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Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ìåäèöèíå àêòèâíî èñïîëüçó-
þò íîâûå òåõíîëîãèè ëå÷åíèÿ çàáîëåâàíèé ïîçâîíî÷-
íèêà, íàïðèìåð òåðìîïëàñòèêó ìåæïîçâîíêîâîãî äèñ-
êà [1]. Äëÿ óñïåøíîãî ïðèìåíåíèÿ äàííîé ìåòîäèêè
î÷åíü âàæíî èçó÷èòü ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå â ñî-
åäèíèòåëüíûõ òêàíÿõ ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà ïðè
ëàçåðíîì íàãðåâå. Ìåæïîçâîíêîâûé äèñê ñîñòîèò èç
ôèáðîçíîãî êîëüöà (AF) è ïóëüïîçíîãî ÿäðà (NP).
Èõ îñíîâíûì ñòðóêòóðíûì êîìïîíåíòîì ÿâëÿåòñÿ
ôèáðèëëÿðíûé áåëîê êîëëàãåí, ïîãðóæåííûé â ãåëü
ïðîòåîãëèêàíîâ [2].

Ïðîáëåìà òåðìîñòàáèëüíîñòè êîëëàãåíà èññëå-
äóåòñÿ äàâíî. Â ðàáîòàõ [3–4] ðàññìàòðèâàëèñü
ñèñòåìû êîëëàãåí–âîäà ñ ðàçíûì ñîäåðæàíèåì
îáåèõ ñîñòàâëÿþùèõ, à òàêæå èíòàêòíûé êîëëàãåí.
Áûëî îòìå÷åíî, ÷òî äëÿ ñèñòåìû òðîïîêîëëàãåí–
âîäà (10–98%) è äëÿ èíòàêòíîãî êîëëàãåíà ðàçëè÷-
íîé ñòåïåíè âëàæíîñòè òåìïåðàòóðà äåíàòóðàöèè
óâåëè÷èâàåòñÿ ñ óìåíüøåíèåì ïðîöåíòíîãî ñîäåð-
æàíèÿ âîäû, à äëÿ èíòàêòíîãî êîëëàãåíà òåïëîòà
äåíàòóðàöèè íå çàâèñèò îò ñêîðîñòè íàãðåâà. Â ðà-
áîòå [5] ïðèâåäåíû êîëè÷åñòâåííûå õàðàêòåðèñòèêè
ïåðåõîäà, òàì æå ïðèâåäåíû äàííûå, ïîêàçûâàþ-
ùèå âçàèìîñâÿçü ìåæäó ýíòàëüïèåé äåíàòóðàöèè
êîëëàãåíà ΔHm, òåìïåðàòóðîé äåíàòóðàöèè Tm è
ñòåïåíüþ åãî ãèäðàòèðîâàííîñòè. Ïðè óâåëè÷åíèè
ñîäåðæàíèÿ âîäû òåïëîâîé ýôôåêò äåíàòóðàöèè
âîçðàñòàåò. Òàê, ïðè ñîäåðæàíèè âîäû îò 0,07 äî
1 ìîëü ýíòàëüïèÿ äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà ñîñòàâëÿ-
åò 11,6 Äæ/ã ñóõîãî îáðàçöà, à ïðè ñîäåðæàíèè
âîäû îò 30 äî 460 ìîëü ýòà âåëè÷èíà âîçðàñòàåò
äî 58,55 Äæ/ã ñóõîãî îáðàçöà.

Äåíàòóðàöèÿ êîëëàãåíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôàçî-
âûé ïåðåõîä ïåðâîãî ðîäà [6]. Äëÿ êîëëàãåíà õàðàê-

òåðíî íàëè÷èå äâóõ ôàç (êðèñòàëëè÷åñêîé è àìîðô-
íîé), ÷òî ïîäòâåðæäåíî ðåíòãåíîñòðóêòóðíûì àíàëè-
çîì. Â ïðîöåññå äåíàòóðàöèè â ðàâíîâåñíûõ óñëîâè-
ÿõ ñîõðàíÿþòñÿ ïîñòîÿííûìè îáúåì è òåìïåðàòóðà
ñèñòåìû, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ
ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ ïåðâîãî ðîäà. Äëÿ êîëëàãåíà ýòî
óñëîâèå âûïîëíÿåòñÿ  â ñëó÷àå î÷åíü ìåäëåííîé êðè-
ñòàëëèçàöèè èëè î÷åíü ìåäëåííîãî ïëàâëåíèÿ áåëêà, à
òàêæå ïðè ñîâîêóïíîñòè ýòèõ óñëîâèé. Ïîñëåäíèå ñëå-
äû êðèñòàëëè÷íîñòè âñåãäà èñ÷åçàþò ïðè ñòðîãî îïðå-
äåëåííîé òåìïåðàòóðå, ïîñêîëüêó ïëàâëåíèå ïîëèìåðîâ
ïðîèñõîäèò â íåáîëüøîì èíòåðâàëå òåìïåðàòóð. Â
ðàáîòå [6] îòìå÷åíî, ÷òî ôèáðèëëÿðíîå íàòÿæåíèå
âëèÿåò íà ñòàáèëèçàöèþ ñòðóêòóðû êîëëàãåíîâûõ âî-
ëîêîí è ïîâûøàåò òåìïåðàòóðó äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà,
ò.å. óëó÷øàåò åãî òåðìîñòàáèëüíîñòü.

