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ОЦЕНКА МЕТАБОЛИЗМА КОЛЛАГЕНОВ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ  
БЦЖ-ИНДУЦИРОВАННОМ ТУБЕРКУЛЕЗНОМ ВОСПАЛЕНИИ

Аннотация. В работе представлены данные, полученные при исследовании органов мышей с БЦЖ-индуциро-
ванным гранулематозом. В печени, легких, селезенке мышей опытной и контрольной групп измеряли содержание 
фракций свободного, пептидно-связанного, белково-связанного гидроксипролина (ГОП) методом щелочного гидро-
лиза в собственной модификации. У мышей с БЦЖ-гранулематозом отмечено повышенное содержание фракций 
ГОП, отражающих синтез коллагенов, тогда как содержание свободного ГОП, свидетельствующего о деградации 
коллагенов, не отличалось от аналогичных показателей контрольной группы. Анализ соотношения отдельных фрак-
ций ГОП продемонстрировал различную степень выраженности фиброза в органах мышей: усиленный – в легких, 
умеренный – в печени, слабый – в селезенке, что свидетельствует об органоспецифичности фиброгенеза при тубер-
кулезной инфекции. 
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ASSESSING THE COLLAGEN METABOLISM  
IN EXPERIMENTAL BCG-INDUCED TUBERCULOUS INFLAMMATION

Abstract. The paper presents the study results of the organs of mice without (control group) and with BCG-induced 
granulomatosis. The contents of hydroxyproline (Hyp) fractions (free, peptide-bound, and protein-bound) were measured  
in the liver, lungs, and spleen by our alkaline hydrolysis method. In mice with BCG-induced granulomatosis, an increased 
content of Hyp fractions, reflecting the collagen synthesis, was observed, while the content of free Hyp, characterizing the 
collagen degradation, did not differ from similar indicators of the control group. The analysis of the ratios of individual Hyp 
fractions showed a different fibrosis degree in the organs. It was high in the lungs, moderate in the liver and weak in the 
spleen, thus indicating the organ-specific fibrogenesis in tuberculous infection.
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Введение. По данным ВОЗ, туберкулез (ТБ), микобактериями которого инфицирована чет-
верть населения мира, остается одной из 10 основных причин смерти (Global tuberculosis report 
2020. Geneva: World Health Organization, 2020). В связи с этим остро стоит проблема своевремен-
ной диагностики, оценки степени распространенности процесса, развития осложнений и эффек-
тивности лечения такого наиболее частого осложнения, развивающегося при всех гранулематоз-
ных и негранулематозных воспалениях, как фиброз. 

Общеизвестно, что в основе физиологических и патологических процессов лежит ремодели-
рование внеклеточного матрикса (ВКМ) в органах и тканях человека и животных, при котором 
наблюдается количественное и качественное изменение одного из его ключевых компонентов,  
а именно коллагена. Обмен коллагенов изучают по их маркерам синтеза и деградации [1–3]. При 
необходимости изучения общего содержания коллагенов прибегают к определению аминокис-
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лоты – гидроксипролина (ГОП), используя для этого один из методов из огромного спектра ме­
тодических подходов  [1,  4–7]. Оценка интенсивности обмена коллагенов при ТБ по-прежнему 
остается актуальной [8], поскольку от его характера зависит «полноценность» процесса зажив-
ления (рассасывание, фиброз, склерозирование на фоне проводимой химиотерапии), которая  
и определяет качество жизни пациентов. 

Цель работы – изучение обмена коллагенов у мышей с экспериментальным туберкулезным 
воспалением с помощью усовершенствованного метода определения фракций гидроксипролина.

Материалы и методы исследования. Для исследования обмена коллагенов в органах жи­
вотных за основу был взят метод щелочного гидролиза N. J. Siddiqi [4], в который внесли опреде­
ленные изменения. В частности, 10-кратно уменьшили изначальный объем супернатанта (с 500 
до 50 мкл) и количество этанола для экстракции (с 2 мл до 200 мкл), сократили время гидролиза 
(с 3–4 ч до 30 мин). Этапы нейтрализации, окисления до пиррол-2-карбоновой кислоты и окра­
шивания продуктов окисления ГОП проводили согласно методике K. A. Athanasiou с соавт. [7]. 
Добавление соляной кислоты для нейтрализации оказалось целесообразным, поскольку повы­
сило конечное содержание ГОП и чувствительность анализа [6, 9]. Эти изменения позволили  
сократить  необходимое  время  для  определения  содержания фракций ГОП,  уменьшить  расход 
реактивов, повысить чувствительность, что сделало методику более доступной.

