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Цель исследования — разработка метода диагностики хрящевой ткани разных видов с количественным определением ос-
новных компонентов на основе многомерного анализа ИК-спектров и верификация данных с помощью классического химического 
анализа.

Материалы и методы. В качестве образцов исследованы хрящи носовой перегородки, коленного сустава, ребра и пульпоз-
ного ядра межпозвонкового диска, а также трипсинизированные и дефектные образцы хрящей. Получены ИК-спектры образцов 
хрящей, а также калибровочных смесей коллагена и хондроитина сульфата. Для получения ИК-спектров использовали режим на-
рушенного полного внутреннего отражения, а для их обработки — программное обеспечение TQ Analyst и калибровочный метод 
регрессии на главные компоненты. На основе калибровочной зависимости определяли коэффициент Kсп как отношение массовых 
долей коллагена и хондроитина сульфата. Его значение сравнивали со значением Kхим, равным отношению массовых долей колла-
гена и хондроитина сульфата, полученных с помощью классического химического анализа этих веществ.

Результаты. ИК-cпектры хрящевых тканей являются суперпозицией ИК-спектров коллагена и хондроитина сульфата и ка-
чественно отражают их состав. Изменение соотношения между относительными интенсивностями характеристических полос со-
единений в ИК-спектре очевидно лишь при значительном изменении содержания этих соединений в хрящах. Такое изменение 
происходит после трипсинизации, когда Kсп возрастает от 0,88±0,05 (Kхим~0,8) до 4,55. Использование калибровочной модели с 
полным анализом ИК-спектра хрящей дало возможность определять разницу в соотношении основных компонентов в матриксе 
разных образцов при отсутствии очевидных изменений в ИК-спектрах. Так, было показано статистически значимое уменьшение 
содержания хондроитина сульфата в деградированном суставном хряще (Kсп=4,4±1,8; Kхим~5,5) по сравнению с интактными образ-
цами (Kсп=2,8±1,1; Kхим~2,6).

Заключение. ИК-спектрометрический экспресс-анализ хрящевых тканей с применением метода регрессии на главные компо-
ненты позволяет корректно определить соотношение основных компонентов матрикса хряща — коллагена и гликозаминогликанов. 
Предложенная методика включает одно измерение, не нуждается в длительной и трудоемкой пробоподготовке, не требует дли-
тельных, многостадийных и трудоемких химических манипуляций для определения каждого из компонентов, позволяет определить 
особенности и изменения состава для большого набора образцов хрящевой ткани разных типов. В перспективе такой подход мо-
жет быть использован для неинвазивной диагностики хрящевой ткани.

Ключевые слова: хрящевая ткань; коллаген; гликозаминогликаны; ИК-спектроскопия с нарушенным полным внутренним отра-
жением; метод регрессии на главные компоненты.
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The aim of the study was to develop a diagnostic method for the quantitative determination of the main components of cartilage tissue 
of various types based on multivariate IR spectral analysis and verification of data using classical chemical analysis.

Materials and Methods. Cartilages of the nasal septum, knee joint, rib, and nucleus pulposus of the intervertebral disc, as well as 
trypsinized and defective cartilage samples, were examined as samples. The IR spectra of the cartilage samples, as well as calibration 
mixtures of collagen and chondroitin sulfate, were obtained. The IR spectra were collected using the attenuated total reflectance techniques, 
and their processing was performed using the TQ Analyst software and the principal component regression calibration technique. Based 
on calibration dependence, the Ksp coefficient was determined as the ratio of the mass fractions of collagen and chondroitin sulfate. Its 
value was compared with the value of Kchem, equal to the ratio of the mass fractions of collagen and chondroitin sulfate, obtained using the 
classical chemical analysis of these substances.

