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Цель исследования — комплексное изучение механизмов развития радиационно-индуцированного повреждения коллагена и пос-
ледующего восстановления его структуры на различных уровнях иерархической организации.

Материалы и методы. В качестве модели коллагенсодержащей ткани использованы сухожилия хвостов крыс. Облучение в дозах 
2, 4, 6, 8 и 10 Гр проводилось на гамма-аппарате «Луч-1» (Россия) in vivo. Структура коллагена через 1 и 7 сут после облучения изуча-
лась методами определения устойчивости к воздействию трипсина, дифференциальной сканирующей калориметрии, конфокальной 
микроскопии с имиджингом генерации второй гармоники, кросс-поляризационной оптической когерентной томографии.

Результаты. Установлены определенные закономерности динамики изменений структуры коллагена в зависимости от срока после 
облучения. Через сутки после облучения коллагенсодержащей ткани ведущими являются процессы нарушения структуры коллагена на 
молекулярном уровне в результате воздействия активных форм кислорода. В течение недели после облучения происходит частичное 
восстановление структуры коллагена и, соответственно, его устойчивости к протеолитическому воздействию. Ионизирующее излу-
чение инициирует каскад реакций, начинающихся с непосредственного и опосредованного повреждения белка и завершающихся его 
ремоделированием в результате образования неферментативных сшивок между тройными спиралями, формирующими четвертичную 
структуру коллагена.
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The aim of the investigation is complex study of the mechanisms of radiation-induced collagen damage and following recovery of its 
structure on various levels of multilayer organization.

Materials and Methods. Rat tail tendons were used as the model of collagen containing tissue. The animals were exposed to radiation at 
the dosage of 2, 4, 6, 8, and 10 Gy using gamma-apparatus “Luch-1” (Russia) in vivo. The collagen structure was studied 1 and 7 days after the 
radiation by trypsin-resistance test, differential scanning calorimetry, confocal microscopy with second-harmonic generation imaging, and cross 
polarization optical coherence tomography.    

Results. There were determined certain regularities of collagen structural changes depending on radiation time. One day after the radiation 
of collagen containing tissue the leading processes were those of collagen structural damage at molecular level due to reactive oxygen species 
exposure. Within a week after the radiation, the collagen structure recovered partially, and therefore, there recovered its resistance to proteolytic 
activity. ionizing radiation initiated the cascade of reactions beginning with direct and indirect protein damage, and resulting in its remodeling as 
a result of nonenzymic bridging between triple helix forming quaternary structure of collagen.

Key words: collagen structure; ionizing radiation; radiation-induced damage; collagen remodeling.

Проблема радиационно-индуцированных изменений 
нормальных тканей до сих пор сохраняет свою актуаль-
ность [1]. Степень лучевых повреждений, возникающих 
в ранние и поздние сроки после проведения облучения, 
может варьировать от клинически незначимых измене-
ний до тяжелых осложнений, существенно влияющих на 
качество жизни пациентов [2]. Для разработки эффек-
тивных методов профилактики, диагностики и лечения 
побочных эффектов лучевой терапии необходимо под-
робное изучение механизмов развития повреждения и 
последующей регенерации биологических тканей.

В динамике изменений тканей, индуцированных воз-
действием ионизирующего излучения, важную роль 
отводят прогрессирующим нарушениям микроциркуля-
ции, а также деструкции коллагена, которая вызывает 
рубцовые изменения и опосредованную облитерацию 
сосудистого русла [3–5]. В качестве основных механиз-
мов радиационно-индуцированных нарушений струк-
турного и функционального состояния коллагена до 
настоящего времени рассматривались фрагментация 
молекул и деградация его структуры вследствие пря-
мого разрыва пептидных цепей, а также образование 
поперечных сшивок при опосредованном воздействии 
активных форм кислорода [6–9]. В течение последних 
5 лет проведены исследования, позволившие с помо-
щью современных методов получить подробную ин-
формацию о механизмах развития радиационно-инду-
цированного повреждения коллагена [10–13]. Данные 
работы, однако, осуществляли с целью изучения про-
цессов перестройки коллагена, возникающих в ходе 
стерилизации аллотрансплантатов кожи (аллодерм) 
ионизирующим излучением. Эксперименты проводи-
ли in vitro с использованием доз излучения (2–30 кГр), 
на порядки превышающих дозы, применяемые в целях 
лучевой терапии. Динамика повреждения и последую-
щего восстановления структуры коллагена in vivo при 
облучении в дозах, используемых в процессе лучевой 
терапии по поводу злокачественных новообразований, 
до настоящего времени не изучена.

