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Был изу чен со став фер мен та тив но го гид ро ли за та хря ща рыб, пред наз на чен но го для со зда ния нут ри цев ти ков ши ро ко го спек т -
ра дей ст вия, а так же с ис по ль зо ва ни ем био мар ке ров ис сле до ва на его про ти во вос па ли те ль ная ак тив ность. С этой це лью при ме -
ня ли ВЭЖХ, ка пил ляр ный элек т ро фо рез, ин ги би тор ный ана лиз и ци то мет рию. Уста нов ле но на ли чие в ГХР уро но вых кис лот,
гек со за ми нов, сво бод ных -ди са ха ри дов и ами но кис лот (в рас тво ри мом со сто я нии), кол ла ге на и не кол ла ге но вых бел ков. Ис -
сле до ва ние фрак ци он но го со ста ва пре па ра тов по ка за ло при сут ст вие бе лок-уг ле вод ных конъ ю га тов с MМ 30–160 кДа. Сре ди
сво бод ных -ди са ха ри дов пре об ла да ли не су ль фа ти ро ван ные, в то вре мя как ди су ль фа ти ро ван ные ди са ха ри ды со став ля ли ме нь -
шин ст во, а три су ль фа ти ро ван ные пол но стью от сут ст во ва ли. Уста нов ле но ин ги би тор ное дей ст вие ГХР на се ри но вые и ме тал -
лоп ро те и на зы, а так же на уро вень эк с п рес сии ран них ан ти ге нов ак ти ва ции лим фо ци тов пе ри фе ри че ской кро ви че ло ве ка как
по ка за тель уме рен но го про ти во вос па ли те ль но го дей ст вия пре па ра тов.

Клю че вые сло ва: ан тип ро те аз ная ак тив ность, Д-ди са ха ри ды, кол ла ген, мо ле ку ляр ные би о мар ке ры, про ти во вос па ли тель ное
дей с т вие, фер мен та тив ный гид ро лиз, хря ще вая ткань рыб.
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В на сто я щее вре мя изу че ние био хи ми че -
ских ме ха низ мов раз ви тия ос тео ар т ро за, наи бо лее
рас про стра нен но го за бо ле ва ния опор но-дви га те ль -
но го ап па ра та, зна чи те ль но рас ши ри ло спектр хон д -
роп ро тек то ров. Пер во на ча ль но ис по ль зо ва ли пре -
па ра ты на ту ра ль но го про ис хож де ния на осно ве
эк ст рак тов хря щей жи вот ных и/или рас ти те ль -
ных эк ст рак тов (ал ф лу топ, му кар т рин, ру ма лон,
ар те па рон). В да ль ней шем ста ли вы де лять и очи -
щать от де ль ные ком по нен ты для со зда ния мо но -
пре па ра тов на осно ве ги а лу ро но вой кис ло ты,
хон д ро и тин су ль фа тов или глю ко за ми нов. В ка че -
ст ве хон д роп ро тек то ров но во го по ко ле ния, име -
ю щих до ка зан ный кли ни че ский эф фект, рас смат -
ри ва ют ком би ни ро ван ные пре па ра ты глю ко за ми -
нов с хон д ро и тин су ль фа та ми в со че та нии с дру -
ги ми ком по нен та ми: ви та ми ном E, по ли не на сы -

щен ны ми жир ны ми кис ло та ми, ас кор ба том мар -
ган ца, не сте ро ид ны ми про ти во вос па ли те ль ны ми
сред ст ва ми [1–3].

Для по лу че ния на ту ра ль ных ве ществ хон д -
роп ро тек тор но го дей ст вия чаще все го ис по ль зу -
ют ко ст но-хря ще вую ткань круп но го ро га то го
ско та, со дер жа щую ме нее 1% соб ст вен но хря ще -
вой тка ни и от ли ча ю щу ю ся вы со кой сте пе нью
ми не ра ли за ции. По дав ля ю щее бо ль шин ст во спо -
со бов пе ре ра бот ки это го вида сы рья сво дит ся к
по лу че нию мо но ком по нен т ных пре па ра тов, что
зна чи те ль но су жа ет спектр био ло ги че ской ак тив -
но сти ко неч но го про дук та. В то же время, из ве ст -
но, что хря ще вые рыбы, та кие как аку лы и ска ты,
име ют пол но стью хря ще вой ске лет, а у хря ще вых
га но и дов (осет ро вых) он лишь ло ка ль но ми не ра -
ли зо ван. Име ют ся мно го чис лен ные све де ния о вы -
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Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ – вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ГА – гек со за ми ны; ГАГ – гли козами ног ли ка ны;
ГК – ги а лу ро но вая кис ло та; ГХР – гид ро ли зо ван ный хрящ рыб; КС – ке ра тан су ль фа ты; ММ – мо ле ку ляр ная мас са; НКБ – не -
кол ла ге но вые бел ки; ОА – ос тео ар т роз; Олиз – ок си ли зин; Опро – ок сип ро лин; ТИМП – тка не вые ин ги би то ры ме тал лоп ро те и -
наз; ФГА – фи то ге маг глю ти нин; ХС – хон д ро и тин су ль фа ты.



со кой кон цен т ра ции ТИМП в хря ще вой тка ни
рыб, а так же гли ко за ми ног ли ка нов, со дер жа щих
хон д ро и тин су ль фа ты и ке ра тан су ль фа ты, ко то -
рые со вме ст но с кол ла ге ном и ги а лу ро но вой кис -
ло той об ра зу ют про те ог ли ка ны. Вли я ние этих ве -
ществ на ме та бо лизм и ре ге не ра цию хря ще вой
тка ни объ яс ня ет ся не то ль ко  вы пол ня е мой ими 
ро лью  «го то во го стро и те ль но го ма те ри а ла», но и
уста нов лен ной спо соб но стью на кап ли ва ть ся в
оча гах вос па ле ния и сни жать его уро вень [2–6].

Ко ли че ст вен но пре об ла да ю щим бел ком про -
те ог ли ка но во го ком п лек са хря ще вой тка ни яв ля ет -
ся кол ла ген, ко то рый не то ль ко вы пол ня ет ме ха ни -
че ские фун к ции, но иг ра ет важ ную роль в диф фе -
рен ци а ции и про ли фе ра ции кле ток, что опре де ля ет 
при ме не ние это го бел ка и его рас тво ри мых про из -
вод ных при ос тео по ро зе и ар т ри тах [7–10].