Results. The IR spectra of cartilage tissues are a superposition of the IR spectra of collagen and chondroitin sulfate and qualitatively 
reflect their composition. A change in the ratio between the relative intensities of the characteristic bands of compounds in the IR spectrum 
is obvious only with a significant change in the content of these compounds in cartilage. This change occurs after trypsinization, when Ksp 
increases from 0.88±0.05 (Kchem~0.8) to 4.55. The use of a calibration model with a complete analysis of the cartilage IR spectrum made 
it possible to determine the difference in the ratio of the main components in the matrix of different samples in the absence of obvious 
changes in the IR spectra. Thus, a statistically significant decrease in the content of chondroitin sulfate in degraded articular cartilage 
(Ksp=4.4±1.8; Kchem~5.5) was shown compared with intact samples (Ksp=2.8±1.1; Kchem~2.6).

Conclusion. IR spectrometric express analysis of cartilage tissue employing the principal component regression method allows a 
correct determination of the ratio of the main components in the cartilage matrix, those of collagen and glycosaminoglycans. The proposed 
technique includes one measurement, does not require prolonged and laborious sample preparation, does not require long, multi-stage and 
laborious chemical manipulations to determine each of the components, and makes it possible to determine the features and changes in the 
composition for a large set of samples of cartilage tissue of different types. In future, this approach can be used for non-invasive diagnostics 
of cartilage tissue.

Key words: cartilage tissue; collagen; glycosaminoglycans; IR spectroscopy with attenuated total reflection; principal component 
regression method.

Введение

Главными компонентами матрикса хрящевых тка-
ней являются коллаген (структурообразующий белок) 
и сульфатированные полисахариды гликозаминогли-
каны (ГАГ), образующие сложные комплексы с белком 
(протеогликаны и их агрегаты) [1, 2]. Содержание этих 
компонентов и их соотношение являются одним из 
важнейших показателей функциональной способности 
хрящей и хрящевых материалов [1, 2]. Оценка данных 
показателей проводится при исследовании патологи-
ческих изменений [3–11] и зональной структуры [12] 
хрящей, а также при создании их заместителей (скаф-
фолдов) [13]. Для установления надежных корреляций 
между составом и характеристиками конкретного типа 
хрящевого материала требуется значительное количе-
ство исследуемых образцов.

Классический химический анализ биологических 
тканей обычно требует многостадийной пробоподго-
товки, включающей в себя получение растворимых 
форм (первый этап) и анализ растворов на каждый 
из компонентов (второй этап). При этом перевод тка-
ни в растворимую форму не может происходить по 
одной методике и для коллагена, и для ГАГ, а анализ 
каждого компонента требует специального аналити-
ческого оборудования и высокой квалификации пер-
сонала.

Исключения многостадийной пробоподготовки и 
анализа, а следовательно, и использования дорого-

стоящих расходных реагентов можно достичь, изме-
ряя набор физических величин целостной структуры. 
В этом случае проблемой останется установление 
связи между полученным набором физических вели-
чин и химической характеристикой. К таким методам 
относится ИК-спектроскопия. Теоретическая база ис-
пользования ИК-спектроскопии для анализа, интер-
претации и математической обработки ИК-спектров 
биологических жидкостей и тканей представлена в 
работе [14]. В работе [15] на примере анализа данных 
о крови подробно описан оригинальный подход к ста-
тистической обработке отношений высот пиков полос 
поглощения, позволяющий сделать вывод о патологи-
ческих изменениях в биологической системе.

