî èçâëå÷åíèå ïðèìåñåé è ïî äèíàìèêå, è
ïî îáùåìó èõ êîëè÷åñòâó ïðîèñõîäèò ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìåòîäèêè 4 — ïðè îáðàáîòêå 0.5 Ì Na2HPO4. Ñóììàðíî
ïðèìåñè ëó÷øå âñåãî èçâëåêàþòñÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäèê 3
è 4 — ïðè ýêñòðàêöèè äîñòàòî÷íî êîíöåíòðèðîâàííûìè
ðàñòâîðàìè ôîñôàòîâ. Îñòàëüíûå ìåòîäèêè íå ñëèøêîì
ðàçëè÷àþòñÿ ïî îáùåìó êîëè÷åñòâó èçâëå÷åííûõ íåêîë-
ëàãåíîâûõ áåëêîâ, íî ïî êîëè÷åñòâó èçâëå÷åííûõ ãåêñó-
ðîíîâûõ êèñëîò ìåòîäèêè 5 è 6, ïî êîòîðûì îáðàáîòêà âå-
ëàñü ðàñòâîðàìè ñðàâíèòåëüíî íèçêîé èîííîé ñèëû, ñèëü-
íî îòñòàþò. Ïî âûõîäó ïðîäóêòà âûèãðûâàþò ìåòîäèêè 3,
4 è 6, ïðè÷åì ìåòîäèêà 6, ïðåäëîæåííàÿ íàìè, ëó÷øå âñåõ
ïî âûõîäó êîëëàãåíà. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî ýòî îáúÿñíÿåòñÿ
ðàçðûõëåíèåì ñòðóêòóðû äåðìû â ðàñòâîðå íèçêîé èîí-
íîé ñèëû — 0.02 Ì è ùåëî÷íîãî ðÍ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïî âûõîäó êîëëàãåíîâ íîñÿò ñðàâíèòåëüíûé õàðàêòåð; àá-

ñîëþòíûå öèôðû ìîãóò, ïî-âèäèìîìó, ìåíÿòüñÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò èíòåíñèâíîñòè äèñïåðãèðîâàíèÿ òêàíè.

×èñòîòó ïîëó÷åííîãî êîëëàãåíà ïðîâåðÿëè ýëåêòðî-
ôîðåçîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè 4 Ì ìî-
÷åâèíû (Lillie et al., 1987). Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåíû ýëåêòðî-
ôîðåãðàììû äëÿ âñåõ ïîëó÷åííûõ âàðèàíòîâ êîëëàãåíà; â
êà÷åñòâå êîíòðîëÿ (Ê) èñïîëüçîâàí ÷èñòûé êîëëàãåí
I òèïà, ïîëó÷åííûé èç ñóõîæèëèé êðûñèíîãî õâîñòà ïî
èçâåñòíîé ìåòîäèêå (Chandrakasan et al., 1976). Âèäíî,
÷òî âñå âàðèàíòû êîëëàãåíîâ èäåíòè÷íû, êðîìå âàðèàíòà
7 (ùåëî÷íî-ñîëåâîãî), è ñîäåðæàò òîëüêî a-, b- è g-öåïè
êîëëàãåíà I òèïà, à äðóãèõ òèïîâ êîëëàãåíà è íåêîëëàãå-
íîâûõ áåëêîâ íåò. Â âàðèàíòå 7 âñå ïîëîñû ðàñïîëîæåíû
âûøå, ïî-âèäèìîìó âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ îáùåãî çàðÿäà
è ãèäðîôîáíîñòè ìîëåêóëû ïðè äåçàìèäèðîâàíèè ïðè
äåéñòâèè ùåëî÷è; ýòî îòìå÷àëîñü è ðàíåå (Hattori et al.,
1999). Òàêèì îáðàçîì, ïîñòîðîííèõ áåëêîâûõ ïðèìåñåé è
êîëëàãåíîâ äðóãèõ òèïîâ ïîëó÷åííûå êîëëàãåíû íå ñî-
äåðæàò. Ðàçíèöà ìåæäó âàðèàíòàìè â êîëè÷åñòâå èçâëå-
÷åííûõ íåêîëëàãåíîâûõ ïðèìåñåé, ïî-âèäèìîìó, íèâåëè-
ðóåòñÿ â ïðîöåññå äàëüíåéøåé î÷èñòêè êîëëàãåíà.

