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Проведен анализ молекулярно-массовых характеристик (ММХ) (молекулярной массы 

(ММ) и коэффициента полидисперсности (КП)) гидролизата высокомолекулярного рыбно-
го коллагена (РК) в процессе ферментативного гидролиза двумя протеолитическими фер-
ментами: панкреатином и трипсином при комнатной температуре. Показана высокая эф-
фективность ферментов: основная часть РК гидролизуется в течение первой минуты как в 
случае панкреатина, так и трипсина, при этом образуется несколько фракций гидролизата 
РК. В случае трипсина наблюдается небольшая олигомерная фракция. Коэффициент поли-
дисперсности Мw/Мn для фракций в процессе гидролиза имеет значения преимущественно 
не более 1,2, что свидетельствует об однородности фракций коллагена по ММ. Исходный 
нативный РК с ММ ~ 300 кДа во фракциях гидролизата отсутствует. Эти данные свиде-
тельствуют о высокой скорости гидролиза в присутствии указанных ферментов. Для обоих 
ферментов наблюдается образование двух низкомолекулярных фракций гидролизата с 
близкими значениями ММ ~ 17 кДа и ~ 9 кДа, причем доля последней фракции в растворе 
больше 80 %. Последующий контроль ММХ показал, что происходит медленное умень-
шение доли всех фракций до практически полного исчезновения за трое суток, кроме низ-
комолекулярной фракции с ММ ~ 9 кДа, содержание которой постепенно увеличивается. 
Вид кривых молекулярно-массового распределения (ММР) для разных ферментов практи-
чески одинаков, однако наблюдается небольшое различие в соотношениях фракций гид-
ролизатов на разных стадиях гидролиза при использовании указанных ферментов, связан-
ное с незначительной разницей в эффективности использованных ферментов, которое мо-
жет отразиться на строении скаффолда в процессе его формирования. Различия в значени-
ях ММ и соотношении фракций с разной ММ свидетельствуют о влиянии природы фер-
ментов на процесс гидролиза высокомолекулярного коллагена. Представленные результа-
ты хорошо согласуются с известными литературными данными о природе ферментов пан-
креатина. Протеолитические ферменты, входящие в состав панкреатина, – трипсин, пепсин 
и химотрипсин – катализируют гидролиз пептидных связей, образованных остатками ами-
нокислот аргинина и лизина. Ярко выраженная ограниченная субстратная специфичность 
ферментов приводит к практически количественному образованию в процессе гидролиза уз-
кодисперсного олигомера с ММ ~ 9 кДа. В совокупности с результатами исследований дейст-
вия ферментов на другие компоненты конструкции скаффолдов, а также биомиметическими 
испытаниями они позволят моделировать состав, строение и важнейшие характеристики 
скаффолдов с оптимизированными свойствами. Это особенно важно, если в процессе форми-
рования скаффолдов и биомедицинских клеточных продуктов используются реакции фермен-
тативного гидролиза, так как получаемая в результате клеточная матрица формируется не из 
нативных молекул, а из их гидролизатов. 

Ключевые слова: биополимеры, скаффолды, высокомолекулярный рыбный коллаген, 
панкреатин, трипсин, эффективность гидролиза.  

 
 

Введение 
Развитие реконструктивной медицины на базе тканевой инженерии связано прежде всего 

