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Бактериальная коллагеназа Clostridium histolyticum используется 
в современной медицине для лечения различных заболеваний. 
Важным ее свой ством является способность к биодеградации 
основного белка межклеточного матрикса – коллагена. Спек-
трально-оптические методы, такие как фотонно-корреляционная 
спектроскопия, позволяют исследовать растворы молекул кол-
лагена и коллагеназы в условиях, максимально приближенных к 
физиологическим. Моделировать различные процессы, протека-
ющие в организме человека, можно путем изменения различных 
параметров среды: температуры, рН раствора, тип растворителя 
и добавок активаторов/ингибиторов фермента. На основе зави-
симости коэффициента трансляционной диффузии от pH среды, 
полученной методом динамического рассеяния света, опреде-
лена изоэлектрическая точка бактериальной коллагеназы CHC 
(Сlostridium histolyticum) типа IA (pI 6.0). Показано, что добавле-
ние в водный раствор бактериальной коллагеназы СНС хлорида 
кальция приводит к увеличению подвижности молекул фермента. 
Изучены временные зависимости коэффициента трансляционной 
диффузии и гидродинамического радиуса в растворах на основе 
смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок и с 
добавлением активатора – хлорида кальция. Из полученных дан-
ных следует, что добавление ионов кальция к растворам приводит 
к увеличению скорости биодеградации коллагена почти в 2 раза. 
Ключевые слова: коллаген I типа, бактериальная коллагеназа, 
хлорид кальция, активатор, биодеградация, динамическое рас-
сеяние света.
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Введение

Препараты на основе ферментов использу-
ются в разных областях современной медицины: 
в хирургии, гинекологии, отоларингологии, 
офтальмологии, а также в дерматологии и кос-
метологии. Одним из таких ферментов является 
бактериальная коллагеназа, вырабатываемая 
некоторыми микроорганизмами, например, 
Clostridium histolyticum СНС (возбудитель 
газовой  гангрены). 

Бактериальная коллагеназа CHC использу-
ется в клинической практике: для удаления не-
кротических тканей из ран на микроскопическом 
уровне, лечения заболеваний  глаз в офтальмоло-
гии, ускорения рассасывания швов из кетгута и 
расщепления переродившейся рубцовой ткани 
сухожилий при болезни Дюпюитрена [1, 2].

Важным свой ством коллагеназы является ее 
способность к биодеградации основного белка 
межклеточного матрикса – коллагена. Бактери-
альная коллагеназа может расщеплять почти все 
типы коллагенов и способна разрушать не только 
пептидную цепь белка, но и многочисленные 
связи внутри трой ных спиралей  молекулы [3].

Структурные изменения коллагеновых фи-
брилл под воздей ствием коллагеназы с течением 
времени хорошо исследованы с помощью микро-
скопии, а также определена скорость деградации 
белка [4]. Полученные результаты наглядно 
демонстрируют процесс расщепления коллагено-
вых волокон и позволяют количественно оценить 
скорость изменения диаметра коллагеновых 
фибрилл, однако плохо согласуются с результа-
тами, полученными в условиях, приближенных 
к физиологическим [4]. 

Поскольку расщепление коллагена под 
действием фермента коллагеназы в растворах 
происходит в среднем за 60 мин, метод фотонно-
корреляционной спектроскопии позволяет от-
слеживать динамику данного процесса в режиме 
реального времени. Моделировать различные 
процессы, протекающие в организме человека, 
можно путем изменения параметров среды: 
температуры, рН раствора, типа растворителя 
и добавок активаторов/ингибиторов фермента.
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В данной работе с помощью метода динами-
ческого рассеяния света исследовались растворы 
коллагена I типа и бактериальной коллагеназы 
СНС типа IA с добавлением активатора хлорида 
кальция. Метод фотонно-корреляционной спек-
троскопии позволяет определять автокорреля-
ционную функцию флуктуаций интенсивности 
рассеянного света, а при дальнейшей обработке 
получить распределения размеров частиц Rh или 
распределения коэффициентов трансляционной 
диффузии Dt.

1. Метод фотонно-корреляционной 

     спектроскопии

Молекулярные движения макромолекул 
белков под воздействием тепловой энергии 
определяют динамику флуктуаций интенсивно-
сти рассеянного света в исследуемых системах. 
Эти движения представляют собой комбинацию 
трансляционной и вращательной диффузий, 
характер которых зависит от эффективных раз-
меров и формы рассеивающих макромолекул, 
а также от их межмолекулярного электроста-
тического взаимодействия, обусловленного 
величиной и характером пространственного рас-
пределения зарядовых центров на поверхности 
молекулы [5, 6].