Ïðîáà íà æåëèðîâàíèå, êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ïî-
êàçàëà, ÷òî õîðîøî æåëèðóþò âñå êîëëàãåíû, êðîìå ùå-
ëî÷íî-ñîëåâîãî; îí è íå äîëæåí æåëèðîâàòü, òàê êàê
âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿäîâ âäîëü òðîé-
íîé ñïèðàëè êîëëàãåíà íå îáðàçóåòñÿ ôèáðèëë íàòèâíîãî
òèïà (Hattori et al., 1999).

Ïîëó÷åííûå êîëëàãåíû òåñòèðîâàëè ïî èõ ñïîñîáíî-
ñòè ïîääåðæèâàòü ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü êàðäèî-

600 Ë. Â. Êóõàðåâà, Í. È. Øàìîëèíà, Å. Â. Ïîëåâàÿ

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ýêñòðàêöèè èç äåðìû íåêîëëàãåíîâûõ áåëêîâ.

Íîìåðà êðèâûõ ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì èñïîëüçîâàííûõ ìåòîäèê îáðà-
áîòêè (1—6) (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).

Ïðåäâàðèòåëüíàÿ ýêñòðàêöèÿ ïðèìåñåé èç äåðìû
è âûõîä êîíå÷íîãî ïðîäóêòà (êîëëàãåíà)

Ïðîäóêòû
Ìåòîäèêà âûäåëåíèÿ

1 2 3 4 5 6 7

Íåêîëëàãåíîâûå áåëêè, ìêã
íà 1 ã ñûðîé äåðìû

6300 6900 6400 7100 6300 5700

Ãåêñóðîíîâûå êèñëîòû, ìêã
íà 1 ã ñûðîé äåðìû

290 340 400 750 110 100

Êîëëàãåí, % îò ìàññû ñûðîé
äåðìû

1.5 1.15 3.56 4.1 0.93 5.97 11

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ýêñòðàêöèè èç äåðìû ïðîòåîãëèêàíîâ (ãåêñó-
ðîíîâûõ êèñëîò).

Íîìåðà êðèâûõ ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì èñïîëüçîâàííûõ ìåòîäèê îáðà-
áîòêè (1—6) (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).



ìèîöèòîâ â ñìåøàííîé êóëüòóðå êàðäèîìèîöèòîâ è ôèá-
ðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ñåðäåö íîâîðîæäåííûõ (2—
5 ñóò) êðûñ (Ìîèñååâà è äð., 1998). Òåñò îñíîâàí íà ñïî-
ñîáíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
îáðàçîâûâàòü êîëîíèè; êîëîíèè ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàçìåðó,
êîëè÷åñòâó, ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ è õàðàêòåðó ñîêðà-
ùåíèÿ (ñèíõðîííîå è àñèíõðîííîå). Ïðè ïîñëåäóþùåì
êóëüòèâèðîâàíèè êîëîíèè ñïîñîáíû îáúåäèíÿòüñÿ â åäè-
íóþ ñîêðàòèòåëüíóþ ñåòü. Êðèòåðèÿìè âîçìîæíîñòè èñ-
ïîëüçîâàíèÿ êîëëàãåíîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÿâ-
ëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü îáåñïå÷èâàòü: 1) àäãåçèþ, 2) ðàñ-
ïëàñòûâàíèå, 3) ïåðåìåùåíèå êëåòîê ïî ñóáñòðàòó,
4) îáðàçîâàíèå è ñîêðàùåíèå êîëîíèé. Â ðåçóëüòàòå òåñ-
òèðîâàíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû.

Ò å ñ ò è ð î â à í è å ê î ë ë à ã å í à. Ì å ò î ä è ê à 1 è 2.
Àäãåçèÿ êëåòîê íà 4-å ñóò íåâåëèêà, ìíîãî íåîñåâøèõ
êëåòîê. Íà 7-å ñóò ðåäêèå íåñîêðàùàþùèåñÿ êîëîíèè è
íåáîëüøèå ó÷àñòêè êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ.

Ì å ò î ä è ê à 3. Ðåäêèå íåñîêðàùàþùèåñÿ êîëîíèè íà
4-å ñóò, íà 7-å ñóò ÷èñëî êîëîíèé óâåëè÷èâàåòñÿ; ñîêðàùà-
þùèõñÿ êîëîíèé î÷åíü ìàëî.