с созданием новых материалов высокой функциональности, способных имитировать биологиче-
ские, структурные и физические функции естественных тканей организма. В настоящее время 
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существует высокая потребность в продуктах тканевой инженерии, в том числе в продуктах 
скаффолд-технологий. Основная технология использования скаффолдов – заселение клетками 
непосредственно перед имплантацией или во время нее [1–7]. В то же время одной из ключевых 
проблем при использовании даже идеального источника клеточного материала является необхо-
димость создания подходящего искусственного биомиметического матрикса. В связи с этим ос-
новной задачей тканевой инженерии является создание клеточных матриц (скаффолдов) с после-
дующим образованием сложных клеточных композиций, подобных ткани или органу, для даль-
нейшей трансплантации их пациенту взамен поврежденных или утраченных. Для создания скаф-
фолдов предлагают использовать природные и синтетические полимеры. Чаще других в случае 
биополимеров используют белки, такие как коллаген, фибрин, фиброин шелка и др. При получе-
нии скаффолдов применяют протеолитические ферменты [8–11], гидролизующие пептидную 
связь белков с целью образования новых связей уже в скаффолде, при этом отмечается влияние 
молекулярно-массовых характеристик (ММХ) используемого полимера на свойства получаемых 
матриц [12–14]. Изменения молекулярных и надмолекулярных параметров биополимеров кле-
точных матриц при формировании скаффолдов, влияние этих параметров на биомиметические 
свойства при построении тканеинженерных конструкций зависят не только от природы исполь-
зуемого белкового материала, но и от природы фермента [15, 16]. Варьирование фермента может 
позволить при построении тканеинженерных конструкций моделировать характеристики скаф-
фолдов.  

Разрабатываемые клеточные матрицы, имитирующие естественный внеклеточный матрикс, 
должны обеспечивать достаточную временную механическую поддержку для развития ткани и об-
ладать физиологической активностью, достаточной для развития межклеточных контактов, но в то 
же время подвергаться естественной резорбции с трансформацией в натуральный внеклеточный 
матрикс [3, 17]. Использование коллагена I типа широко распространено при создании скаффолдов, 
так как он имеет несколько преимуществ, позволяющих использовать данный биополимер для по-
лучения продуктов тканевой инженерии: биосовместимость, волокнистая структура, хорошая соче-
таемость с другими материалами, биодеградируемость [2, 3, 18, 19]. 

Однако нативный коллаген представляет собой быстро разлагаемый биополимер из-за своей 
фибриллярной волокнистой структуры. Но в сочетании с другими синтетическими и природными 
полимерами этот недостаток с легкостью устраняется, более того, наблюдается увеличение жест-
кости и упругости гибридного материала в условиях ферментативного разрушения нативных мо-
лекул белка [13, 20, 21]. Ранее было установлено, что при гидролизе нативного высокомолеку-
лярного коллагена I типа, выделенного из кожных покровов разных животных, в стандартных 
условиях в присутствии панкреатина происходит гидролиз с достаточно высокой скоростью [22]. 

Целью данного исследования является сравнение ММХ рыбного коллагена (РК) в процессе 
гидролиза в присутствии многокомпонентного фермента панкреатина, в состав которого входят 
протеолитические ферменты трипсин, пепсин, и химотрипсин, а также только трипсина в усло-
виях, близких к условиям формирования скаффолдов [23]. Главной задачей при этом стал кон-
троль ММХ гидролизата коллагена в течение длительного времени. 

 
Экспериментальная часть 
В работе использовали коммерческие ферменты: панкреатин [Хубей Максфарм Индастриз 

Ко. Лтд (Китай)], трипсин [ООО НПП «ПанЭко»], AcOH (ХЧ). Высокомолекулярный рыбный 
коллаген (РК) выделяли по методу [24]. 

При проведении ферментативного гидролиза использовали 1%-ный раствор РК. К раствору 
высокомолекулярного РК добавляли 1М NaOH для достижения нейтральной среды и доводили 
дистиллированной водой до определенного объема. Гидролиз в присутствии ферментов проводи-
ли при фермент-субстратном соотношении коллаген : фермент = 10:1, добавляя к полученной 
смеси фермент. Из реакционной среды брали пробы (1 мл) через определенные промежутки вре-
мени после добавления фермента. Для прерывания гидролиза в пробы приливали 4%-ный рас-
твор AcOH. 

Молекулярно-массовые характеристики проб гидролизата РК определяли методом ГПХ с 
применением высокоэффективного жидкостного хроматографа фирмы Shimadzu 
CTO20A/20AC (Япония) с программным модулем LC-Solutions-GPC. Разделение проводили с 
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применением колонки Tosoh Bioscience
детектора применяли низкотемпературный светорассеивающий де
том служил 0,5 М раствор уксу
пользовали узкодисперсные образцы декстрана с диапазоном молекулярных масс (ММ) 1
410 000 Да (Fluca).  

