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СТРУКТУРИРОВАНИЕ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
МИНЕРАЛИЗАЦИИ КОЛЛАГЕНОВЫХ СКАФФОЛДОВ

Аннотация. Изучены структура и физико-химические свойства скаффолдов, полученных из ацетатных экс-
трактов фибриллярного коллагена из оболочек сухожилий крыс Вистар. При 37 °С синтезирован пленчатый, 6 °С – 
объемный скаффолды, которые структурируются на клубковые и внеклубковые фракции. Объемные соотношения 
фракций определяются влиянием температуры на кинкинг коллагеновых волокон: при 37  °С кинкинг подавляет-
ся и приоритетно формируется фракция с исходно расправленными волокнами – внеклубковый каркас пленчато-
го скаффолда, при 6 °С кинкинг усиливается и ускоряется рост фракции с исходно извитыми волокнами – клубки 
объемного скаффолда. Типогенез гидроксиапатита определяется микроструктурой скаффолдов и направлением раз-
вития транспирирующих структур: стехиометрический гидроксиапатит синтезируется в доминантных водоиспаря-
ющих фракциях, карбонат-гидроксиапатит - в субдоминантных водоудерживающих фракциях. Кинкинг и проч-
ность пептидных цепей фибриллярного коллагена обратно взаимозависимы: при ослаблении кинкинга пептидные 
цепи упрочняются, при усилении – разупрочняются. Карбонатные замещения чувствительны к температуре синтеза 
скаффолдов: при 37 °С анионы CO3

2– замещают OH–, а при 6 °С – PO4
3− группы. Понимание механизмов структу-

рирования кальцийфосфатов на матрицах фибриллярного коллагена позволит проектировать коллаген-апатитовые 
скаффолды с заданными функциональными свойствами.

Ключевые слова: скаффолды, апатитогенез, стехиометрический гидроксиапатит, карбонат-гидроксиапатит, 
фибриллярный коллаген, минерализация in situ
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PHYSICOCHEMICAL ASPECTS OF STRUCTURING CALCIUM PHOSPHATE 
ON FIBRILLARY COLLAGEN SCAFFOLDS

Abstract. The structure and physicochemical properties of scaffolds obtained from acetate extracts of fibrillar collagen 
from the tendon membranes of Wistar rats have been the subject of study. The synthesis of a film-like scaffold at 37 °C and 
a volume scaffold at 6 °C was conducted. Scaffolds of both types are structured into glomerular and extraglomerular fractions. 
The volume ratios of fractions are determined by the influence of temperature on the kinking of collagen fibers. At 37 °С, 
kinking is suppressed, and a fraction with initially straightened fibers – the extracellular framework of a filmy scaffold –  
is formed. At 6 °С, kinking increases, and the growth of a fraction with initially twisted fibers – tangles of a volumetric scaf-
fold – is accelerated. The typogenesis of hydroxyapatite is determined by the microstructure of the scaffolds and the direction  
of development of transpiring structures. Stoichiometric hydroxyapatite is synthesized in dominant water-evaporating fractions, 
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while carbonate hydroxyapatite is synthesized in subdominant water-retaining fractions. The relationship between kinking 
and the strength of the peptide chains of fibrillar collagen is characterized by an inverse interdependence. Specifically, when 
kinking is weakened, the peptide chains are strengthened, and when kinking is strengthened, they are softened. Carbonate 
substitutions are sensitive to the temperature of scaffold synthesis. At 37 °C, CO3

2– anions replace OH–, and at 6 °C, PO4
3− 

groups replace them. The comprehension of the mechanisms underlying the structuring of calcium phosphates on matrices  
of fibrillary collagen is essential for the design of collagen-apatite-based scaffolds with predefined functional properties.