Исследование выполнено на 2-месячных мышах-самцах линии BALB/с массой 18–22 г, нахо­
дившихся в стандартных лабораторных условиях со свободным доступом к питьевой воде и кор­
му. Животные были разделены на две группы, по 5 мышей в каждой: 1-я группа – интактные 
животные,  2-я  –  БЦЖ-инфицированные.  БЦЖ-индуцированное  гранулематозное  воспаление 
воспроизводили путем однократного введения вакцины БЦЖ в ретроорбитальный синус из рас­
чета 0,5 мг микробных тел в 0,2 мл 0,85%-ного раствора NaCl. Исследование выполнено в соот­
ветствии с принципами гуманности, изложенными в Хельсинкской декларации и в «Правилах 
проведения  работ  с  использованием  экспериментальных  животных»  (Приложение  к  приказу  
МЗ СССР № 755 от 12.08.1977). 

По истечении 5 мес. мышей выводили из эксперимента путем дислокации шейных позвонков 
под легким эфирным наркозом. Выделенные органы мышей (печень, легкие, селезенка) промы­
вали в 0,9%-ном растворе NaCl (+4 ºС), взвешивали, измельчали при 20 500 об/мин с помощью 
гомогенизатора Ultra Turrax Т 10 Standart (IKA, Германия) и готовили на льду 10%-ный гомоге­
нат на 0,9%-ном растворе NaCl (вес/объем). После фильтрования через капроновую ткань к алик­
воте гомогената добавляли 0,1%-ный раствор Тритона Х-100 (1:1), центрифугировали 10 мин при 
3000 об/мин, замораживали полученный супернатант и хранили при температуре –70 ºС до мо­
мента использования.

В  пробирки  типа Eppendorf  с 50 мкл  полученного  супернатанта  трехкратно  добавляли  по  
200 мкл 97%-ного этанола и каждый раз центрифугировали (10 мин при 3000 об/мин). Отдельно 
в пробирках высушивали супернатант (А) и осадок (Б) при +50 ºС, а затем растворяли в 200 мкл 
дистиллированной воды. Отбирали по 80 мкл из пробирки (А) в 1-ю пробирку (свободный ГОП – 
свГОП) и  во  2-ю пробирку  (свГОП + пептидно-связанный ГОП  (пепГОП)),  из  пробирки  (Б)  –  
в  3-ю пробирку  (белково-связанный ГОП – белГОП) и  во  все пробирки добавляли по  80 мкл  
4 N NaOH. Содержимое 2-й и 3-й пробирок подвергали термической обработке (30 мин при +120 ºС), 
после чего охлаждали до комнатной температуры. Далее в каждую пробирку вносили по 80 мкл 
4 N HСl для нейтрализации. В последующем добавляли по 500 мкл приготовленного ex tempore 
0,062 М раствора хлорамина Т и оставляли пробирки на 20 мин при комнатной температуре. По 
окончании окисления приливали по 500 мкл приготовленного ex tempore 1 М реактива Эрлиха  
и сразу перемешивали согласно рекомендации [7] во избежание расслоения реактивов. Затем для 
образования хромофора пробирки нагревали 20 мин на водяной бане WB-4MS (Biosan, Латвия) при 
+65 ºС и охлаждали при комнатной температуре.

Измерение оптической плотности проб проводили на спектрофотометре PD-303S (Apel, Япония) 
в кювете с длиной оптического пути 1 см при λ = 550 нм против контроля дистиллированной 
воды. В  качестве  стандарта  использовали  раствор  ГОП  (0–50 мкг  ГОП/мл).  Содержание  ГОП 
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рассчитывали с помощью стандартной кривой с пересчетом на массу сухой ткани всего органа. 
По разности содержания ГОП во 2-й и 1-й пробирках определяли содержание пепГОП.

Для  статистической  обработки  полученных  результатов  использовали  пакет  прикладных 
программ Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). Результаты исследования были проверены на нор­
мальность распределения с помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Поскольку в большин­
стве случаев распределение признаков в выборках не подчинялось закону нормального распре­
деления, использовали непараметрический метод, учитывая медиану (Мe [25-й; 75-й перцентиль]). 
Для проверки статистической гипотезы разности значений для двух независимых переменных 
применяли U-критерий Манна–Уитни. Критическим уровнем значимости при проверке стати­
стической гипотезы принимали p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. В печени мышей 2-й группы по сравнению с данными живот­
ных 1-й группы отмечено повышенное (в 1,3 раза) содержание белГОП (см. таблицу), что и опре­
делило высокое содержание общего ГОП (обГОП) во 2-й группе инфицированных мышей. Раз­
личий в содержании других фракций ГОП (свГОП и пепГОП) не выявлено.