 
Обсуждение результатов 
В соответствии с поставленной в исследовании целью проводили анализ ММХ

гидролизата РК в процессе ферментативного гидролиза при комнатной температуре. Оказалось, 
что основная часть высокомолекулярного РК гидролизуется в течение первой минуты как в сл
чае панкреатина, так и трипсина (рис. 1).
гидролизата РК с ММ менее 70 кДа (13
в случае же трипсина наблюдается еще небольшая олигомерная фракция (~
с ММ ~ 300 Да, а фракция исходного нативного РК с ММ ~
вие панкреатина и трипсина приводит к полному разрушению исходного нативного РК до низк
молекулярных фракций уже в течение первой минуты, что свидетельствует о 
ности гидролиза в присутствии указанных ферментов.

 

Рис. 1. Изменение молекулярной массы разных фракций при гидролизе РК панкреатином:
1 – фракция с ММ выше 17 кДа; 2 

Интересно отметить, что наблюдается образование двух низкомолекулярных фракций гидр
лизата со значениями ММ ~ 17 кДа и ~ 9 кДа для обоих ферментов, причем доля последней 
фракции в растворе больше 80
показал (см. рис. 1, 2), что происходит медленное уменьшение первой фракции с ММ выше 
17 кДа до полного исчезновения за трое суток (кривые 1 на рис. 3, 4), содержание второй фра
ции с ММ ~ 17 кДа немного увеличивается вначале и для панкреатина, и для трипсина, х
центрация фракции немного различается в образцах гидролизата разными ферментами (кривые 2 
на рис. 3, 4), а затем изменяется мало, содержание низкомолекулярной фракции с ММ
постепенно увеличивается (кривые 3 на рис. 1, 2). Олигомерная фракция
со временем исчезает, видимо, за счет разрушения до неконтролируемых методом аминокислот 
(кривая 4 на рис. 4). В образцах через трое суток в растворе с панкреатином остается только ги
ролизат РК с ММ ~ 9 кДа (см. рис. 1) в случае ги
(~ 10 % РК с ММ ~ 17 кДа). То есть наблюдается разрушение исходного 
коллагена с образованием двух низкомолекулярных фракций (рис. 5, 6). Об
мание небольшое различие в соотношениях фракций гидролизатов на разных стадиях гидролиза 
при использовании указанных ферментов, которое может отразиться на строении скаффолда в 
процессе его формирования (рис.
гидролиза, свидетельствующие об однородности фракций 
(КП) имеют значения преимущественно не более 1,2.
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Bioscience TSKgel G3000SWxl с диаметром пор 5 мкм. В качестве 
детектора применяли низкотемпературный светорассеивающий детектор ELSD

М раствор уксусной кислоты. Скорость потока 0,8 мл/мин. Для калибровки и
пользовали узкодисперсные образцы декстрана с диапазоном молекулярных масс (ММ) 1

 
и с поставленной в исследовании целью проводили анализ ММХ

гидролизата РК в процессе ферментативного гидролиза при комнатной температуре. Оказалось, 
что основная часть высокомолекулярного РК гидролизуется в течение первой минуты как в сл

трипсина (рис. 1). При использовании панкреатина образуется три фракции 
гидролизата РК с ММ менее 70 кДа (13–15 %), с ММ ~ 17,5 кДа (2,0–3,5 %) и ММ ~ 9
в случае же трипсина наблюдается еще небольшая олигомерная фракция (~

Да, а фракция исходного нативного РК с ММ ~ 300 кДа отсутствует. То есть дейс
вие панкреатина и трипсина приводит к полному разрушению исходного нативного РК до низк
молекулярных фракций уже в течение первой минуты, что свидетельствует о 
ности гидролиза в присутствии указанных ферментов. 

