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УДК 661.123

С. Ф. Иванова, Н. Н. Петрова

ИССЛЕДОВАНИЕ КОЛЛАГЕНА ИЗ ПЛАВАТЕЛЬНОГО 
ПУЗЫРЯ ОСЕТРОВЫХ (ACIPENSERIDAE) И 

СИГОВЫХ (COROGENIDAE) ПОРОД РЫБ

Коллаген является главным структурным белком соединительной ткани и составляет около 
30 % всех белков организмов млекопитающих. Он является важным биоматериалом, применяемым 
в медицине, химической технологии, благодаря специфическим свойствам, таким как способность 
к биодеградации и слабая антигенность. В данной работе впервые был опробован новый источник 
коллагена – коллаген из плавательного пузыря северных пород рыб. Методами инфракрасной спек-
троскопии, атомно-силовой и растровой электронной микроскопии были исследованы химический 
состав и структура плавательных пузырей. Плавательный пузырь сибирских осетровых и сиговых по-
род рыб может быть перспективным биосырьем для получения материалов медицинского назначения, 
что показано в экспериментах in vivo на подопытных животных, позволяющих оценить влияние пленок 
на продолжительность заживления ран. При использовании пленок из плавательного пузыря осетра, 
чира и омуля сокращается площадь раны, несколько уменьшаются сроки образования грануляционной 
ткани и сроки заживления раны. Для дальнейшего применения в качестве медицинских материалов 
необходимо очистить коллаген плавательного пузыря от примесей, что было сделано с помощью 
щелочно-солевой обработки. Методом ИК-спектроскопии было показано, что на всех этапах обра-
ботки коллагеновая природа материала сохраняется, т. е. в ИК-спектрах образцов регистрируются 
полосы амид I, амид II, амид III, амид А, которые относятся к колебаниям полипептидной связи бел-
ка. Структура коллагеновых волокон плавательных пузырей осетра и омуля была изучена методом 
электронной микроскопии. 

Ключевые слова: коллаген, соединительная ткань, щелочно-солевая обработка, биодеградация, 
плавательный пузырь, Acipenseridae, Corogenidae, инфракрасная спектроскопия, атомно-силовая 
микроскопия, растровая электронная микроскопия. 

S. F. Ivanova, N. N. Petrova

Study of Collagen from Swim Bladders of Sturgeon 
(Acipenseridae) and White Fish (Corogenidae)

Collagen is the major structural protein in the connective tissue of animal skin. About 30 % of the total 
protein in animal body is collagen. Collagen is an important biomaterial in medical applications, chemical 
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technology due to its special characteristics, such as biodegradability and weak antigenecity. In this paper a 
new source of collagen from the swim bladders of northern species of fish was investigated. Chemical com-
position and structure of the swim bladders were investigated using infrared spectroscopy, atomic force and 
scanning electron microscopy. The swim bladders of sturgeon and whitefish fish may be a good biomaterial 
for medical applications. It is shown that using films from the swim bladders of sturgeon, arctic cisco and 
white fish help reducing wound area, periods of formation of granulation tissue and time of wound healing. 
For further using as medical materials collagen should be cleaned from the swim bladders. It was done with 
using of alkaline-salt treatment. By IR spectroscopy, it was shown that collagen material nature is maintained 
at all stages of dissolution. The strips Amide I, Amide II, Amide III, Amide A, which relate to variations 
of the polypeptide binding of protein are recorded on IR- specters of samples. The structure of the collagen 
fibers of the swim bladders of sturgeon and white fish was studied by scanning electron microscopy. Thus, 
collagen from the swim bladders of northern species of fish may be a new type of biomaterial to creation of 
medical application. 

Keywords: collagen, connective tissue, alkaline-salt treatment, biodegradability, swim bladder fish, 
Acipenseridae, Corogenidae, infrared spectroscopy, atomic force microscopy, scanning electron microscopy.