Àâòîðàìè [7] áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ïî-
âåäåíèÿ ïðè òåðìè÷åñêîé îáðàáîòêå êàê öåëîñòíîé
ñèñòåìû, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ÷àñòè ïîçâîíêîâ è
ìåæïîçâîíêîâûé äèñê, òàê è âûðåçàííûõ ôðàãìåí-
òîâ òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà. Áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ïðè íàãðåâàíèè â âîäíîé ñðåäå îáîèõ îáúåêòîâ
äî 85°Ñ äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà â ñèñòåìå ïîçâîí-
êè–ìåæïîçâîíêîâûé äèñê íå ïðîèñõîäèò, à êîëëàãåí
â âûðåçàííîì îáðàçöå òêàíè ôèáðîçíîãî êîëüöà ïîä-
âåðãàåòñÿ ïîëíîé äåíàòóðàöèè. Òàêèì îáðàçîì, öå-
ëîñòíîñòü ñèñòåìû ïîçâîíî÷íèêà âëèÿåò íà òåðìî-
ñòàáèëüíîñòü êîëëàãåíà. Íàòÿæåíèå ôèáðèëë, èìåþ-
ùåå ìåñòî â öåëîñòíîé ñèñòåìå ïîçâîíêè–ìåæïîç-
âîíêîâûé äèñê è ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóþùåå â âûðå-
çàííîì ôðàãìåíòå òêàíè ôèáðîçíîãî êîëüöà, âûçû-
âàåò óâåëè÷åíèå òåìïåðàòóðû äåíàòóðàöèè. Âîç-
ìîæíî è äðóãîå îáúÿñíåíèå – âëèÿíèå ïðîòåîãëèêà-
íîâ, ñòàáèëèçèðóþùèõ ìàòðèêñ. Îäíàêî òåðìè÷åñ-
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êîå ïîâåäåíèå ïðîòåîãëèêàíîâîé êîìïîíåíòû òêàíåé
íå âïîëíå èçó÷åíî.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ ãëèêî-
çîàìèíîãëèêàíîâ (ÃÀÃ) è ïðîòåîãëèêàíîâ íà òåðìè-
÷åñêóþ ñòàáèëüíîñòü êîëëàãåíà â òêàíÿõ ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Ïðèãîòîâëåíèå îáðàçöîâ

Ìåæïîçâîíêîâûå äèñêè è îáðàçöû òêàíåé ôèáðîç-
íîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñ-
êà âûðåçàëè (íå ïîçæå 5 ÷ post mortem) èç õâîñòîâ
òåëÿò âîçðàñòà íå ñòàðøå 12 ìåñ. Ñåãìåíòû (âûñî-
òà 1 ñì, äèàìåòð 1–2 ñì) ïîçâîíî÷íèêà, ñîäåðæàùèå
ìåæïîçâîíêîâûé äèñê, ìåõàíè÷åñêè îòäåëÿëè îò ñâÿ-
çîê è ìûøå÷íîé òêàíè. Îáðàçöû òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà èçâëåêàëè òàêæå ìåõàíè-
÷åñêèì ñïîñîáîì. Âíåøíå ñòðóêòóðà òêàíåé âûãëÿäå-
ëà îäíîðîäíîé è íå íîñèëà ïîâðåæäåíèé. Èññëåäîâà-
íèå öåëûõ ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ ïðîâîäèëè ñðàçó
ïîñëå èõ èçúÿòèÿ. ×àñòü îáðàçöîâ òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ïîñëå èçâëå÷åíèÿ âûñóøè-
âàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è õðàíèëè ïðè òåì-
ïåðàòóðå –20°Ñ. Ïîäîáíûå óñëîâèÿ õðàíåíèÿ íå âû-
çûâàþò èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû è íå îêàçûâàþò âîç-
äåéñòâèÿ íà òåðìè÷åñêèå ñâîéñòâà òêàíåé [8]. Äëÿ
èçó÷åíèÿ èçîëèðîâàííîé òêàíè ôèáðîçíîãî êîëüöà è
ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà èñïîëüçîâà-
ëè ôðàãìåíòû òêàíåé ðàçìåðîì 3 3 1 ìì. Ïåðåä
èññëåäîâàíèåì ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþ-
ùåé êàëîðèìåòðèè âñå îáðàçöû äëÿ íàáóõàíèÿ âûäåð-
æèâàëè â 0,15 M NaCl.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ êîëëàãåíà
Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà íà êîëëàãåí îáðàçöû ãèä-

ðîëèçîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñìåñüþ êîíöåíòðèðîâàí-
íîé ñîëÿíîé (12 Ì) è ôòîðóêñóñíîé êèñëîòû (99
âåñ.%) â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 2:1, ðàñòâîð óïàðè-
âàëè â êîíöåíòðàòîðå “LABCONCO”. Äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ àìèíîêèñëîòíîãî ñîñòàâà ãèäðîëèçàòà èñïîëüçî-
âàëè àìèíîêèñëîòíûé àíàëèçàòîð (“Hitachi-835”,
Japan), ïðè ýòîì ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâîäèëè êàòèîíî-
îáìåííîå ðàçäåëåíèå è ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêóþ ðå-
àêöèþ ñ íèíãèäðèíîì â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêîé [9]. Ñîäåðæàíèå êîëëàãåíà îïðåäåëÿ-
ëè ïî êîëè÷åñòâó êîëëàãåíñïåöèôè÷íîé àìèíîêèñëî-
òû ãèäðîêñèïðîëèí (Hyp), ñîñòàâëÿþùåé 13,3% îò
ìàññû ìîëåêóëû êîëëàãåíà [10].