 
Рис. 1. Изменение молекулярной массы разных фракций при гидролизе РК панкреатином:

фракция с ММ выше 17 кДа; 2 – фракция с ММ ~ 17 кДа; 3 – фракция с ММ ~9 кДа
 

отметить, что наблюдается образование двух низкомолекулярных фракций гидр
17 кДа и ~ 9 кДа для обоих ферментов, причем доля последней 

фракции в растворе больше 80 % (рис. 1, 2). Последующий контроль ММХ в течение трех часов 
л (см. рис. 1, 2), что происходит медленное уменьшение первой фракции с ММ выше 

кДа до полного исчезновения за трое суток (кривые 1 на рис. 3, 4), содержание второй фра
17 кДа немного увеличивается вначале и для панкреатина, и для трипсина, х

центрация фракции немного различается в образцах гидролизата разными ферментами (кривые 2 
на рис. 3, 4), а затем изменяется мало, содержание низкомолекулярной фракции с ММ
постепенно увеличивается (кривые 3 на рис. 1, 2). Олигомерная фракция в растворе с трипсином 
со временем исчезает, видимо, за счет разрушения до неконтролируемых методом аминокислот 
(кривая 4 на рис. 4). В образцах через трое суток в растворе с панкреатином остается только ги
ролизат РК с ММ ~ 9 кДа (см. рис. 1) в случае гидролиза трипсином доля его составляет ~ 90

кДа). То есть наблюдается разрушение исходного высокомолекулярного 
с образованием двух низкомолекулярных фракций (рис. 5, 6). Об

соотношениях фракций гидролизатов на разных стадиях гидролиза 
при использовании указанных ферментов, которое может отразиться на строении скаффолда в 
процессе его формирования (рис. 1, 2). В табл. 1, 2 приведены значения ММ и КП в процессе 

тельствующие об однородности фракций – коэффициенты полидисперсности 
(КП) имеют значения преимущественно не более 1,2. 
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TSKgel G3000SWxl с диаметром пор 5 мкм. В качестве 
тектор ELSD-LT II. Элюен-

8 мл/мин. Для калибровки ис-
пользовали узкодисперсные образцы декстрана с диапазоном молекулярных масс (ММ) 1 000–

и с поставленной в исследовании целью проводили анализ ММХ (ММ и КП) 
гидролизата РК в процессе ферментативного гидролиза при комнатной температуре. Оказалось, 
что основная часть высокомолекулярного РК гидролизуется в течение первой минуты как в слу-

При использовании панкреатина образуется три фракции 
3,5 %) и ММ ~ 9 кДа (83–84 %), 

в случае же трипсина наблюдается еще небольшая олигомерная фракция (~ 1,0 %) 
300 кДа отсутствует. То есть дейст-

вие панкреатина и трипсина приводит к полному разрушению исходного нативного РК до низко-
молекулярных фракций уже в течение первой минуты, что свидетельствует о высокой эффектив-

 
Рис. 1. Изменение молекулярной массы разных фракций при гидролизе РК панкреатином: 

фракция с ММ ~9 кДа 

отметить, что наблюдается образование двух низкомолекулярных фракций гидро-
17 кДа и ~ 9 кДа для обоих ферментов, причем доля последней 

% (рис. 1, 2). Последующий контроль ММХ в течение трех часов 
л (см. рис. 1, 2), что происходит медленное уменьшение первой фракции с ММ выше 

кДа до полного исчезновения за трое суток (кривые 1 на рис. 3, 4), содержание второй фрак-
17 кДа немного увеличивается вначале и для панкреатина, и для трипсина, хотя кон-

центрация фракции немного различается в образцах гидролизата разными ферментами (кривые 2 
на рис. 3, 4), а затем изменяется мало, содержание низкомолекулярной фракции с ММ ~ 9 кДа 

в растворе с трипсином 
со временем исчезает, видимо, за счет разрушения до неконтролируемых методом аминокислот 
(кривая 4 на рис. 4). В образцах через трое суток в растворе с панкреатином остается только гид-