Важ ную роль в ме та бо лиз ме хря ще во го со -
е ди ни те ль нот кан но го мат рик са иг ра ют ТИМП –
низ ко мо ле ку ляр ные гли ко пеп ти ды, по дав ля ю щие
ак тив ность эн до ген ных кол ла ге но ли ти че ских фер -
мен тов (КФ 3.4.24) – ини ци а то ров вос па ли те ль -
ных про цес сов и де по ли ме ри за ции хря ще вой тка -
ни [11–12]. На при ме ре акул из ве ст но, что кон -
цен т ра ция ТИМП в хря ще мор ских ор га низ мов
зна чи те ль но выше, чем у на зем ных жи вот ных
[13–14].

При ме не ние фер мен та тив но го гид ро ли за для 
об ра бот ки хря ще вой тка ни рыб по зво ля ет пе ре -
ве с ти вы со ко мо ле ку ляр ные ком по нен ты в до -
ступ ную для усво е ния ор га низ мом фор му при ми -
ни ма ль ном на ру ше нии их на тив ной струк ту ры.
По лу чен ные та ким спо со бом по ли ком по нен т ные
пре па ра ты спо соб ны вли ять на раз лич ные ме ха -
низ мы раз ви тия за бо ле ва ний опор но-дви га те ль -
ной си с те мы и на им мун ный от вет.

В на сто я щее вре мя до ка за на ве ду щая роль
им мун ной си с те мы в па то ге не зе хро ни че ских де -
ст рук тив ных за бо ле ва ний, в том чис ле и хро ни че -
ско го вос па ле ния хря ще вой тка ни [15]. Основ ное
зна че ние в раз ви тии и по дав ле нии вос па ле ния
при над ле жит про цес сам ак ти ва ции лим фо ци тов.
Ак ти ви ро ван ные лим фо ци ты, мак ро фа ги, фиб -
роб ла сты и си но ви о ци ты спо соб ны вы ра ба ты вать 
опре де лен ный на бор про вос па ли те ль ных ци то ки -
нов, иг ра ю щих су ще ст вен ную роль в раз ви тии си -
с тем ных про яв ле ний хро ни че ско го вос па ле ния су с -
та вов. В ка че ст ве ак ти ва то ров лим фо ци тов мо гут
вы сту пать ХС и ТИМП [16–17]. Для под твер ж де -
ния по ло жи те ль но го эф фек та хон д роп ро тек то ров 
важ ны как оцен ка ко неч но го ре зу ль та та ле че ния,
так и ис сле до ва ние ве ро ят но го ме ха низ ма дей ст -
вия пре па ра тов. 

Цель дан ной ра бо ты – изу че ние со ста ва и
био ло ги че ской ак тив но сти пре па ра тов из хря ще -
вой тка ни акул и осет ров, пред наз на чен ных для
со зда ния нут ри цев ти ков ши ро ко го спек т ра дей ст -
вия, и вы яв ле ние их про ти во вос па ли те ль но го эф -
фек та с ис по ль зо ва ни ем био мар ке ров.

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

Ре ак ти вы и объ ек ты ис сле до ва ния

В ра бо те ис по ль зо ва ли сле ду ю щие ре ак ти вы: 
4-ди ме тил-ами но бен за ль де гид, глю ко за мин гид рох -
ло рид, глю ку ро но вую кис ло ту, га лак то зу, ок сип ро -
лин (Sig ma-Al d rich, США), а так же хон д ро и тин су ль -
фа ты А, С, и А-1 и кол ла ге на зу Clos t ri di um his to ly ti -
cum (ICN, США). Фер мен т ный пре па рат «Кру сэн -
зим» из ге па то пан к ре а са кам чат ско го кра ба Pa ra lit -
ho des cam t s c ha ti ca был про из ве ден в ТИН РО-Цен т ре
(Вла ди во сток) и за ре ги ст ри ро ван в Рос пот реб над -
зо ре СГР № RU.77.99.26.010.E.018573.06.11. Ак тив -
ность пре па ра та со став ля ла 1200 Е/г мас сы (по
мо ди фи ци ро ван но му ме то ду Ан со на).

По ляр ная аку ла Som ni o sus pa ci fi cus, кат ран
Squ a lus acan t hi as и ка лу га Huso da u ri cus были за го -
тов ле ны на ме с те про мыс ла и в све жем или за мо ро -
жен ном виде до став ле ны в ла бо ра то рию. Хря ще -
вую ткань от де ля ли и ис по ль зо ва ли для по лу че ния
пре па ра тов со глас но спо со бу, опи сан но му в па тен -
те РФ № 2250047 [18]. Основ ны ми его ста ди я ми яв -
ля ют ся со ле вая эк ст рак ция, фер мен та тив ный гид -
ро лиз, тер мо инак ти ва ция фер мен тов, осаж де ние и
уда ле ние не рас тво ри мых ком по нен тов.

Ана лиз со ста ва пре па ра тов

Ко ли че ст во во ды  опре де ля ли на ин ф ра -
к рас ном вла го ме ре Kett F-1A (Kett Elec t ric La bo ra -
to ry, Япо ния). 

Со дер жа ние эле мен тов ана ли зи ро ва ли ме -
то дом атом но-аб сор б ци он ной спек тро ско пии на
при бо ре фир мы Nip pon Ja rell Ash (Япо ния), мо -
дель AA-855. Кон цен т ра цию кад мия, ко ба ль та, ни -
ке ля, свин ца, мы шь я ка и се ле на из ме ря ли на
атом но-аб сор б ци он ном спек тро фо то мет ре Shi -
mad zu, мо дель 6800 (Япо ния), ис по ль зуя в ка че ст -
ве ато ми за то ра гра фи то вую кю ве ту.

Сум мар ное со дер жа ние гек со за ми нов
опре де ля ли ко ло ри мет ри че ским ме то дом Эль со -
на и Мор га на по сле гид ро ли за об раз цов 4 н. HCl
(ЛОГОСИБ, Но во си бирск) в те че ние 4 ч при
100°С [19].

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 3 67

ФУН К ЦИ О НА ЛЬ НЫЕ КОМ ПО НЕН ТЫ ФЕР МЕН ТИ РО ВАН НОЙ ХРЯ ЩЕ ВОЙ ТКА НИ РЫБ И ИХ ВЛИ Я НИЕ



Со дер жа ние уро но вых кис лот оце ни ва ли
кар ба зо ло вым ме то дом с по мо щью ре ак ции Дише 
со глас но мо ди фи ка ции [20] (MCD, Рос сия). В ка -
че ст ве стан дар тов ис по ль зо ва ли 20–200 мкМ рас -
тво ры глю ку ро но вой кис ло ты.