Keywords: scaffolds, apatitogenesis, stoichiometric hydroxyapatite, carbonate-hydroxyapatite, fibrillar collagen, miner-
alization in situ
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Введение. Сырьевые перспективы сухожилий разрабатываются в рамках механобиологиче-
ского, герминативного и биомиметического подходов [1]. В  механобиологическом подходе су-
хожильные оболочки рассматриваются как генератор структур, сглаживающих механические 
напряжения: ламелл, сесамовидных глобул, энтез. Ламелы  – пластинки компактизированного 
фибриллярного коллагена, персистирующие в областях упрочняющегося матриксного флюи-
да [2]. Глобулы – частицы, направленно транспортирующие в очаги механического напряжения 
медиаторы хондро- и остеогенеза. Энтезы  – костно-сухожильные соединения, рассеивающие 
энергию в переходных структурах [3]. Герминативный подход исходит из способности сухо-
жильных оболочек к сосредоточению прогениторных клеток, обеспечивающих регенерацию 
сухожильной и костной ткани [4; 5]. В рамках биомиметического подхода разрабатываются ме-
тоды допирования коллагеновых материалов гидроксиапатитом: перемешивание, покрытие ке-
рамикой и шаблонами экстра-интрафибриллярного синтеза гидроксиапатита [6; 7]. Вышепри-
веденные подходы предполагают использование природного морфогенетического потенциала 
сухожильных оболочек без введения в искусственные материалы экзогенных факторов гистоге-
неза. Отсюда особую значимость приобретает изучение особенностей формирования гидрокси-
апатита in situ на матрицах фибриллярного коллагена с применением кристаллизационных ин-
кубационных сред [8]. Ключевым механизмом минерализации коллагеновых волокон является 
структурирование кальцийфосфатов по апатитовому направлению. При этом типогенез форми-
рующихся гидроксиапатитов, как предполагается, взаимосвязан с микроструктурой коллагено-
вых каркасов и внутримолекулярной динамикой фибриллярного.

Цель исследования – установить физико-химические особенности апатитогенеза во взаимо
связях со структурой коллагеновых каркасов и внутримолекулярной динамикой фибриллярного 
коллагена.

Материалы и методы исследования. Соединительнотканные оболочки сухожилий выре-
зали из хвостов крыс Вистар по методике, разработанной в Институте общей и неорганической 
химии НАН Беларуси, утвержденной этическим комитетом Института физиологии НАН Бела-
руси. Коллагеновый гель получен из ацетатных экстрактов сухожильных оболочек в Институте 
цитологии РАН [9]. Из геля получали скаффолды: пленчатый – прогреванием при 37  °С, объ-
емный – охлаждением при 6 °С (в обоих случаях 3 сут.). Для сканирующей электронной мик
роскопии образцы фиксировали, обезвоживали, напыляли золотом и изучали на микроскопе 
LEO 420 (Carl Zeiss, Германия). Рентгенофазовый анализ выполнен на дифрактометре ADVANCE 
D8 (Bruker, Германия) с использованием базы ICDD PDF-2с: стехиометрический гидроксиапа-
тит [01-084-1998], карбонат-гидроксиапатит [00-035-0180]. Ориентацию коллагеновых фибрилл 
рассчитывали с помощью индекса OIXRD, кристалличность гидроксиапатита  – индекса CIXRD 
[10; 11]. ИК-спектры записаны на зондовом ИК-микроскопе Hyperion (Bruker, Германия) с мор-
фологическим контролем при 15-кратном увеличении (Gir-objective) в диапазоне 600–4000 см–1.

Результаты и их обсуждение. Коллагеновый каркас скаффолдов структурируется на доми-
нантные и субдоминантные фракции [12]. В пленчатом скаффолде доминирует внеклубковый 
каркас, клубковые образования субдоминантны. В объемном скаффолде доминируют клубковые 
образования, внеклубковый каркас субдоминантен. Морфогенез доминирующих фракций опреде-
ляется трендом к упорядочению каркаса и развитием транспирирующих структур: увеличивает-
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ся численная плотность, параллельность упаковки и ослабляется кинкинг коллагеновых волокон, 
поры спадаются и преобразуются в многокамерные образования открытого типа, увеличивается 
связность фибриллярных узлов (табл. 1). Морфогенез субдоминантных фракций определяют ха-
отизация каркаса и формирование водоудерживающих структур: коллагеновые волокна утолща-
ются, укорачиваются и повышается их способность к кинкингу, расширяются преобразованные 
в однокамерные формы поры, уменьшается связность фибриллярных узлов (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Морфометрические показатели скаффолдов