Введение 
В последние годы в медицине, химической технологии большое внимание уделяется 

разработке биодеградируемых материалов, которые, выполняя функцию временного на-
правляющего каркаса для регенерации, замещались бы постепенно собственными тканями 
организма. Наиболее перспективным в этом отношении является природный биополимер 
коллаген, обладающий рядом положительных свойств: отсутствием токсических и кан-
церогенных свойств, слабой антигенностью, высокой механической прочностью и устой-
чивостью к тканевым ферментам, способностью образовывать комплексы с биологически 
активными веществами (гепарином, хондроитинсульфатом, антибиотиками и др.), стиму-
ляцией регенерации собственных тканей организма [1]. Установлено, что все виды органов 
и тканей, имеющих в своем составе соединительную ткань, содержат коллаген [2]. Его 
количество зависит от типа ткани или органа, возраста, вида, породы и пола животного и 
находится в прямой связи с функциями, выполняемыми органом в теле животного. Коллаген 
или белки типа коллагена встречаются у всех живых существ от губок до млекопитающих. 
Так, у губок находят коллагеноподобный белок – спонгин, у кишечнополостных – корнеин; 
коллаген плавательного пузыря, кожи и сухожилия рыб известен под названием ихтиокол, 
плавников – ихтулепидин. Известно, что коллаген оказывает мощное стимулирующее 
воздействие на развитие собственной соединительной ткани, что является определяющим 
фактором в лечении раневого процесса. 

Коллагенсодержащие отходы могут применяться в качестве добавки при производстве 
формированных рыбных изделий [3]. В медицине рыбный коллаген и продукты его гидроли-
за широко применяют в виде различных пленок, губок, ниток, трубок, повязок, пластырей и 
других препаратов для лечения ран, ожогов, трофических язв, пульпитов, гипертонической 
болезни, остеоартрита [4-5]. В частности, известен способ получения коллагена из плава-
тельного пузыря осетровых рыб и крупного сома в качестве пленкообразующей основы 
для трансдермальных лекарственных фитопленок [6]. В этом отношении имеет большой 
интерес создание биологического клея и других материалов медицинского назначения на 
основе коллагена из плавательного пузыря рыб. В качестве объектов исследования исполь-
зовались пленки коллагена, полученные из плавательного пузыря сибирских осетровых 
и сиговых пород рыб. Целью работы является исследование качественного химического 
состава и структуры плавательного пузыря различных пород северных рыб и обоснование 
возможности его применения для получения материалов медицинского назначения. 

В настоящее время существует немало способов воздействия на коллагенсодержащее 
сырье и получение коллагеновых препаратов для использования в медицине, пище-
вой, кожевенной промышленности [7-13]. Известны методы селективного разрушения 
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межмолекулярных связей в условиях, сохраняющих трехспиральную структуру тропо-
коллагена, в результате чего нерастворимый коллаген удается частично или полностью 
перевести в раствор – солюбилизировать – в среде органических кислот [14]. Другой способ 
получения медицинских препаратов на основе коллагена заключается в термической обра-
ботке плавательного пузыря, при которой происходит денатурация белка. 

Исследование структуры коллагена, полученного из плавательного пузыря 
сибирского осетра

В проведенных ранее экспериментах исследовали возможность применения биологи-
ческого клея и пленок из него на основе коллагена из плавательного пузыря сибирского 
осетра [15]. С целью получения биологического клея плавательный пузырь тщательно 
промывали и отделяли наружную оболочку (темного цвета), оставляя внутреннюю (белый 
слой), которую использовали для приготовления клея. Высушенный плавательный пузырь 
подвергали денатурации, затем из раствора были получены пленки, которые, как было 
показано, обладают лечебными свойствами при заживлении ран. Эффективность пленок 
была доказана в экспериментах in vivo на лабораторных крысах. При использовании пленок 
сокращается площадь раны, уменьшаются сроки образования грануляционной ткани и 
сроки заживления раны. 

Для изучения химического состава коллагена были получены инфракрасные спектры 
пленок из плавательного пузыря из сибирского осетра и клея из него. При сравнении спек-
тров плавательного пузыря (нативный коллаген) и клея из него (денатурированный кол-
лаген) выявлено исчезновение полос поглощения амид I и амид II, т. е. происходит полное 
разрушение α-спирали, связанное с денатурацией нативного коллагена [15]. 

Изменения структуры исходного (нативного) коллагена из плавательного пузыря 
сибирского осетра при денатурации подтверждают данные по исследованию образцов на 
атомно-силовом микроскопе марки СЗМ Ntegra Prima. Данные в формате 3D представлены 
на рис. 1. 

