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Одним из первых этапов изучения ди-
намики радиационно-индуцированной 
деградации тканей является определение 
модификации коллагенового каркаса при 
воздействии ионизирующего излучения. 
В литературных данных описываются, 
главным образом, изменения коллагена 
при облучениях дозами ≥ 10 кГр, которые 
проводятся для стерилизации коллагенсо-
держащих материалов. Они на несколько 
порядков превышают дозы, используе-
мые в клинике при проведении лучевой 
терапии, и вызывают глубокие повреж-
дения на всех уровнях структурной ие-
рархии коллагена – от молекул до общей 
архитектоники материала [8, 12, 13, 16]. 
Целью настоящей работы явилось выяв-
ление первичных радиационно-индуциро-
ванных изменений в коллагеновой сетке 
in vitro при воздействии ионизирующего 
излучения в дозе, вызывающей началь-
ные визуально определяемые изменения 

тканей. В качестве объекта исследования 
использовали сухожилия хвостов крыс с 
квазикристаллической одноосной уклад-
кой молекул в фибриллы, фибрилл — в 
волокна, а волокон — в пучки [3, 4]. 

Материалы и методы 
Отсеченные хвосты (n=3) белых бес-

породных крыс подвергали облучению 
с помощью аппарата для дистанционной 
лучевой терапии «Луч-1» (энергия пучка 
1,25 МэВ) однократно в дозе 10 Гр, что со-
ответствует 30 Гр в режиме стандартно-
го фракционирования. Далее сухожилие 
препарировали и исследовали методом 
кросс-поляризационной оптической коге-
рентной томографии (КП ОКТ) по всей 
длине. Затем сухожилие освобождали от 
мышечной ткани, отмывали в 0,15 M рас-
творе NaCl и выделяли пучки коллагена. 
Образцы сухожилия для изучения мето-
дом многофотонной микроскопии фик-

В работе изучен эффект ионизирующего излучения аппарата для дистанционной лучевой тера-
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Уменьшение энтальпии денатурации коллагена и устойчивости к действию протеолитического фермен-
та (трипсина) указывает на частичную деградацию макромолекул коллагена (19±7%). Появление после 
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сировали в 4% растворе формальдегида. 
Образцы для термического анализа хра-
нили при -20°С, непосредственно перед 
анализом изымали и выдерживали в 0,15 
М растворе NaCl в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Образцы для опре-
деления протеолитической устойчивости 
к трипсину высушивали на воздухе в те-
чение 24 ч, а для определения сорбцион-
ной емкости воды высушивали в вакууме 
при 50°C в течение 24 ч. 

Термическое поведение коллагена в 
образцах изучали с помощью дифферен-
циальной сканирующей калориметрии 
(ДСК) (DSC TA 4000, ячейка DSC30, 
METLER, Швейцария). Образцы массой 
10-20 мг герметично закрывали в стан-
дартных алюминиевых чашках и нагрева-
ли от 5 до 100°С со скоростью 10 К/мин. 
После проведения термического анализа 
образцы лиофильно высушивали и взве-
шивали. О степени деградации макромо-
лекул судили по уменьшению теплового 
эффекта денатурации ΔН в облученных 
образцах по сравнению с энтальпией де-
натурации коллагена в интактных образ-
цах сухожилий ΔНд. 

 В качестве количественной характери-
стики протеолитической устойчивости ис-
пользовали снижение массы образца после 
его инкубации в растворе трипсина (1 мг/мл, 
отношение фермент: субстрат 1:10) с до-
бавлением азида натрия (0,02%) и ЭДТА 
(0,025 M) в течение 24-х ч при 37°С. 

 Сорбционные свойства образцов опре-
деляли гравиметрически после набухания 
высушенных препаратов в 0,15 М рас-
творе NaCl с добавлением азида натрия 
(0,02%) в течение 6 ч при 37°С. Образцы 
промокали фильтровальной бумагой и 
взвешивали с точностью до 0,00001 г. Со-
держание воды выражали в процентах по 
отношению к массе высушенного препа-
рата ткани. 