Цель исследования — изучение дозовременных 
зависимостей динамики состояния коллагена на раз-
личных уровнях его иерархической организации под 
воздействием ионизирующего излучения на ранних 
сроках развития радиационно-индуцированного по-
вреждения. 

Материалы и методы. В качестве модели колла-
генсодержащей среды выбрано сухожилие хвостов 
крыс. Эта ткань, благодаря квазикристаллической од-
ноосной укладке молекул в фибриллы, фибрилл в во-
локна, а волокон в пучки, является идеальной модель-
ной системой, изменения которой можно трактовать 
однозначно. Эксперименты выполняли на белых бес-
породных крысах (всего 28 животных), содержащих-
ся в стандартных условиях вивария. Исследования 
проводили в соответствии с этическими принципами, 
установленными Европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей (принятой в 
Страсбурге 18.03.1986 и подтвержденной в Страсбурге 
15.06.2006). Облучение  осуществляли in vivo под об-
щей анестезией (Золетил, 50 мг/кг массы) на аппарате 
для дистанционной лучевой терапии «Луч-1» (Россия) 
(энергия пучка — 1,25 МэВ) однократно в дозах 2, 4, 
6, 8 и 10 Гр. Структуру коллагена изучали с исполь-
зованием комплекса методов в сроки 1 и 7 сут после 
облучения. 

Определение устойчивости к воздействию трипсина 
является классическим методом выявления степени 
деградации молекул коллагена, поскольку данный про-
теолитический фермент индуцирует деполимеризацию 
исключительно поврежденных молекул, тогда как трех-
спиральные интактные молекулы оказываются устой-
чивыми к его воздействию [14]. Образцы препариро-
ванного сухожилия высушивали на воздухе в течение 
24 ч при 37°С, после чего в течение суток выдерживали 
в растворе трипсина (концентрация — 1 мг/мл, отноше-
ние фермент : субстрат – 1:10) с добавлением азида 
натрия (0,02%). Количественной характеристикой ус-

Структура коллагена на ранних сроках развития радиационно-индуцированного повреждения
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тойчивости к трипсину является убыль массы образца 
после инкубации.

Способность образца коллагенового матрикса сор-
бировать воду зависит не только от его состава, но и 
от взаимодействия биополимеров матрикса, опреде-
ляющего количество доступных для адсорбции воды 
полярных групп и других характеристик его молекуляр-
ной и надмолекулярной организации. Изменение рав-
новесного содержания воды является, таким образом, 
интегральной характеристикой изменений, влияющих в 
том числе и на механические свойства соединительной 
ткани. Содержание воды в образцах определяли гра-
виметрически после набухания  высушенных препа-
ратов в 0,15 М растворе NaCl в течение 6 ч при 37°С. 
Содержание воды представляли как массу воды на 1 г 
высушенного препарата ткани.