Со дер жа ние су ль фат-ионов опре де ля ли тур -
би ди мет ри че ски по сле гид ро ли за об раз цов в 4 н. HCl,
по сле ду ю ще го осаж де ния ионов су ль фа та хло ри с -
тым ба ри ем (MCD) и ре ги ст ра ции сте пе ни по мут -
не ния рас тво ра при 405 нм на спек тро фо то мет ре
Shi mad zu UV-3600, Япо ния. В ка че ст ве стан дар тов
ис по ль зо ва ли рас тво ры сер но кис ло го ка лия (MCD).

Об щее со дер жа ние гек соз опре де ля ли ан т -
ро но вым ме то дом с ис по ль зо ва ни ем га лак то зы в
ка че ст ве стан дар та [21].

Ко ли че ст во хон д ро и тин су ль фа та из ме -
ря ли ме то дом фар ма ко пеи (ФС 42-3741-99), опи -
сан ным в [22]. Со глас но про то ко лу, пре па рат гид -
ро ли зо ва ли кон цен т ри ро ван ной сер ной кис ло той, 
про во ди ли ре ак цию с кар ба зо лом и из ме ря ли оп -
ти че скую плот ность по лу чен ной сме си от но си -
те ль но кон т ро ль но го рас тво ра ХС при дли не вол ны
530 нм на спек тро фо то мет ре Shi mad zu UV-3600.
Плот ность кон т ро ль но го рас тво рa при ни ма ли за 100%.

Со став ами но кис лот опре де ля ли в стан -
дар т ных усло ви ях на ами но кис лот ном ана ли за то -
ре Hi tac hi L-8800 (Япо ния).

Об щее со дер жа ние бел ка ана ли зи ро ва ли
ме то дом Кье ль да ля на ав то ма ти че ской си с те ме
Kjel tec Auto Sys tem 1043 (Te ca tor, Шве ция).

Со дер жа ние кол ла ге на рас счи ты ва ли по
ко ли че ст ву ок сип ро ли на в эк ст рак те или гид ро -
ли за те с ис по ль зо ва ни ем ко эф фи ци ен та пе ре сче -
та 13,6 [23].

Со дер жа ние не кол ла ге но вых бел ков рас -
счи ты ва ли по фор му ле, пред ло жен ной Smits (цит. 
по [24]):
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где Тир – со дер жа ние ти ро зи на в про бе; Оп ро – со -
дер жа ние ок сип ро ли на; 0,6 – сред нее со дер жа ние
ти ро зи на в кол ла ге не; 5,5 – сред нее со дер жа ние
ти ро зи на в не кол ла ге но вых бел ках; 13,6 – сред нее 
со дер жа ние ок сип ро ли на в кол ла ге не.

Фрак ци он ный со став пре па ра тов

Со став фрак ций в ис сле ду е мых гид ро ли за -
тах опре де ля ли ме то дом ВЭЖХ на хро ма тог ра фе
Shi mad zu LC-10Avp (Япо ния) с реф рак то мет ри -

че ским де тек то ром RID-6A на ко лон ке Sho dex
Asa hi pak GS-520H (сор бент – по ли ви нил). Элю ен -
том слу жи ла ди с тил ли ро ван ная вода, ско рость по -
движ ной фазы со став ля ла 1 мл/мин. Для опре де ле -
ния ММ уг ле вод со дер жа щих фрак ций ко лон ку ка -
либ ро ва ли с по мо щью дек ст ра нов мас сой 10 кДа,
20, 40, 70, 80, 110, 250, 500 и 2000 кДа (Phar ma cia
Bi o tech, Шве ция). В ука зан ных усло ви ях на блю да -
ли ли ней ное раз де ле ние ком по нен тов по ММ  в
диа па зо не от 0,180 до 200 кДа. Для опре де ле ния
ММ бел ко вых ком по нен тов ко лон ку ка либ ро ва ли
по сле ду ю щим стан дар там: -гло бу лин (160 кДа),
бы чий сы во ро точ ный аль бу мин (67 кДа), ова ль бу -
мин (45 кДа), хи мот рип си но ген А (24 кДа), ци то -
хром с (13 кДа ), ап ро ти нин (6,5 кДа), ба цит ра цин
(1,4 кДа) (Sig ma-Al d rich, США). В за дан ных усло -
ви ях на блю да ли ли ней ное раз де ле ние бел ков в
диа па зо не ММ от 10 до 67 кДа. ММ и мо ле ку ляр но-
 мас со вое рас пре де ле ние ком по нен тов рас счи ты -
ва ли с по мо щью про грам мно-ап па рат но го ком п -
лек са об ра бот ки хро ма тог ра фи че ских дан ных
Муль ти Хром (вер сия 1.6) (АМПЕРСЕНД, Рос сия).

Раз де ле ние -ди са ха ри дов

Для этой цели ис по ль зо ва ли ка пил ляр ный
элек т ро фо рез на при бо ре «Ка пель-105» (Лю -
мэкс», Рос сия) с квар це вым ка пил ля ром (внут -
рен ний диа метр 75 мкм, об щая дли на 60 см, эф -
фек тив ная дли на 55см) при тем пе ра ту ре 25°С; де -
тек цию осу ще ст в ля ли при 210 нм. Раз де ле ние
про во ди ли при на пря же нии 20 кВ в ра бо чем
15 мМ нат рий-фос фат ном бу фе ре, рН 3,0, в те че -
ние 20 мин со ско ро стью по то ка 1 мл/мин в об -
рат ной по ляр но сти. Вы со ту и пло щадь пи ков рас -
счи ты ва ли с по мо щью Муль ти Хром (вер сия 1.6 х).

Опре де ле ние ин ги би ру ю ще го дей ст вия 
хря ще вых гид ро ли за тов на ак тив ность 
про те и наз

Ак тив ность про те о ли ти че ских фер мен тов
кру сэн зи ма из P. cam t s c ha ti ca и кол ла ге на зы из
C. his to ly ti cum при ин ку ба ции в при сут ст вии раз лич -
ных кон цен т ра ций пре па ра тов хря ще вой тка ни
из ме ря ли мо ди фи ци ро ван ным ме то дом Ан со на
че рез опре де лен ные про ме жут ки вре ме ни. Рас -
твор фер мен та и ис сле ду е мо го пре па ра та ис по ль -
зо ва ли в со от но ше нии 1:0,1; 1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:5;
1:8 и 1:10. Смесь рас тво ров вы дер жи ва ли в те че -
ние 30 мин, 60 и 120 мин при тем пе ра ту ре 4С и
рН 8,0, по сле чего опре де ля ли ее по гло ще ние
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спек тро фо то мет ри че ским ме то дом на при бо ре
Shi mad zu UV-3600. Сте пень ин ги би ро ва ния пре -
па ра тов вы ра жа ли в % от ис ход ной ак тив но с ти
про те и наз, при ня той за 100 %.

