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Формирование соединительной ткани в значительной мере опреде­
ляется макромолекулярной структурой коллагена. Многие элементы 
молекулярной структуры пока еще мало изучены. Это относится, 
в частности, к пространственной упорядоченности тройной спирали на­
тивного коллагена.

Настоящая работа посвящена изучению межпептидной сетки водо­
родных связей, стабилизирующих трехспиральную коллагеновую струк­
туру. Проведено сравнение параметров основных сеток Н-связей в моле­
кулах, выделенных из разных организмов. Объектом исследования 
служили проколлагены кожи трески, щуки и крысы. Эти белки сущест­
венно отличны по аминокислотному составу и температуре денатурации 
(*). Экспериментальная методика, выбранная нами, основана на исполь­
зовании инфракрасной спектроскопии и дейтерозамещения пептидных 
водородов (2, 3). При включении NH-групп в межпептпдную сетку 
водородных связей, как было нами установлено на модельных соедине­
ниях, происходит резкое замедление скорости дейтерообмена. Тем самым 
во влажных пленках в насыщенной атмосфере тяжелой воды удается 
выделить полосы поглощения пептидных групп, образующих межцепо­
чечные водородные связи. Во избежание денатурации белков пленки 
проколлагенов трески и щуки приготовляли при температуре 4—5°. 
Все измерения выполнены при температуре 20° в специально сконструи­
рованных герметических микрокюветах, позволяющих варьировать влаж­
ность и давление и работающих в комплекте с оптическими микропри­
ставками к спектрофотометру UR-20 (Карл Цейс, Йена). Согласно 
полученным данным, во всех 3 проколлагенах проявляются полосы 
поглощения валентных и деформационных колебаний NH-групп, вклю­
ченных в межпептидную сетку водородных связей. При определении 
частот валентных колебаний NH-групп были учтены поправки, связан­
ные с влиянием ферми-резонанса (4), и найдены истинные значения 
невозмущенных частот (va°)

v° = v. -t- v„ — 2vTT, а А 1 В II

где Тл, vB и Хи — наблюдаемые частоты полос амид А, амид В и амид II.
Как следует из анализа результатов (табл. 1), различия в частотах 

va° незначительные и лежат в пределах возможных погрешностей экспе­
римента. Контуры полос валентных колебаний, а также их полуширины 
(Av = 75 слг’) для исследованных проколлагенов совпадают. В табл. 1 
приведены оценки средних значений длин водородных связей 7?n-h...o, 
полученных из корреляционных кривых в соответствии с величиной va' 
С, 6). Как можно видеть, расстояния Kn-н...о в проколлагенах столь 
различных организмов одинаковы. Все эти факты указывают на общность 
в характере водородного связывания. Основная межпептидая сетка 
водородных связей, стабилизирующих тройную спираль, выступает как
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унифицированный элемент нативной коллагеновой структуры. Параметры 
основных сеток оказываются одинаковыми, несмотря на большую раз­
ницу в аминокислотном составе и термостабильности белков. Следует 
подчеркнуть, что унификация свойственна прежде всего нативной 
структуре, формирующейся в результате эволюционного процесса. 
В модельных соединениях, синтетических политрипептидах, изоморф­
ных коллагену, параметры основной сетки водородных связей, по данным 
наших исследований, заметно различаются (в (gly— pro — pro)n vj' = 
= 3321 см-1, в (gly —pro — opro) „ = 3329 см-1, в (gly — ala — pro) „
va° = 3297 cm-1).

Чтобы получить сведения о числе NH-групп, участвующих в образо­
вании межпептидной сетки водородных связей, мы обратились к иссле-

Таблица 1

П роя о л л агены

(СМ-1) Ш (см-1) 41 (см-0
•>" (см-1) йкн...о

(А)ДЛЯ 
всей 
цепи

межпеп­
тидная 
сетка

ДЛЯ 
всей 
цепи

межпеп­
тидная 
сетка

ДЛЯ 
всей 
цепи

межпеп­
тидная 
сетка

Кожа трески 3329 3330 3080 3100 1552 1572 3286 3,004-0,06
Кожа щуки 3330 3332 3085 3095 1559 1571 3285 3.00—0,06
Кожа крысы 3330 3331 3083 3094 1559 1571 3283 3,004-0,06

Таблица 2

Проколлагены ^Ннеобм,о//о
^Ннеобм на 

1000 остат.
pro 4- нтр на

1000 остат.
g)v на 

1000 остат. TD,
°G

Кожа трески 26 220 155 339 12
Кожа щуки 30 246 189 334 27
Кожа крысы 35 276 211 331 36
(gly — pro — pro)„ 100 333 666 333 92