При исследовании структуры исходного коллагена и клея из него методом атомной силовой 
микроскопии выявлено различие поверхности изученных образцов. В случае плавательного 
пузыря поверхность более рельефная (рис. 1, а), что соответствует фибриллярной струк-
туре нативного коллагена. После денатурации наблюдается аморфная структура пленки. 

Поскольку сибирский осетр занесен в Красную книгу Республики Саха (Якутия) и чис-
ленность популяции из года в год снижается, то представляет интерес расширение сырье-
вой базы для получения медицинских материалов путем использования более доступных 
видов рыб. С целью увеличения сырьевой базы для получения медицинских препаратов 
на основе коллагена впервые был применен плавательный пузырь рыб рода сиговых –  

Рис. 1. Изображения поверхности плавательного пузыря сибирского осетра 
и пленки из клея в 3D-режиме, полученные с помощью атомно-силовой 

микроскопии: а – плавательный пузырь; б – пленка из клея
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омуля и чира. На первом этапе была исследована структура плавательного пузыря омуля в 
сравнении с плавательным пузырем сибирского осетра методом электронной микроскопии.

Структура коллагеновых волокон
После биосинтеза в фибробластах молекулы коллагена агрегируют в межклеточном 

пространстве с образованием фибрилл, характерным признаком которых является попе-
речная исчерченность с периодом 64 нм, состоящая из светлой и темной полос, однако такие 
полосы проявляются только при очень больших увеличениях при рассмотрении отдельных 
фибрилл. В соединительной ткани отдельные фибриллы собираются в волокна диаметром 
около 2 и 20 мкм соответственно, образуя сложную морфологическую структуру [16]. 

С использованием низковакуумного растрового электронного микроскопа (JSM-7800F, 
Япония) исследована структура пленок плавательного пузыря осетра и омуля (рис. 2). На 
полученных электронных микрофотографиях можно наблюдать тесно прилежащие друг к 
другу отчетливые пучки коллагеновых волокон, ориентированные параллельно поверхно-
сти плавательного пузыря. Подобные волокна не встречаются на электронных микрофо-
тографиях плавательного пузыря омуля. Можно предположить, что это отличие связано 
с различием исследованных пород рыб, возраста особей (с возрастом структура коллагена 
изменяется, увеличивается количество межмолекулярных сшивок), особенностями колла-
гена, который влияет на степень организованности фибрилл. 

Исследование качественного химического состава коллагена из плавательного 
пузыря осетровых и сиговых пород рыб методом ИК-спектроскопии 

Поскольку термические способы перевода в раствор плавательного пузыря, использованные 
для осетра, для сиговых пород рыб оказались не эффективными, в данной работе был применен 
метод щелочно-солевой обработки для солюбилизации нативного коллагена. Действие щело-
чи в присутствии соли сводится в основном к разрыхлению волокнистых структур, удалению

Рис. 2. Электронные микрофотографии пленок плавательного пузыря северных пород рыб при 
увеличении в 1000 раз: а – осетр, б – омуль; при увеличении в 10000 (1µм) раз: в – осетр, г – омуль
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сопутствующих веществ, разрыву межмолекулярных связей и деполимеризации фибрилляр-
ных структур. Защитное действие солей при щелочной обработке объясняется их обезвожива-
ющим эффектом, способствующим уплотнению структурных элементов и повышению общей 
стабильности белка [1]. Способ осуществляется следующим образом. Плавательные пузыри 
тщательно промывают проточной водой, удаляют наружные прирези жировой ткани и разре-
зают по форме прямоугольника. Затем плавательные пузыри подвергают щелочно-солевой 
обработке 10%-м раствором гидроксида натрия и 10%-м раствором сульфата натрия в течение 
4 часов. Затем удаляют раствор и полученную массу нейтрализуют в 1 М уксусной кислоте 
в течение суток. Жидкостной коэффициент равен 2-3, что обеспечивает полное погружение 
массы в раствор и возможность равномерного взаимодействия сырья с растворителями. Кол-
лагеновые пленки доводят до постоянной влажности в сушильном шкафу при температуре 
не выше 25 °С. По данной технологии обрабатывали как плавательный пузырь осетра, так и 
плавательный пузырь омуля. Полученные продукты изучали с помощью ИК-спектроскопии. 