Содержание гидроксипролина (мкг ГОП/мг сухой ткани) в органах мышей при туберкулезном воспалении

Hydroxyproline content (μg Hyp/mg of dry tissue) in the organs of mice with tuberculous inflammation

Орган Фракция  
ГОП

Группа животных
р

Интактные  БЦЖ

Печень свГОП 165,85 [84,77; 182,81] 158,98 [99,04; 182,51] –
пепГОП 176,22 [106,85; 272,76] 260,90 [155,50; 448,81] –
белГОП 288,57 [236,29; 315,42] 361,55 [332,73; 393,21] 0,010
обГОП 577,14 [520,99; 704,66] 774,54 [721,64; 893,58] 0,014

Легкие свГОП 5,99 [3,11; 11,45] 6,76 [5,99; 9,61] –
пепГОП 16,83 [12,27; 18,00] 32,43 [27,22; 37,58] 0,0005
белГОП 14,40 [12,70; 18,47] 39,82 [32,83; 40,70] 0,0005
обГОП 34,99 [32,47; 44,65] 78,00 [67,25; 87,18] 0,0005

Селезенка свГОП 6,27 [4,04; 9,24] 9,65 [6,12; 13,92] –
пепГОП 12,60 [11,45; 16,10] 22,33 [15,55; 27,48] 0,050
белГОП 15,00 [11,57; 18,34] 23,07 [14,13; 25,00] –
обГОП 34,91 [27,06; 43,15] 57,89 [35,79; 64,97] –

П р и м е ч а н и е. Результаты исследования представлены в виде Мe [25-й; 75-й перцентиль], свГОП – свобод- 
ный  гидроксипролин  (ГОП),  пепГОП  –  пептидно-связанный  ГОП,  белГОП  –  белково-связанный  ГОП,  обГОП  –  
общий ГОП.

В легких мышей 2-й группы наблюдали повышенное содержание пепГОП (в 2 раза) и бел­
ГОП (в 2,4 раза) относительно данных 1-й группы  (см.  таблицу), что обеспечило соответству-
ющее повышение обГОП в органе. Как и в печени, содержание свГОП не отличалось от такового 
у мышей 1-й группы.

В селезенке мышей 2-й группы содержание пепГОП было повышено в 1,6 раза по сравнению 
с аналогичным показателем у мышей 1-й группы (см. таблицу). Значимых различий в содержа­
нии белГОП и обГОП относительно данных 1-й группы не отмечено. Содержание свГОП в се-
лезенке мышей 2-й группы, как и в двух других органах, не отличалось от его уровня у мышей 
1-й группы (см. таблицу). 

Известно, что содержание свГОП в биологическом материале отражает деградацию коллаге­
нов, пепГОП – скорость биологического оборота коллагенов [3], тогда как белГОП – синтез кол­
лагенов. Таким образом, фракции ГОП позволяют судить о характере изменения обмена колла­
генов.

При этом повышенное содержание ГОП в сыворотке крови свидетельствует об увеличении 
его количества в ВКМ внутренних органов и отражает выраженность фиброза [1]. Показано, что 
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снижение содержания белГОП в плазме крови пациентов с множественной лекарственной устой­
чивостью детерминирует благоприятное течение ТБ [8]. 

Недавно  были  получены  результаты  исследования  ГОП  в  сыворотке  крови мышей  линии 
BALB  с БЦЖ-гранулематозом  описанным  выше  методом  [10].  Оказалось,  что  содержание  
пепГОП (0,28 ± 0,04 мкг/мл) в 3,5 раза выше, чем у интактных животных (0,08 ± 0,02 мкг/мл, 
р  =  0,002).  Уровень  свГОП  у  инфицированных  мышей  в  сыворотке  крови,  как  и  в  представ- 
ленных  выше  органах,  не  отличался  от  такового  у  интактных животных. Однако,  несмотря  
на отсутствие межгрупповых различий, содержание свГОП в сыворотке крови мышей с БЦЖ-
гранулематозом положительно коррелировало с его уровнем в печени (r = 0,90, р = 0,040) и лег­
ких  (r  =  0,90,  р  =  0,037)  инфицированных  мышей.  Полученные  корреляции  согласуются  
с  предположением  о  взаимосвязи  уровня  ГОП  в  сыворотке  крови  и  содержанием  коллагена  
в органах [1]. 