Возможность использования ИК-спектров хрящевой 
ткани для оценки содержания в ней основных ком-
понентов обсуждалась еще более 20 лет назад [16]. 
В ранних работах на качественном уровне показано, 
что после трипсинизации хряща (и удаления значи-
тельной части ГАГ из матрикса) ИК-спектр поглощения 
в области 700–1700 см–1 заметно изменяется [16, 17]. 
Были выделены характерные полосы, относящиеся к 
отдельным компонентам, и по соотношению интенсив-
ностей пиков этих полос проведены оценки содержа-
ния основных компонентов [13, 18, 19]. К сожалению, 
такой подход не приводит к установлению строгих ко-
личественных соотношений между компонентами [12], 
хотя позволяет качественно картировать содержание 
ГАГ в хряще [18, 19].
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Ситуация изменилась с применением в ИК-
спектроскопии формальных методов многомерного 
анализа больших сложно организованных массивов 
экспериментальных данных (ИК-спектров многоком-
понентных систем). Так, исследователи, создавая 
собственные алгоритмы обработки с помощью много-
мерного анализа ИК-спектров хрящевых материалов, 
получили неплохое согласие в количествах ГАГ, опре-
деленных спектральным и химическим методами ана-
лиза, в хряще cустава [11], носовой перегородке [12], 
хрящевых скаффолдах [13], а также провели оценку 
степени деградации суставного хряща [6]. Появление 
в программном обеспечении серийных приборов спе-
циализированных пакетов программ для многомер-
ного анализа данных существенно облегчает количе-
ственное определение двух основных компонентов в 
матриксе хрящевой ткани. Тем не менее для доказа-
тельства достоверности и точности метода анализа 
ИК-спектральных данных необходимо проводить срав-
нение конечного результата с данными, полученными 
традиционными методами.

Особый интерес представляет спектроскопия нару-
шенного полного внутреннего отражения (НПВО). Она 
позволяет выполнять экспрессные измерения спектров 
хрящей с помощью призменного наконечника, кото-
рый лишь соприкасается с образцом, что существенно 
упрощает пробоподготовку. Однако в измерениях спек-
тра участвует лишь приповерхностный слой образца, 
куда проникает эванесцентное световое поле при пол-
ном внутреннем отражении. Понятно, что ИК-спектр 
приповерхностного слоя образца может отличаться от 
ИК-спектра, усредненного по объему. Вопрос об адек-
ватности определения состава хрящей методом ИК-
спектроскопии НПВО до сих пор остается открытым.

Цель исследования — разработка метода диагно-
стики хрящевой ткани разных видов с количественным 
определением основных компонентов на основе мно-
гомерного анализа ИК-спектров и верификация дан-
ных с помощью классического химического анализа.

Материалы и методы

Материалы

Носовые перегородки и реберные хрящи свиньи, 
а также коленный сустав коровы и фрагменты позво-
ночника кролика и барана были получены с фермы и 
подвергались предварительной обработке не позднее 
12 ч после изъятия.

Образцы отмывали в растворе NaCl и выделяли 
предназначенные для исследования фрагменты. Для 
спектрального и последующего биохимического ана-
лиза из хрящевых тканей вырезали пластины тол-
щиной 0,5–0,8 мм и площадью примерно 0,5×0,5 см2. 
Такие пластины были выделены из средней части 
поперечных срезов носовой перегородки и реберно-
го хряща. Для суставного хряща образцы отбирали 
отдельно из визуально гладких областей и из шеро-

ховатых областей с выраженной волокнистостью. 
Пульпозные ядра извлекали из межпозвонковых дис-
ков. После выделения препараты высушивали в тер-
мостате при 37°C в воздушной атмосфере в течение 
18 ч и получали их ИК-спектры. После этого каждый 
препарат делили на равные части, в одной половине 
образца определяли содержание ГАГ, в другой поло-
вине — содержание коллагена.

Одним из компонентов калибровочной смеси был 
хондроитин-4-сульфат (ХС) (C6737; Merck, США) — 
один из самых распространенных ГАГ хрящевой 
ткани. В качестве второго компонента использо-
вали коллаген I типа (C3867; Sigma-Aldrich, США). 
Калибровочный раствор с массовым соотношением 
коллагена и ХС от 0,11 до 49,0 помещали на предмет-
ное стекло и высушивали в термостате при 37°C от 18 
до 24 ч. В результате на предметном стекле образо-
вывалась пленка, которую использовали как стандарт 
для получения ИК-спектра.