Опре де ле ние ин ги би тор но го дей ст вия 
хря ще вых гид ро ли за тов на эк с п рес сию 
ак ти ва ци он ных ан ти ге нов лим фо ци тов 
че ло ве ка

Для ис сле до ва ния вли я ния пре па ра тов на
эк с п рес сию ак ти ва ци он ных ан ти ге нов ис по ль зо -
ва ли пе ри фе ри че скую кровь от здо ро вых до но ров 
с ге па ри ном (25 Е/мл), раз ве ден ную 1:1 пол ной
ку ль ту ра ль ной сре дой, со дер жа щей RPMI-1640,
0,01 М HEPES, 200 мМ L-глу та ми на и 100 мг/мл
ген та ми ци на (Sig ma-Al d rich). Пре па рат вно си ли в 
об раз цы раз ве ден ной кро ви до ко неч ной кон цен т -
ра ции 100 мкг/мл и ин ку би ро ва ли в те че ние 2 ч в
СО2-ин ку ба то ре (ИЛМ-170-01, «Ла ми нар-С», Рос -
сия) при 37°С, по сле чего до бав ля ли фи то ге маг -
глю ти нин (ФГА) (Sig ma-Al d rich) до ко неч ной
кон цен т ра ции 10 мкг/мл и про дол жа ли ин ку ба -
цию еще в те че ние 24 ч.  Кон т ро ль ные про бы (ин -
так т ные клет ки и клет ки с ФГА) ин ку би ро ва ли с
пол ной ку ль ту ра ль ной сре дой (см. выше). 

Эк с п рес сию ак ти ва ци он ных мар ке ров на
по вер х но сти кле ток оце ни ва ли че рез 24 ч ме то -
дом дву цвет но го ци то мет ри че ско го ана ли за в
про грам ме Cell Qu est на про точ ном ци то мет ре

FAC S Ca li bur (Bec ton Dic kin son, Ни дер дан ды) c
ис по ль зо ва ни ем мо но кло на ль ных ан ти тел к мо -
ле ку лам CD69-PE и CD25-PE (Bec k man Co ul ter,
США) и со от вет ст ву ю щих изо ти пи че ских кон т -
ро лей (Bec k man Co ul ter). Оце ни ва ли сред ний уро -
вень флу о рес цен ции кле ток в ис сле до ван ной по -
пу ля ции и про цент лим фо ци тов, эк с п рес си ру ю -
щих ак ти ва ци он ный мар кер. Ста ти сти че ский ана -
лиз про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем при клад но го па -
ке та Sta tis ti ca 6, рас счи ты вая W – кри те рий Ша пи -
ро–Уил ка и пар ный t-кри те рий Стью ден та. Уро -
вень до ве ри те ль ной ве ро ят но сти был ра вен 95%.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

При изу че нии об ще го ком по нен т но го со -
ста ва ис ход ной хря ще вой тка ни акул и осет ра по -
ка за но от сут ст вие су ще ст вен ных раз ли чий меж ду 
ними (табл. 1). Ги а ли но вый хрящ мле ко пи та ю -
щих ме нее об вод нен, чем хря щи всех ис сле до ван -
ных ви дов, осо бен но осет ра, со дер жит бо ль ше
бел ка и име ет бо ль шую сте пень ми не ра ли за ции.
Из ве ст но, что хря ще вая ткань гид ро би он тов от -
ли ча ет ся от хря ща мле ко пи та ю щих уже на уров не 
мак ро мо ле ку ляр ной струк ту ры. Пред по ла га ют,
что это свя за но с раз ли чи я ми в гид ро ди на ми че -
ских раз ме рах мо ле кул про те ог ли ка нов, опре де -
ля е мых, в свою оче редь, дли ной, ко ли че ст вом и
спо со ба ми свя зы ва ния ГАГ с ГК и ко ро вы ми бел -
ка ми. От ме че но су ще ст вен ное пре об ла да ние ГА у 
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Та б ли  ца  1

Хи ми че ский со став хря ще вой тка ни рыб и круп но го ро га то го ско та, 
% от об щей сы рой мас сы 
Che mi cal com po si ti on of fish and cat tle car ti la ge tis sue, % of to tal raw mass

Ком по нен ты
Аку ла Осетр

Hu so da u ri cus
Круп ный ро га тый 

скот [25, 26]Squ a lus acan t hi as Som ni o sus pa ci fi cus

Во да 71,3±0,20 74,6±0,700 83,9±1,10 55,4

Об щий бе лок 16,4±0,30 15,1±0,100 11,7±0,30 17,6

Ли пи ды 0,2±0,04 0,2±0,040 0,4±0,01 3,4

Ми не раль ные ве щес т ва 3,5±0,40 2,9±0,200 3,3±0,10 6,8

Об щие уг ле во ды 5,5±0,20 4,6±0,400 3,7±0,10 2,1

Гек со за ми ны 2,8±0,30 3,1±0,200 2,5±0,40 –

Уро но вые кис ло ты 0,4±0,02 0,5±0,010 0,5±0,01 0,7

Гек со зы 0,2±0,01 0,2±0,010 0,3±0,02 2,6

При ме ча ние: (–) – не ука за но, not shown.



гид ро би он тов над уро но вы ми кис ло та ми. При
этом проч ность свя зы ва ния ГК в про те ог ли ка нах
мор ских объ ек тов зна чи те ль но ниже, а гу а ни дин -
гид рох ло рид сла бо влия ет на дис со ци а цию ко ро -
вых бел ков и ГАГ [27, 28].

Для вы де ле ния про те ог ли ка нов и ГАГ из
хря ще вой тка ни ча с то при ме ня ют спо со бы фер -
мен та тив но го гид ро ли за. При этом ис по ль зу ют не 
то ль ко хон д ро и ти на зы, спе ци фи че ски рас щеп ля -
ю щие уг ле вод ную со став ля ю щую, но и фер мен ты 
про те о ли ти че ско го дей ст вия. Из них наи бо лее ча с -
то при ме ня ют па па ин, спо соб ный раз ры вать ко -
ва лен т ные свя зи меж ду ко ро вым бел ком и ГАГ
[27–29]. В дан ной ра бо те мы ста ви ли це лью не
вы де ле ние и очи ст ку ка кой-ли бо из со став ля ю -
щих хря ще вой тка ни, а со хра не ние раз но об ра зия
ком по нен тов, каж дый из ко то рых об ла да ет фун к -
ци о на ль ной ак тив но стью, и пе ре вод их мак си ма -
ль но го ко ли че ст ва в рас тво ри мую фор му. При
этом ис по ль зо ва ли сум мар ный пре па рат про те и -
наз из ге па то пан к ре а са кам чат ско го кра ба, ха рак -
те ри зу ю щий ся на ли чи ем се ри но вых про те и наз с
ве сь ма ши ро кой суб ст рат ной спе ци фич но стью,
спо соб ных гид ро ли зо вать на тив ный кол ла ген.
Кро ме того, из ве ст но, что этот фер мен т ный пре -
па рат про яв ля ет эк зо гли ко зи даз ную ак тив ность в
от но ше нии ХС как суб ст ра та [30, 31].