Для получения микрофотографий с 
визуализацией волокон и пучков коллаге-
на была использована многофотонная ми-
кроскопия с регистрацией сигнала второй 
гармоники. Нелинейный сигнал генерации 
второй гармоники (ГВГ), возникающий от 
макромолекул коллагена с отличной от 
нуля нелинейной поляризуемостью [11], 
имел высокую интенсивность, что обу-
словлено плотной параллельной упаков-
кой хромофоров [6]. Исследования про-
водились на микроскопе LSM Meta (Karl 
Zeiss, Germany). Возбуждение осущест-
влялось импульсным (100 фс) излучением 
лазера (MaiTai HP, Spectra Physics, США) 
на длине волны 800 нм с частотой повто-
рения импульсов 80 MГц. Изображение 
среза, содержащее 1024×1024 пикселя, 
получали с увеличениями ×10, ×20 и ×40. 
Пучки коллагена диаметром ~ 400 мкм 
перед съемкой выделялись из препаратов 
ткани и помещались между покровными 
стеклами для предотвращения высыха-
ния. Основы метода и особенности его 
применения для получения ГВГ изобра-
жений коллагенсодержащих тканей под-
робно описаны в работах [7, 11] .

Для проведения исследований ме-
тодом КП ОКТ был использован ком-
пактный волоконно-оптический поля-
ризационно-чувствительный томограф, 
разработанный в Институте Прикладной 
Физики РАН (Н. Новгород, Россия). При-
бор оснащен гибким волоконно-опти-
ческим зондом, источником излучения 
является суперлюминесцентный диод  
(λ=980 нм). Разрешение системы в акси-
альном направлении составляет 10 мкм, в 
латеральном – 25 мкм. Количественную 
характеристику анизотропной среды – 
двулучепреломление (Δn) — рассчитыва-
ли по периоду модуляции интенсивности 
интерференционного обратно рассеянно-
го сигнала (zb): Δn=λ/(2zb). Основы ме-

тода и особенности его применения для 
получения КП ОКТ-изображений (томо-
грамм) коллагенсодержащих тканей под-
робно описаны в работах [1, 2].

Результаты и их обсуждение

При нагревании образцов интактных 
сухожилий в ДСК калориметре от 5 
до 100°С на термограммах проявляют-
ся два пика (рис. 1, кривая 1). Первый 
пик с максимумом 25°С (29,5±1,5 °C) 
соответствует экзотермическому про-
цессу с ΔH=- (5±1) Дж/г сухого препа-
рата ткани, а второй пик с максимумом 
66,7±1,2°С – эндотермическому процес-
су с ΔH=42,2±0,9 Дж/г, сухого препа-
рата ткани (n=7). Характеристики эндо-
термического перехода соответствуют 
денатурации коллагена (ΔHд и Тд [11, 
12]). Дополнительным доказательством 
того, что на ДСК термограммах при 
66,7±1,2°С регистрируется именно пере-
ход спираль-клубок, является раствори-
мость в трипсине (ферменте, который 
является катализаторм протеолиза по-
врежденных макромолекул коллагена, в 
то время как интактные трехспиральные 
молекулы устойчивы к воздействию се-
риновых протеаз [14]) образцов, изъятых 

из калориметра после прогрева до 80°С. 
Прогрев до 63°С не приводил к потере 
массы препаратов в растворе трипсина. 
Наличие экзотермического перехода при 
25°С при нагреве коллагенсодержащих 
тканей отмечалось в работе [10]. Там же 
было высказано предположение, что эф-
фект связан с образованием водородных 
связей между полярными группами кол-
лагена и молекулами воды или через во-
дно-мостиковые связи и приводит к упо-
рядочиванию системы биополимер-вода. 

После ионизирующего воздействия 
ДСК кривые препаратов сухожилий 
значительно изменялись. На эндотерме 
денатурации проявлялся низкотемпе-
ратурный пик, энтальпия денатурации 
снижалась до 33,5±5,5 Дж/г (n=5), а эк-
зотермический эффект на термограммах 
исчезал (рис. 1, кривая 2).

На облученных препаратах регистри-
ровалось снижение массы в растворе 
трипсина на 19±7% (n=9) по сравнению 
с интактными образцами, уменьшение 
массы которых за счет протеолиза не-
коллагеновых белков составляло 6±2% 
(n=9). Способность набухать в воде так-

Рис. 1. Типичные термограммы интактных (1) 
и облученных (2) секвестрированных образцов 
сухожилий хвостов крысы.