Метод фотонно-корреляционной спектро-
скопии, известный также как метод динамиче-
ского рассеяния света, позволяет определять 
автокорреляционную функцию флуктуаций ин-
тенсивности рассеянного света. При дальнейшей 
обработке становится возможным получение рас-
пределения размеров частиц или распределения 
коэффициентов трансляционной диффузии.

Флуктуации интенсивности рассеянного све-
та возникают из-за неоднородности диэлектри-
ческой проницаемости среды. В жидкости они 
напрямую связаны с флуктуациями локальной 
концентрации частиц, обусловленными броунов-
ским движением макромолекул.

В простейшем случае раствора, содержаще-
го невзаимодействующие сферические частицы 
одного размера, спектр мощности фототока 
представляет собой кривую Лоренца [6] с полу-
шириной Г, а корреляционная функция интен-
сивности – экспоненту с временем релаксации 
τрел=1/Г:

.               (1)

Коэффициент Г связан с физическими па-
раметрами среды и условиями эксперимента 
следующим образом: 

,                         (2)

,            (3)

,                      (4)

где Dt – коэффициент трансляционной диффу-
зии частиц, ki – волновой вектор падающего 
излучения, ks – волновой вектор рассеянного 
излучения, n – показатель преломления среды, 
λ – длина волны рассеянного излучения, θ – угол 
рассеяния, T – абсолютная температура среды, 
K – постоянная Больцмана, η – вязкость раствора, 
Rh – гидродинамический радиус частицы.

В случае полидисперсных растворов, когда 
размеры частиц различаются, спектр фототока 
представляет собой непрерывное множество 
(интеграл) кривых Лоренца с разными полу-
ширинами. Следовательно, для нахождения рас-
пределения частиц по размерам (коэффициентам 
диффузии) необходимо решать обратную спек-
тральную задачу в виде интегрального уравнения 
с лоренцевым ядром.

,        (5)

,            (6)

где g(1)(t) – нормированная автокорреляцион-
ная функция сигнала, а g(2)(t) – нормированная 
автокорреляционная функция интенсивности, 
ζ(t) – ошибка, связанная со стохастической при-
родой самого сигнала [6].

Если пренебречь влиянием постоянного 
экспериментального шума ζ(t) уравнение (5), 
известное как соотношение Зигерта, позволит 
вычислить g(1)(t) через g(2)(t), накапливаемую 
коррелятором во время эксперимента.

Интегральное уравнение (6) формирует 
основной принцип обработки данных в фотонно-
корреляционной спектроскопии. В проводимых 
экспериментах обработка результатов произво-
дилась с помощью программного обеспечения 
DYNALS (Израиль, SoftScientifi c), в котором 
поиск приближенного решения уравнения (6) 
осуществляется с помощью метода регуляриза-
ции А. Н. Тихонова для интегральных уравнений.

2. Исследуемые вещества

2.1. Коллаген
Коллаген играет важную роль в эволюции 

сложных организмов, формируя прочный нерас-
творимый каркас [7]. Это основной структурный 
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белок межклеточного матрикса. Он составляет от 
25 до 33% общего количества белка в организме, 
т.е. около 6% массы тела. Название «коллаген» 
объединяет семейство близкородственных фи-
бриллярных белков, которые являются основным 
белковым элементом кожи, костей, сухожилий, 
хряща, кровеносных сосудов, зубов. В разных 
тканях преобладают разные типы коллагена, а 
это, в свою очередь, определяется той ролью, 
которую он играет в конкретном органе или 
ткани [8].

В настоящее время известно 19 типов колла-
гена, которые отличаются друг от друга по пер-
вичной структуре пептидных цепей, функциям и 
локализации в организме. Наиболее распростра-
нен коллаген I типа. Его структура представляет 
собой три левозакрученных альфа-полипептида, 
свернутые в тройную правозакрученную спи-
раль, стабилизированную водородными связями 
(между цепочками и внутри цепочек) [9].

В данной работе использовался коллаген 
I типа из кожи теленка производства компании 
Sigma-Aldrich (США). Молекулярная масса бел-
ка около 300 кДа, длина молекулы составляет 
300 нм. 

Как и любой белок, коллаген функционирует 
в организме определенное время. Его относят 
к медленно обменивающимся белкам (Т1/2 со-
ставляет недели или месяцы). Разрушение кол-
лагеновых волокон осуществляется активными 
формами кислорода или ферментативно (гидро-
литически) [8].

Нативный коллаген не гидролизуется обыч-
ными пептидгидролазами. Основной фермент его 
катаболизма – коллагеназа, которая расщепляет 
пептидные связи в определенных участках мо-
лекулы. 

2.2. Коллагеназа
Известны два типа коллагеназ: тканевая и 

бактериальная. Тканевая коллагеназа присутству-
ет у человека в различных органах и тканях. Она 
обладает высокой специфичностью, перерезает 
тройную спираль коллагена в определенном 
месте, примерно на 1/4 расстояния от С-конца, 
между остатками глицина и лейцина или изо-
лейцина [8].