Пе ред фер мен то ли зом хря ще вую ткань под -
вер га ли эк ст рак ции 1%-ным рас тво ром хло ри да
на трия. Уже на этой ста дии на блю да ли ча с тич -
ную де ст рук цию бел ко во-по ли са ха рид ных ком п -

лек сов и пе ре ход в рас твор не то ль ко со ле- и во до -
ра ст во ри мых бел ков, но гли ко конъ ю га тов, а так -
же сво бод ных гек со за ми нов (дан ные не при ве де -
ны). По сле этой про це ду ры до ступ ность бел ко -
вых ком по нен тов для фер мен та тив ной де ст рук -
ции зна чи те ль но по вы ша лась. В то же вре мя, ука -
зан ная кон цен т ра ция хло ри да на трия не сни жа ла
ак тив ность фер мен тов, а на о бо рот, ста би ли зи ро -
ва ла их, по зво ляя уве ли чи вать время эф фек тив но -
го гид ро ли за. По лу чен ные по сле фер мен то ли за
пре па ра ты были по ли ком по нен т ны ми и со дер жа ли
и уг ле вод ные, и бел ко вые со став ля ю щие (табл. 2).
По ско ль ку зна чи те ль ных от ли чий меж ду пре па -
ра та ми из двух ви дов акул не на блю да ли, в да ль -
ней шем их ха рак те ри сти ки при ве де ны в виде объ -
е ди нен ных усред нен ных по ка за те лей. 

Вы со кая био ло ги че ская ак тив ность ГАГ
обу слов ле на их по ли ани он ной струк ту рой и за ви -
сит от на ли чия в каж дой ди са ха рид ной еди ни це
хотя бы од ной от ри ца те ль но за ря жен ной су ль -
фат ной груп пы, обес пе чи ва ю щей ком по нен там
вы со кую гид ро фи ль ность и по вер х но ст но-ак тив -
ные свой ст ва. Со от но ше ние гек со за ми нов и су ль -
фатионов в про дук тах из хря ще вой тка ни акул и
осет ра со ста ви ло при мер но 1:1,5 (см. табл. 2), что
сов па да ет с из ве ст ны ми дан ны ми и сви де те ль ст -
ву ет о вы со кой сте пе ни су ль фа ти ро ва ния ХС гид -
ро би он тов [29, 32, 33]. Из ве ст но, что в хря щах
акул пре об ла да ют ХС С-ти па, хотя об на ру же ны и
со е ди не ния D-ти па, а так же ке ра тан- и дер ма тан -
су ль фа ты. ХС аку ль их хря щей от ли ча ют ся от ХС
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Та б ли  ца  2

Со став фер мен та тив ных гид ро ли за тов хря ще вой тка ни рыб, % от су хой мас сы

Com po si ti on of en zy ma tic hyd ro ly sa tes of fish car ti la ge, % of dry mass

Ком по нент Аку ла Осетр

Уро но вые кис ло ты 2,0±0,05 1,8±0,030
Гек со за ми ны 4,4±0,10 4,8±0,090
Суль фат -и о ны 6,8±0,20 6,5±0,200
Сво бод ные ди са ха ри ды 0,5±0,01 0,4±0,008
Гек со зы 1,6±0,05 0,5±0,010
Хон д ро и тин суль фа ты 6,5±0,14 6,0±0,100
Кол ла ген 25,2±0,80 23,1±0,700
Не кол ла ге но вые бел ки 22,1±0,90 23,5±0,900
Сво бод ные ами но кис ло ты 17,3±0,40 15,4±0,300
Ми не раль ные ве щес т ва 10,9±0,04 12,7±0,060

При ме ча ние: n – ко ли че ст во из ме ре ний (здесь и в табл. 3–5). n = 9, p < 0,05.



хря ще вой тка ни на зем ных жи вот ных  по ряд ком
че ре до ва ния остат ков -D-глю ку ро но вой кис ло -
ты, N-аце тил г лю ко за ми на и N-аце тил га лак то за -
ми на, а так же  сте пе нью су ль фа ти ро ва ния этих
остат ков [32, 34].

Сре ди ис сле до ван ных ком по нен тов пре об -
ла да ли рас тво ри мые бел ки, в рав ной сте пе ни кол -
ла ген и НКБ; по след ние не со дер жа ли ок сип ро -
лин и име ли, как по ка за но ниже, не вы со кую ММ.
Вы ход рас тво ри мо го кол ла ге на от его ко ли че ст ва
в ис ход ном сы рье со ста вил 68–79 % в обо их слу -
ча ях. В остав шем ся осад ке ко ли че ст во уро но вых
кис лот и ами но са ха ров не пре вы ша ло 10% и 22 %
от ис ход но го ко ли че ст ва, со от вет ст вен но.

Как из ве ст но, пре об ла да ю щи ми в хря щах
акул и осет ров яв ля ют ся кол ла ге ны II типа, ха рак -
те ри зу ю щи е ся вы со кой сте пе нью био сов ме сти -

мо сти. Мо ле ку ла это го кол ла ге на име ет струк ту -
ру [1(ЙЙ)]3, то есть со дер жит три иден тич ных
1(II)-це пи, ко то рые от ли ча ют ся от 1(I)-це пей
бо лее вы со ким со дер жа ни ем ок си ли зи на. Столь
вы со кая кон цен т ра ция ок си ли зи на спо соб ст ву ет
уве ли че нию ко ли че ст ва свя зан ных с ним уг ле во -
дов. Ра нее было по ка за но, что кол ла ген в гли коп ро -
те и не хря ще вой тка ни акул со став ля ет 75 % бел -
ков, те ле нка – 30 %, а  че ло ве ка – 50 % [35, 36].
Ис сле до ва ния кол ла ге на из хря ще вой тка ни осет -
ра по ка за ли, что он иден ти чен кол ла ге ну II типа
мле ко пи та ю щих [37].