Рис. 2. ГВГ изображения ткани сухожилий до 
(а, в) и после (б, г) ионизирующего воздействия. 
Бар 200 мкм (а, б) и 50 мкм (в, г).
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этом полипептидные цепи не расходятся 
из-за наличия поперечных сшивок. Такое 
явление отмечалось, в частности, после 
кратковременного (30-900 с) УФ облуче-
ния раствора коллагена I (λ=253,7 нм) [9], 
а также в суставной капсуле после элек-
тротермического воздействия [5]. Дока-
зано, что фракция коллагена с понижен-
ной Тд характеризуется трехспиральной 
конформацией, хотя и менее стабильной, 
чем интактные молекулы [9]. Лишь при 
длительном (1 ч и более) УФ облучении 
(λ=302 нм) соединительных тканей [14, 
15] отмечалось устойчивое снижение 
максимума пика эндотермы денатурации 
на 10-20°С при одновременном умень-
шениии ΔHд. Таким образом, пролонги-
рованное воздействие приводит к серьез-
ным повреждениям первичной структуры 
белка, и, как следствие, к деструкции 
ее трехспиральной конформации. По-
видимому, механизмы воздействия на 
коллаген УФ и более жесткого гамма-
излучения схожи, и на начальной стадии 
лишь часть макромолекул оказывается 
деградированной. Нарушения первичной 
и третичной структуры белка приводили 
к изменению взаимодействия биополиме-
ра с растворителем – водой, что проявля-
лось в исчезновении экзотермического 
эффекта образования структурирующих 
водородных связей при 25°С. 

Выводы
При действии ионизирующего излу-

чения в относительно низких дозах пер-
вичным откликом в коллагеновой сети 
in vitro является частичная потеря и де-
стабилизация нативной трехспиральной 
конформации. Изменение же волокни-
стых структур является, по-видимому, 
вторичным по отношению к изменению 
белка на молекулярном уровне. Моди-
фикация матрикса соединительной тка-

ни in vivo протекает по более сложному 
механизму и включает стадии изменения 
коллагена с участием активных форм 
кислорода. Тем не менее, определенный в 
нашей работе первичный отклик каркаса 
матрикса важен для анализа последую-
щих деградации и репарации ткани. 
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же возрастала у высушенных облучен-
ных препаратов (264±27%, n=6 против 
223±21%, n=9, отличие статистически 
значимо, p<0,5). 

Ионизирующее воздействие приводи-
ло лишь к незначительным изменениям в 
упаковке коллагеновых волокон матрик-
са ткани (рис. 2), причем оно наблюда-
лось лишь при увеличении ×20 и выше. 
На ГВГ изображениях интактных образ-
цов ярко проявлялись морфологические 
особенности сухожильной ткани, где во-
локна параллельно уложены во вторич-
ные, а затем и третичные пучки, причем 
последние демонстрируют характерные 
для сухожильной ткани складчатости 
(кримпы). В облученных препаратах во-
локнистая структура в целом сохраня-
лась, хотя границы между вторичными 
и третичными пучками становились не-
сколько смазанными и отмечались ло-
кальные разрыхления волокон (рис. 2 г). 

Интерференционная картина на КП 
ОКТ томограммах (рис. 3), обусловлен-
ная параллельной укладкой макромоле-
кул, фибрилл и волокон в сухожилии, 
практически не изменялась после иони-
зирующего облучения. Анизотропные 
свойства сохранялись, и двулучепрелом-
ление в облученной и контрольной ткани 
составляло Δn ≈7×10-3.

Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что в коллагеновой сети 
первичным откликом на ионизирован-
ное излучение явилось повреждение 
макромолекул коллагена. У части ма-
кромолекул нативная трехспиральная 
конформация претерпела деградацию. 
Термический анализ показал, что доля 
таких молекул составляла ~ 19% (именно 
на столько уменьшается ΔHд в облучен-
ных образцах), что хорошо согласуется 
с данным по протеолитической устойчи-
вости. 

Обращает на себя внимание появление 
фракции коллагена с более низкой тем-
пературой денатурации, чем Тд коллагена 
в интактных сухожилиях. При высоких 
дозах радиации (от 1,9 кГр и выше) в об-
лученных материалах происходит общее 
снижение Тд на 15°С и более [16]. В рабо-
тах [13, 16] показано, что ионизирующее 
облучение при высоких дозах инициирует 
разрывы полипептидных цепей коллагена 
с последующей фрагментацией волокни-
стой структуры материала. В результате 
увеличивается свободный объем для де-
натурирующих цепей и ΔS денатурации, 
вследствие этого Тд уменьшается. Изме-
нение волокнистой структуры, которое 
можно характеризовать как разрыхление, 
носило локальный характер (рис. 2б). Воз-
можно, именно в областях разрыхления 
денатурация коллагена начинается при 
более низкой температуре, и само наличие 
таких областей обуславливает повышен-
ную набухаемость облученных образцов. 