Дифференциальная сканирующая калориметрия 
(ДСК) является прямым и наиболее эффективным мето-
дом регистрации на термограммах тепловой денатура-
ции белка и позволяет определить долю интактных мак-
ромолекул (по теплоте перехода спираль–клубок–ΔН) и 
совершенство фибриллярной упаковки (по температу-
ре денатурации — Тд); кроме того, динамика Тд отра-
жает изменения степени кросс-поперечного сшивания 
коллагенового волокна [15]. Образцы сухожилия для 
ДСК хранили при –20°С, непосредственно перед анали-
зом изымали и выдерживали в 0,15 М растворе NaCl в 
течение 1 ч при комнатной температуре. Исследования 
проводили на дифференциальном сканирующем кало-
риметре mettler TA 4000. Образцы массой 7–10 мг по-
мещали в герметичный алюминиевый бокс и нагревали 
в ячейке DsC30 от 5 до 100°C со скоростью сканиро-
вания 10°/мин. Определяемый тепловой эффект дена-
турации коллагена ΔН пересчитывали на сухую массу 
образцов. 

Для описания структуры коллагена на уровне во-
локон и пучков использована многофотонная мик-
роскопия с генерацией второй гармоники (ГВГ). 

Исследования проводили на микроскопе Lsm meta (Karl 
Zeiss, Германия). Возбуждение осуществляли импуль-
сным (100 фс) излучением Ti : сапфир-лазера (maiTai 
HP, spectra Physics, США) на длине волны 800 нм с 
частотой повторения импульсов 80 mГц. Каждая линия 
изображения усреднялась по 8 сканам для улучше-
ния отношения сигнал–шум. Образцы фиксировали в 
4% растворе формальдегида; непосредственно перед 
съемкой пучки коллагена диаметром ~400 мкм выделя-
ли из препаратов ткани и помещали между покровны-
ми стеклами с целью предотвращения высыхания. 

Для мониторинга изменений на уровне общей архи-
тектоники сухожилия использовали кросс-поляризаци-
онную оптическую когерентную томографию (КП ОКТ) 
[16]. Данный метод позволяет в режиме реального 
времени получать оптические изображения объекта в 
прямой и ортогональной поляризации одновременно с 
разрешением 10–15 мкм на глубине 1–2 мм. Наличие 
анизотропных свойств ткани приводит к появлению 
интерференционной картины в приемном сигнале, 
что на томограммах проявляется в виде регулярного 
чередования темных и светлых полос с периодом zb. 
Исследование методом КП ОКТ проводили in vivo по 
всей длине препарированного сухожилия в условиях 
общей анестезии. 

Результаты. Выявлена определенная последова-
тельность изменений структуры коллагена в зависимос-
ти от срока после облучения. Потеря массы интактных 
образцов сухожилий в растворе трипсина составляет 
не более 2%, что связано с протеолизом неколлагено-
вых белков матрикса ткани. Через 24 ч после облуче-
ния наблюдалось увеличение потери массы сухожилия 
по сравнению с интактными образцами на 5–10%, при 
этом различия между потерей массы интактных и облу-
ченных образцов оказались статистически значимыми 
независимо от дозы облучения. Потеря массы образца 
линейно возрастала с увеличением дозы облучения. 
Через неделю после облучения выявлялось уменьше-

ние потери массы образца, которое, однако, не 
достигало исходного уровня (рис. 1). 

На термограммах ДСК образцов сухожилий 
(рис. 2) при нагревании ткани наблюдаются два 
процесса. Первый протекает при 25°С, являет-
ся экзотермическим и связан с образованием 
водородных связей между полярными группа-
ми коллагена и молекулами воды [15]. Второй 
процесс — эндотермический, отражает погло-
щение теплоты при переходе макромолекул 
коллагена из спирали в клубок, т.е. процесс де-
натурации [15, 17–19]. Для интактных образцов 
теплота экзотермического перехода составляла 
ΔH=–(5±1) Дж/г, а денатурация осуществлялась 
при 66,7±1,2°С и характеризовалась теплотой 
ΔHд=42,1±0,5 Дж/г сухого препарата ткани. Эта 
величина соответствует  теплоте денатурации 
коллагена в тканях сухожилий и связок [18, 19]. 
Ионизирующее воздействие оказало значитель-
ное влияние на вид и характеристики эндотермы 
денатурации, которая через сутки после облу-
чения была представлена несколькими пиками 
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Рис. 1. Потеря массы образцов сухожилия в растворе трипсина в зави-
симости от дозы и срока после облучения
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с максимумами 63,7±1,2°С, 67,0±1,5°С и 71,0±1,5°С, а 
значение  ΔH снижалось до 31,1±3,5 Дж/г. Через неде-
лю после лучевого воздействия температура денатура-
ции увеличивалась, причем ее рост находился в поло-
жительной корреляции с дозой воздействия (рис. 2, б), 
а пики с максимумами ниже, чем Тд коллагена в интакт-
ной ткани, исчезали (рис. 2, а, кривая 4). 