Ха рак те ри сти ка ами но кис лот, вхо дя щих в
со став бел ков, и сво бод ных ами но кис лот в фер мен -
то ли за тах хря ще вой тка ни рыб пред став ле на в
табл. 3. Сре ди про те и но ген ных ами но кис лот сум -
ма про ли на и ок сип ро ли на при бли жа ет ся к 25 %.
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Та б ли  ца  3
Состав ами но кис лот в фер мен та тив ных гид ро ли за тах из хря ще вой тка ни рыб, 
% от сум мы ами но кис лот

Con tent of ami no acids in fish car ti la ge en zy ma tic hyd ro ly sa tes, % of sum

На зва ние
ами но кис лоты

Про те и но ген ная (в со ста ве бел ка)
аминокислота Сво бод ная ами но кис ло та

Аку ла Осетр Аку ла Осетр

Ас па ра ги но вая кис ло та 7,5 6,5 14,9 12,9
Глу та ми но вая кис ло та 11,7 13,0 13,5 15,1
Про лин 16,4 18,1 0 0
Ок сип ро лин 6,3 7,1 0 0
Се рин 4,0 3,7 4,7   4,3
Ала нин 6,2 6,8 7,2  7,9
Цис те ин 1,5 0,8 0 0
Ти ро зин 1,3 1,0 0 0
Гли цин 12,1 17,6 13,2 18,9
Изо лей цин 4,2 2,5 5,5  3,3
Лей цин 4,3 3,4 6,4  5,3
Ли зин 4,0 3,1 5,0  3,9
Ок си ли зин 0,9 0,7 0 0
Ме ти о нин 0,5 0,6 1,5  1,2
Фе ни ла ла нин 3,6 2,4 5,5  3,7
Тре о нин 4,4 3,1 5,3  3,5
Ва лин 5,0 3,1 6,8 4,1
Гис ти дин 2,2 1,2 2,4 1,5

Ар ги нин 5,1 5,7 6,3 7,2

При ме ча ние: n = 4, р < 0,05.



Этот факт, а так же вы со кое со дер жа ние гли ци на
(> 12 %) по зво ля ют счи тать бо ль шин ст во из рас -
тво ри мых бел ков ис сле ду е мых пре па ра тов про -
дук та ми де ст рук ции кол ла ге на. Сре ди сво бод ных 
ами но кис лот пре об ла да ли гли цин, ас па ра ги но вая 
и глю та ми но вая кис ло ты и пол но стью от сут ст во -
ва ли про лин, ок сип ро лин и ок си ли зин, а так же ти -
ро зин и ци с те ин.

Зна чи те ль ную долю в фер мен то ли за тах (до
13 %) со став ля ли ми не ра ль ные эле мен ты, сре ди
ко то рых наи бо лее вы со ким было со дер жа ние на -
трия, ча с тич но при вно си мо го в про цес се со ле вой
эк ст рак ции (табл. 4). Сре ди мик ро эле мен тов пре -
об ла да ли же ле зо и цинк. Токсич ные ме тал лы за
иск лю че ни ем кад мия в низ кой кон цен т ра ции, не
пре вы ша ю щей пре де ль но до пу с ти мых зна че ний,
об на ру же ны не были.

Для ана ли за мо ле ку ляр но-мас со во го рас -
пре де ле ния фрак ций фер мен та тив ных гид ро ли -
за тов хря ще вой тка ни рыб ис по ль зо ва ли хро ма -
тог ра фи че ское обо ру до ва ние, по зво ля ю щее од -
но вре мен но ана ли зи ро вать бел ко вые и уг ле вод -
ные ком по нен ты (рис. 1). Услов но были вы де ле -
ны три основ ные фрак ции, со дер жа щие вы со ко -
мо ле ку ляр ные ( 200 кДа), сред не мо ле ку ляр ные
(30–160 кДа) и низ ко мо ле ку ляр ные ( 10 кДа)
ком по нен ты. По ко ли че ст вен но му со от но ше нию

их рас пре де ле ние со ста ви ло 1:1:1 для пре па ра тов
из осетра и 2:3:1 из акул.

Раз де ле ние и ко ли че ст вен ное опре де ле ние
ком по нен тов в об раз цах срав ни ва ли с теми же про -
цес са ми в от но ше нии уг ле вод ных стан дар тов, в ка -
че ст ве ко то рых ис по ль зо ва ли ком мер че ские пре -
па ра ты раз лич ных ти пов ХС (А, А1, С, D) и ГК. Со -
по став ле ние хро ма тог рамм пре па ра тов и стан дар -
тов по зво ли ло с бо ль шой сте пе нью ве ро ят но сти
пред по ло жить, что вы со ко мо ле ку ляр ные фрак ции
пре па ра тов, об ра зо ван ные в про цес се фер мен та тив -
но го гид ро ли за, со дер жат и ХС, и ГК (см. рис. 1).

Вы ход пи ков ХС и ГК фер мен то ли за тов
про ис хо дил в вы со ко мо ле ку ляр ной зоне; это по -
зво ли ло пред по ло жить, что око ло 30% ГАГ хря -
ще вой тка ни акул и 20% тка ни осет ра пе ре шли в
во до ра ст во ри мое со сто я ние без су ще ст вен ных
из ме не ний струк ту ры, а 70% и 80 %, со от вет ст -
вен но, в той или иной сте пе ни под вер г лись де ст -
рук ции при об ра бот ке.

Хро ма тог ра фия стан дар т ных пре па ра тов
хон д ро и тин су ль фа та на ко лон ке Sho dex Asa hi pak
GS-520H обес пе чи ва ла од но вре мен ный вы ход
всех че ты рех ти пов ХС, что не по зво ли ло бы ис -
по ль зо вать этот ме тод для их раз де ле ния (рис. 2).
В то же время, раз де ле ние фрак ций из гид ро ли -
зо ван ной хря ще вой тка ни рыб было наи бо лее
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Та б ли  ца  4

Кон цен т ра ция ми не ра ль ных мак ро- и мик ро эле мен тов в фер мен то ли за тах хря ща рыб

Con cen t ra ti on of mi ne ral ele ments in fish car ti la ge en zy ma tic hyd ro ly sa tes

Мак ро э ле мент
Аку ла Осетр

Мик ро эле мент
Аку ла Осетр

мг/г мг/кг

Нат рий 100,4 110,2 Мар га нец 2,3 3,3

Ка лий 2,5 1,4 Хром 5,7 7,0

Маг ний 0,5 0,5 Медь 6,7 3,3

Каль ций 1,8 2,8 Цинк 28,3 22,3

Же ле зо 88,3 150,0

Ни кель 3,3 2,7

Токсич ный эле мент

Кад мий 1,2 0,8

Ко бальт 0 0

Сви нец 0 0

Ртуть 0 0

При ме ча ние: n = 3, р < 0,05.