Образующиеся фрагменты коллагена раство-
римы в воде. При температуре тела они спонтан-
но денатурируют и становятся доступными для 
действия других протеолитических ферментов. 

Бактериальные коллагеназы менее изби-
рательны и расщепляют от 150 до 200 связей 
в каждой полипептидной цепи коллагена. Они 

гидролизуют неполярные участки молекулы бел-
ка, разрывая связь Х-Гли в последовательности 
-R-Про-X-Гли (Х – нейтральная аминокислота) 
(рис. 1).

Рис. 1. Принцип действия бактериальной 
коллагеназы на коллаген 

Fig. 1. The action of bacterial collagenase 
on collagen

Бактериальная коллагеназа не демонстри-
рует выраженного снижения ферментной ак-
тивности и является наиболее подходящей для 
длительных экспериментов [10]. 

В настоящее время известно 7 форм колла-
геназы, синтезируемой возбудителем газовой 
гангрены Clostridium Hystolyticum. Молярные 
массы коллагеназ СНС варьируются от 68 до 
130 кДа. Изоэлектрическая точка находится в 
интервале pH 5.4–6.5 [11]. Активаторами колла-
геназы являются ионы кальция и цинка [12, 13]. 
Zn2+ отвечает за активацию амидной группы 
фермента, а Ca2+ – за формирование третичной 
структуры молекулы [14].

В данной работе использовалась бактериаль-
ная коллагеназа типа IA производства компании 
Sigma-Aldrich, синтезируемая возбудителем 
газовой гангрены Clostridium histolyticum (мо-
лекулярная масса 79 кДа).

3. Приготовление образцов

Для измерения pH-зависимостей исполь-
зовался водный раствор коллагеназы с концен-
трацией 0.2 мг/мл. Необходимое значение рН 
раствора достигалось путем добавления кислоты 
HCl или щелочи KOH.

Для исследования растворов на основе смеси 
коллагена и коллагеназы использовался буфер 
Tris-HCl (10−2 М, pH 7.0). Концентрация коллаге-
на в растворе составляла 0,1 мг/мл, концентрация 
коллагеназы – 0.2 мг/мл. Ионная сила раствора 
при добавлении хлорида кальция – 0.03 моль/л. 

Все образцы перед измерениями обрабаты-
вались в ультразвуковой ванне с частотой 30 кГц 
в течение 1 мин.

Эксперименты проводились на оптической 
установке «Photocor-Complex» с диодным лазе-

Место расщепления
Place of cleavage
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ром с длиной волны 647 нм и мощностью 25 мВт. 
Температура в кювете с исследуемым раствором 
поддерживалась на уровне 30°С при помощи 
встроенного в прибор термостата [15]. 

4. Экспериментальные результаты

С помощью метода динамического рас-
сеяния света были получены зависимости 
коэффициента трансляционной диффузии рас-
сеивающих частиц Dt от pH в водных растворах 
коллагеназы (рис. 2). 

Известно, что коэффициент трансляционной 
диффузии Dt линейно зависит от коэффициента 
межмолекулярного взаимодействия B [16]:

.          (7)

Коэффициент взаимодействия меняется с 
ростом суммарного заряда на белке по параболи-
ческому закону (эффект Доннана) с минимумом 
в изоэлектрической точке [17]. Таким образом, из 
полученных данных следует, что изоэлектриче-
ская точка для коллагеназы типа IA, синтезируе-
мой Clostridium histolyticum, приходится на pH 6.0.

Рис. 2. Зависимость коэффициента трансляционной диффузии рассеиваю-
щих частиц Dt от pH в водных растворах коллагеназы (аппроксимирующая 

функция вида y=B1·x+B2·x2) 

Fig. 2. Dependence of translational diffusion coeffi cient of scattering particles 
Dt on pH in water solutions of collagenase (approximating function of the form 

y=B1·x+B2·x2)

pH

С помощью метода динамического рассе-
яния света были проведены эксперименты по 
измерению коэффициента трансляционной диф-
фузии молекул коллагеназы в водных растворах 
при добавлении активатора CaCl2 (рис. 3).

Из рис. 3 видно, что с увеличением кон-
центрации хлорида кальция в водном растворе 
коэффициент трансляционной диффузии рас-
сеивающих частиц возрастает (подвижность 
молекул растет).

Также были получены временные зависи-
мости коэффициента трансляционной диффузии 
Dt рассеивающих частиц в растворах на основе 
смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере 

без добавок (рис. 4, 1) и с добавлением актива-
тора хлорида кальция (рис. 4, 2).