Для идентификации отдельных функциональных групп образцов коллагена омуля и 
осетра на всех стадиях обработки использовали ИК-Фурье-спектрометр Varian 7000FT-IR. 
Подобный метод исследования использовали в работах [17-19]. На рис. 3, 4 представлены ре-
зультаты инфракрасной спектроскопии для исходного плавательного пузыря омуля (рис. 3, 
кривая 1) и осетра (рис. 4, кривая 1), после щелочно-солевой обработки и нейтрализации в 
уксусной кислоте омуля (рис. 3, кривые 2 и 3) и осетра (рис. 4, кривые 2 и 3) соответственно. 

Сравнение химического состава исходного плавательного пузыря омуля и осетра 
показало, что для них на ИК-спектрах фиксируются полосы Амид I (1635-1649 см-1), 
Амид II (1539-1559 см-1) и Амид III (1234-1241см-1), обусловленные валентными колебаниями 
С=О-связи (Амид I) и плоскостными деформационными колебаниями NH-связи (Амид II); а 
также С-N (деф.), NH-связи (Амид III) [20]. Данные полосы поглощения характеризуют коле-
бание пептидной связи белка и подтверждают коллагеновую природу исследованных плава-
тельных пузырей. Дополнительным свидетельством присутствия коллагена служит наличие 
во всех исследованных спектрах плавательного пузыря омуля и осетра полос поглощения 
при 3285-3305 см-1 (Амид А), обусловленных валентными колебаниями NH-связи. Основные 
различия ИК-спектров исходных плавательных пузырей осетра и омуля отмечены в области 
2800-3300 см-1. На спектрах образцов на основе коллагена из плавательного пузыря сибир-
ского осетра полосы поглощения при длинах волн 2923, 2853, 1742 см-1, которые относятся к 
валентным колебаниям метиленовой (-СН

2
-) и метильной (-СН3-), ацетильной (-С=О) групп 

соответственно, отсутствуют, эти изменения в ИК-спектре осетра по сравнению со спектром 
плавательного пузыря омуля обусловлены различием исходного сырья. 

Рис. 3. ИК-спектры коллагена, полученного из плавательного пузыря омуля:  
1 – исходный плавательный пузырь; 2 – плавательный пузырь после щелочно-солевой 

обработки; 3 – плавательный пузырь после обработки уксусной кислотой
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Рис. 4. ИК-спектры коллагена, полученного из плавательного пузыря осетра:  
1 – исходный плавательный пузырь; 2 – плавательный пузырь после щелочно-солевой 

обработки; 3 – плавательный пузырь после обработки уксусной кислотой

Анализ полученных спектров коллагена из плавательного пузыря сибирского осетра 
показывает, что на всех этапах обработки (щелочно-солевая, последующая нейтрализация 
уксусной кислотой), общее количество и их интенсивность полос поглощения в целом со-
храняются. 

Отмечаются некоторые расхождения между спектрами плавательного пузыря омуля, 
полученными на различных этапах обработки. В результате щелочно-солевой обработки 
исчезает полоса при длине волны 1082 см-1, которая характеризует поглощение монозаме-
щенного бензольного кольца, исчезает полоса 1376 см-1, которая относится к метильной 
группе [21]. На всех этапах гидролиза сохраняются неизменными полосы амид I, амид II, 
амид III, амид А, характеризующие полипептидные связи белка. Таким образом, можно 
предположить, что полученный в результате щелочно-солевой обработки плавательных 
пузырей продукт является коллагеном, сохранившим свою нативную структуру. 

Эксперимент in vivo
Для подтверждения эффективности применения плавательного пузыря сиговых рыб в 

медицинских целях проведен эксперимент in vivo на лабораторных животных, позволя-
ющий оценить его влияние на продолжительность заживления ран (рис. 5.) по методике, 
изложенной в [15]. Продолжительность эксперимента составляла 14 суток, количество экс-
периментальных животных (лабораторные крысы линии Wister) в каждой серии не менее 4. 