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ãèäðîêñèïðîëèíà â
òêàíÿõ ïóëüïîçíîãî ÿäðà ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîé îáðà-
áîòêè èñïîëüçîâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêóþ ðåàê-
öèþ ñ ï-äèìåòèëàìèíîáåíçàëüäåãèäîì ïîñëå ïðåäâà-

ðèòåëüíîãî ñåëåêòèâíîãî îêèñëåíèÿ ãèäðîêñèïðîëèíà
õëîðàìèíîì â óïàðåííîì  ãèäðîëèçàòå [11].

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ãëèêîçîàìèíîãëèêàíîâ
â îáðàçöàõ

Ñîäåðàæàíèå ÃÀÃ îïðåäåëÿëè ïî ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêîé ðåàêöèè ñ äèìåòèëìåòèëåíîâûì ñè-
íèì ïî ìåòîäèêå [12]. Ñóõèå îáðàçöû ìàññîé îò
3 äî 10 ìã ïåðåâîäèëè â ðàñòâîð ñ ïîìîùüþ ïà-
ïàèíà (2,9 ÌÅ/ìã, 2,4 ìã/ìë) â èíêóáàöèîííîì áó-
ôåðå (25 ìÌ/ë ÝÄÒÀ, 200 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà,
200 åä/ìë ïåíèöèëëèíà, 0,15 Ì NaCl íà 1 ë ðà-
ñòâîðà) â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 60°Ñ. Â èçìåðèòåëüíóþ
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêóþ êþâåòó ïîìåùàëè àëèêâî-
òó (50–100 ìêë) èçó÷àåìîãî ðàñòâîðà è 2,5 ìë ðà-
ñòâîðà äèìåòèëìåòèëåíîâîãî ñèíåãî ñ êîíöåíòðàöèåé
16 ìã/ë (“Basic Blue 24”, “Sigma”, Ãåðìàíèÿ). Îï-
òè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ èçìåðÿëè íà ñïåêòðî-
ôîòîìåòðå “Varian Cary 3E” ïðè äëèíå âîëíû
540 íì ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâîðîì äèìåòèëìåòèëå-
íîâîãî ñèíåãî. Êàëèáðîâêó ïðîâîäèëè ïî ðàñòâîðàì
õîíäðîèòèíñóëüôàòà À (“Sigma”, ÑØÀ) ñ êîíöåíò-
ðàöèåé îò 500 äî 125 ìêã/ìë.

Ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà òêàíåé
Îáðàçöû òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî

ÿäðà îáðàáàòûâàëè 1,5 ìë ðàñòâîðà ôåðìåíòà â òå-
÷åíèå ñóòîê ïðè 37°Ñ. Èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû ôåð-
ìåíòîâ òðèïñèíà (“Sigma”, ÑØÀ) ñ êîíöåíòðàöèåé
1ìã/ìë è ÀÂÑ õîíäðîèòèíàçû (“Sigma”, ÑØÀ) ñ
êîíöåíòðàöèåé 0,2 ÌÅ/ìë â èíêóáàöèîííîì áóôåðå.

Òåðìè÷åñêàÿ îáðàáîòêà
Ñåãìåíòû ïîçâîíî÷íèêà, ñîäåðæàùèå ìåæïîçâîíêî-

âûé äèñê, ïîìåùàëè â ïðåäâàðèòåëüíî íàãðåòûé äî
80°Ñ 0,15 Ì ðàñòâîð NaCl, ãäå èõ âûäåðæèâàëè â òå-
÷åíèå 15 ìèí. Ïî îêîí÷àíèè òåðìè÷åñêîãî âîçäåé-
ñòâèÿ èç ìåæïîçâîíêîâûõ äèñêîâ ìåõàíè÷åñêè èçâëå-
êàëè îáðàçöû òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíî-
ãî ÿäðà.

