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Аннотация. Объект и предмет исследования. Проведено экспериментальное и теорети-
ческое исследование влияния температуры на колебательные спектры водного раствора
коллагена в интервале 60–90°С. Результаты исследования. Согласно выполненному экс-
перименту сначала при температуре 60°С наблюдается увеличение интенсивности полос
поглощения ИК спектров коллагена по сравнению с комнатной температурой, а затем при
дальнейшем нагревании водного раствора коллагена происходит уменьшение интенсивно-
сти полос поглощения. Для объяснения этого эффекта был использованметодмолекулярного
моделирования, когда в качестве основного структурного фрагмента был выбран олиго-
пептид Gly-Pro-Hyp-Gly, наиболее часто повторяющийся в структуре коллагена любого типа.
Выполненная интерпретация колебательных спектров выбранного молекулярного фрагмен-
та коллагена показала качественное и количественное согласие с экспериментальными
спектрами, что позволило использовать его для объяснения температурной зависимости.
Выводы. Увеличениеинтенсивностейполоспоглощения экспериментальногоИК спектра кол-
лагена при 60°С связано с изменением конформации цвиттер-ионной формы олигопептида
Gly-Pro-Hyp-Gly, возникающей за счет поворота биполярных групп N+H3 и СОО− относитель-
но друг друга. Дальнейшее повышение температуры приводит к понижению рН среды и, как
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следствие, к образованию в водном растворе протонированных ионных формGly, расположенных на концах молекулярного фрагмента
Gly-Pro-Hyp-Gly, что подтверждается расчётом теоретических спектров и их сравнением с экспериментом.
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Abstract.BackgroundandObjectives:Anexperimental and theoretical studyof the effect of temperatureon the vibrational spectra of an aqueous
collagen solution in the range of 60–90°C was carried out. Results: According to the performed experiment, at first at a temperature of 60°C, an
increase in the intensity of the absorption bands of the IR spectra of collagen is observed compared to room temperature, and then, with further
heating of the aqueous collagen solution, the intensity of the absorption bands decreases. To explain this effect, a molecular modeling method
was used, when the oligopeptide Gly-Pro-Hyp-Gly, the most frequently repeated in the structure of collagen of any type, was selected as the
main structural fragment. The interpretation of the vibrational spectra of the selected molecular fragment of collagen showed qualitative and
quantitative agreement with the experimental spectra, which made it possible to use it to explain the temperature dependence. Conclusion:
An increase in the intensity of the absorption bands of the experimental IR spectrum of collagen at 60°C is associated with a change in the
conformation of the zwitter-ion form of the oligopeptide Gly-Pro-Hyp-Gly, which occurs due to the rotation of the bipolar groups N+H3 and CO−
relative to each other. A further increase in temperature leads to a decrease in the pH of the medium, and, as a consequence, to the formation
of protonated Gly ionic forms located at the ends of the Gly-Pro-Hyp-Gly molecular fragment in an aqueous solution, which is confirmed by the
calculation of theoretical spectra and their comparison with experiment.
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Введение

Коллаген является самым распространён-
ным белком в организме человека и животных,
составляя почти одну треть от общего количе-
ства белков. Благодаря своей высокой биосов-
местимости и низкой иммуногенности коллаген
используют в различных биомедицинских при-
ложениях. Например, в тканевой инженерии
для заживления ран, создания заменителя кожи
и регенерации костной ткани [1]; в сердечно-

сосудистой регенеративной медицине и генной
терапии [2, 3]; при целевой доставке лекарств
[4–6]. Перспективной является разработка колла-
геновых скаффолдов [7].