T a b l e 1. Morphometric indicators of scaffolds

Параметр
Parameter

Пленчатый скаффолд
Film scaffold

Объемный скаффолд
Volumetric scaffold

Клубки
Globuls

Внеклубковый каркас
Extraglomerular  

framework

Клубки
Globuls

Внеклубковый каркас
Extraglomerular  

framework

Vv - относительный объем фракции, % 35,0 ± 1,4 75,0 ± 2,9 80,0 ± 2,9 20,0 ± 1,4
Dgl - диаметр клубков, мкм 85,2 ± 3,1 - 58,1 ± 2,4 -
Df - толщина волокна, мкм 0,194 ± 0,02 0,165 ± 0,02 0,154 ± 0,02 0,232 ± 0,02
l - длина волокна, мкм 0,796 ± 0,03 0,599 ± 0,03 0,828 ± 0,04 0,868 ± 0,04
Nif - численная плотность коллагеновых фибрилл, 
n/мкм2 0,218 ± 0,01 0,156 ± 0,01 0,325 ± 0,01 0,225 ± 0,01
Svf - удельная площадь поверхности коллагеновых  
волокон, мкм2/мкм3 10,3 ± 0,5 6,1 ± 0,3 4,2 ± 0,3 5,9 ± 0,3
Dp - диаметр пор, мкм 0,349 ± 0,02 0,241 ± 0,02 0,276 ± 0,02 0,323 ± 0,02
Vvp - относительный объем пор, % 18,1 ± 1,2 11,0 ± 1,2 9,1 ± 1,2 19,1 ± 1,2
Svp - удельная площадь поверхности пор, мкм

2/мкм3 5,7 ± 0,2 9,8 ± 0,4 9,3 ± 0,4 6,2 ± 0,2
r - связность узлов (число волокон, сходящихся 
в одном узле) 4,7 ± 0,2 5,2 ± 0,2 5,5 ± 0,2 4,5 ± 0,2

Дифрактограммы структурированы в пики аморфного и упругого рассеяния органической 
и минеральных фаз (рис. 1). Гало органических фаз расщеплены на доминантные и субдоми-
нантные фракции. Индекс OIXRD в доминантных фракциях (внеклубковая фракция пленчато-
го и клубки объемного скаффолдов) составляет 0,58, что указывает на упорядоченное состоя-
ние коллагеновой фракции скаффолдов. Минеральная фаза представлена гидроксиапатитом 
Са10(РО4)6(ОН)2, пирофосфатом кальция α-Ca2P2O7 и трикальцийфосфатом α-Са3(РО4)2. В плен-
чатом скаффолде пики гидроксиапатита узкие на полувысотах с четко оформленными полосами 
плоскостей (112) и (300) в диапазонах 32,07° и 32,13° 2θ (рис. 1, стрелки 3, 4), что свидетельствует 
об агрегации гидроксиапатита в крупные частицы. Индекс CIXRD в пленчатом скаффолде со-
ставляет 52,2, в объемном – 37,1.

Полосы амидов I, ІІ и III внеклубковой фракции пленчатого скаффолда сдвинуты в высоко-
частотную область (рис. 2), что свидетельствует об упрочнении пептидных связей в первичных, 
вторичных межцепочечных цепях фибриллярного коллагена. Положения полос связей растяже-
ния PO4 (ν

1), изгибных колебаний PO4 (ν
3) соответствуют стехиометрическому гидроксиапати-

ту. Полосы связей CO3 групповых (ν
3) сдвинуты в высокочастотную область, что в сочетании 

с доминированием площади подполосы карбонатного пика, относимого к замещениям А-типа, 
свидетельствует о замещении ОН-групп.

Полосы амидных комплексов в клубках пленчатого скаффолда сдвинуты в низкочастотную 
область (рис. 2), что свидетельствует о разупрочнении и гидратации первичных пептидных 
цепей фибриллярного коллагена. Полосы связей PO4 (ν

1) и PO4 (ν
3) сдвинуты в диапазон, относимый 

к карбонат-гидроксиапатиту. Значительное падение индекса InCO3/InА І (табл. 2) свидетельству-
ет о декарбоксилировании первичных пептидных цепей, обусловленном повышенным расходом 
карбоксильных групп на образование водородных связей с OH-группами воды. Колебания CO3 
(ν3) представлены широкой полосой с доминированием низкочастотной подполосы, что в соче-
тании с повышенным индексом InCO3/InPO4 (ν