Äèôôåðåíöèàëüíàÿ ñêàíèðóþùàÿ êàëîðèìåòðèÿ
(ÄÑÊ)

Òåðìè÷åñêîå ïîâåäåíèå îáðàçöîâ èññëåäîâàëè íà
äèôôåðåíöèàëüíîì ñêàíèðóþùåì êàëîðèìåòðå (“DSC
822e, Mettler toledo”, Øâåéöàðèÿ). Îáðàçöû ìàññîé
5–10 ìã ãåðìåòè÷íî çàêðûâàëè â ñòàíäàðòíûõ àëþ-
ìèíèåâûõ ÷àøêàõ (40 ìë). Â êà÷åñòâå îáðàçöà ñðàâ-
íåíèÿ èñïîëüçîâàëè àíàëîãè÷íóþ ïóñòóþ ÷àøêó. Íà-
ãðåâ ïðîâîäèëè îò 25 äî 100°Ñ. Ñêîðîñòü íàãðåâà ñî-
ñòàâëÿëà 10 ãðàä/ìèí. Òåïëîâîé ýôôåêò ïåðåñ÷èòûâà-
ëè íà ñîäåðæàíèå êîëëàãåíà.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç

Äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ êîëëàãåíà è ãëèêîçîàìèíî-
ãëèêàíîâ, ïîëó÷åííûå äëÿ èíòàêòíûõ îáðàçöîâ, à òàê-
æå îáðàçöîâ, ïîäâåðãíóòûõ ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîò-
êå, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ â
òêàíÿõ ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà, ïîëó÷åííûå äëÿ
èíòàêòíûõ îáðàçöîâ, õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ëèòåðà-
òóðíûìè [2]. Îòíîøåíèå Hyp/Hyl ïîçâîëÿåò âûÿ-
âèòü òèï êîëëàãåíà òêàíè. Äëÿ êîëëàãåíà I ýòà âå-
ëè÷èíà ñîñòàâëÿåò îò 14 äî 22, à äëÿ êîëëàãåíà
II – îò 4,2 äî 6. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿ-
þò óòâåðæäàòü, ÷òî òêàíè ïóëüïîçíîãî ÿäðà ñîäåð-
æàò ïðåèìóùåñòâåííî êîëëàãåí òèïà II, à òêàíè
ôèáðîçíîãî êîëüöà – êîëëàãåí òèïîâ I è II [13].
Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èììóíîõèìè÷åñêî-
ãî àíàëèçà [14].

Òðèïñèí ÿâëÿåòñÿ ýíäîãåííûì ïðîòåîëèòè÷åñêèì
ôåðìåíòîì, êàòàëèçèðóþùèì ãèäðîëèç ïåïòèäíûõ
ñâÿçåé, ñîäåðæàùèõ îñòàòêè ëèçèíà è àðãèíèíà. Ôåð-
ìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà òðèïñèíîì âûçûâàåò äåôðàã-
ìåíòàöèþ ïðîòåîãëèêàíîâ ïóòåì ðàçðóøåíèÿ èõ
ñòåðæíåâîãî áåëêà è ñïîñîáñòâóåò ïåðåâåäåíèþ â
ðàñòâîð îòäåëüíûõ îëèãîïåïåòèäîâ ñ ïðèêðåïëåííû-
ìè ê íèì ãëèêîçîàìèíîãëèêàíàìè [15].

ÀÂÑ õîíäðîèòèíàçà ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèì ôåð-
ìåíòîì, ðàñùåïëÿþùèì 4- è 6-õîäíäðîèòèíñóëüôàò, à
òàêæå äåðìàòàíñóëüôàò. Èìåííî òàêèì äåéñòâèåì
ôåðìåíòîâ îáúÿñíÿåòñÿ ðåçêîå óìåíüøåíèå ñîäåðæà-
íèÿ õîíäðîèòèíñóëüôàòà â òêàíÿõ ôèáðîçíîãî êîëüöà
è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà ïîñëå îá-
ðàáîòêè èõ òðèïñèíîì è ÀÂÑ õîíäðîèòèíàçîé.

Òåðìè÷åñêîå ïîâåäåíèå òêàíåé AF è NP
Íà ðèñ. 1, 2 ïðèâåäåíû òåðìîãðàììû, äëÿ èíòàêò-

íûõ, à òàêæå ïîäâåðãíóòûõ ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîò-
êå îáðàçöîâ ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà
ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà. Òåïëîâûå ýôôåêòû è õàðàê-
òåðíûå çíà÷åíèÿ òåìïåðàòóðû ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Òåïëîâîé ýôôåêò (ΔÍ) áëèçîê ê ýíòàëüïèè ΔÍm
ïëàâëåíèÿ êîëëàãåíà. Ïðè ïîâòîðíîì íàãðåâå íà òåð-
ìîãðàììàõ îòñóòñòâóþò êàêèå-ëèáî ýôôåêòû. Äëÿ
ïðèìåðà ïðèâåäåíà òåðìîãðàììà ïîâòîðíîãî íàãðåâà
äëÿ îáðàçöà íàòèâíîé òêàíè ïóëüïîçíîãî ÿäðà (ðèñ. 1,
êðèâàÿ 4). Ïîñëå ïðîãðåâà â ÿ÷åéêå êàëîðèìåòðà âñå
îáðàçöû ïîëíîñòüþ ðàñòâîðÿþòñÿ â òðèïñèíå, íå
çàòðàãèâàþùåì íåïîâðåæäåííûå êîëëàãåíîâûå ôèá-
ðèëëû, à äåéñòâóùåì òîëüêî íà äåñòðóêòóðèðîâàííûå
ïîëèïåïòèäíûå öåïè êîëëàãåíà [8]. Âñå ïåðå÷èñëåííûå
ôàêòû ïîäòâåðæäàþò, ÷òî ïðè òåïëîâîì âîçäåéñòâèè
íà ôðàãìåíòû òêàíåé ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà ïðîèñ-
õîäèò ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ êîëëàãåíà.