Такое широкое применение коллагена явля-
ется следствием многообразия его различных фи-
зических и биохимических характеристик. Это,
в первую очередь, термическая стабильность, ме-
ханическая прочность и способность вступать
в специфические взаимодействия с другими био-
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молекулами. Надо отметить, что всестороннее
и глубокое исследование этих и других свойств
коллагена позволит не только расширить обла-
сти его использования, но и сделают процесс
поиска применения коллагена более целенаправ-
ленным и эффективным. Учитывая, что свойства
любого молекулярного соединения определяют-
ся, главным образом, его составом и строением,
целесообразно использовать для этого хорошо
зарекомендовавшие себя классические методы
исследования структуры, одним из которых явля-
ется колебательная спектроскопия, позволяющая
получать достоверную информацию о структу-
ре молекулы, о её конформационных изменениях
и о взаимодействиях между отдельными струк-
турными фрагментами.

Для научных исследований и масштабного
применения коллаген извлекают либо из живых
организмов, либо создают искусственно. Так,
в тканевой инженерии часто используют сви-
ную кожу и бычьи сухожилия. На сегодняшний
день обнаружено не менее 29 различных типов
коллагена, среди которых наиболее исследова-
ны коллагены I, II, III и IV типов [8]. Несмотря
на такое разнообразие, молекулярная структура
всех типов коллагена состоит из трёх полипеп-
тидных цепей, образующих спираль, состоящую
из повторяющихся в характерной последователь-
ности фрагментов Gly-X-Y, где «Gly» – это
глицин. На месте «Х» и «Y» могут быть любые
аминокислотные остатки (кроме триптофана),
но чаще всего здесь располагаются пролин (Pro)
и гидроксипролин (Hyp), т. е. Gly, Pro, Hyp
являются основными аминокислотами, составля-
ющими молекулу коллагена [9].

Надо отметить, что колебательные спек-
тры различных типов коллагена были изучены,
главным образом, экспериментальными метода-
ми [10–14]. Была показана роль водородной
связи Pro…Gly (C=O…NH) и дана оценка её
прочности через изменение термодинамическо-
го потенциала Гиббса ∆G°, величина которого
лежит в пределах от −1.4 до −2.0 ккал/моль
[15, 16]. Анализ Фурье-ИК спектров коллагена II
типа, выделенного из кожи парусной рыбы (PSC),
показал, что валентному колебанию связи NH
отвечают полосы поглощения в области 3423,
3337 см−1 (Амид А) и 2928, 2924 см−1 (Амид В)
соответственно. Полосы поглощения Амид I для
PSC лежат в области 1600–1700 см−1, а полосы
поглощения Амид II и Амид III – в области 1549–
1560 и 1240 см−1. Аналогичные проявления,
характерные для колебаний типа Амид, можно

наблюдать и для других биоматериалов, ис-
пользуемых для выделения коллагена II типа,
обширный материал по исследованию ИК спек-
тров которых представлен в работе [14].

При расчёте колебательных спектров колла-
гена авторы работ [17–20] использовали модель-
ные расчёты фрагментов коллагена, таких как
Gly-Hyp-Pro-Ala или (Pro-Hyp-Gly)10 с заменой
Gly на Ala с целью анализа и интерпретации по-
лос поглощения в области ∼1400–1700 см−1.

Цель данной работы – выполнить экспери-
ментальное исследование температурной зависи-
мости ИК и КР спектров коллагена в водном
растворе в интервале 60–90°С и определить вли-
яние конформационных изменений цвиттер-ион-
ной и протонированных форм олигопептида Gly-
Pro-Hyp-Gly на интенсивность колебательных
спектров методом молекулярного моделирова-
ния.