дролиза трипсином доля его составляет ~ 90 % 
высокомолекулярного 

с образованием двух низкомолекулярных фракций (рис. 5, 6). Обращает на себя вни-
соотношениях фракций гидролизатов на разных стадиях гидролиза 

при использовании указанных ферментов, которое может отразиться на строении скаффолда в 
1, 2). В табл. 1, 2 приведены значения ММ и КП в процессе 

коэффициенты полидисперсности 
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Рис. 5. Кривые ММР коллагена из кожи трески с трипсином:  
1 – исходный, 2 – после 1 минуты, 3 – конечный 

 

 
Рис. 6. Кривые ММР коллагена из кожи трески с панкреатином: 

1 – исходный, 2 – после 1 минуты, 3 – конечный 
 

Таблица 1 
Молекулярно-массовые параметры РК при ферментативном гидролизе панкреатином в течение 3 суток 

 
Таблица 2 

Молекулярно-массовые параметры высокомолекулярного коллагена 
при ферментативном гидролизе трипсином в течение 3 суток 

 

№ 
п/п 

Значения ММХ во время гидролиза 
мин 3 суток 1 10 60 120 

Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn 
1 33,1 1,2 24,9 1,1 21 1,0 20,8 1,0 – – 
2 17,5 1,0 17,5 1,0 17,3 1,0 17,5 1,0 17,2 1,0  
3 9,2 1,0 8,7 1,0 8,5 1,0 8,7 1,0 8,3 1,0 

№ 
п/п 

Значения ММХ во время гидролиза 
мин 3 суток 1 10 60 120 

Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn Мw·10–3 Мw/Мn 
1 39,5 1,3 30,7 1,2 22,5 1,0 21,9 1,0 – – 
2 17,4 1,0 17,4 1,0 17,4 1,0 17,4 1,0 17,1 1,0 
3 8,6 1,0 8,8 1,0 8,6 1,0 8,7 1,0 8,6 1,0  
4 0,3 1,4 0,3 1,5 0,3 1,3 0,3 1,3 – – 
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Различия в значениях ММ и соотношении фракций с разной ММ свидетельствуют о влиянии 
природы ферментов на процесс гидролиза высокомолекулярного коллагена. Представленные резуль-
таты хорошо согласуются с известными литературными данными о природе ферментов панкреатина 
(в его составе протеолитические ферменты трипсин, пепсин и химотрипсин), которые катализируют 
гидролиз пептидных связей, образованных остатками аминокислот аргинина и лизина [25]: 

 , 
  

где R и R1 – аминокислотные последовательности фрагментов коллагена. 
Эта ярко выраженная ограниченная субстратная специфичность ферментов приводит к прак-

тически количественному образованию (более 80 % от исходного) в процессе гидролиза узкодис-
персного (КП ~ 1,1) низкомолекулярного полимера с ММ ~ 9 кДа и небольшого количества его 
димера – олигомера с Мw

 ~ 17–18 кДа (КП ~ 1,1). Незначительные различия в значениях ММ пер-
вой, более высокомолекулярной в сравнении с олигомерными, фракции в присутствии двух раз-
ных ферментов связаны, видимо, с различиями в природе и эффективности, связанной с распо-
ложением аминокислот каталитических центров ферментов, что характерно для катализаторов 
любого происхождения [25].  
 

Заключение 
Таким образом, проведен ферментативный гидролиз коллагена, выделенного из покровных 

тканей трески, в условиях, близких к таковым при формировании скаффолдов, разными фермен-
тами – панкреатином, трипсином. Анализ молекулярно-массовых характеристик гидролизатов 
коллагена методом гель-проникающей хроматографии в течение трех суток процесса показал, что 
разрушение белка происходит с образованием двух низкомолекулярных фракций сразу после 1-й 
минуты гидролиза, ММ которых независимо от природы фермента имеют значения Мw ~ 9 кДа 
(Mw/Mn

 ~ 1,1) (более 80 % в смеси) и Мw ~ 17–18 кДа (Mw/Mn
 ~ 1,1). Высокая эффективность пан-