Ò à á ë è ö à  1

Áèîõèìè÷åñêèé ñîñòàâ èíòàêòíûõ è ïîäâåðãíóòûõ ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå òêàíåé
ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà

3 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 1

Òêàíü Âèä 
îáðàáîòêè 

Êîëè÷åñòâî Hyp 
íà ñóõîé 
îñòàòîê 
(ìã/100ìã) 

Îòíîøåíèå 
Hyp/Hyl 

Ñîäåðæàíèå õîíäðîòèíñóëüôàòà 
îòíîñèòåëüíî ìàññû ñóõîãî 
îáðàçöà (%) 

èíòàêòíûé
îáðàçåö 

9,6±0,5 8,7±1 10,28±1,46 

õîíäðîòèí 
ÀÂÑ ëèàçà 

8,5 9,6±1 5,19±0,66 

Ôèáðîçíîå 
êîëüöî (AF) 

òðèïñèí 9,0±0,5 6,6±1 5,81±4,70 

èíòàêòíûé
îáðàçåö 

4,5±0,5 5,8±0,5 39,97±1,17 

õîíäðîòèí 
ÀÂÑ ëèàçà 

9,0±0,5 – 8,24±0,34 

Ïóëüïîçíîå 
ÿäðî (NP) 

òðèïñèí 7,1±0,5 – 8,16±0,59 
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Ðàçëè÷èå â òåïëîâûõ ýôôåêòàõ äåíàòóðàöèè êîëëà-
ãåíà äëÿ ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà, âîç-
ìîæíî, ñâÿçàíî ñ ðàçíîé ñòàáèëüíîñòüþ êîëëàãåíà â
ýòèõ òêàíÿõ. Ñòàáèëüíîñòü êîëëàãåíà â ñâîþ î÷å-
ðåäü îïðåäåëÿåòñÿ ðàçíîé ñòåïåíüþ îðãàíèçîâàííîñòè
ìàòðèêñà [16]. Â ïóëüïîçíîì ÿäðå ñòåïåíü àãðåãàöèè
ïðîòåîãëèêàíîâ ìàëà, ïîýòîìó êîëëàãåíîâàÿ è ïðîòå-
îãëèêàíîâàÿ êîìïîíåíòû âçàèìîñâÿçàíû ñëàáî. Â
ôèáðîçíîì êîëüöå ïðîòåîãëèêàíû îáðàçóþò àãðåãàòû
ñ ãèëàóðîíîâîé êèñëîòîé, è ñòåïåíü âçàèìîäåéñòâèÿ
äâóõ ïîäñòèñòåì îêàçûâàåòñÿ ãîðàçäî ñèëüíåå [2].
Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîãî ôàêòà ñëóæèò ìåíüøàÿ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü õàðàêòåðèñòèê ïëàâëåíèÿ êîëëàãåíà
(Òï è ΔÍm) â ïóëüïîçíîì ÿäðå ê îáðàáîòêå ÀÂÑ õîí-
äðîèòèíàçîé, ðàçðóøàþùåé ãëèêîçîàìèíîãëèêàíû ïðî-
òåîãëèêàíîâîé êîìïîíåíòû.

Òðèïñèí òàêæå ñïîñîáñòâóåò óäàëåíèþ èç òêàíåé
ñòàáèëèçèðóþùåé ïðîòåîãëèêàíîâîé êîìïîíåíòû. Îä-
íàêî ïðè ýòîì ÄÑÊ ïîêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîå óìåíü-
øåíèå òåïëîâîãî ýôôåêòà äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà. Ïî-
âèäèìîìó, òðèïñèí ìîäèôèöèðóåò êîëëàãåíîâóþ ñåòü,
÷òî è âûçûâàåò ñòîëü ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèå òåï-
ëîâîãî ýôôåêòà ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíûìè îáðàçöà-
ìè òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà
ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà. Îñîáåííî ñèëüíî òåïëîâîé
ýôôåêò ñíèæàåòñÿ äëÿ òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà
ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà. Âîçìîæíî, â ýòîì ñëó÷àå

ôèáðèëëÿðíàÿ ñåòü êîëëàãåíà èìååò î÷åíü âûñîêóþ
îðãàíèçàöèþ [2], è ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà òðèïñè-
íîì ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó åå èçìåíåíèþ.

Îáùèì äëÿ âñåõ îáðàçöîâ òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà
(êàê èíòàêòíûõ, òàê è ïîäâåðãíóòûõ ôåðìåíòàòèâíîé
îáðàáîòêå) ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè òåïëîâîì âîçäåé-
ñòâèè íà èçîëèðîâàííûå ôðàãìåíòû ýòèõ òêàíåé ïðî-
èñõîäèò ïîëíàÿ äåíàòóðàöèÿ ñîäåðæàùåãîñÿ â íèõ
êîëëàãåíà.

