
ВМУ. Серия 3. ФИЗИКА. АСТРОНОМИЯ. 2020. № 6. С. 81–86. 81
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В данной работе методом динамического рассеяния света были получены рН-зависимости коэф-
фициента трансляционной диффузии Dt и гидродинамического радиуса Rh в буферных растворах
коллагена и коллагеназы при наличии ионов кальция, цинка и хрома. Выявлено незначительное
влияние ионов металлов на исследуемые молекулы. Измерены временные зависимости Dt и Rh

в растворах коллагена и коллагеназы при наличии активатора (Ca2+) и дубителя (Cr3+), а также
рассчитаны константы скорости расщепления белка. Получено, что добавление ионов хрома
замедляет процесс коллагенолиза на 70% (или в 3.3 раза) (k1 = 0.006 мин−1) по сравнению
с чистым раствором коллагена и коллагеназы (k1 = 0.02 мин−1). В свою очередь, наличие
ионов кальция ускоряет реакцию на 250% (или в 3.5 раза) (k1 = 0.07 мин−1). Однако заранее
хромированный коллаген менее подвержен биодеградации под воздействием активированной
коллагеназы (k1 = 0.009 мин−1).
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы наблюдается экспоненциаль-
ный рост интереса к процессу расщепления белка
коллагена под воздействием фермента коллагеназы
Clostridium histolyticum (коллагенолиз). Глубокое
понимание этого процесса необходимо для лече-
ния заболеваний в различных областях медицины:
онкологии, офтальмологии, хирургии, дерматологии,
косметологии, а также терапии гнойных и ожоговых
ран, отморожений [1].
В настоящее время коллагеназа используется

в препаратах для лечения заболеваний, которые воз-
никают в результате чрезмерного отложения белка
коллагена в некоторых органах, приводящем к на-
рушению их нормального функционирования [2, 3].
Наиболее часто используется бактериальная колла-
геназа, полученная из Clostridium histolyticum CHC
(возбудитель газовой гангрены) [4–6]. Поскольку
коллаген составляет одну треть всех белков в ор-
ганизме человека, то нарушение его синтеза может
привести к таким заболеваниям, как синдром Дю-
пюитрена, болезнь Пейрони и др. [7, 8]. В таких
случаях использование инъецируемой формы колла-
геназы или препаратов на ее основе может помочь
в деградации обструктивного коллагена [9].
Однако существуют и такие заболевания, при

которых коллагеновые волокна начинают произволь-
но разрушаться: остеохондроз, артроз, ухудшение
зрения, состояния сосудов и кожи [10]. Процесс
разрушения белка можно замедлить, используя инги-
биторы фермента или дубители белка. Хромирование
(или дубление) коллагена давно используется не
только в кожевенном производстве, но и для стаби-
лизации и упрочнения структуры молекул белка.
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Расщепление коллагеновых волокон под воздей-
ствием коллагеназы хорошо изучено с помощью
метода атомно-силовой микроскопии [11]. В данной
работе были изучены структурные изменения мо-
лекул коллагена под действием фермента, а также
вычислены скорости разрушения белка.
В работе [12] с помощью метода динамического

рассеяния света были исследованы временные за-
висимости коэффициента трансляционной диффузии
и гидродинамического радиуса в растворах на основе
смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере
с добавлением активатора — хлорида кальция. По-
казано, что добавление ионов кальция в растворы
приводит к увеличению скорости биодеградации кол-
лагена почти в 2 раза [12].
При использовании солей трехвалентного хрома

процесс деградации коллагена происходит менее
интенсивно, поскольку дубление молекул белка при-
водит к образованию поперечных связей («сшивок»)
между молекулярными цепями белковой структуры
и упрочнению ее пространственной конфигурации.
Хромовое дубление придает коллагену устойчивость
к воздействию ферментов [13].
Актуальность данной работы заключается в иссле-

довании процесса коллагенолиза методом динамиче-
ского рассеяния света при добавлении в растворы
дубителя белка коллагена (хлорида хрома) и актива-
тора коллагеназы (хлорида кальция). Данный метод
позволяет в режиме реального времени отслежи-
вать изменения физико-химических свойств молекул
в условиях, близких к физиологическим.