Значение коэффициента трансляционной 
диффузии в чистом Tris-HCl растворе колла-
гена и коллагеназы увеличилось за 60 мин с 
(1.5 ± 0.2)∙10−8 до (4.6 ± 0.5)∙10−8см2/c и далее 
практически не менялось. При добавлении в 
раствор хлорида кальция значение Dt в течение 
первых 30 мин изменилось с (1.6 ± 0.2)∙10−8 до 
(14.0±2.1)∙10−8 см2/c, после чего его рост за-
медлился.

С помощью программы DYNALS были 
рассчитаны зависимости гидродинамического 
радиуса Rh рассеивающих частиц от времени 
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Рис. 3. График зависимости коэффициента трансляционной диффузии Dt от концентрации 
активатора CaCl2 в водных растворах коллагеназы

Fig. 3. Dependence of translational diffusion coeffi cient Dt оn CaCl2 activator concentration 

in water solutions of collagenase

Рис. 4. Временная зависимость коэффициента трансляционной диффузии Dt для растворов 
на основе смеси коллагена и коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок (1) и с добавле-

нием хлорида кальция (2)

Fig. 4. Translation diffusion coeffi cient (Dt) on time dependencies of scattering particles 
in “collagen+collagenase” Tris-HCl buffer solutions (1) and with added CaCl2 (2)

c, mg/ml

t, min

для растворов смеси коллагена и коллагеназы в 
Tris-HCl без добавок (рис. 5, 1) и с добавлением 
хлорида кальция (рис. 5, 2).

Из рис. 5 видно, что размер рассеивающих 
частиц уменьшается со временем в обоих слу-
чаях. Значение гидродинамического радиуса 
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для растворов на основе смеси коллагена и 
коллагеназы в Tris-HCl буфере без добавок из-
менилось за 30 мин от 200 ± 25 до 110 ± 15 нм, а 
с добавлением активатора хлорида кальция – от 
180 ± 20 до 27 ± 3 нм. 

Наиболее интенсивное расщепление мо-
лекул коллагена происходит в течение первых 
30 мин при добавлении в растворы ионов каль-
ция (рис. 4, 2 и рис. 5, 2). В данном случае ионы 
Ca2+ включаются в активный центр фермента 
и обеспечивают конформацию, необходимую 
для связывания с пептидной цепью белка, что 
приводит к увеличению скорости расщепления 
коллагена [12].

Результаты и выводы

Полученные результаты дают возможность 
сделать вывод о том, что для бактериальной кол-
лагеназы CHC типа IA зависимость коэффициен-
та трансляционной диффузии от рН среды имеет 
нелинейный вид (близкий к параболическому) и 
достигает минимального значения в изоэлектри-
ческой точке (pH 6.0). 

Активация бактериальной коллагеназы СНС 
в водном растворе хлоридом кальция приводит 
к увеличению подвижности молекул фермента. 

Показана возможность применения метода 
динамического рассеяния света для определения 

скорости биодеградации коллагена под воздей-
ствием коллагеназы в режиме реального времени 
в растворах. При добавлении хлорида кальция 
основное расщепление коллагеновых волокон 
происходит в течение первых 30 мин, в то время 
как в чистом растворе (без активатора) - в течение 
первых 60 мин (скорость увеличивается в 2 раза).
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Background and Objectives: Bacterial collagenase from Closr-
tidium histolyticum is widely used as a clinical tool in the nonsurgical 
treatment of Dupuytren’s disease in eye’s disorders treatment, for
enzymatic debridement, for accelerated resorption of catgut sutures. 
Collagenase main feature is its ability to digest key protein of the 
animal extracellular matrix – collagen. Dynamic Light Scattering (DLS) 
technique allows for investigation of collagen and collagenase solu-
tions in conditions close to physiological. Varying the solution parame-
ters (pH, temperature, solvent type) and adding activators or inhibitors 
of collagenase one can simulate the processes in living organisms. 
Materials and Methods: DLS method enables one to assess the 
translation diffusion coefficient of particles in solutions by analyzing 
the characteristic time of scattered light intensity fluctuations. Experi-
ments were carried out using the photon-correlation spectrometer 
Photocor-Complex with diode laser (wavelength 647 nm, power 
25 mW). Collagen type I from calf skin and Bacterial collagenase 
from Clostridium histolyticum type IA produced by Sigma-Aldrich 
were used. Results: Using the DLS method we have experimen-
tally obtained: dependence of the translation diffusion coefficient 
dependence on pH in collagenase water solutions (pI 6.0), translation 
diffusion coefficient on time dependencies of scattering particles in 
“collagen+collagenase” Tris-HCl buffer solution without additives 
and with addition of CaCl2. Conclusion: DLS enables us to moni-
tor the dynamics of collagen biodegradation in real time. Different 
phy siological states can be simulated for in-vitro investigation by 
varying temperature, solution formula and collagen-collagenase ratio.
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