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèå òåðìîîáðàáîòêè íà öåëûå
ìåæïîçâîíêîâûå äèñêè

Ïðè îáðàáîòêå òðèïñèíîì òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ïîñëå òåðìîîáðàáîòêè
öåëîãî ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà íàáëþäàëîñü èõ äèñ-
ïåðãèðîâàíèå â ðàñòâîðå ôåðìåíòà. Îäíàêî äàííûå
òåðìè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçûâàþò, ÷òî ìàêðîìîëå-
êóëû êîëëàãåíà ñîõðàíÿþò ñòðóêòóðó òðîéíîé ñïèðà-

Ðèñ. 1. Òèïè÷íûå òåðìîãðàììû òêàíåé ïóëüïîçíîãî ÿäðà: 1 –
èíòàêòíûé îáðàçåö, 2 – îáðàáîòêà ABC õîíäðîèòèíàçîé, 3 –
îáðàáîòêà òðèïñèíîì, 4 – òåðìîãðàììà ïîâòîðíîãî íàãðåâà

èíòàêòíîãî îáðàçöà

Ðèñ. 2. Òèïè÷íûå òåðìîãðàììû òêàíåé ôèáðîçíîãî êîëüöà: 1 –
èíòàêòíûé îáðàçåö, 2 – èíòàêòíûé, 3 – îáðàçöû, ïîäâåðãíóòûå

ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå

Ò à á ë è ö à  2

Õàðàêòåðèñòèêè ïåðåõîäà â èíòàêòíûõ è ïîäâåðãíóòûõ
ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå òêàíÿõ ôèáðîçíîãî êîëüöà è

ïóëüïîçíîãî ÿäðà

Îáðàçåö Òåìïåðàòóðà ïèêà 
Òï, °Ñ

Òåïëîâîé ýôôåêò 
äåíàòóðàöèè 
êîëëàãåíà Ím,
Äæ/ã

1(NP)                     
èíòàêòíûé

68,44 62,4 

2(NP)                             
ABC õîíäðîèòèíàçà 

67,27 61,5 

3(NP)                           
Òðèïñèí 

65,09 53,6 

4(AF)                         
èíòàêòíûé

68,7 57,5 

5(AF)                             
ABC õîíäðîèòèíàçà 

65,5 55,2 

6(AF)                          
Òðèïñèí 

65,7 32,1 
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Ðèñ. 3. Òåðìîãðàììû ôèáðîçíîãî êîëüöà: 1 – ïîäâåðãíóòîãî
òåðìîîáðàáîòêå, 2 – â âèäå äèñïåðñèè

ëè. Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåíû òåðìîãðàììû îáðàçöîâ
ôèáðîçíîãî êîëüöà ïîñëå òåðìîîáðàáîòêè è òåðìî-
ãðàììû äèñïåðñèé ýòèõ òêàíåé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå
ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè òðèïñèíîì. Òåïëîâûå
ýôôåêòû è çíà÷åíèÿ òåìïåðàòóðû ïèêîâ äëÿ íèõ
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò ñ òåìè æå ïîêà-
çàòåëÿìè îáðàçöîâ íàòèâíûõ òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà. Òàê, òåïëîâîé ýôôåêò äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà
ôèáðîçíîãî êîëüöà ïîñëå òåðìîîáðàáîòêè ñîñòàâëÿ-
åò 20,92 Äæ/ã. Äëÿ äèñïåðñèè òåïëîâîé ýôôåêò äåíà-
òóðàöèè êîëëàãåíà ðàâåí 16,21 Äæ/ã, íî ýòè äàííûå
ïîëó÷åíû äëÿ ñûðîãî îáðàçöà. Îòìåòèì òó æå òåí-
äåíöèþ óìåíüøåíèÿ òåïëîâîãî ýôôåêòà äåíàòóðàöèè
êîëëàãåíà ïîñëå îáðàáîòêè òðèïñèíîì, ÷òî è áûëà
ðàíåå îáíàðóæåíà äëÿ ôðàãìåíòîâ òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà, îáðàáîòàííûõ òåì æå ôåðìåíòîì.

Îäíàêî äëÿ êîëëàãåíà ïóëüïîçíîãî ÿäðà òåïëîâûå
ýôôåêòû ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì äëÿ èíòàêíòûõ

îáðàçöîâ. Òåïëîâîé ýôôåêò äåíàòóðàöèè äëÿ êîëëà-
ãåíà ïóëüïîçíîãî ÿäðà, ïîäâåðãíóòîãî òåðìîîáðà-
áîòêå, ñîñòàâëÿåò 19,62 Äæ/ã, à äëÿ äèñïåðñèè çíà-
÷åíèå òåïëîãî ýôôåêòà äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà ðàâíî
2,8 Äæ/ã. Äàííûå ïî äèñïåðñèè òêàíè ïóëüïîçíîãî
ÿäðà ïðèâåäåíû òàêæå äëÿ ñûðîãî îáðàçöà. Òåðìî-
ãðàììû äëÿ òêàíåé ïóëüïîçíîãî ÿäðà ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 4.