Первая трипсинизация. Препараты хрящевой 
ткани массой 1,5–2,0 мг помещали в раствор, содер-
жащий трипсин с концентрацией 1 мг/мл и азид натрия 
с концентрацией 0,2 мг/мл, выдерживали в термостате 
при 37°C в течение 24 ч. Часть материала образца пе-
реходила в супернатант (С1), часть оказывалась нера-
створенной (О1). В отдельном эксперименте с хрящом 
носовой перегородки супернатант декантировали, вы-
сушивали в стеклянной чашке Петри и измеряли ИК-
спектр полученной пленки. Нерастворенный материал 
промывали, высушивали и измеряли его ИК-спектр. 
В остальных случаях вся система подвергалась про-
греву и повторной трипсинизации.

Вторая трипсинизация. Оставшиеся после 
первой трипсинизации супернатант и нерастворив-
шийся остаток прогревали на водяной бане при 85°C 
в течение 15–20 мин, затем добавляли трипсин до 
конечной концентрации 2 мг/мл и оставляли в термо-
стате при 37°С еще на 24 ч. Полученную коллоидную 
смесь центрифугировали, супернатант (С2) декан-
тировали. В отдельном эксперименте центрифугат 
(О2) и супернатант С2 высушивали и получали их 
ИК-спектры. Во всех остальных случаях С2 от второй 
трипсинизации анализировали на содержание ГАГ с 
помощью спектрофотометрической реакции.

Методы

Определение содержания гликозамино­
гликанов. Количество ГАГ определяли в супер-
натанте после второй трипсинизации высушенных 
образцов. Анализ основан на реакции комплексо-
образования анионных ГАГ с красителем диметил-
метиленовым синим (ДММС), которая сопровожда-
ется метахромазией. Анализ проводили  по методу 
Фарндэйла [20] с небольшими изменениями, позво-
ляющими существенно уменьшить стандартное 
отклонение для калибровочной зависимости. 
Изменения заключались в замене соляной кислоты 
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на уксусную при приготовлении раствора ДММС, 
в исключении добавления NaCl в этот раствор и 
в дополнительной обработке раствора красителя 
в ультразвуковой бане. В качестве калибровочно-
го стандарта использовали растворы ХС (C6737) с 
концентрацией 1–5 мкг/мл. Оценку содержания ком-
плекса ХС–ДММС проводили методом дифференци-
альной спектрофотометрии на длине волны 589 нм 
с использованием спектрофотометра UV-1800 
(Shimadzu Co., Япония) и раствора ДММС как раство-
ра сравнения. Для каждого супернатанта измерения 
проводились 3–5 раз.

Отношение массовых долей коллагена и ХС в 
образцах хряща обозначали как Kхим.

Определение содержания коллагена. Кис-
лотный гидролизат высушенных образцов хрящей 
массой 2–5 мг готовили в смеси соляной и трифторук-
сусной кислот в запаянных стеклянных ампулах при 
температуре 166ºС. Аминокислотный анализ проводи-
ли на анализаторе Hitachi-835 (Hitachi, Япония) в стан-
дартном режиме анализа белковых гидролизатов. Для 
каждого гидролизата измерения выполняли 3 раза. 
Содержание коллагена оценивали в предположении, 
что гидроксипролин составляет 13,5% (массовых) в 
аминокислотном пуле коллагена.

Получение и  обработка ИК­спектров. 
Спек т ры образцов регистрировали с помощью 
инфракрасного Фурье-спектрометра Nicolet iS10 
(Thermo Fisher Scientific, США) методом НПВО с ис-
пользованием специальной приставки с алмазной 
призмой. ИК-спектры получали в режиме отражения 
в диапазоне 400–4000 см–1 с разрешением 0,5 см–1 
и усреднением по 32 сканам, преобразовывали в 
единицы log (1/R) с помощью алгоритма программы 
OMNIC. Величина log (1/R) аналогична поглощению, 
поскольку R — отношение интенсивностей инфра-
красной энергии, отраженной от образца и от алмаз-
ной призмы без образца.