Ì å ò î ä è ê à 4. Íà 4-å ñóò àäãåçèÿ êëåòîê íåâåëèêà, íî
÷åðåç 7 ñóò îòìå÷àåòñÿ îáðàçîâàíèå íåñêîëüêèõ ñîêðàùà-
þùèõñÿ êîëîíèé, ðàçäåëåííûõ ìîíîñëîéíûìè ó÷àñòêàìè
èç ôèáðîáëàñòîâ.

Ì å ò î ä è ê à 5. Àäãåçèÿ êëåòîê íà 4-å ñóò ñðåäíÿÿ, íà
7-å ñóò íà ãåëå èç êîëëàãåíà, ïîëó÷åííîãî ïî ýòîé ìåòîäè-
êå, îòìå÷àþòñÿ îäèíî÷íûå ñîêðàùàþùèåñÿ êîëîíèè è
îäíà îãðîìíàÿ ìîíîñëîéíàÿ êîëîíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ, â
ïðåäåëàõ êîòîðîé êëåòêè ñîêðàùàþòñÿ àñèíõðîííî (ïî-
äðàãèâàþò).

Ì å ò î ä è ê à 6. Íà 4-å ñóò îòìå÷àåòñÿ îáðàçîâàíèå êî-
ëîíèé, íà 7-å ñóò ìíîãèå êîëîíèè ñîêðàùàþòñÿ. Êîëîíèè
îáúåäèíÿþòñÿ ìåæäó ñîáîé, íàáëþäàåòñÿ ñèíõðîííîå ñî-
êðàùåíèå êîëîíèé.

Ì å ò î ä è ê à 7 (ï î ê ð û ò è å). Íà 4-å ñóò ïî÷òè âñÿ ïî-
âåðõíîñòü ïîêðûòèÿ çàíÿòà êëåòêàìè (àäãåçèÿ âûñîêàÿ,

ìíîãî÷èñëåííûå ìîíîñëîéíûå ó÷àñòêè). Íà 7-å ñóò ïðàê-
òè÷åñêè âñå ïîëå ïîêðûòî ñïëîøíûì ìîíîñëîåì êëåòîê.
Êîëîíèè ðåäêèå, ñîêðàùàþùèåñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, âñå ïîëó÷åííûå êîëëàãåíû îêàçàëèñü
íåòîêñè÷íûìè äëÿ êëåòîê è àäãåçèâíûìè, õîòÿ è â ðàçíîé
ñòåïåíè. Íàèëó÷øèìè ñëåäóåò ïðèçíàòü âàðèàíòû 5, 7 è 6;
â âàðèàíòå 6 íàáëþäàëîñü äàæå ñèíõðîííîå ñîêðàùåíèå
êàðäèîìèîöèòîâ. Âàðèàíòû 6 è 7 áûëè ïðîâåðåíû âòîðè÷-
íî; äëÿ ñðàâíåíèÿ áûë ïðîâåðåí îáðàçöîâûé êîëëàãåí, ïî-
ëó÷åííûé èç ñóõîæèëèé êðûñèíîãî õâîñòà (ïî ìåòîäèêå:
Chandrakasan et al., 1976), î êîòîðîì èçâåñòíî, ÷òî îí áëà-
ãîïðèÿòåí äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòîê (Grinnell, 1982). Íà 2-å
ñóò âåçäå áûëî ìíîãî àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê è áûëè ðàñ-
ïëàñòàííûå. Íà 5-å ñóò âåçäå íàáëþäàëè ñèíõðîííî ñî-
êðàùàþùèåñÿ êîëîíèè ñ õàðàêòåðíûìè ñòðóêòóðàìè èç
ñëèâøèõñÿ êàðäèîìèîöèòîâ, ñîåäèíåííûõ òÿæàìè. Âàðè-
àíòû 6 è 7, òàêèì îáðàçîì, íàéäåíû èäåàëüíî ïîäõîäÿùè-
ìè äëÿ êëåòî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïåðâûé â êà÷åñòâå
ãåëÿ, ò. å. ñòðóêòóðîîáðàçóþùåãî íîñèòåëÿ, âòîðîé — â
êà÷åñòâå ïîêðûòèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïðîâåðåí ðÿä ñïîñîáîâ ïîëó÷å-
íèÿ êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üåé êîæè ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ôåð-
ìåíòàòèâíûì îáåçâîëîøèâàíèåì ïî âûõîäó è êà÷åñòâó
êîíå÷íîãî ïðîäóêòà è åãî ïðèãîäíîñòè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
â òêàíåâîé èíæåíåðèè è êëåòî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè.
Íàèëó÷øèì îêàçàëñÿ ìåòîä, â êîòîðîì èñïîëüçóþòñÿ
0.02 Ì Na2HPO4 äëÿ ïðåäâàðèòåëüíîãî óäàëåíèÿ ïðèìå-
ñåé è 0.5 Ì óêñóñíàÿ êèñëîòà ñ äîáàâêîé 5 ìÌ ÝÄÒÀ äëÿ
ýêñòðàêöèè êîëëàãåíà. Íà îñíîâàíèè ýòîé ðåöåïòóðû
íàìè ïîëó÷åí ïàòåíò (Êóõàðåâà è äð., 2003) íà ïîëó÷åíèå
êîëëàãåíà òêàíåèíæåíåðíîãî è ìåäèöèíñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Äàðáðå À. (Ðåä.). 1989. Ïðàêòè÷åñêàÿ õèìèÿ áåëêà. Ì.:
Ìèð. 621 ñ.