Òàêîå çíà÷èòåëüíîå îòëè÷èå â òåðìè÷åñêîì ïîâå-
äåíèè ìåæäó òêàíÿìè öåëîñòíîé ñèñòåìû ìåæïîç-
âîíêîâîãî äèñêà è èçîëèðîâàííûìè ÷àñòÿìè ôèáðîç-
íîãî êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ìîæåò áûòü îáúÿñíå-
íî òåì, ÷òî â öåëîì ìåæïîçâîíêîâîì äèñêå ñîõðàíÿ-
åòñÿ íàòÿæåíèå ôèáðèëëÿðíîé êîëëàãåíîâîé ñåòè, ïî-
ýòîìó äàæå ïðè íàãðåâå òêàíåé äî 80°Ñ è âûäåðæè-
âàíèè èõ ïðè ýòîé òåìïåðàòóðå äîñòàòî÷íî äëèòåëüíî
âðåìÿ äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà íå ïðîèñõîäèò. Äåé-
ñòâèòåëüíî, ïðèëîæåíèå ñèëû íàòÿæåíèÿ â íàïðàâëå-
íèè ãëàâíîé îñè êîëëàãåíîâãî âîëîêíà ñ óâåëè÷åíèåì
íàãðóçêè âûçûâàåò ðîñò òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ êîë-
ëàãåíà. Íàïðèìåð, ïðè ñèëå íàòÿæåíèÿ (ð), ñîîòâåò-
ñòâóþùåé 2 àòì, ïëàâëåíèå ïðîèñõîäèò ïðè 65°Ñ, à
ïðè ð = 8,8 àòì òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ (Òïë) âîçðàñ-
òàåò äî 80°Ñ [6]. Àíàëîãè÷íûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâ-
ëåí â ðàáîòå [17], ãäå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ïîñòîÿííîé
òåìïåðàòóðå âîçìîæíîñòü äåíàòóðàöèè çàâèñèò îò
âåëè÷èíû íàãðóçêè, ïðèëîæåííîé ê èçó÷àåìîìó îáðàç-
öó. Òàê, ïðè 67°Ñ â îáðàçöàõ òêàíåé ñâÿçîê ïðè ð ≥
6 àòì äåíàòóðàöèè íå ïðîèñõîäèò, òîãäà êàê ïðè ð ≤
1,92 àòì êîëëàãåí ïîëíîñòüþ äåíàòóðèðóåò. Â ïóëü-
ïîçíîì ÿäðå ôèáðèëëÿðíàÿ êîëëàãåíîâàÿ ñåòü çíà÷è-
òåëüíî ìåíåå ÿðêî âûðàæåíà, îòñóòñòâóåò æåñòêàÿ
ñòðóêòóðà òêàíè, ÷àñòü êîëëàãåíà ïðè íàãðåâàíèè äå-
íàòóðèðóåò, ÷òî è îáúÿñíÿåò óìåíüøåíèå òåïëîâîãî
ýôôåêòà äåíàòóðàöèè ïðè ïîñëåäóþùåì íàãðåâàíèè â
ÿ÷åéêå ÄÑÊ-êàëîðèìåòðà.

Â öåëîì ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò,
÷òî ãëèêîçîàìèíîãëèêàíû ìàëî âëèÿþò íà òåðìîñòà-
áèëüíîñòü êîëëàãåíà, ïîñêîëüêó òåïëîâîé ýôôåêò äå-
íàòóðàöèè îáðàçöîâ, îáðàáîòàííûõ ÀÂÑ õîíäðîèòèíà-
çîé, íåçíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò òåïëîâîãî ýôôåêòà
èíòàêòíûõ îáðàçöîâ. Ïðè ýòîì ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðà-
áîòêà òðèïñèíîì, ïî-âèäèìîìó, âûçûâàåò ìîäèôèêà-
öèþ ñàìîé êîëëàãåíîâîé ñåòè, ïîñêîëüêó òåïëîâîé
ýôôåêò äëÿ òàêèõ îáðàçöîâ çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì
äëÿ íàòèâíûõ òêàíåé.

Èç ïðîâåäåííîãî àíàëèçà âèäíî, ÷òî íà òåïëîâîé
ýôôåêò äåíàòóðàöèè êîëëàãåíà â ôèáðîçíîì êîëüöå è
ïóëüïîçíîì ÿäðå ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà çíà÷èòåëü-
íîå âëèÿíèå îêàçûâàåò öåëîñòíîñòü ôèáðèëëÿðíîé
ñòðóêòóðû êîëëàãåíîâûõ ñåòåé. Ïðè òåðìè÷åñêîì

Ðèñ. 4. Òåðìîãðàììû ïóëüïîçíîãî ÿäðà: 1 – ïîäâåðãíóòîãî
òåðìîîáðàáîòêå, 2 – â âèäå äèñïåðñèè

4 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 1
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THE THERMAL STABILITY OF COLLAGEN IN TISSUES
OF INTERVERTEBRAL DISK
I.V. Andreyeva, N.Yu. Ignat’eva, S.V. Averkiev, V.V. Lunin, O.L. Zakharkina,
M.V. Obrezkova

(Division of Physical Chemistry)

The thermal collagen stability of intervertebral disc was investigated by differential scanning
calorimetry (DSC). It was found that the melting of collagen occurred completely at 62–75°Ñ (ΔΔΔΔΔH ~
60 J⋅⋅⋅⋅⋅g–1) under heating excised samples of annulus fibrosus and nucleus pulposus. After heating
intact intervertebral disc until 80°Ñ denaturation of collagen was not observed. It was shown that the
destruction of proteoglycans in examined tissues has not affect on the collagen stability.