3) свидетельствует об интенсивных карбонатных 
замещениях по В-типу (табл. 2).
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Рис. 1. Дифрактограммы образцов: 1 – пленчатый скаффолд: 1 – доминантная фракция,  
2 – субдоминантная фракция, 3 – пик (300), 4 – пик (112), 5 – пик (211); 2 – объемный скаффолд:  

6 – доминантная фракция, 7 – субдоминантная фракция

Fig. 1. Diffraction patterns of samples: 1 – filmy scaffold: 1 – dominant fraction, 2 – subdominant fraction,  
3 – peak (300), 4 – peak (112), 5 – peak (211); 2 – volumetric scaffold: 6 – dominant fraction, 7 – subdominant fraction

1

2

3

4

Рис. 2. Зондовая ИК-спектроскопия: точка съемки и ИК-спектр образцов:  
1 – внеклубковый каркас* пленчатого скаффолда, 2 – клубок** пленчатого скаффолда,  
3 – внеклубковый каркас* объемного скаффолда, 4 – клубок** объемного скаффолда

Fig. 2. Probe IR spectroscopy: shooting point and IR spectrum of samples: 1 – extraglomerular framework* of film scaffold, 
2 – globule** of film scaffold, 3 – extraglomerular framework* of volumetric scaffold, 4 – globule** of volumetric scaffold
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Т а б л и ц а 2. Волновые числа (см–1) и соотношения интенсивностей полос ИК-спектров скаффолдов

T a b l e 2. Wave numbers (cm–1) and the ratio of intensities of bands in the IR spectra of scaffolds

Молекулярная группа
Molecular group

Пленчатый скаффолд
Film scaffold

Объемный скаффолд
Volumetric scaffold

Клубки
Globuls

Внеклубковый каркас
Extraglomerular framework

Клубки
Globuls

Внеклубковый каркас
Extraglomerular framework

Кальцийфосфаты
Calcium phosphates

PO4 растяжения (ν
1) 952 1013 1025 966

PO4 изгиба (ν
3) 1033 1122 1120 1022

CO3 групповые 1409 1429 1427 1435
Фибриллярный коллаген I типа

Fibrillar collagen type I
Амид I 1664 1700 1682 1688
Амид II 1565 1594 1599 1606
Амид III 1342 1352 1248 1258

Индексы интенсивностей характеристичных полос
Intensity indices of characteristic bands

InCO3/InА І 0,21 0,46 0,56 0,93
InCO3/InPO4 (ν

3) 3,16 2,01 3,41 9,71
InPO4 (ν

3)/InА І 0,07 0,23 0,02 0,10

Во внеклубковой фракции объемного скаффолда полосы амидов I, II и III сдвинуты в высоко-
частотную область (рис. 2). Полосы PO4 (ν

1) и PO4 (ν
3) дислоцированы в диапазонах, относимых 

к карбонат-гидроксиапатиту. Уширенная полоса CO3 (ν
3) смещена в низкочастотную область 

и высокие значения индексов InCO3/InPO4 (ν
3) свидетельствуют о карбонатных замещениях по 

В-типу. Повышение индексов InCO3/InА І и InPO4 (ν
3)/InА І (табл. 2) свидетельствует о карбок-

силировании и насыщении фосфат-ионами фибриллярного коллагена. Полоса 3767,7 см–1 валент-
ных колебаний гидроксильных групп в Ca(OH)2 свидетельствует о структурном «известкова-
нии» гидроксиапатита.

В клубках объемного скаффолда полосы амидного комплекса сдвинуты в низкочастотную 
область, что свидетельствует о разупрочнении и гидратации пептидных цепей и межцепочечных 
пространств фибриллярного коллагена. Падение индексов InCO3/InА І и InPO4 (ν

3)/InА І свиде-
тельствует о декарбоксилировании коллагена и уменьшении насыщенности фосфат-ионами ги-
дроксиапатита, ассоциированного с фибриллярным коллагеном (табл. 2). Полосы PO4 (ν

1) и PO4 
(ν3) связей находятся в диапазонах стехиометрического гидроксиапатита. Максимальный высо-
кочастотный сдвиг полосы PO4 (ν