Через 24 ч после облучения сорбционная способ-
ность высушенных образцов сухожилий существенно 
возрастала, что свидетельствовало о разрушении мо-
лекулярной структуры и подтверждало результаты ис-

следования устойчивости к трипсину (рис. 3, а). Через 
неделю после облучения способность сухожилия сор-
бировать воду снижалась пропорционально дозе облу-
чения (рис. 3, б). 

При изучении строения сухожилия с использованием 
многофотонной микроскопии на ГВГ-изображениях  ин-
тактных образцов волокна были плотно уложены в па-
раллельные первичные и вторичные пучки (рис. 4, а), 
на которых периодически встречались характерные 
для сухожильной ткани остроугольные складчатости 
(кримпы) [20]. На ГВГ-изображениях облученных об-
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разцов через сутки после воздействия структура во-
локон сохранялась, однако наблюдалось значительное 
расслоение вторичных пучков, особенно характерное 
для области складчатостей (рис. 4, б, в). Через неделю 
после облучения отмечалось значительное увеличение 
числа таких складчатостей по сравнению с интактными 
образцами (рис. 4, г). 

Упорядоченная упаковка стержнеобразных макро-
молекул коллагена в сухожилии обусловливает анизо-
тропию ткани, включая двулучепреломление [21]. 
Различие в показателях преломления для ортогональ-
ных поляризаций дает чередование темных и светлых 
полос на КП ОКТ-изображениях (рис. 5) с периодом ос-
цилляции интерференционного сигнала 90 мкм. Анализ 
КП ОКТ-изображений образцов сухожилий, подвергну-
тых ионизирующему излучению в дозах от 2 до 10 Гр, 
показал, что период осцилляции остается неизменным 
при данных сроках после облучения и серьезные нару-
шения упорядоченной анизотропной укладки коллагена 
отсутствуют.

обсуждение результатов. Факт нарушений струк-
туры коллагена после воздействия ионизирующего 
излучения известен с середины XX в. и достаточно 
широко освещен в литературе [7–9]. Авторами впер-
вые представлена динамика дегенеративных и реге-
неративных процессов основного белка соединитель-
ной ткани in vivo на всех уровнях его иерархической 
организации в зависимости от дозы и срока после 
облучения. Установлено, что изменения коллагена 
развиваются в основном на молекулярном уровне, а 
также на уровне волокон и происходят в несколько 
этапов. На первом этапе отмечается частичное раз-
рушение связей на уровне трехспиральной структуры, 
что отражается в снижении устойчивости образцов к 
протеолитическому воздействию, температуры дена-
турации и увеличении сорбционной емкости по срав-
нению с интактными образцами. Наличие на ДСК-тер-
мограммах низкотемпературного пика (или плеча) 
через сутки после облучения указывает на появление 
в образцах менее стабильной фракции коллагена 
(см. рис. 2). Таким образом, через 24 ч после облуче-
ния наблюдается частичная дезорганизация матрик-
са, заключающаяся в деградации отдельных макро-
молекул коллагена и нарушении их взаимодействия с 
другими химическими составляющими матрикса.