1. Методы и подходы

Измерение температурной зависимости
спектров коллагена. Для регистрации колеба-
тельных спектров коллагена II типа готовилась
его водная 2%-ная дисперсия, которая затем с по-
мощью дозатора наносилась на предметное стек-
ло и высушивалась при комнатной температуре.
При исследовании влияния температуры на ко-
лебательные спектры коллагена было проведено
облучение водной дисперсии лазерным излуче-
нием с использованием установки для лазерной
сварки биотканей. Длина волны основного ла-
зерного излучения составляла 808 нм. Нагрев
контролировался, эксперимент проводился при
температурах 60, 70, 80 и 90°С. Исследование
проводилось с помощью Фурье-ИК спектро-
метра марки Nicolet iS50 (Thermo Scientific,
США), оборудованного приставкой из алмазного
кристалла, работающей по принципу нарушен-
ного полного внутреннего отражения (НПВО).
Спектры КР регистрировались с помощью спек-
трометра марки LabRAMHR Evolution (HORIBA
Scientific, Франция), оснащенного конфокаль-
ным микроскопом MPlan BX-43 с объективами
разрешением 10x/0,25, 50 х/0,75 и 100 х/0,90
(Olympus, Япония). В качестве источника, ге-
нерирующего лазерное излучение, в установке
имеются гелий-неоновый (Hе-Nе) лазер с длиной
волны 633 нм (оптическая мощность – 10 мВт)
и аргоновый (Аr) с перестраиваемой длиной вол-
ны на 514 и 488 нм (оптическая мощность –
5 мВт).
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Метод расчёта. Расчёт колебательных
спектров был выполнен методом DFT на уровне
B3LYP/6–31g(d,p) по программе Gaussian 09 [21].
Влияние водного раствора на ИК и КР спектры
коллагена учитывалось методом самосогласован-
ного реакционного поля SCRF. Вычисленные
значения интенсивностей спектров ИК и
КР приведены соответственно в «км/моль»
и «Å4/а. е.м».

2. Результаты и их обсуждение

Интерпретация ИК и КР спектров кол-
лагена при комнатной температуре. Экспе-
риментальные колебательные спектры коллагена
II типа при комнатной температуре приведены
на рис. 1.

В качестве структурного фрагмента, позво-
ляющего выполнить интерпретацию колебатель-
ных ИК и КР спектров коллагена, был выбран
олигопептид Gly-Pro-Hyp-Gly (модель М1), наи-
более часто повторяющийся в структуре коллаге-
на любого типа. Данный фрагмент представлен
на рис. 2 с учётом того, что в нейтральном
водном растворе молекулы аминокислот, в дан-
ном случае Gly, имеют цвиттер-ионую форму
(N+Н3−(R)-COO−).

Ранее было показано, что стабилизация цвит-
тер-ионных форм аминокислот в водных раство-
рах возможна двумя способами: либо методом
SCRF, либо за счёт образования водородных свя-
зей аминокислот с молекулами воды [22].

Вычисленные методом реактивного поля
(SCRF) колебательные ИК и КР спектры цвиттер-

ионной формы молекулярного фрагмента колла-
гена М1 приведены на рис. 3. Для адекватного
сравнения вычисленных и экспериментальных
спектров в теоретических ИК спектрах полуши-
рина линий составляла 70 см−1, а в спектрах КР –
20 см−1. Надо отметить, что расчёты спектров бы-
ли выполнены без учета ангармонизма колебаний
и влияния водородных связей, поэтому отнесение
теоретических полос поглощения и линий КР бы-
ло выполнено на основе анализа форм колебаний.
Кроме того, это позволит в дальнейшем при
моделировании спектров коллагена в темпера-
турном интервале 60–90°С учитывать его денату-
рацию.

Рис. 2. Цвиттер-ионная форма структурного фрагмента
коллагена Gly-Pro-Hyp-Gly (М1) (цвет online)

Fig. 2. Zwitter-ionic form of the structural fragment of
collagen Gly-Pro-Hyp-Gly (M1) (color online)

В высокочастотной области ∼3000–
4000 см−1 проявляются три полосы поглощения,
формы которых отвечают валентным колебаниям

а/а б/b

Рис. 1. Экспериментальные ИК (а) и КР (б) спектры коллагена второго типа
Fig. 1. Experimental IR (a) and Raman (b) spectra of collagen of the second type
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а/а б/b

Рис. 3. Вычисленные ИК (а) и КР (б) спектры фрагмента коллагена М1 (цвет online)
Fig. 3. Calculated IR (a) and Raman (b) spectra of the M1 collagen fragment (color online)

