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Изучена динамика массы коллагена крыс в условиях локального холодового по-
вреждения. Разработан и впервые применен метод количественного определения 
коллагена дермы. Холодовую травму воспроизводили на беспородных самцах 
и самках крыс массой 180–200 г путем наложения на депилированную кожу спины 
металлической гирьки диаметром 2,5 см, охлажденной в жидком азоте. На 3-и сут 
после холодового повреждения у крыс регистрировали статистически значимое 
снижение содержания коллагена. С 14-е сут после холодового повреждения на-
блюдали увеличение содержания коллагена за счет восстановленной активно-
сти фибробластов. К 21-м сут увеличение содержания коллагена продолжалось, 
но полного восстановления не наблюдалось.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: холодовое повреждение; дерма; коллаген; ферментативный 
гидролиз; восстановление.

N. A. Shutskiy, L. L. Shagrov, S. L. Kashutin, A. S. Aksenov, S. I. Ma-
lyavskaya. CHANGES IN THE COLLAGEN CONTENT IN THE DERMIS OF 
RATS AFTER LOCAL COLD INJURIES

Changes in collagen mass in rats were studied under the conditions of local cold inju-
ries. A method for quantitative determination of collagen in the dermis was developed 
and applied for the first time. Cold injury was replicated in mongrel male and female rats 
weighing 180–200 grams by applying a metal weight 2.5 cm in diameter, cooled in liq-
uid nitrogen, to depilated skin on the back. A statistically significant decrease in collagen 
content was recorded in rats on day 3 after cold damage. Starting with the 14th day after 
the cold injury, an increase in collagen content was observed due to the restored activity 
of fibroblasts. By the 21st day, collagen content continued increasing, but full recovery 
was not observed.

K e y w o r d s: cold injury; dermis; collagen; enzymatic hydrolysis; recovery.

Введение

Холодовая травма является одной из важ-
нейших медико-социальных проблем как в во-

енное, так и в мирное время, при стихийных 
бедствиях, авариях, катастрофах [Pulla et al., 
1994; Плотников, 2000; Галеев и др., 2002; In-
gram, Raymond, 2013]. Тяжесть осложнений 
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и большой процент выхода на инвалидность 
трудоспособного контингента общества при-
дают данной проблеме не только медико-соци-
альную, но и экономическую направленность, 
что приобретает особое значение в условиях 
освоения Арктики [Pulla et al., 1994; Сизоненко, 
1997; Будко и др., 2000; Сизоненко и др., 2002; 
Таранова, 2009; Ingram, Raymond, 2013].

Изучение процессов восстановления тканей 
после термических воздействий, как ожогов, 
так и обморожений, является одним из актуаль-
ных направлений регенеративной медицины. 
Особая роль в процессах регенерации соеди-
нительной ткани отводится компонентам меж-
клеточного матрикса (МКМ). Коллаген, как один 
из основных компонентов МКМ, составляет 
около 90 % от сухого веса МКМ, обеспечивает 
структурную поддержку, участвует в регуляции 
различных процессов, протекающих в норме 
и при возникновении различных патологиче-
ских состояний: регуляция межклеточных ком-
муникаций, адгезии, миграции, пролиферации, 
дифференцировки и др. В связи с чем актуаль-
ным представляется вопрос о выборе адекват-
ной методики для оценки содержания данного 
компонента МКМ в процессе восстановления 
соединительной ткани при различных повре-
ждениях [Байрейтер и др., 1995; Sorrel, Caplan, 
2004; Омельяненко, Слуцкий, 2009; Бозо и др., 
2010].

Основным продуцентом белков межклеточ-
ного матрикса являются дермальные фибро-
бласты, формирующие трехмерную структур-
ную сеть дермы [Ардашев и др., 2000; Banzo 
et al., 2002; Finderle, 2002; Гарстукова и др., 
2008; Шаповалов, 2008; Карайланов и др., 
2008]. Структура коллагенового матрикса ока-
зывает значительное влияние на функции фи-
бробластов [Fisher et al., 2008]. Согласно ис-
следованию Ф. Гриннелл, физические свой-
ства коллагеновых волокон непосредственно 
влияют на функциональную активность фибро-
бластов дермы. В частности, фрагментация 
коллагенового матрикса приводит к дезорга-
низации целостности коллагеновой сети МКМ 
и к нарушению фокальных контактов между 
фибробластами и коллагеновым матриксом. 
Данные процессы лишают фибробласты воз-
можности находиться в растянутом состоянии, 
являющемся обязательным условием для их 
метаболической активности (роста и функцио-
нирования) [Grinnell, 2003].