Äîñîí Ð. è äð. (Ðåä.). 1991. Ñïðàâî÷íèê áèîõèìèêà. Ì.:
Ìèð. 543 ñ.

Èñòðàíîâ Ë. Ï., Áîíäàðåâà Ë. Í. 1969. Èñïîëüçîâàíèå êîë-
ëàãåíñîäåðæàùåãî ñûðüÿ äëÿ ìåäèöèíñêèõ è ìèêðîáèîëîãè÷å-
ñêèõ öåëåé. Ëåêàðñòâà, ñðåäñòâà, ýêîíîìèêà, òåõíîëîãèÿ è ïåð-
ñïåêòèâû ïîëó÷åíèÿ. 4 : 1—43.

Êóõàðåâà Ë. Â., Ïàðàìîíîâ Á. À., Øàìîëèíà È. È., Ñåìåíî-
âà Å. Ã. 2003. Ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà äëÿ ëå÷åíèÿ ïàòîëî-
ãèé òêàíåé îðãàíèçìà. Ïàòåíò Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
¹ 2214827.

Ìîèñååâà Î. Ì., Ñåìåíîâà Å. Ã., Ïîëåâàÿ Å. Â., Ñåëèâàíî-
âà Ò. Â., Âëàñîâà Ò. Ä., Õèðìàíîâ Â. Í., Ïèíàåâ Ã. Ï. 1998. Ìî-
äåëèðîâàíèå ãèïåðòðîôèè ìèîêàðäà in vitro äëÿ ðåøåíèÿ âî-
ïðîñîâ ìåäèêàìåíòîçíîé êîððåêöèè. Öèòîëîãèÿ. 40 (12) :
1025—1030.

Îðåõîâè÷ Â. Í., Øïèêèòåð Â. Î. 1962. Áèîëîãè÷åñêîå çíà-
÷åíèå, ñâîéñòâà è ñòðîåíèå ðàñòâîðèìûõ êîëëàãåíîâûõ áåëêîâ
(ïðîêîëëàãåíîâ). Ì.: Èçä-âî ÀÍ ÑÑÑÐ. 29 ñ.

Ñëóöêèé Ë. È. 1969. Áèîõèìèÿ íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷å-
ñêè èçìåíåííîé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Ë.: Ìåäèöèíà. 375 ñ.

Øàìîëèíà È. È., Êóõàðåâà Ë. Â., Ïîëåâàÿ Å. Â., Öóðèêî-
âà Í. Â. 2008. Îáåçâîëàøèâàíèå òåëÿ÷üèõ øêóð ñ öåëüþ ïîëó-
÷åíèÿ èç íèõ êîëëàãåíà áèîòåõíîëîãè÷åñêîãî íàçíà÷åíèÿ. Èçâ.
âóçîâ. Òåõíîëîãèÿ ëåãêîé ïðîìûøëåííîñòè. 1 (1) : 86—89.

Øåñòàêîâà È. Ñ., Ìîèñååâà Ë. Â., Ìèðîíîâà Ò. Ô. 1990.
Ôåðìåíòû â êîæåâåííîì è ìåõîâîì ïðîèçâîäñòâå. Ì.: Ëåã-
ïðîìáûòèçäàò. 275 ñ.

Bell E. 2000. Organotypic and hystotypic models of enginee-
red tissues. In: Principles of tissue engineering. San-Diego: Aca-
dem. Press. 181—193.