связей NH, OH и CH (рис. 3, а). Поскольку цепи
коллагена связаны между собой водородными
связями типа NH…O, то в эксперименталь-
ных спектрах полосы, отвечающие валентным
колебаниям q(NH), имеют, в отличие от тео-
ретических спектров, существенно бóльшую
интенсивность и смещаются в низкочастотную
область на ∼200–300 см−1. В спектральной
области ниже ∼2000 см−1 проявляются колеба-
ния Амид I, Амид II и Амид III, отвечающие
валентным колебаниям связей С=О, дефор-
мационным и валентным колебаниям δ(NH)
и q(CN) соответственно. В области ∼1000 см−1

формы колебаний характеризуются, главным об-
разом, деформационными δ(СН) и валентными
Q(СС) колебаниями Pro и Hyp колец. Анало-
гичное отнесение наблюдается и для линий КР
(рис. 3, б).

Сравнение экспериментальных спектров
коллагена и вычисленных колебательных спек-
тров модельного фрагмента коллагена М1
показало их качественное согласие, позволяю-
щее использовать структурный фрагмент М1 для
дальнейшего рассмотрения свойств коллагена,
в данном случае выяснения причины изменения
интенсивности его ИК и КР спектров в зависимо-
сти от температуры.

Отметим, что характеристичность колеба-
ний амидного фрагмента по частоте и интенсив-
ности приводят к подобию ИК спектра коллагена
со спектром альбумина [23].

Экспериментальные колебательные спек-
тры коллагена в температурном интервале
60–90°С. Экспериментальные ИК спектры кол-
лагена в зависимости от температуры приведе-
ны на рис. 4. Для объяснения температурной
зависимости спектров коллагена нужно прини-
мать во внимание следующий хорошо известный
экспериментальный факт. Повышение темпера-
туры приводит к ослаблению (и в дальнейшем
к разрыву) водородной связи типа СО…НN.
Данный процесс сопровождается постепенным
уменьшением интенсивности полосы поглоще-
ния, отвечающей валентному колебанию связи
NH, и смещению ее максимума в высокоча-
стотную область. Но, как показывает экспе-
риментальное исследование, в спектрах колла-
гена наблюдается нарушение такой монотон-
ной зависимости: сначала при 60°C происходит
рост интенсивностей всех полос поглощения
ИК спектра коллагена, а затем – уменьшение
(см. рис. 4).

Другой, не менее важной причиной, влияю-
щей на изменение интенсивности полос погло-
щения коллагена при увеличении температуры,
может быть изменение конфигурации аминокис-
лотных остатков. Поскольку повышение темпе-
ратуры приводит к увеличению кислотности,
т. е. понижению рН водной среды, а изоэлек-
трическая точка Gly, расположенного на концах
молекулярного фрагмента коллагена М1, на-
блюдается при рI=6, то, вероятнее всего, при
повышении температуры сначала происходит из-
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а/а б/b

в/c г/d

Рис. 4. Экспериментальные ИК спектры коллагена, измеренные при комнатной температуре, и их изменение при уве-
личении температуры от 60 до 90°С

Fig. 4. Experimental IR spectra of collagen measured at room temperature and their change with an increase in temperature
from 60 to 90°C

менение конфигурации цвиттер-ионной формы
аминокислотных остатков Gly [24].

Влияние изменения конфигурации цвит-
тер-ионной формы Gly на интенсивность
ИК спектров. Рассмотрим, как изменение кон-
фигурации цвиттер-ионных форм Gly влияет
на интенсивность ИК полос поглощения. Ранее

было показано, что в водном растворе цвиттер-
ионная форма Gly может занимать разные кон-
фигурации, отличающиеся расположением би-
полярных групп N+H3 и СОО− относительно
друг друга, из которых наиболее сильно от-
личаются две: это заторможенная (шахматная,
Gly 1, рис. 5, а) и заслонённая (эклиптическая,

а/а б/b

Рис. 5. Пространственное расположение группы N+H3 относительно связи СОO− для разных конформеров цвиттер-
ионных форм Gly: а – Gly 1; б – Gly 2 (цвет online)

Fig. 5. Spatial arrangement of the N+H3 group relative to the COO− bond for different conformers of zwitter-ion forms of Gly:
Gly 1 (a) and Gly 2 (b) (color online)
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Gly 2, рис. 5, б). О том, что в водном растворе
в результате взаимодействия с молекулами воды
наблюдается изменение конфигурации Gly, отме-
чается также в работе [22].