Вполне очевидно, что влияние на рост и раз-
витие соединительной ткани и может быть од-
ним из решений, способных повысить эффек-
тивность лечения локальных отморожений. 
С опорой на это предположение возникает 

интерес к изучению механизмов, направлен-
ных на замещение дефектов собственными 
 тканями.

Известно, что на 7-е сут после локального 
холодового повреждения в зоне поражения по-
являются небольшие очаговые скопления фи-
бробластов [Ардашев и др., 2000; Banzo et al., 
2002; Finderle, 2002; Гарстукова и др., 2008; 
Шаповалов, 2008; Карайланов и др., 2008]. Но 
данные, подтверждающие, что эти фибробла-
сты функционально активны, отсутствуют.

В настоящее время известны несколько спо-
собов количественного определения содержа-
ния коллагена. Один из них заключается в про-
ведении реакции антиген – антитело с исполь-
зованием меченых радиоактивными изотопами 
реактивов [Земсков и др., 1982]. Недостатками 
указанного способа являются невозможность 
исследования образцов тканей (способ при-
меним только для растворов) и необходимость 
применения радиоактивных веществ.

Также существует способ количественного 
определения коллагена в ткани [Виллануэва 
и др., 2006]. Положительными в данном спосо-
бе являются возможность точного определе-
ния концентрации коллагена, широкий спектр 
применения. Недостатками – технологическая 
сложность процедуры, необходимость приме-
нения хроматографа высокого давления, вы-
сокая стоимость применяемого оборудования 
и расходных материалов,  реактивов.

В связи с этим целью настоящего исследо-
вания явилось изучение динамики содержания 
коллагена дермы крыс в восстановительном 
периоде после локального холодового повре-
ждения, тем самым планировалось косвенно 
определить синтетическую активность проду-
центов коллагена.

Материалы и методы

Эксперимент проводили в соответствии 
с Правилами лабораторной практики (Приказ 
Министерства здравоохранения и социального 
развития Российской Федерации от 23 августа 
2010 г. № 708н «Об утверждении Правил лабо-
раторной практики»), а также с учетом требова-
ний «Международной Хельсинкской конвенции 
о гуманном отношении к животным» (1972).

Холодовую травму воспроизводили на бес-
породных самцах и самках крыс массой 
180–200 г, содержащихся в одинаковых усло-
виях, на стандартном пищевом режиме. После 
наступления наркотического сна моделиро-
вали контактное отморожение с помощью ме-
таллической гирьки диаметром 2,5 см, кото-
рую предварительно охлаждали в жидком азо-
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те, а потом прикладывали к депилированной 
коже спины крысы на 3 мин по методу [Бойко, 
2010]. В результате такого воздействия у экс-
периментальных животных развивалось ло-
кальное отморожение 3-й степени [Тодоров,  
1968].

Кусочек пораженной кожи забирали посред-
ством панч-скальпеля № 5 сразу после передо-
зировки средства для наркоза на 3, 7, 14 и 21-е 
сут. В качестве контрольной группы были ис-
пользованы беспородные крысы аналогичной 
массы тела, содержащиеся в тех же условиях, 
что и опытная группа. Группы формировали 
из 7 животных.