При оценке содержания ГОП методом кислотного гидролиза, описанного в предыдущей ра­
боте [11], в органах инфицированных мышей с БЦЖ-гранулематозом (2-я группа) нами были по­
лучены меньшие значения ГОП: в печени ‒ в 4 раза ниже (200,61 ± 87,28 мкг ГОП/мг сухой тка­
ни, р = 0,0005), в легких ‒ в 1,2 раза ниже (63,46 ± 25,35 мкг ГОП/мг сухой ткани), в селезенке ‒  
в 1,03 раза ниже (50,36 ± 9,46 мкг ГОП/мг сухой ткани), чем при использовании метода щелочного 
гидролиза (800,99 ± 95,87; 77,37 ± 10,54 и 51,88 ± 15,89 мкг ГОП/мг сухой ткани соответственно). 
В то же время в другом исследовании при определении содержания коллагена в печени свиней 
не выявлено зависимости от способа гидролиза [6].

Оценка фракций ГОП и их соотношения позволяет не только определить характер обмена 
коллагенов при физиологических и патологических состояниях, но и использовать их для уточ­
нения выраженности фиброза. Поскольку содержание белГОП отражает синтез, а свГОП – де­
градацию коллагенов, их отношение могло бы отражать выраженность фиброза. Расчет соотно­
шения белГОП/свГОП у мышей 2-й группы показал, что в легких оно составило 5,0, в печени – 2,5, 
в селезенке – 2,0, что свидетельствует о разной степени выраженности фиброза и органоспеци­
фичности фиброгенеза при БЦЖ-индуцированном гранулематозе. 

Таким образом, обмен коллагенов в органах мышей при туберкулезном воспалении отлича­
ется  от  такового  у  интактных  животных.  Об  этом  свидетельствуют  повышенное  содержание 
белГОП, пепГОП и обГОП в легких, белГОП и обГОП в печени, пепГОП в селезенке и отсут­
ствие различий в содержании свГОП во всех трех органах. Такое распределение фракций ГОП 
отражает преобладание синтеза коллагенов и подавление деградации, что приводит к избыточ­
ному депонированию фиброзной  ткани. В  легких инфицированных мышей фиброз  был более 
выражен, чем в печени и селезенке.

Аналогичные результаты были получены ранее индийскими учеными [12]. Используя ме­
тод кислотного  гидролиза,  авторы продемонстрировали более выраженный фиброз в легких 
морских  свинок  с  ТБ  (штамм H37Rv)  относительно  интенсивности  этого  процесса  в  печени  
и селезенке.

Одной из причин усиленного фиброгенеза при ТБ рассматривают повышенную экспрессию 
коллагенов I и III типов в ткани легкого [13]. Определенную роль при ТБ легких отводят фактору 
некроза опухоли-α (его экспрессия повышается параллельно с содержанием ГОП [11]), а также 
стимуляции пролиферации фибробластов в зоне поражения, которая подтверждается повыше­
нием  уровня  аутоантител  к  коллагену  I  и  III  типов  в  сыворотке  крови  [14].  При фиброгенезе  
у мышей с БЦЖ-гранулематозом имеет значение индукция эпителиально-мезенхимального пе­
рехода и  активация профибротических процессов,  связанная  с  усилением  экспрессии цепи α1 
коллагена III типа и трансформирующего ростового фактора β в ткани легкого [15]. 

Заключение. Примененный нами метод щелочного гидролиза для изучения обмена коллаге­
нов по содержанию отдельных фракций ГОП прост в использовании, не требует большого объе­
ма биологического материала и менее продолжителен по времени по сравнению с методом кис­
лотного гидролиза. Для корректной оценки содержания отдельных фракций ГОП были внесены 
описанные выше изменения, позволившие устранить технические ограничения. Увеличение вы­
хода измеряемого аналита обеспечил введенный этап нейтрализации.
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Использование  усовершенствованного  метода  показало,  что  развитие  фиброза  в  органах  
мышей с БЦЖ-индуцированным гранулематозом связано с повышенным синтезом коллагенов 
(пепГОП и/или белГОП) относительно их деградации  (свГОП). Наиболее выраженный фиброз 
был в легких инфицированных мышей. Данный способ может быть рекомендован для изучения 
процессов фиброгенеза и фибролиза не только при туберкулезном воспалении, но и при других 
патологических процессах, в патогенезе которых ВКМ играет ключевую роль.
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