дованию интенсивности инфракрасных полос поглощения. Для измере­
ний использованы полосы валентных колебаний неитидных NH- и 
ND-групп, лежащих соответственно в области 3330 см-1 и 2500 см-1, 
и полосы деформационных колебаний пептидных NH-групп, лежащих 
в области 1550 см-1. Мы проследили за изменением их интенсивности 
при дейтерировании в нативных и денатурированных образцах. Для 
перекрывающихся полос в области амид II (1550 см-1) проведено графи­
ческое разделение спектра на отдельные компоненты. Для учета 
поглощения боковых аминокислотных остатков использованы данные, 
полученные из анализа спектров дейтерированных образцов, взятых 
на разных стадиях денатурации и ренатурации проколлагенов. Измене­
ние интегральной интесивности амидных полос при замещении водорода 
па дейтерий служило мерой числа обмениваемых пептидных групп. 
В качестве внутреннего стандарта, контроля толщины пленки выбраны 
полосы валентных колебаний СН2- и СНз-групп (в области 2800— 
3000 см-1), интенсивность которых сохраняется в процессе дейтерозаме­
щения и конформационных переходов коллагеновых белков. Найденное 
число межпептидных водородных связей, как видно из табл. 2, не оди­
наково и заметно уменьшается при переходе от коллагена кожи крысы 
к коллагенам кожи щуки и трески. В той же последовательности проис­
ходит падение термостабильности белков. Между этими параметрами, 
по-видимому, существует однозначное соответствие. Приведенные в
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табл. 2 цифры служат дополнительным свидетельством в пользу модели 
коллагена, предложенной Ричем и Криком (7),с одной стабилизирующей 
водородной связью на триплет (или 333 Н-связями на 1000 остатков). 
Для коллагеновой модели Рамачандрана (7), включающей две системы 
межпептидных водородных связей, число их (550 Н-связей на 1000 остат­
ков) существенно превышает полученные нами экспериментальные зна­
чения. Между содержанием пирролидиновых оснований в молекуле 
и долей медленно обмениваемых пептидных водородов (NHHeo6M), харак­
теризующих степень «кристалличности» биополимера, обнаруживается 

х линейная зависимость (табл. 2
°/г Ж и рис. 1). По-видимому, При
/до\- участии остатков иминокислот

наряду с глициновыми остат­
ками, занимающими каждое 
первое положение в триплетах 
(’, 8), в коллагеновой спирали 
реализуются условия, позво­
ляющие образовать устойчивую 
межпептидную, водородную 
связь. Легко гидратируемые 
водородные связи, очевидно, 
намного лабильнее и играют 
менее существенную роль в 
термостабильности коллагено­

вых белков. Мы провели сопоставление температуры денатурации (ТD) 
и относительной доли пролин- и оксипролинсодержащих триплетов (типа 
(gly — и — и), (gly — и — а), (gly — а — и), где а — аминокислота, и — 
иминокислота). Соответствующие значения получены из статистической 
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обработки данных по последовательностям аминокислот в частичных 
гидролизатах коллагенов. Как явствует из рис. 2, между этими величи­
нами имеет место отчетливая корреляция, близкая к линейной. В этой 
связи представляет несомненный интерес сопоставление спектральных 
и рентгеноструктурных данных. Для проколлагенов кожи трески, щуки 
и крысы были исследованы интегральные интенсивности и ширины 
основных рентгеновских рефлексов упорядоченной фазы — параметров, 
характеризующих относительное содержание и длину спиральных участ­
ков в образцах. Как видно из рис. 3, с уменьшением числа межпептидных 
водородных связей падает интенсивность специфичных для коллагена 
рефлексов (Z рентг), причем спектральный и рентгеноструктур'ный методы 
для исследованных белков дают результаты, линейно коррелирующие 
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друг с другом. Основываясь на анализе полученных данных, резонно 
предположить, что для коллагеновых белков существует предельное 
минимальное число межпептидных водородных связей, ниже которого 
образование устойчивой коллагеновой спирали в нативных условиях 
оказывается невозможным. В рамках линейных экстраполяций соотноше­
ний, приведенных на рис. 1, 2, 3, это число составляет 120 межпептидных 
водородных связей на 1000 остатков (при содержании иминокислот 
не менее 80 на 1000 остатков).

Результаты настоящей работы однозначно указывают на структур­
ную гетерогенность коллагеновой молекулы. Наряду с участками спира­
ли, где структура строго упорядочена аналогично кристаллической, 
присутствуют пептидные звенья, где межатомные расстояния и валент­
ные углы фиксированы менее жестко, размеры водородных связей имеют 
больший разброс, структура более лабильна. Несомненно, все эти факто­
ры имеют для коллагенов непосредственное биологическое значение, 
способствуя выполнению ими роли структурного белка в соединительной 
ткани организмов.
Институт биологической физики Поступило
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