âîçäåéñòâèè êîëëàãåí òàêèõ òêàíåé, ãäå ñîõðàíÿåòñÿ
ôèáðèëëÿðíàÿ ñåòü, äåíàòóðàöèè íå ïîäâåðãàåòñÿ,
òîãäà êàê êîëëàãåí ôðàãìåíòîâ òêàíåé ôèáðîçíîãî
êîëüöà è ïóëüïîçíîãî ÿäðà ñâîáîäíî äåíàòóðèðóåò
ïðè íàãðåâàíèè. Êîëëàãåíîâûå ôèáðèëëû êîíöåíòðè-
÷åñêè ðàñïðîñòðàíåíû ïî âñåìó äèñêó, ÷òî âûçûâàåò
áîëüøóþ óñòîé÷èâîñòü âñåé ñèñòåìû â öåëîì êî

âíåøíåìó òåïëîâîìó âîçäåéñòâèþ. Îäíàêî ïðîâåäåí-
íûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè òåðìîîáðà-
áîòêå öåëîãî ìåæïîçâîíêîâîãî äèñêà ïðîèñõîäèò ðàç-
ðóøåíèå êîìïîíåíòîâ, ñâÿçûâàþùèõ êîëëàãåíîâóþ
ñåòü, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ äèñïåðãèðîâàíèåì òêàíåé,
ïîäâåðãíóòûõ òåðìîîáðàáîòêå,  ïðè âîçäåéñòâèè íà
íèõ òðèïñèíà.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò ÐÔÔÈ (ãðàíòû 02-04-16743, 02-05-16902à) è CRDF (ãðàíò RUP2-2660-MO-05) çà
ïîääåðæêó äàííîé ðàáîòû.

9. Tsugita A., Scheffler J. // Eur. J. Biochem. 1982. 124. P. 585.
10. Gasteiger E., Gattiker A., Hoogland C., Ivanyi I., Appel R.D.,

Bairoch A. // Nucleic Acids Res. 2003. 31. P. 3784.
11. Woessner J.F. // Arch. Biochem. Biophys. 1961. 93. P. 440.
12. Farhdale R.W., Buttle D.J. // Biochim. Biophys. Acta. 1986.

883. P. 173.
13. Blumenkrantz N., Sylvest J., Asboe-Hansen G. // Biochem.

Med. 1977. 18. N 3. P. 283.
14. Hollander A.P., Heathfield T.F., Liu J.J., Pidoux I., Roughley

P.J., Mort J.S., Poole A.R. // J. Orthop. Res. 1996. 14. P. 61.
15. Èãíàòüåâà Í.Þ., Ñîáîëü Ý.Í., Àâåðêèåâ Ñ.Â., Ëóíèí Â. Â.,

Ãîðîõîâñêàÿ Ò.Å., Áàãðàòàøâèëè Â.Í., ßíöåí Å.Ñ. //
ÄÀÍ. 2004. 395.  C. 696.

16. Èãíàòüåâà Í. Þ., Àâåðêèåâ Ñ. Â., Ñîáîëü Ý. Í., Ëóíèí Â. Â.
//  ÆÔÕ. 2005. 79. C. 1505.

17. Aksan A., McGrath J. J. // Trans. ASME. 2003. 125. P. 700.

Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ 28.11.05

ÑÏÈÑÎÊ ËÈÒÅÐÀÒÓÐÛ

1. Kleinstueck F.S., Diederich C.J., Nau W.H., Puttlitz C.M.,
Smith J.A., Bradford D.S., Lotz J.C. // Spine. 2003. 28. P. 1700.

2. Ghosh P.  The biology of intervertebral disc. V. 1. CRC Press
Inc. Boca Raton, Florida, 2000.

3. Öåðåòåëè Ã.È. // Áèîôèçèêà. 1982. 27. ¹  5. C. 780.
4. Öåðåòåëè Ã.È., Áåëîïîëüñêàÿ Ò.Â., Ìåëüíèê Ò.Ì. // Áèîôè-

çèêà. 1997. 42. ¹ 1. C. 68.
5. Miles C.A., Ghelashvili M. // Biophys. J. 1999. 76.  P. 324.
6. Ìàíäåëüêåðí Ë. Êðèñòàëëèçàöèÿ ïîëèìåðîâ. Õèìèÿ. Ì.;Ë.,

1966.
7. Bass E.C., Wistrom E.V., Diederich C.J., Nau W.H.,

Pellegrino R., Ruberti J., Lotz  J.C. // J.  Biomech. 2004. 37.
N 2. P. 233.

8. Bank R.A., Krikken M., Beekman B., Stoop R., Maroudas A.,
Lafeber F., TeKoppele J.M. // Matrix Biol. 1997. 16. P. 233.