ИК-спектры в диапазоне 750–1800 см–1 обрабаты-
вали с помощью программного обеспечения (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Статистическая обработка данных. Экс-
пе  ри мен тальные данные химического анализа и спек-
трального анализа нескольких однотипных образцов 
обрабатывали с использованием пакета программ 
OriginPro 2015 (OriginLab Corporation, США). Данные 
представлены в виде М±SD, где М — среднее значе-
ние, а SD — стандартное отклонение. Разницу меж-
ду средними величинами Ксп для образцов сустав-
ного хряща, взятых из визуально гладких областей 
и из шероховатых областей с выраженной волокни-
стостью, оценивали по двухвыборочному t-критерию 
Стьюдента. Уровень значимости a priori задали как 
р=0,05.

Экспериментальные данные спектрального ана-
лиза с использованием калибровочного метода рег-
рессии на главные компоненты обрабатывали с по-
мощью программы TQ Analyst, которая обеспечивала 

среднеквадратичные ошибки калибровки, прогнози-
рования [21] и коэффициенты корреляции.

Результаты
Чистые компоненты и калибровочные сме-

си. ИК-спектры чистых компонентов (коллагена и 
ХС) представлены на рис. 1. Там же представлен ИК-
спектр полученной из смеси пленки, состоящей из 
70% коллагена и 30% ХС (по массам) с отношением 
Kхим=2,33.

Для ИК-спектра коллагена наиболее характерными 
являются следующие полосы:

интенсивные с максимумами ~1628 и ~1530 см–1 
и менее интенсивная с максимумом ~1236 см–1, свя-
занные с колебаниями в пептидной группе (полосы 
Амид I и Амид II);

с максимумами ~1447 и ~1394 см–1, связанные с де-
формационными колебаниями групп  СН2 и СН3;

знаковая для коллагена полоса с максимумом 
~1338 см–1, предположительно связанная с деформа-
ционным колебанием группы СН2 в остатке пролина в 
полипептидной цепи.

В ИК-спектре ХС проявляются такие полосы:
широкая, в области 1650–1500 см–1, связанная с ко-

лебаниями в N-ацетильной группе (близкой по хими-
ческой структуре к пептидной группе) и валентными 
колебаниями С=О в группе СОО–;

с центрами ~1410 и ~1375 см–1, связанные с де-
формационными колебаниями групп СН2 и СН3 или 
СОО–;

интенсивные с центрами ~1223 и ~1025 см–1, свя-
занные с валентными симметричными и антисимме-
тричными колебаниями в группе SO3

– и, возможно, cо 
скелетными колебаниями С-О-С (~1025 см–1);

с центром ~1125 см–1, ассоциированная с пираноз-
ным кольцом;

с центрами ~924 и ~855 см–1, ассоциированные со 
скелетными колебаниями групп С-О-С и С-О-S.

На рис. 2 представлена калибровочная зависи-
мость для содержания коллагена в смеси коллаген–
ХС, построенная по методу регрессии на главные 
компоненты. Калибровочный и проверочный набо-
ры (пленки с известным составом) состояли из 20 и 
5 объектов соответственно. Среднеквадратичные 
ошибки калибровки и прогнозирования составляют 
около 1,9 и 2,3%, а коэффициенты корреляции близ-
ки к единице как для моделирования (Rс

2=0,997), так 
и для прогнозирования (Rt

2=0,9978). Калибровочная 
и проверочные линии практически сливаются. На 
основе калибровочной зависимости определяли Kсп 
как отношение массовых долей коллагена и ХС.

Хрящ носовой перегородки и его модификация 
трипсином. В табл. 1 показаны содержание основ-
ных компонентов и значения Kхим и Kсп в образце хря-
щевой ткани носовой перегородки. ИК-спектр исход-
ной ткани представлен на рис. 3 (кривая 2).

После первичной трипсинизации образца с 
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Рис. 1. ИК-спектры коллагена (кривая 3) и 
хондроитин-4-сульфата (кривая 1) и их смеси 
с отношением K=2,33 (кривая 2)
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Рис. 2. Калибровка и проверка смеси коллагена и хон-
дроитин-4-сульфата:
○ — калибровочный набор; × — проверочный набор с из-
вестным составом
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Рис. 3. ИК-спектры исходного хряща носовой перего-
родки (кривая 2), центрифугированного нерастворимо-
го осадка (О2, кривая 1) и супернатанта (С2, кривая 3) 
после двойной обработки трипсином и прогрева ис-
ходного образца

Т а б л и ц а  1
Содержание основных компонентов и значения  
Kхим и Kсп для хряща носовой перегородки (ХНП)

Образец Коллаген* Гликозаминогликан* Kхим Kсп

ХНП (для одного  
образца)

 
36,0±0,7

 
46,0±3,0

 
0,78

 
0,81

ХНП (n=11) — — — 0,88±0,05

* процент от сухой массы.