При проведении экспериментов in vivo было показано, что при использовании пленок из 
плавательного пузыря чира и омуля, также как и при использовании пленок осетра сокра-
щается площадь раны, несколько уменьшаются сроки образования грануляционной ткани 
и сроки заживления раны. По сравнению с контрольной группой для ран, обработанных 
пленками из плавательного пузыря, в первые сутки изменение площади несколько мень-
ше, но заживление раны происходит на 2 суток раньше. Т. е. плавательные пузыри чира и 
омуля не менее эффективны в качестве медицинского средства для лечения наружных ран, 
чем плавательные пузыри осетра. Первые положительные результаты должны быть под-
тверждены опытами на большем количестве подопытных животных, однако тот факт, что 
применение распространенных промысловых рыб – чира и омуля – дало результаты, мало 
отличающиеся от использования осетра, широко употребляемого для медицинских целей, 
весьма обнадеживает. Т. е. сырьевая база для получения медицинских материалов на основе 
коллагена в будущем может быть существенно расширена, при этом будут использованы 
отходы переработки массовых промысловых рыб. 

Заключение 
В медицине рыбный коллаген и продукты его гидролиза широко применяют в виде 

различных пленок, губок, трубок, пластырей и других препаратов для лечения ран, ожогов,
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Рис. 5. Кинетика изменения площади раневой поверхности (см2) у экспериментальных 
животных в зависимости от продолжительности эксперимента (в сутках):  

1 – контрольная группа; 2 – пленка плавательного пузыря чира;  
3 – пленка плавательного пузыря омуля; 4 – пленка плавательного пузыря осетра

трофических язв, пульпитов, гипертонической болезни, остеоартрита. В частности, кол-
лаген из плавательного пузыря осетра используется для производства аппликационных 
лекарственных средств в виде фитопленок пролонгированного действия для профилактики 
и лечения воспалительных заболеваний слизистой и кожных покровов организма. 

В данной работе впервые были изучены плавательные пузыри сибирского осетра, сиговых 
пород рыб с целью изучения возможности их применения для получения материалов меди-
цинского назначения. Образцы плавательного пузыря были исследованы методами электрон-
ной микроскопии, ИК-спектроскопии. Результаты электронной микроскопии показывают, что 
исследованные образцы плавательного пузыря омуля и осетра существенно различаются по 
своей микроструктуре: для плавательного пузыря осетра характерна фибриллярная структура 
волокон. Для плавательного пузыря омуля она не выявлена, что объясняется особенностями 
морфологического строения этих рыб и различиями в аминокислотном составе коллагена. 

Первые эксперименты по применению пленок коллагена из плавательного пузыря 
северных пород рыб в качестве медицинских средств для заживления ран подопытных 
животных, установленные в экспериментах in vivo, дали положительные результаты. При 
использовании пленок из плавательного пузыря осетра, чира и омуля сокращается площадь 
раны, несколько уменьшаются сроки заживления раны, пленки не вызывают раздражающе-
го действия и оказывают стимулирующее влияние на процессы заживления кожных ран, 
что служит основанием для дальнейших экспериментальных работ (испытания на большем 
количестве подопытных животных, клинические испытания). 

Для дальнейшей переработки и очистки, избирательного разрушения сетки прочных 
межмолекулярных связей в условиях, сохраняющих трехспиральную структуру коллагена 
и его выделения, биосырье обрабатывают различными химическими веществами. Нами 
был опробован метод щелочно-солевой обработки плавательного пузыря северных пород 
рыб для выделения (солюбилизации) коллагена. Действие щелочно-солевой обработки 
приводит к разрушению основного цементирующего вещества, в частности, гликозамино-
гликанов, дезорганизации и дезинтеграции структурных элементов коллагена, нарушению 
межмолекулярных связей, что делает возможным его полное растворение и переработку. 

По данным ИК-спектроскопии на всех этапах щелочно-солевой обработки сохраняются 
полосы поглощения амид I, амид II, амид III, амид А, характеризующие полипептидные 
связи белка, что подтверждает сохранение коллагеновой природы полимера и пригодность 
обработанного данным способом сырья для дальнейшего получения разнообразных меди-
цинских материалов. Таким образом, сырьевая база для получения медицинских матери-
алов на основе коллагена в будущем может быть существенно расширена, при этом будут 
использованы отходы переработки массовых промысловых рыб. 
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