1. ИССЛЕДУЕМЫЕ ВЕЩЕСТВА

1.1. Коллаген

Коллаген (с греческого cola genno — клеерод-
ный) — это наиболее распространенный белок в ор-
ганизме млекопитающих. Он составляет одну треть

mailto:av.sukneva@physics.msu.ru
mailto:sergeeva@physics.msu.ru


82 ВМУ. Серия 3. ФИЗИКА. АСТРОНОМИЯ. 2020. № 6

части массы всех белков. Около 40% коллагена нахо-
дится в коже — самом большом органе человека [14].
В данной работе использовался 0.1% (1 мг/мл)
монодисперсный раствор коллагена I типа из кожи
теленка производства компании Sigma-Aldrich [15].
Молекулярная масса коллагена около 300 кДа, длина
300 нм, изоэлектрическая точка pI 6.0.
Коллаген может подвергаться необратимой дена-

турации: под воздействием температуры (различной
для разных типов коллагенов), микроорганизмов,
а также под влиянием солей тяжелых металлов,
сильных кислот и щелочей, альдегидов или облуче-
ния и др. Кроме того, коллаген может биодеградиро-
вать под воздействием фермента коллагеназы [16].

1.2. Коллагеназа

Коллагеназа — уникальный фермент, который
способен избирательно гидролизовать белок кол-
лаген [17]. Клостридиальная коллагеназа способна
полностью расщеплять тройную спираль белка [18].
Бактериальная коллагеназа синтезируется некото-

рыми микроорганизмами, например: CHC выделяет
коллагеназу, расщепляющую пептидную цепь кол-
лагена более чем в 200 местах. Таким образом,
разрушаются соединительнотканные барьеры в ор-
ганизме человека, что обеспечивает проникновение
(или инвазию) этого микроорганизма и способствует
возникновению и развитию газовой гангрены. Сам
возбудитель не содержит коллагена и поэтому не
подвержен действию коллагеназы [19].
Именно бактериальная коллагеназа характеризу-

ется высокой специфичностью действия на колла-
геновые волокна. Ее активаторами являются ионы
кальция и цинка [20, 21]. Zn2+ отвечает за ак-
тивацию амидной группы фермента, а Ca2+ — за
формирование третичной структуры молекулы [22].
Кроме того, активация CHC коллагеназы в водном
растворе хлоридом кальция приводит к увеличению
подвижности молекул фермента [23].
В работе использовалась коллагеназа CHC про-

изводства компании Sigma-Aldrich (США). Моле-
кулярная масса — 79.8 кДа. Цвет коричневый,
изоэлектрическая точка pI 6.0 [24].

2. МЕТОД ДИНАМИЧЕСКОГО РАССЕЯНИЯ
СВЕТА

Для измерения размеров молекул исследуемых ве-
ществ используется метод динамического рассеяния
света. Данный метод позволяет определить коэффи-
циент диффузии Dt дисперсных частиц в жидкости
путем анализа характерного времени флуктуаций
интенсивности рассеянного света. Далее из коэффи-
циента диффузии рассчитывается радиус наночастиц
Rh [25].
Хаотическое броуновское движение дисперсных

частиц приводит к микроскопическим флуктуаци-
ям их локальной концентрации и соответствующим
локальным неоднородностям показателя преломле-
ния среды. При прохождении лазерного луча через
такую среду часть света будет рассеяна на этих
неоднородностях. Флуктуации интенсивности рассе-
янного света будут соответствовать флуктуациям

локальной концентрации дисперсных частиц. Инфор-
мация о коэффициенте диффузии частиц содержится
в зависящей от времени корреляционной функции
флуктуаций интенсивности [26]. Временная автокор-
реляционная функция, согласно определению, имеет
следующий вид:

G(τ) =
〈
I(0)I(t− τ)

〉
= lim

tm→∞

1
tm

tm∫
0

I(t)I(t− τ)∂t,

(1)
где интенсивность I имеет различные значения во
время t и (t − τ). tm — это время интегрирования
(время накопления корреляционной функции). Оче-
видно, что при τ = 0 автокорреляционная функция
равна среднеквадратичной интенсивности 〈I2〉.
Из корреляционной функции можно получить ин-

формацию о коэффициенте трансляционной диффу-
зии Dt, из которого вычисляется гидродинамический
радиус частиц Rh.
В простом случае для монодисперсных растворов,