креатина и трипсина приводит к тому, что в растворе сразу после первой минуты отсутствует вы-
сокомолекулярная фракция, ферменты разрушают коллаген до фрагментов не более 40 кДа. Од-
нако заметно небольшое различие в характеристиках продуктов гидролиза и их соотношении, что 
обусловлено природой каталитических центров ферментов. Полученные данные представляют 
интерес для разработки матриц на основе коллагена в присутствии ферментов разной природы. 
В совокупности с результатами исследований действия ферментов на другие компоненты конст-
рукции скаффолдов, а также биомиметическими испытаниями они позволят моделировать со-
став, строение и важнейшие характеристики скаффолдов с оптимизированными свойствами. Это 
особенно важно, если в процессе формирования скаффолдов и биомедицинских клеточных про-
дуктов используются реакции ферментативного гидролиза и получаемая в результате клеточная 
матрица формируется не из нативных молекул, а из их гидролизатов. 

 
Работа выполнена с использованием оборудования ЦКП «Новые материалы и ресурсо-

сберегающие технологии» НИИХ ННГУ. 
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2  Privolzhsky Research Medical University, Nizhny Novgorod, Russian Federation 
 

The analysis of molecular-mass characteristics (MMC) / molecular mass (MM) and polydis-
persity coefficient (PC) of high molecular weight fish collagen (FC) hydrolysate has been carried 
out in the process of enzymatic hydrolysis by two proteolytic enzymes: pancreatin and trypsin at 
room temperature. High efficiency of enzymes has been shown: the main part of FC is hydro-
lyzed within the first minute in the case of both pancreatin and trypsin. As a result, several frac-
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tions of FC hydrolysate are formed. A small oligomeric fraction is observed in the case of tryp-
sin. The values of the polydispersity coefficient Mw / Mn for fractions in the hydrolysis process 
are typically no more than 1.2. This indicates the homogeneity of collagen fractions in MM. The 
original native FC with MM ~ 300 kDa is absent in the hydrolysate fractions. These data indicate 
a high hydrolysis rate in the presence of these enzymes. Formation of two low-molecular frac-
tions of hydrolysate with close values of MM ~ 17 kDa and ~ 9 kDa has been observed for both 
enzymes, and the share of the latter fraction in the solution is more than 80 %. Further control of 
MMC has shown that there is a slow decrease in the proportion of all fractions, to almost com-
plete disappearance in three days, except for the low-molecular fraction with MM ~ 9 kDa, the 
content of which gradually increases. The type of molecular weight distribution curves for differ-
ent enzymes is almost the same. However, there is a small difference in the ratio of hydrolysate 
fractions at different stages of hydrolysis with the use of these enzymes, due to a minor differ-
ence in the efficiency of the enzymes used, which may affect the structure of the scaffold during 
its formation. Differences in the MM values and the ratio of fractions with different MM indicate 
the influence of the enzyme nature on hydrolysis of high-molecular collagen. The presented re-
sults are in good agreement with the known literature data on the nature of pancreatin enzymes 
(it contains the proteolytic enzymes: trypsin, pepsin and chymotrypsin). These three proteases 
catalyze the hydrolysis of peptide bonds formed by residues of the amino acids arginine and lysine. 
The strongly pronounced limited substrate specificity of enzymes leads to practically quantitative 
formation of a narrowly dispersed oligomer with MM ~ 9 kDa in the process of hydrolysis. In com-
bination with the results of research on the effect of enzymes upon other components of the scaffold 
design, as well as biomimetic tests, these will model the composition, structure, and major characte-
ristics of scaffolds with the optimized properties. This is especially important if the enzymatic hy-
drolysis reactions are used in formation of scaffolds and biomedical cell products, because the re-
sulting cell matrix is formed not from the native molecules, but from their hydrolysates. 

Keywords: biopolymers, scaffolds, high molecular weight fish collagen, pancreatin, trypsin, 
hydrolysis efficiency. 
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