Kсп=0,91 по данным спектрального анализа произош-
ло резкое увеличение доли коллагена в нераство-
римом остатке О1 (Kсп=4,55) и уменьшение этой ве-
личины в пленке супернатанта С1 (Kсп=0,32). Тем не 
менее после первой трипсинизации заметная часть 
от исходного количества ХС осталась в нераство-
римом остатке О1. После трипсинизации, денатура-
ции и повторной трипсинизации образца с Kсп=0,89 
подавляющая часть ХС оказалась в растворе супер-
натанта С2 (Kсп=0,25), в то время как в нераствори-
мом остатке О2 оказался преимущественно коллаген 
(Kсп=13,5). ИК-спектры центрифугата О2 (рис. 3, кри­
вая 1) и пленки С2 (рис. 3, кривая 3) заметно отлича-
ются и приближаются к ИК-спектрам коллагена и ХС 
соответственно.

В табл. 1 приведено также значение Kсп, усреднен-
ное для 11 образцов хрящей носовой перегородки.

Реберный хрящ. Заметим, что ИК-спектры пре-

паратов гиалиновых хрящей (суставных и реберных) 
принципиально не отличались от таковых для хря-
щей носовой перегородки. В табл. 2 представлено 
содержание основных компонентов, а также значе-
ния Kхим и Kсп для двух образцов реберного хряща.

Хемометрия хрящевых тканей с помощью ИК-спектроскопии
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В табл. 4 представлено содержание основных ком-
понентов и значения Kхим и Kcп для разных образцов 
пульпозного ядра кролика и барана.

Обсуждение

Основные полосы поглощения в ИК-спектрах кол-
лагена и ГАГ связаны с характерными колебаниями 
специфических групп в белках [12, 18, 22, 23] и суль-
фатированных аминосахарах [18, 24, 25]. ИК-cпектры 
пленок (рис. 1, кривая 3) и хрящевых тканей 
(см. рис. 3, 4) являются суперпозицией ИК-спектров 
коллагена и ГАГ, что качественно отражает их со-
став. Так, c увеличением содержания ГАГ увеличива-
ется относительная интенсивность полос в области 
980–1100 см–1, связанных с колебаниями в пираноз-
ном кольце и группе SO3

–, и уменьшается интенсив-
ность полос Амид I и Амид II пептидных групп.

Изменения соотношений между характеристиче-
скими полосами соединений в ИК-спектре очевидны 
при значительном изменении содержания этих сое-
динений в хрящах. Например, при сравнении приве-
денных на рис. 4 ИК-спектров пульпозного ядра кро-
лика (Kсп~0,2) и пульпозного ядра барана (Kcп~1,2) 
отчетливо заметно усиление поглощения, связанное 
с колебаниями характерных групп ГАГ в первом слу-
чае. Проявление этого эффекта наблюдается и при 
трипсинизации, которая приводит к разрушению стер-
жневых и связующих белков протеогликанов и их аг-
регатов и обеспечивает таким образом выход ГАГ в 
супернатант [26]. В ИК-спектрах твердого остатка по-
лосы поглощения ГАГ гораздо менее выражены, чем в 
спектрах супернатанта (см. рис. 2).

Более точную количественную характеристику 
состава ткани можно получить, лишь используя ка-
либровочные модели, причем желательно с полным 
анализом ИК-спектра, а не одного отношения интен-
сивностей полос [11, 12]. Здесь уместно отметить, что 
количественный анализ указывает на необходимость 
повторной трипсинизации после прогрева образцов 
для переведения подавляющей части ГАГ в суперна-
тант. Лишь после такой обработки ГАГ оказываются 
полностью доступны для химического анализа.