Определение содержания коллагена в дер-
ме осуществляли следующим методом:

1 этап – высушивание кожи. Предварительно 
взвешенный и замороженный при –80 °C в 1 мл 
0,9% физиологического раствора хлорида на-
трия кусочек ткани высушивали в лиофильной 
сушилке при температуре –46 °C и давлении 
0,040 мБар, измельчали путем нарезания ми-
кротомным лезвием на фрагменты толщиной 
не более 3 мм;

2 этап – подготовка к ферментативному ги-
дролизу. Полученные фрагменты поместили 
в градуированную пробирку Eppendorf вме-
стимостью 1,5 мл, заливали 1 мл 15% водно-
го раствора гидроксида натрия на 24 часа при 
температуре 18–20 °C, после чего неоднократ-
но промывали дистиллированной водой при 
температуре 18–20 °C в объеме 1 мл. После 
достижения целевого уровня рН надосадоч-
ной жидкости 7,0 супернатант аспирировали 
дозатором таким образом, чтобы количество 
осадка в пробирке не превышало 0,3 мл. По-
лученный материал замораживали при –80 °C, 
высушивали в лиофильной сушилке и взвеши-
вали на аналитических весах, определяя массу  
материала m1;

3 этап – ферментативный гидролиз колла-
гена. Полученный безводный осадок разводи-
ли в 900 мкл фосфатного буферного раствора 
с рН 7,0 и добавляли 100 мкл раствора коллаге-
назы (Россия), который заранее приготавлива-
ли путем растворения лиофильно высушенного 
препарата коллагеназы в 10 мл фосфатного 
буферного раствора с уровнем рН 7,0. Затем 
пробирку с содержимым устанавливали в шей-
кер-инкубатор ES-20 (BioSan, Латвия) при тем-
пературе 37 °C и интенсивно перемешивали 
в течение 2 часов. После этого пробирку цен-
трифугировали при 13 400 об/мин в течение 5 
минут, аспирировали дозатором надосадочную 
жидкость, добавляли дистиллированную воду 
до объема 1 мл, гомогенизировали полученный 
материал. Процедуру, включающую гомогени-

зацию путем ресуспендирования дозатором, 
центрифугирование, аспирацию надосадочной 
жидкости и добавление воды до объема 1 мл, 
повторяли 5 раз. После этого материал замо-
раживали при –80 °C, лиофильно высушивали 
и взвешивали, определяя массу материала m2. 
По разнице масс m1 и m2 находили массу кол-
лагена, содержавшегося в исследуемой тка-
ни. Процентное содержание коллагена в ткани 
определяют отношением установленной массы 
коллагена к массе образца ткани.

Таким образом, содержание коллагена 
определяли по формуле:

mколлагена = m1 – m2, г,

где m1 – масса кожи до ферментативного ги-
дролиза, г; m2 – масса кожи после фермента-
тивного гидролиза, г.

Процентное содержание коллагена в ткани 
определяли по формуле:

% содержания коллагена = 

=  * 100 %.

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с помощью SPSS 13.0 for Windows. 
Описание выборок проводили с помощью под-
счета медианы (Мd) и межквартильного интер-
вала Q25Q75. Вероятность различий оценива-
ли по непараметрическому критерию Колмого-
рова – Смирнова.

Результаты и обсуждение

Как следует из представленных в табли-
це данных, на 3-и сут после локального холо-
дового повреждения у крыс регистрировали 
статистически значимое снижение массы кол-
лагена дермы и его процентного содержания 
до 21,71 %, что связано с наличием воспали-
тельных процессов, разрушением кровенос-
ных сосудов и замедлением процесса нео-
коллагенеза. Но уже на 7-е сут после холо-
дового повреждения масса коллагена начала 
восстанавливаться, достигнув 5,25 мг. Наряду 
с увеличением массы коллагена существен-
но увеличилось его процентное содержание 
в дерме. В период с 7-х по 14-е сут увеличение 
массы коллагена и его процентного содержа-
ния в собственно коже регистрировали только 
в виде тенденции: до 6,0 мг и до 35,91 % соот-
ветственно. Статистически значимое увеличе-
ние количества коллагена вновь возобновилось 
с 14-х по 21-е сут, достигнув уровня 8,95 мг, что 
также отразилось на увеличении его процент-
ного содержания. Масса коллагена дермы, как 
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и его содержание в дерме, на 21-е сутки прак-
тически была такой же, как и в группе контроля.

Таким образом, после локального холодово-
го повреждения увеличение массы коллагена 
дермы и его процентного содержания происхо-
дит с 3-х по 7-е и с 14-х по 21-е сут.