1) свидетельствует о перераспределении электронной плотно-
сти в сторону усиления связи P-O, что ослабляет связь Ca-O и способствует «уходу» Са2+ [13]. 
Полоса валентных колебаний гидроксильных групп в молекулах Ca(OH)2 регистрируется в ха-
рактеристичном положении, но смещена в низкочастотную область, что может быть обусловле-
но большим, чем во внеклубковой фракции, ослаблением связей Ca-O. Выход Са2+ из гидрокси-
апатита создает его локальный избыток в интерстиции. Последствием этого является усиление 
апатитогенеза на фибриллярном коллагене, обусловленное электростатическим связыванием  
ионами Ca2+ отрицательно заряженных соседних карбонильных и карбоксильных групп α1(II)- 
цепей коллагена с образованием сшивающих «ионных мостиков» [14]. Колебания связей CO3 (ν

3) 
представлены широкой полосой, пик которой смещен в низкочастотную область (карбонатные 
замещения B-типа). Полоса растяжения OH на спектрах «жидкой» воды состоит из четырех суб-
полос: 3523, 3481, 3438, 3400 см–1 (рис. 2). Первые две подполосы отнесены к связанной, осталь-
ные – к свободной воде. Доля связанной воды 0,81, свободной – 0,19. Приведенные соотношения 
водных долей свидетельствуют о том, что в каркасе клубков объемного скаффолда уменьшается 
количество свободной воды, а в системе гидроксиапатит–коллаген увеличивается количество 
связанной воды.

При температуре 37 °С в условиях интенсивного испарения в связи с обезвоживанием раз-
рушается структура водородных связей между молекулами тропоколлагена, межцепочечные 
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пространства спадаются, первичные цепи сближаются, более плотно упаковываются. При 6 °С 
в связи с формированием в клубках водоудерживающих структур и накоплением воды в меж­
цепочечных пространствах возрастает прочность водородных связей карбоксильных групп 
с «водородными мостиками» интерстициальной воды, что препятствует расслоению, но огра­
ничивает скольжение нитей тропоколлагена. Структурным последствием уплотнения является 
истончение и укорочение фибрилл (табл. 1), что ослабляет кинкинг – волокна выравниваются 
и упорядочиваются. Уменьшение извилистости повышает скорость диффузии воды и замедляет 
апатитогенез на коллагеновых волокнах [15]. Таким образом, в упорядоченных каркасах, образо­
ванных короткими, относительно прямолинейными коллагеновыми волокнами с расширенной 
гидратной оболочкой темпы апатитогенеза снижаются.

Заключение. Скаффолды, полученные из сухожильных оболочек, структурируются на 
клубковую и внеклубковую фракции. Температура синтеза скаффолдов определяет динамику 
кинкинга коллагеновых фибрилл. При температуре 37 °C подавляется кинкинг, в соответствии 
с чем опережающим темпом формируется фракция с исходно более расправленными волокна­
ми – внеклубковый каркас пленчатого скаффолда. При температуре 6  °C кинкинг возрастает, 
что ускоряет формирование фракции с исходно более извитыми волокнами – клубки объемного 
скаффолда. Типогенез формирующихся гидроксиапатитов достаточно строго определен микро­
структурой скаффолдов и направленностью развития транспирирующих структур: в доминант­
ных фракциях с развитыми водоиспаряющими структурами синтезируется стехиометрический 
гидроксиапатит, в субдоминантных фракциях с преимущественно водоудерживающими струк­
турами формируется карбонат-гидроксиапатит. Температура оказывает прямо направленное 
воздействие на кристалличность гидроксиапатитов: при 37 °С формируется гидроксиапатит по­
вышенной кристалличности, при 6  °С – пониженной. Кинкинг и прочность пептидных цепей 
фибриллярного коллагена обратно взаимозависимы: при ослаблении кинкинга пептидные цепи 
упрочняются, при усилении, наоборот, разупрочняются. Карбонатные замещения чувствитель­
ны к температуре синтеза скаффолдов: при 37 °С анионы CO3

2– замещают OH–, а при 6 °С – PO4
3− 

группы. Апатитогенез, осуществляемый in situ в коллагеновых каркасах, отличается неоднород­
ной чувствительностью к действию различных структурообразующих факторов.
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