эф фек тив ным имен но с ис по ль зо ва ни ем дан ной
ко лон ки (см. рис. 1).

ГАГ со сто ят из по вто ря ю щих ся мо но ме ров
– ди са ха ри дов, об ра зо ван ных су ль фа ти ро ван ны -
ми или не су ль фа ти ро ван ны ми остат ка ми d-глю -
ку ро но вой кис ло ты (GlA) и N-аце тил-d-га лак то -
за ми на (Gal NAc), свя зан ных меж ду со бой по вто -
ря ю щи ми ся (13)- и (14)-свя зя ми. При этом 
от де ль ные пред ста ви те ли се мей ст ва ГАГ раз ли -
ча ют ся меж ду со бой ко ли че ст вом и по ло же ни ем

су ль фат ных групп и их со че та ни ем в по ли са ха -
рид ной цепи. На ли чие три-, ди-, мо но- и не су ль -
фа ти ро ва ных ди са ха ри дов в ГАГ яв ля ет ся тка не-
и ви дос пе ци фич ным при зна ком. Наи бо ль шие
раз ли чия в ко ли че ст ве и со от но ше нии спе ци фи -
че ски су ль фа ти ро ван ных ди са ха ри дов в ГАГ на -
блю да ют ся меж ду на зем ны ми жи вот ны ми и хря -
ще вы ми ры ба ми [27, 28].

В про цес се фер мен та тив но го гид ро ли за про -
ис хо ди ло вы сво бож де ние не ко то ро го ко ли че ст ва
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Рис. 1. ВЭЖХ фер мен та тив ных гид ро ли за тов хря ще вой тка ни аку лы (a) и осет ра (b), а так же стан дар тов хон д ро и тин -
суль фа та (c) и ги а лу ро но вой кис ло ты (d). Ко лон ка Shodex Asahipak GS-520H; од нов ре мен ная спек т ро мет ри чес кая (280 нм)
(сплош ная ли ния) и реф рак то мет ри чес кая (пре ры вис тая ли ния) де тек ция (RID 6A)

Fig. 1. HPLC of shark (a) and sturgeon (b) cartilage enzymatic hydrolysates, and of chondroitin sulfate (c) and hyaluronic acid
(d) reference preparations. A column of Shodex Asahipak GS-520H; simultaneous spectrometry (280 nm) (solid line) and refractometry
(broken line) detection (RID 6A)

Рис. 2. ВЭЖХ стан дар тов хон д ро и тин суль фа та ти пов
А, С, D из тра хей быка и типа А1 из хря ща осет ра. Ко лон ка
Shodex Asahipak GS-520H

Fig. 2. HPLC of А, С, D types chondroitin reference from 
bovine trachea and of А1 type chondroitin references from
sturgeon cartilage. A column of Shodex Asahipak GS-520H



-ди са ха ри дов из ГК и ХС; их со дер жа ние до сти -
га ло 0,4–0,5% от су хой мас сы пре па ра та (cм. табл. 2).
Для опре де ле ния ка че ст вен но го и ко ли че ст вен но -
го со ста ва Д-ди са ха ри дов по сле фер мен та тив но го 
гид ро ли за мы ис по ль зо ва ли ме тод ка пил ляр но го
элек т ро фо ре за по Ка ра ма но су [38] с це лью иден -
ти фи ка ции не су ль фа ти ро ван ных и раз лич ным об -
ра зом су ль фа ти ро ван ных ди са ха ри дов. Ав тор
при ме нял гид ро лиз ГАГ хон д ро и ти на зой АВС и
уста но вил за ко но мер но сти пе ре ме ще ния при
элек т ро фо ре зе спе ци фи че ски су ль фа ти ро ван ных
ди са ха ри дов: в за дан ных усло ви ях пер вы ми миг -
ри ру ют три-, да лее ди-, мо но су ль фа ти ро ван ные и
не су ль фа ти ро ван ные ди са ха ри ды. Струк ту ра и
по ло же ние су ль фат ных групп в мо ле ку ле ди са ха -
ри дов, по лу чен ных по сле гид ро ли за ГАГ хон д ро -
и ти на зой АВС, по ка за ны на рис. 3.

При ана ли зе сво бод ных -ди са ха ри дов, вхо -
дя щих в со став фер мен то ли за та из хря ща рыб, по -
лу че ны ре зу ль та ты, име ю щие вы со кую сте пень
ана ло гии с дан ны ми [38] (рис. 4). Сов па де ние по
вре ме ни вы хо да фрак ций при тех же усло ви ях про -

ве де ния элек т ро фо ре за по зво ли ло пред по ло жить
на ли чие в на ших пре па ра тах и объ ек тах ана ли за в
[38] ди са ха ри дов ана ло гич ной струк ту ры.

При рас че те ко ли че ст вен но го со дер жа ния
-ди са ха ри дов в по лу чен ных пре па ра тах уста нов -
ле но пре об ла да ние не су ль фа ти ро ван ных ком по -
нен тов (струк ту ры VI и VII) (78% – для акул и 68% – 
для осет ра), из ко то рых 64% и 54 %, со от вет ст вен -
но, яв ля ют ся ди са ха ри да ми ГК (VII). Со дер жа ние
мо но- и ди су ль фа ти ро ван ных ди са ха ри дов в пре -
па ра тах из тка ней акул со ста ви ло 10% и 22 %,
осет ров – 10% и 12%, со от вет ст вен но. Сре ди ди -
су ль фа ти ро ван ных -ди са ха ри дов в пре па ра те акул 
пре об ла да ет струк ту ра IV (2,6-ди су ль фат- про из -
вод ные) (13%); в пре па ра те осет ра до ми ни ру ет
струк ту ра II (4,6-ди су ль фат-про из вод ные) (9 %)
(табл. 5). Три су ль фа ти ро ван ные сво бод ные -ди -
са ха ри ды (струк ту ра I) в пре па ра тах из хря щей
рыб не об на ру же ны, хотя ра нее со об ща лось об
их на ли чии в со ста ве ХС ка ль ма ра и аку лы [39].