нормированная корреляционная функция флуктуа-
ции интенсивности имеет вид

G(τ) = a exp

(
−2τ
tc

)
+ b, (2)

где, в соответствии с решением уравнения диффузии,
обратное время корреляции равно

1
tc

= Dtq
2. (3)

Волновой вектор флуктуаций концентрации опи-
сывается выражением:

q =
4πn
λ

sin

(
θ

2

)
. (4)

В выражениях (2)–(4): a и b — экспериментальные
константы; n — показатель преломления жидкости,
в которой взвешены дисперсные частицы; λ — длина
волны лазерного света и θ — угол рассеяния.
Из коэффициента диффузии для монодисперсно-

го раствора, содержащего сферические частицы, по
формуле Стокса—Эйнштейна находим гидродинами-
ческий радиус Rh:

Dt =
kBT

6πηRh
, (5)

где kB — константа Больцмана, T — абсолютная тем-
пература и η — сдвиговая вязкость среды, в которой
взвешены частицы радиуса R.

3. ПРИГОТОВЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ

Для приготовления образцов использовался калий-
фосфатный буфер (К2HPO4, KH2PO4, 1M). Кон-
центрация коллагена в растворе составляла 0.03
мг/мл, концентрация коллагеназы — 0.3 мг/мл.
Ионная сила раствора при добавлении солей (CaCl2,
CrCl3) — µ = 0.03 моль/л. Образцы готовились
в лабораторных условиях непосредственно перед
проведением эксперимента, обрабатывались в ультра-
звуковой ванне с частотой 30 кГц в течение 2 мин.
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Рис. 1. рН-зависимости коэффициента трансляционной диффузии Dt (а) и гидродинамического радиуса Rh (б)
в буферных растворах: 1 — коллаген + CrCl3, 2 — коллаген + CaCl2, 3 — коллаген + ZnCl2, 4 — коллаген
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Рис. 2. рН-зависимости коэффициента трансляционной диффузии Dt (а) и гидродинамического радиуса Rh (б)
в буферных растворах: 1 — коллагеназа + CaCl2, 2 — коллагеназа, 3 — коллагеназа + ZnCl2, 4 — коллагеназа + CrCl3

Усреднение всех полученных данных проводилось по
3–5 измерениям (рис. 1–4). Показанные разбросы
значений имеют смысл стандартного отклонения от
среднего.
Хромированный коллаген был получен в резуль-

тате добавления хлорида хрома в буферный раствор
коллагена, далее использовался в экспериментах по
истечении 40 мин.
Эксперименты проводились на оптической уста-

новке «Photocor-Complex» с диодным лазером с дли-
ной волны 647 нм и мощностью 25 мВт. Температура
в кювете с исследуемым раствором поддерживалась
на уровне 30◦С при помощи встроенного в прибор
термостата [27].

4. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

1. С помощью метода динамического рассеяния
света были получены рН-зависимости коэффициента
трансляционной диффузии Dt (рис. 1, а) и гид-
родинамического радиуса Rh (рис. 1, б) молекул
коллагена в буферных растворах.

Полученные зависимости имеют нелинейный вид,
близкий к параболическому, с максимумом (рис. 1, а)
и минимумом (рис. 1, б) в области изоэлектрической
точки белка (pI 6.0).

Согласно теории Скэтчарда коэффициент межмо-
лекулярного взаимодействия меняется с ростом
суммарного заряда на макромолекуле по параболиче-
скому закону ∼ Z2 (эффект Доннана) с минимумом
в изоэлектрической точке белков (Z = 0) [28]. В со-
ответствии с формулой Dt = D0{1 + (2BM − [η])c}
коэффициент Dt зависит от коэффициента межмо-
лекулярного взаимодействия B, молекулярной мас-
сы M , характеристической вязкости η и концентра-
ции c [23].