Т а б л и ц а  2
Содержание основных компонентов и значения  
Kхим и Kсп для реберного хряща (РХ)

Образец Коллаген* Гликозаминогликан* Kхим Kсп

РХ1 29,0±0,5 21,9±2,2 1,32 1,59
РХ2 31,0±0,5 18,3±2,1 1,69 1,88

* процент от сухой массы.

Т а б л и ц а  3
Содержание основных компонентов и значения  
Kхим и Kсп для препаратов суставного хряща,  
полученных с гладкой (СХГ) и шероховатой  
волокнистой (СХФ) поверхностей

Образец Коллаген* Гликозаминогликан* Kхим Kсп

СХГ-1 60,5±0,7 25,4±2,1 2,38 2,21
СХГ-2 58,2±0,5 18,1±1,9 3,21 3,05
СХГ (n=12) — — — 2,8±1,1**
СХФ-1 65,1±0,6 12,5±2,5 5,2 5,35
СХФ-2 75,0±0,7 13,9±3,2 5,4 5,7
СХФ (n=8) — — — 4,4±1,8**

* процент от сухой массы; ** средние значения СХГ и 
СХФ статистически значимо различались.
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Рис. 4. ИК-спектры пульпозного ядра межпозвонкового 
диска барана (1) и кролика (2)

Т а б л и ц а  4
Содержание основных компонентов и значения  
Kхим и Kсп для пульпозного ядра кролика (ПЯкр)  
и барана (ПЯб)

Образец Коллаген* Гликозаминогликан* Kхим Kсп

ПЯкр1 4,9±0,1 28,5±1,5 0,17 0,16
ПЯкр2 5,8±0,2 31,3±1,7 0,19 0,22
ПЯб1 18,1±0,3 13,5±2,1 1,34 1,15
ПЯб2 17,2±0,2 12,2±1,8 1,41 1,21

* процент от сухой массы.

Н.Ю. Игнатьева, О.Л. Захаркина, А.П. Свиридов

Суставной хрящ. Образцы суставного хряща от-
бирались как с гладкой поверхности, так и с шерохо-
ватой волокнистой поверхности сустава. В табл. 3 по-
казано содержание основных компонентов и значения 
Kхим и Kсп для образцов суставного хряща с разной 
фактурой (по два образца каждой фактуры). Там же 
приведено значение Kсп, усредненное для 12 образ-
цов с гладкой поверхности и 8 образцов — с шерохо-
ватой волокнистой поверхности сустава.

Пульпозное ядро межпозвонкового диска. На 
рис. 4 показан ИК-спектр препаратов пульпозно-
го ядра межпозвонкового диска кролика и барана. 
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Определенный двумя методами химический состав 
хрящей соответствует литературным данным [4–7, 27–
29]. Это справедливо как для гиалиновых хрящей, где 
Kхим меняется от ~1 в носовой перегородке скота [27] 
до ~3–5 в суставном хряще [30], так и для пульпозного 
ядра (не относящегося к гиалиновому типу). В послед-
нем случае доля ГАГ может превышать долю коллаге-
на в несколько раз в зависимости от типа животного, 
и полученные нами значение Kхим и близкое значе-
ние Kсп для пульпозного ядра межпозвонкового диска 
кролика и барана прекрасно согласуются с данными 
других авторов ([28] и [29] соответственно). Заметим, 
что и для одного типа хрящевой ткани существуют 
некоторые вариации величины отношения коллаген/
ГАГ. Это иллюстрируется разбросом значений Kсп для 
нескольких образцов от одного объекта (хрящ суста-
ва, см. табл. 2) или нескольких объектов (носовые пе-
регородки, см. табл. 1). Вариации могут быть связаны 
как с зональным изменением химического состава в 
целостной системе, так и с индивидуальными характе-
ристиками биологического объекта [4–7, 27–30].