Известно, что на 3-и сут при 3-й степени 
отморожения эпидермис полностью слущен, 
сосочковый слой дермы разрушен, а в сетча-
той дерме – выраженный фибриноидный не-
кроз [Гарстукова и др., 2008; Карайланов и др., 
2008; Шаповалов, 2008]. Вполне очевидно, что 
содержание массы коллагена к 3-м сут мини-
мальное: он разрушен и синтез новых волокон 
не наблюдается.

На основании увеличения массы коллагена 
и его процентного содержания в дерме с 3-х 

по 7-е сут можно полагать о начале репаратив-
ных процессов именно в этот период. Таким 
образом, скопления фибробластов в очаге ло-
кального холодового повреждения на 7-е сут 
являются функционально активными в направ-
лении синтеза волокнистых структур соедини-
тельной ткани.

С 7-х по 14-е сут регистрируется увеличение 
массы коллагена и его процент содержания, 
но оно не является статистически значимым. 
Следующий пик наблюдается с 14-х по 21-е 
сут. Учитывая, что статистически значимых 

различий в массе коллагена и его процентного 
содержания между группой контроля и опыт-
ной группой на 21-е сут не отмечено, можно 
считать, что изучаемые параметры одинаковы, 
и это позволяет полагать о частичном восста-
новлении массы коллагена дермы к 21-м сут-
кам.

Заключение

В настоящей работе впервые применяет-
ся способ определения количества коллаге-
на в ткани. Преимуществами предложенного 
метода являются: уменьшение материальных 
и временны́х затрат и такое важное преимуще-
ство, как избегание использования радиоак-
тивных веществ.

Проведенное исследование количествен-
ного анализа коллагена, формируемого в ходе 
восстановления после локального холодового 
повреждения, позволяет судить о проявлении 
активности фибробластов к синтезу основно-
го белка межклеточного матрикса. Благодаря 
предложенному способу определения количе-
ства коллагена можно отслеживать формиро-
вание данного белка в дерме в динамике за-
живления раневой поверхности.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что содержание коллагена дермы после холо-

Масса коллагена (мг) и его % содержание в дерме крыс после локального холодового повреждения Мd 
(Q25; Q75)
The mass of collagen (mg) and its percentage content in the dermis of rats after local cold injuries Мd (Q25; Q75)

Показатели
Indicators

Контроль
Control

n=7

Сроки исследования
Terms of research

Вероятность
Probability

3
n=7

7
n=7

14
n=7

21
n=7

Уровень значимости 
различий (р)

Significance level 
of differences (p) 

1 2 3 4 5 6 7
Масса 
коллагена (мг)
Mass of collagen 
(mg) 

10,7
(9,0;12,3) 

3,1
(2,8; 3,9) 

5,25
(4,97; 5,92) 

6,0
(5,7; 7,0) 

8,95
(8,62; 9,57) 

2–3 Z = 1,87; р = 0,002
2–4 Z = 1,79; р = 0,003
2–5 Z = 1,6; р = 0,01
2–6 Z = 1,13; р = 0,15
3–4 Z = 1,79; р = 0,003
3–5 Z = 1,87; р = 0,002
3–6 Z = 1,93; р = 0,001
4–5 Z = 0,94; р = 0,33
4–6 Z = 1,85; р = 0,002
5–6 Z = 1,65; р = 0,008

Содержание 
коллагена 
в дерме (%)
Collagen content 
in the dermis (%) 

71,43
(59,21; 72,78) 

21,71
(16,37; 22,51)

31,15
(30, 02; 
33,55) 

35,91
(32,39; 49,29) 

52,27
(46,42; 55,17) 

2–3 Z = 1,87; р = 0,02
2–4 Z = 1,79; р = 0,003
2–5 Z = 1,87; р = 0,02
2–6 Z = 1,69; р = 0,007
3–4 Z = 1,79; р = 0,003
3–5 Z = 1,87; р = 0,002
3–6 Z = 1,93; р = 0,001
4–5 Z = 1,24; р = 0,09
4–6 Z = 1,85; р = 0,002
5–6 Z = 1,38; р = 0,04
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дового повреждения резко снижается с 10,6 
до 3,9 мг и в процессе заживления раневой по-
верхности увеличивается, не достигая исход-
ных данных к 21-м суткам.
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