Bell E., Ivarsson B., Merrill C. 1979. Production of a tissue-li-
ke structure by contraction of collagen lattices by human fibroblasts

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ êîëëàãåíà èç òåëÿ÷üåé øêóðû äëÿ òêàíåâîé èíæåíåðèè 601

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììà êîëëàãåíîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ïî-
ìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäèê (1—7).

K — êîíòðîëü; á, â, ã — ñóáúåäèíèöû êîëëàãåíà I.



of different proliferative potential in vitro. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 76 : 1274—1278.

Birê D. E., Bruckner P. 2005. Collagen suprastructures. Top.
Curr. Chem. 247 : 185—205.

Chandrakasan G., Torchia D. A., Piez K. A. 1976. Preparation
of intact monomeric collagen from rat tail tendon and skin and the
structure of the nonhelical ends in solution. J. Biol. Chem. 251 :
6062—6067.

Chvapil M., Kronental R. I., van Winkle W. 1973. Medical and
surgical applications of collagen. Int. Rev. Connect. Tis. Res. 6 :
1—60.

De Lustro F., Smith S. T., Sundsmo J., Nguyen M. A., McPher-
son G. M. 1986. Reaction to injectable collagen: results in animal
models and clinical use. Plastic and Reconstruction Surgery. 79 :
581—592.

Dumitru E. T., Garrett R. R. 1957. Solubilization of rat tail ten-
don collagen. Arch. Biochem. Biophys. 66 : 245—247.

Engel J., Bachinger H. P. 2005. Structure, stability and folding
of the collagen triple helix. Top. Curr. Chem. 247: 7—33.

Eyre D. R., Wu J. J. 2005. Collagen cross-links. Top Curr.
Chem. 247 : 207—209.

Fofonoff T. W., Bell E. 1991. Apparatus and method for spin-
ning and processing collagen fibers. USA pat. ¹ 5562946.

Gallop P. M., Seifter S. 1963. Preparation and properties of so-
luble collagens. Meth. Enzymol. 6 : 635—641.

Grinnell F. 1982. Cell-collagen interactions. Meth. Enzymol.
82 : 499—508.

Hattori S., Adachi E., Ebihara T., Shirai T., Someki I., Irie S.
1999. Alkali-treated collagen retained the triple-helical conformati-
on and the ligand activity for the cell adhesion via a2 b1 integrin. J.
Biochem. 125 : 676—684.

Highberger J. A., Whitmore R. A. 1960. Collagen fiber masses
and methods of making the same. USA pat. no. 2934446.

Kemp P. D., Falco L., Regan K., Bell E. 1992. Collagen com-
positions and methods for preparation thereof. USA pat.
¹ 5106949.

Lillie J. H., Wooton J. A. M., McCallum D. K., McKel-
vey S. W., Minor R. R. 1987. Electrophoretic isolation and peptide
mapping of collagen types with microsamples of tissue. Meth. Ezy-
mol. 145 : 171—183.

Ricard-Blum S., Ruggiero F., van der Rest M. 2005. The colla-
gen superfamily. Top. Curr. Chem. 247 : 35—4.

Timpl R. 1982. Antibodies to collagen and procollagen. Meth.
Enzymol. 82 : 482—98.

Ïîñòóïèëà 18 II 2010

METHOD OF PREPARATION OF TISSUE ENGINEERING AND CELL CULTIVATION
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Seven methods of preparation of intact native collagen with telopeptides by acid extraction of calf skin have
been compared; the hide was first dehaired by original mild enzymatical method using Bacillus licheniformis
protease. The noncollagenous proteins and proteoglycans were previously removed by different ways and colla-
gen was extracted by acid solvents and purified by salt precipitation. The dynamic of noncollagen impurities re-
moving was followed by noncollagen proteins and hexuronic acids analysis in extracts. The purity of the resul-
ting collagen was determined by polyacrilamide gel electrophoresis. The gel-forming capacity of the collagen
was determined and the suitability of the product for tissue engineering was estimated by cultivation of fibrob-
lasts and cardyomyocytes of new-born rats on collagen gells. All collagens obtained were not cytotoxic and had
good gel-forming capacity. The preparation method with noncollagen impurities removing with 0.02 M K2HPO4

and collagen solution with 0.5 M acetic acid and 5 mM EDTA proved to be the best by final yield of the product
and cell reaction to it. Hence, the optimal variant of collagen preparation method has been developed. The Rus-
sian Federation patent on this method was taken out.

K e y w o r d s: tissue engineering, collagen, collagen preparation, collagen fibril structure, cells in collagen
gels.
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