Данные спектрального ИК-анализа отражают спе-
цифику дегенерации суставного хряща [4–7, 18]. 
Важным показателем этой дегенерации служит умень-
шение содержания ГАГ. Мы подтвердили, что зна-
чение Kсп значительно больше в образцах хряща с 
шероховатой поверхностью и выраженной волокни-
стостью по сравнению с внешне гладкими образцами 
(см. табл. 2). Заметим, что это выполняется как для 
образцов, в которых был дополнительно определен 
показатель Kхим, так и для усредненных значений Kсп.

Важным результатом является совпадение величин 
Kхим и Kсп для препаратов всех типов хрящей, причем 
соотношения массовых долей коллагена находятся в 
широком диапазоне значений. Такое совпадение этих 
значений, одно из которых (Kсп) получено на целом 
образце, а другое — как количество окрашенного ком-
плекса ГАГ с ДММС в трипсинате, требует некоторых 
пояснений. Предположим, что минимальной является 
ошибка в оценке содержания коллагена, определен-
ного наиболее точным из используемых аналитиче-
ских методов. В то же время константы связывания 
ГАГ и красителя ДММС в комплекс для разных ГАГ 
отличаются и калибровочные кривые для них не сов-
падают [31], а используемая исследователями кали-
бровочная зависимость получается для конкретного 
стандарта. Таким образом, нельзя быть уверенным в 
точном определении суммарного содержания всех ГАГ 
по измерению поглощения в супернатанте хрящевой 
ткани после добавления красителя, поскольку в хря-
щевой ткани присутствуют различные ГАГ, причем в 
разных соотношениях [32].

Существуют и другие факторы, обусловливаю-
щие неточность метода определения ГАГ с помощью 
ДММС [33], однако до сих пор считается, что он наи-
более адекватно позволяет оценить «абсолютное» со-
держание ГАГ. Что касается ИК-спектров разных ГАГ, 
то в них нет принципиальных отличий, так как у них 

одинаковые химические структуры, определяющие ха-
рактерные полосы в ИК-спектре. Спорным моментом 
спектрального определения величины K является от-
личие по составу калибровочных смесей и препара-
тов ткани. Однако сходство их ИК-спектров позволяет 
предположить, что остальные (отличные от белков и 
ГАГ) компоненты незначительно влияют на вид ИК-
спектра хрящевых тканей. Еще раз подчеркнем, что 
мы оцениваем не абсолютное количество коллагена 
и ГАГ, а только их отношение, которое совпадает со 
значением коэффициента, определенного на основе 
химического анализа.

Экспериментальное определение отношения кол-
лаген/ГАГ на основе ИК-спектра (Kсп), полученного с 
помощью НПВО, не требует многостадийной пробо-
подготовки, дорогостоящего, длительного анализа, 
который должен проводить исполнитель высокой ква-
лификации. Кроме того, химическое определение кол-
лагена и ГАГ не может быть сделано в одном образце, 
а анализируемые образцы могут быть неидентичны-
ми. Зная спектральное отношение в образце, можно 
выбрать и провести более удобный для исследовате-
ля анализ одного из компонентов. Количество второго 
компонента легко рассчитывается. Определение ве-
личины Kхим часто является первым в исследованиях 
изменений хрящевой ткани, и количество образцов 
может достигать нескольких десятков. В этом случае 
экспресс-характеристика вариативности химического 
состава оказывается крайне важной.

Заключение
Инфракрасный спектрометрический анализ в ре-

жиме нарушенного полного внутреннего отложения 
с применением метода регрессии на главные ком-
поненты дает возможность корректно определить 
соотношение основных компонентов матрикса хря-
ща — коллагена и гликозаминогликанов — и про-
вести предварительную неинвазивную диагностику 
хрящевой ткани. Предложенная методика является 
экспрессной и позволяет определить особенности и 
изменения состава для большого набора образцов 
хрящевой ткани нескольких типов. Дополнительным 
преимуществом служит крайне простая пробоподго-
товка, которая не требует многостадийных и трудоем-
ких химических манипуляций и расхода реагентов.
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