Мы полагаем, что при относительно 
низких дозах воздействия (<30 Гр) ча-
стичная дестабилизация коллагена свя-
зана с редкими разрывами отдельных 
пептидных связей в макромолекулах, при 

Рис. 3. КП ОКТ томограммы интактной (а) и 
облученной (б) ткани сухожилия. Бар 500 мкм.
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 Инфекционные заболевания являют-
ся серьёзной проблемой здравоохране-
ния [1]. По данным федеральной службы 
государственной статистики в России за 
2010 г. на 1000 человек приходится 34,6 
случаев инфекционных (бактериальных 
и некоторых паразитарных) заболеваний 
[2]. Пищевые отравления и загрязнение 
воды, внутрибольничные инфекции и 
пандемии, инфекционные агенты вызы-
вают заболевания по всему миру. Своев-
ременное выявление возбудителя и его 
чувствительности к лекарственным пре-
паратам позволяют снизить количество 
осложнений, уменьшить риск летальных 
исходов, подобрать адекватную и эф-
фективную терапию. Заблаговременное 
определение чувствительности микро-
организмов к химиотерапевтическим 
препаратам является важной диагности-
ческой целью в практической медицине, 
санитарно-гигиенической службе, эко-
логической и пищевой промышленности. 
С появлением в медицинской практике 
антибиотиков и последующим формиро-
ванием устойчивости к ним микроорга-

низмов возникала необходимость оценки 
чувствительности возбудителей к дан-
ным препаратам как ориентира для выбо-
ра лекарственной терапии. Таким обра-
зом, в современных условиях широкого 
распространения антибиотикоустойчи-
вых, в том числе и полирезистентных, 
штаммов микроорганизмов рациональная 
химиотерапия и химиопрофилактика вы-
зываемых ими инфекционных болезней, 
а также оценка эффективности новых 
лекарственных препаратов возможны 
только при условии определения степени 
чувствительности к ним микроба-воз-
будителя. Существующие современные 
методы определения чувствительности, 
несмотря на свои несомненные достоин-
ства, не позволяют быстро и качественно 
проводить исследования на антибиоти-
кочувствительность микроорганизмов в 
силу некоторых недостатков, основны-
ми из которых является, во-первых, по-
требность в выделении чистой культуры. 
Эта процедура занимает от 3 до 10 дней, 
что не позволяет своевременно начать и 
проводить адекватную индивидуальную 

Разработан электрохимический метод анализа клеток E.coli JM109 с помощью циклической воль-
тамперометрии и квадратно-волновой вольтамперометрии. На основе электроактивности бактериаль-
ных клеток предложена система для определения чувствительности микробиологического материала к 
антибиотикам. Электрохимический метод позволяет получать данные по антибиотикорезистентности 
клеток E.coli JM109 в течение 2-5 часов.

Ключевые слова: E.coli JM109, электрохимия, антибиотикорезистентность.
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The effects of gamma irradiation on the collagen in rat tail 
tendon in vitro

N.Yu. Ignatieva, O.L. Zakharkina, M.V. Kochueva, A.V. Maslennikova, 
V.A. Kamensky, V.N. Bagratashvili

The effect of gamma irradiation therapy on the collagen structure of rat tail tendon has been studied. 
The decrease in the denaturation enthalpy and increase in trypsin susceptibility was related with a damage of 
triple helical macromolecules (19±7%). Destabilized collagen fraction and the alteration in biopolymers-water 
interaction were observed by differential scanning calorimetry. The loosing of secondary and tertiary fiber 
bundles was revealed by second harmonic generation microscopy. No significant degradation of anisotropic 
properties and tissue architectonics was revealed by cross-polarization optical coherent tomography technique. 
The instant response of collagen matrix on ionized radiation is related to degradation of collagen at the 
molecular level of organization.

Key words: ionized radiation, rat tail tendon, collagen, second harmonic generation microscopy.