Вблизи изоэлектрической точки коллагена коэф-
фициент Dt имеет максимальное значение, посколь-
ку коэффициент B минимален, а характеристическая
вязкость белка имеет достаточно большое значение
([η] = 1150 см3/г). При увеличении суммарного
заряда на поверхности молекул модуль |2BM − [η]|
в формуле Dt = D0{1+ (2BM − [η])c} уменьшается,
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Рис. 3. Временные зависимости Dt (а) и Rh (б) молекул коллагена в буферных растворах для смесей: 1 — хромированный
коллаген + коллагеназа + CaCl2, 2 — коллаген + коллагеназа + CrCl3, 3 — коллаген + коллагеназа, 4 — коллаген +

+ коллагеназа + CaCl2

соответственно Dt коэффициент тоже уменьшает-
ся [28].
При добавлении солей в буферный раствор кол-

лагена (CaCl2, ZnCl2, CrCl3) параболический вид
зависимостей с максимумом в области изоэлектриче-
ской точки белка сохраняется, что свидетельствует
о незначительном влиянии ионов металлов на моле-
кулы белка.
2. Далее в работе были получены рН-зависимости

коэффициента трансляционной диффузии Dt

(рис. 2, а) и гидродинамического радиуса Rh

(рис. 2, б) молекул коллагеназы в буферных
растворах.
Как видно из рисунков, зависимости имеют нели-

нейный вид, близкий к параболическому, с миниму-
мом (рис. 2, а) и максимумом (рис. 2, б) в области
изоэлектрической точки фермента (pI 6.0).
При сравнении рисунков 1, а и 2, а видно, что

в растворах коллагеназы коэффициент трансляци-
онной диффузии имеет минимум в области изо-
электрической точки, а не максимум, как в слу-
чае с коллагеном, поскольку, согласно формуле
Dt = D0{1 + (2BM − [η])c} [23], основной вклад
в значение Dt вносит не характеристическая вяз-
кость (значение для коллагеназы [η] = 0.6 см3/г),
а другие члены формулы. В связи с этим при уве-
личении суммарного заряда на поверхности молекул
модуль |2BM − [η]| увеличивается, соответственно
коэффициент Dt тоже увеличивается.
При добавлении солей в буферный раствор кол-

лагеназы (CaCl2, ZnCl2, CrCl3) параболический вид
зависимостей с минимумом в области изоэлектри-
ческой точки фермента сохраняется, что свидетель-
ствует о незначительном влиянии ионов металлов на
молекулы коллагеназы.
3. Также были получены временные зависимости

изменения коэффициента трансляционной диффу-
зии Dt (рис. 3, а) и гидродинамического радиуса Rh

(рис. 2, б) в буферных растворах для смесей:
1) коллагена и коллагеназы;
2) коллагена и коллагеназы с добавлением хлорида

кальция;

3) коллагена и коллагеназы с добавлением хлорида
хрома;

4) хромированного коллагена и активированной кол-
лагеназы ионами Ca2+.

Из рис. 3, б видно, что при наличии хлорида
кальция в течение первых 30 мин происходит более
резкое уменьшение радиуса рассеивающих частиц,
что указывает на усиление процесса биодеградации
белка коллагена (кривая 4). В растворах, содержа-
щих хлорид хрома, уменьшение Rh менее заметно
(кривая 2). Далее для более точной оценки процесса
были рассчитаны константы скорости данных реак-
ций.
4. На основании полученных значений гидроди-

намического радиуса Rh молекул коллагена были
построены временные зависимости lnRh(t) для ис-
следуемых смесей 1–4 для первых 40 мин (рис. 4).
Поскольку процесс коллагенолиза является реакцией
1 порядка, логарифмическая зависимость lnRh(t)
будет иметь линейный вид [29].
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Рис. 4. Временные зависимости lnRh(t) в буферных
растворах для смесей: 1 — коллаген + коллагеназа +
+ CaCl2, 2 — коллаген + коллагеназа, 3 — коллаген +
+ коллагеназа + CrCl3, 4 — хромированнный коллаген +

+ коллагеназа + CaCl2
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Кинетическое уравнение для реакции первого по-
рядка:

lnC = lnC0 − k1t, (6)

где C0 — начальная концентрация вещества, а k1 —
коэффициент скорости реакции

k1 = − tgα. (7)

Полученные значения k1 для исследуемых систем
приведены в таблице.