На рис. 6, а приведены ИК спектры двух
конформеров цвиттер-ионной формы Gly, от-
личающихся друг от друга поворотом группы
N+H3 вокруг связи СN на 15 град. Такое изме-
нение конфигурации Gly приводит к увеличению
интенсивности всех полос поглощения (полуши-
рина линий составляет 10 см−1). Аналогичный
результат был получен для другой алифатической
аминокислоты Ala (рис. 6, б).

а/а

б/b

Рис. 6. ИК спектры двух конформеров цвиттер-ионных
форм Gly (а) и Ala (б) (цвет online)

Fig. 6. IR spectra of two conformers of zwitter-ion forms Gly
(a) and Ala (b) (color online)

Колебательные спектры цвиттер-ионных
и протонированных форм молекулярного фраг-
мента Gly-Pro-Hyp-Gly. Учитывая, что второй
устойчивой конфигурацией фрагмента Gly-Pro-
Hyp-Gly в водном растворе является конфигура-
ция М2 (рис. 7), отличающейся от М1 энергией
в 11.5 кДж/моль и поворотом группы N+H3 вдоль
связи СN на 17°, был выполнен расчёт ИК спек-
тра молекулярного фрагмента М2 (рис. 8).

Рис. 7. Молекулярный фрагмент М2 (цвет online)
Fig. 7. Molecular fragment M2 (color online)

Сравнение ИК спектров М1 и М2 под-
тверждает, что увеличение интенсивности полос
поглощения коллагена при повышении темпера-
туры до 60°C можно объяснить, главным обра-
зом, изменением конформации цвиттер-ионной
формы Gly (см. рис. 8).

Рис. 8. Вычисленные ИК спектры двух конформеров
цвиттер-ионных форм молекулярных фрагментов колла-

гена М1 и М2
Fig. 8. Calculated IR spectra of two conformers of zwitter-ion

forms of molecular fragments of collagen M1 and M2

Кроме того, в ИК спектре М2 наблюдается
смещение частоты колебания q(NH) в низкоча-
стотную область с одновременным увеличением
интенсивности соответствующей полосы погло-
щения, а также уменьшение интенсивности по-
лосы поглощения, отвечающей колебаниюQ(CO)
(см. рис. 8). Эти изменения связаны с образовани-
ем ион-дипольного взаимодействия групп N+H3
и С=О (см. рис. 7).
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Дальнейшее повышение температуры при-
водит к понижению рН среды, и, как следствие,
к образованию в водном растворе протонирован-
ных ионных форм М3, М4 и М5 (рис. 9).

Энергии структурных формМ3, М4 иМ5 от-
личаются друг от друга на 3-4 кДж/моль, что в 2-
3 раза меньше энергии водородных связей между
молекулярными группами, участвующими в об-
разовании пептидных связей. Эти данные также
соответствуют значениям энергий аналогичных
протонированных конформеров Gly и Ala [22].

Были вычислены ИК спектры всех трех кон-
формеров М3, М4 и М5. Поскольку эти спектры
незначительно отличаются друг от друга, то ниже
приведен ИК спектр только для М3 (рис. 10, а).
Сравнение ИК спектровМ1 иМ3 показывает, что
интенсивности полос поглощения исходного мо-
лекулярного фрагмента М1 практически во всех
областях спектра незначительно, но превышают

соответствующие интенсивности фрагмента М3,
кроме областей проявления валентных q(OH)
и деформационных δ(OH) колебаний. В то же
время изменение конформации цвиттер-ионной
формы коллагена (модель М2) приводит к су-
щественному увеличению интенсивности полос
поглощения ИК коллагена по сравнению с ИК
спектрами конформеров М3, М4 и М5 и значи-
тельно лучшему согласию с экспериментом, что
позволяет утверждать, что в водном растворе до-
минирует цвиттер-ионная форма М2 (рис. 10, б).