Через неделю после облучения наблюдается пере-
стройка структуры коллагена с увеличением количест-

ва кросс-поперечных сшивок, что подтверждается 
повышением температуры денатурации и снижением 
сорбционной емкости образцов по сравнению с кон-
тролем. Эти сшивки могут образовываться за счет 
конденсации аминогрупп боковых цепей остатков 
лизина и аль-лизина, который в свою очередь обра-
зуется в результате окислительного дезаминирования 
NH2-группы активными формами кислорода, генера-
ция которых наблюдается при воздействии гамма-
излучения. Возможно, значительную роль в развитии 
радиационно-индуцированного повреждения играет и 
малоновый альдегид, уровень которого в организме 
значительно возрастает под воздействием ионизиру-
ющего излучения [11]. Через неделю после облучения 
значение ΔH перехода спираль–клубок и экзотерми-
ческий тепловой эффект образования водородных 
связей водно-мостиковых структур возвращаются к 
уровню интактного сухожилия. Это означает, что мак-
ромолекулы коллагена в этих образцах находятся в 
конформации тройной спирали. Существенное уве-
личение Тд основной фракции коллагена указывает 
на затруднения образования аморфной фазы из ква-
зикристаллической [22]. Эти затруднения связаны с 
избытком межмолекулярных кросс-поперечных сши-
вок, ограничивающих подвижность полипептидных 
цепей и препятствующих переходу тройной спирали в 
случайный клубок [22, 17].  

Нельзя исключить, что расслоение третичных пуч-
ков, наблюдаемое на ГВГ-изображениях сухожилий, 
связано с повреждением фибробластов, расположен-
ных между вторичными и третичными пучками [22]. 
Наблюдаемое увеличение складчатости (кримпов) в 
облученных образцах коррелирует с известным фак-
том уменьшения модуля Юнга соединительных тканей, 
подвергнутых гамма-облучению. Кроме того, увеличе-
ние числа кримпов является показателем уменьшения 
в ткани натяжения (в том числе и внутреннего стресса), 
а их наличие гарантирует растяжение ткани при низких 
уровнях напряжения [20]. 

При изменении архитектоники ткани происходит 
изменение степени ее анизотропии и показателя пре-
ломления. При этом меняются период осцилляции ин-
терференционного сигнала и, соответственно, ширина 
полос на КП ОКТ-томограммах. Поэтому КП ОКТ явля-
ется крайне чувствительным методом диагностики при 
деградации коллагенового матрикса, особенно в тканях 
с плотной и организованной упаковкой, какими являют-

Рис. 5. Изображения кросс-поляризационной оптической когерентной томографии сухожилия в за-
висимости от дозы облучения и сроков после облучения

Сутки

Неделя

Интактные 2 Гр 4 Гр 6 Гр 8 Гр 10 Гр

М.В. Кочуева, Н.Ю. Игнатьева, О.Л. Захаркина, В.А. Каменский, Л.Б. Снопова, К.С. Кулабухова,  ...



СТМ ∫ 2012 - 4     29

 биомедицинские исследования   

ся сухожилия. Отсутствие качественных и количествен-
ных изменений на КП ОКТ-томограммах облученных 
сухожилий однозначно указывает, что архитектоника 
соединительной ткани при суммарных дозах от 2 до 
10 Гр в целом сохраняется. Наши результаты находятся 
в согласии с данными работы [13], в которой с помо-
щью просвечивающей электронной микроскопии пока-
зано отсутствие изменений коллагеновых фибрилл и 
их укладки в ткани кожи крыс, подвергнутых ионизиру-
ющему излучению в дозе 10 Гр.

Заключение. Через сутки после облучения колла-
генсодержащей ткани ведущими являются процессы 
нарушения структуры коллагена на молекулярном 
уровне в результате воздействия активных форм кис-
лорода. В течение недели после облучения происхо-
дит частичное восстановление структуры коллагена 
и, соответственно, восстановление его устойчивости 
к протеолитическому воздействию. Ионизирующее из-
лучение инициирует каскад реакций, начинающихся с 
непосредственного и опосредованного повреждения 
белка и завершающихся его ремоделированием в ре-
зультате образования неферментативных сшивок меж-
ду тройными спиралями, которые формируют четвер-
тичную структуру коллагена. 
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