Таблица. Значения констант скорости k1 (мин−1) для ис-
следуемых растворов

Раствор k1

Коллаген + коллагеназа 0.02
Коллаген + коллагеназа + CaCl2 0.07
Коллаген + коллагеназа + CrCl3 0.006

Хромированный коллаген + коллагеназа + CaCl2 0.009

При добавлении соли CrCl3 в буферный раствор
коллагена и коллагеназы, константа скорости ре-
акции уменьшается: k1 = 0.006 мин−1 (рис. 4,
кривая 3) по сравнению с чистым раствором колла-
гена и коллагеназы, где k1 = 0.02 мин−1 (рис. 4,
кривая 2). Скорость расщепления молекул колла-
гена снижается на 70% (или в 3.3 раза), что
подтверждает влияние ионов хрома на упрочнение
структуры белка. Это связано с образованием по-
перечных водородных связей между положительно
заряженными (катионными) комплексами и отри-
цательно заряженным белком, которые упрочняют
структуру коллагена, в результате чего повышается
его устойчивость к действию фермента.
В свою очередь бактериальная коллагеназа изна-

чально содержит ионы кальция, которые отвечают
за формирование третичной структуры молекулы.
При добавлении соли CaCl2 в раствор, содержа-
щий коллагеназу, ионы Ca2+ занимают все свои
оставшиеся позиции и формируют наибольшее ко-
личество центров активности. В результате скорость
реакции увеличивается на 250% (или в 3.5 раза)
k1 = 0.07 мин−1 (рис. 4, кривая 1) в сравнении
с чистым раствором коллагена и коллагеназы.
При взаимодействии заранее хромированного кол-

лагена с активированной коллагеназой (ионами
Са2+) скорость реакции уменьшается на 87%
(или в 8 раз) (k1 = 0.009 мин−1) (рис. 4, кривая 4)
по сравнению с раствором коллагена и коллагеназы
при наличии CaCl2 (k1 = 0.07 мин−1) (рис. 4, кри-
вая 1). Однако в сравнении с раствором коллагена
и коллагеназы, содержащем соль CrCl3, скорость
реакции увеличивается на 50% (или в 1.5 раза)
(k1 = 0.006 мин−1, рис. 4, кривая 2). В результате
можно сделать вывод, что хромированный коллаген
менее подвержен биодеградации под воздействием
фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате подготовительной работы было выяв-
лено, что ионы кальция, цинка и хрома не оказы-
вают значительного влияния на молекулы коллагена

и коллагеназы в буферных растворах по отдель-
ности. Полученные pH-зависимости коэффициента
трансляционной диффузии Dt и гидродинамическо-
го радиуса Rh для исследуемых молекул имеют
нелинейный вид (близкий к параболическому) с ми-
нимумами и максимумами в изоэлектрической точке
соответственно (pI 6.0).
На основании полученных результатов можно сде-

лать вывод, что ионы хрома действительно упрочня-
ют структуру коллагена и скорость расщепления мо-
лекул белка снижается на 70%. Увеличить скорость
реакции на 50% можно путем добавления в растворы
ионов кальция. Однако, та скорость биодеградации
коллагеновых волокон, которая наблюдается в чи-
стом растворе все равно не достигается. Максималь-
ная скорость расщепления молекул белка получается
путем активации коллагеназы ионами Ca2+.

Исследование выполнено при поддержке Междис-
циплинарной научно-образовательной школы Мос-
ковского университета «Фотонные и квантовые тех-
нологии. Цифровая медицина».
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The pH dependences of the translational diffusion coefficient Dt and hydrodynamic radius Rh in buffer solutions of
collagen and collagenase in the presence of calcium, zinc, and chromium ions have been studied using the method
of dynamic light scattering. An insignificant influence of metal ions on the studied molecules has been revealed.
The time dependences of Dt and Rh in solutions of collagen and collagenase in the presence of an activator (Ca2+)
and tanning agent (Cr3+) are measured, and the rate constants of protein cleavage are calculated. It has been found
that the addition of chromium ions slows the collagenolysis process by 70% (or 3.3 times) (k1 = 0.006 (min−1)),
compared to pure solution collagen and collagenase (k1 = 0.02 (min−1)). In turn, the presence of calcium ions
accelerates the reaction by 250% (or 3.5 times) (k1 = 0.07 (min−1)). However, prechromated collagen is less
susceptible to biodegradation by activated collagenase (k1 = 0.009 (min−1)).
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