Для подтверждения результатов анализа
ИК спектров были рассчитаны и проведено срав-
нение спектров КР цвиттер-ионной формы М2
и одной из моделей протонированных форм М4
(рис. 11).

Экспериментальные спектры КР показыва-
ют, что в области проявления валентных колеба-
ний Q(C=O) повышение температуры приводит

а/а б/b в/c

Рис. 9. Молекулярные структуры протонированных ионных форм: а – М3, б – М4, в – М5 (цвет online)
Fig. 9. Molecular structures of protonated forms M3 (a), M4 (b) and M5 (c) (color online)

а/а б/b

Рис. 10. ИК спектры молекулярных моделей М1 с М3 (а) и М2 с М5 (б) (цвет online)

Fig. 10. IR spectra of molecular models M1 with M3 (a) and M2 with M5 (b) (color online)
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а/а б/b

Рис. 11. Экспериментальные (а) и вычисленные (б) спектры КР (цвет online)
Fig. 11. Experimental (a) and calculated (b) Raman spectra (color online)

к уменьшению интенсивности линий КР и они
становятся менее структурированными, а в спек-
тральной области ∼1400 см−1 температура мало
влияет на интенсивность наиболее сильной ли-
нии. Интенсивность двух других сильных по ин-
тенсивности линий КР цвиттер-ионной формы
для деформационных колебаний δ(NН) и δ(CН)
понижается, и они сливаются в одну линию (см.
рис. 11, а). Аналогичные изменения наблюдают-
ся и для вычисленных спектров М2 и М4 (см.
рис. 11, б).

Заключение

Выполнено моделирование колебательных
спектров коллагена и проведено исследование
их температурной зависимости в интервале 60–
90°С. Для этого первоначально была выполнена
экспериментальная регистрация ИК и КР спек-
тров коллагена II типа при комнатной температу-
ре и при температурах 60, 70, 80 и 90°С в водном
растворе.

В качестве молекулярной модели был вы-
бран фрагмент Gly-Pro-Hyp-Gly (модель М1) как
один из наиболее часто встречающихся олиго-
пептидов в структуре коллагена любого типа.

Для интерпретации экспериментальных ко-
лебательных ИК и КР спектров коллагена был
выполнен расчёт цвиттер-ионной формы М1
методом SCRF в гармоническом приближении.
На основе интерпретации полос поглощения
молекулярного фрагмента, позволяющей одно-
значно выполнить отнесение полос поглощения,

отвечающих колебаниям Амид I, Амид II и Амид
III, было показано качественное и количествен-
ное согласие экспериментальных и теоретиче-
ских спектров коллагена и фрагмента М1.

Для объяснения увеличения интенсивностей
полос поглощения экспериментального ИК спек-
тра коллагена при 60°С были вычислены ко-
лебательные спектры структурных фрагментов
коллагена цвиттер-ионных форм М1 и М2 с уче-
том результатов влияния воды на конформаци-
онные изменения цвиттер-ионной формы алифа-
тических аминокислот Gly и Ala, приводящих
к повороту биполярных групп N+H3 и СОО− от-
носительно друг друга.

Далее были выполнены расчёты трех прото-
нированных конформеров молекулярного фраг-
мента Gly-Pro-Hyp-Gly, образование которых
отвечает увеличению кислотности водного рас-
твора коллагена с увеличением температуры.
Вычисленные ИК спектры показывают уменьше-
ние интенсивности полос поглощения ИК спек-
тра в полном соответствии с экспериментом.
Этот результат также подтверждается сравнени-
ем спектров КР коллагена, зарегистрированных
экспериментально при комнатной температуре
и при температуре выше 60°С, с вычисленны-
ми спектрами М1 и М2, причём с учётом тонкой
структуры спектра.

Таким образом, выполненное моделирова-
ние колебательных спектров коллагена показало,
что существенный вклад в изменение интен-
сивностей ИК и КР спектров коллагена при
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повышении температуры вносит конформацион-
ное изменение концевых фрагментов коллагена.
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