Как из ве ст но, в ме та бо лиз ме хря ще вой тка -
ни важ ную роль иг ра ют мат рик с ные ме тал лоп ро -
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Рис. 3. Струк ту ра суль фа ти ро ван ных и не суль фа ти ро ван ных Д-ди са ха ри дов хон д ро и тин суль фа тов (I–VI) и ги а лу ро на -
на (VII), об ра зу ю щих ся пос ле гид ро ли за ГАГ хон д ро и ти на зой АВС (по [38])

Fig. 3. Structure of sulfated and non-sulfated delta-disaccharides chondroitin sulfates (I–VI) and hyaluronan (VII) resulting
from hydrolysis of GAG by chondroitinase ABC (according to [38])



те и на зы (стро ме ли зин, кол ла ге на за, же ла ти на за),
ко то рые про ду ци ру ют ся в не ак тив ной фор ме, но
по сле ак ти ва ции спо соб ны раз ру шать ком по нен -
ты вне кле точ но го мат рик са, вы зы вая вос па ле ние
[11, 12, 40]. По ка за на роль ХС в ре гу ля ции ак тив -
но сти мат рик с ных ме тал лоп ро те и наз и по дав ле -
нии вос па ли те ль ных про цес сов, в том чис ле сни -
же нии бо ле во го син д ро ма и улуч ше нии фун к ци о -
на ль но го со сто я ния су с та вов [40]. Од на ко основ -
ны ми ре гу ля то ра ми вос па ле ния и ан ги о ге не за яв -
ля ют ся ТИМП. Наи бо лее рас про стра нен ным счи -
та ет ся ТИМП-1 – гли коп ро те ин с ММ 30 кДа; в
ме нь ших ко ли че ст вах встре ча ет ся ТИМП-2 – не -

гли ко зи ли ро ван ный бе лок с ММ 23 кДа. Оба лег ко 
эк ст ра ги ру ют ся из хря ща и со хра ня ют устой чи -
вость к дей ст вию про те о ли ти че ских фер мен тов;
их кон цен т ра ция осо бен но вы со ка у гид ро би он -
тов [13, 17, 41–43]. Взаи мо связь меж ду ак тив но -
стью мат рик с ных ме тал лоп ро те и наз и их ин ги би -
то ров про яв ля ет ся при раз лич ных фи зио ло ги че -
ских и па то ло ги че ских со сто я ни ях тка ней [17, 44].

В на сто я щем ис сле до ва нии была опре де ле на
ин ги би тор ная спе ци фич ность во дных эк ст рак тов
и гид ро ли за тов из хря ще вой тка ни рыб (табл. 6).
Вли я ние ком по нен тов на ак тив ность фер мен тов
уста нав ли ва ли по из ме не нию кол ла ге но- и ка зе и -
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Рис. 4. Ка пил ляр ный элек т ро фо рез сво бод ных -дисахаридов, со дер жа щих ся в фер мен та тив ных гид ро ли за тах хря ще -
вой тка ни аку лы (a) и осет ра (b). Пики I–VII со от вет с т ву ют струк ту рам, при ве ден ным на рис. 3

Fig. 4. Capillary electrophoresis of free delta-disaccharides in shark (a) and sturgeon (b) cartilage hydrolysates. Peaks I–VII are
in consent with structures represented in Fig. 3

Та б ли  ца  5

Со дер жа ние ди са ха ри дов раз лич ной струк ту ры в фер мен та тив ных гид ро ли за тах 
хря ще вой тка ни рыб, % от сум мы сво бод ных ди са хи ри дов

Con tent of di sac cha ri des of va rio us struc tu res in fish car ti la ge en zy ma tic hyd ro ly sa tes, 
% of to tal free di sac cha ri de amo unt

Струк ту ра -ди са ха ри дов 
Со дер жа ние ди са ха ри дов,%

Аку ла Осетр

Три суль фа ти ро ван ные I От сут ст ву ют От сут ст ву ют

Ди суль фа ти ро ван ные
II
III
IV

6,4±0,20
3,0±0,04

13,0±1,10

9,1±0,50
2,0±0,01
1,0±0,05

Мо но суль фа ти ро ван ные V 10±0,40 10±0,60

Не суль фа ти ро ван ные
VI

 VII
14±0,60
54±1,40

14±0,80
64±0,70

При ме ча ние: I-VII – струк ту ры, при ве ден ные на рис. 3 (struc tu res re pre sen ted in Fig.3). n = 4;  р < 0,05.



но ли ти че ской ак тив но сти. Для это го ис по ль зо ва -
ли муль ти фер мен т ный ком п лекс (кру сэн зим) из
ге па то пан к ре а са кам чат ско го кра ба, со дер жа щий
пре и му ще ст вен но се ри но вые про те и на зы  (КФ 3.4.21),
и кол ла ге на зу из C. his to ly ti cum (КФ 3.4.24), для
ко то рой ха рак тер на спе ци фич ность ме тал лоп ро -
те и наз. Не смот ря на раз ли чия в ме ха низ ме ка та -
ли ти че ско го дей ст вия, эти фер мен ты об ла да ют
спо соб но стью рас щеп лять на тив ный кол ла ген
[30]. Их ис по ль зо ва ние опре де ля лось дву мя це -
ля ми: для уста нов ле ния про ти во вос па ли те ль но го
дей ст вия ком по нен тов хря ще вых гид ро ли за тов
мы изу ча ли взаи мо дей ст вие ги ро ли за тов из тка -
ни рыб с ме тал лоп ро те и на зой, а для срав ни те ль -
ной ха рак те ри сти ки ин ги би тор ной спе ци фич но -
сти оце ни ва ли так же их вли я ние на се ри но вую
про те и на зу.

Сле ду ет от ме тить, что при фер мен то ли зе
для по лу че ния пре па ра тов из тка ней рыб при ме -
ня ли со от но ше ние сы рье/фер мент, рав ное 100:1
(в да ль ней шем фер мен ты инак ти ви ро ва ли тер ми -
че ски), а для опре де ле ния ин ги би тор ных свойств
гид ро ли за тов ис по ль зо ва ли со от но ше ние фер мент/
эк ст ракт, рав ное 10:1; 4:1; 1:1 и 1:5. На и выс ший
ин ги би ру ю щий эф фект был до стиг нут при со от -
но ше нии 1:1; да ль ней шее уве ли че ние ко ли че ст ва
ин ги би то ра не из ме ня ло сте пень тор мо же ния ак -
тив но сти фер мен тов. В во дных эк ст рак тах хря щей
рыб пре об ла да ли бел ко вые ком по нен ты с ММ
ниже 10 кДа (90% от сум мы бел ко вых фрак ций);
по сле фер мен та тив но го гид ро ли за в по лу чен ных
пре па ра тах в основ ном при сут ст во ва ли бо лее
вы со ко мо ле ку ляр ные ком по нен ты – с ММ выше
200 кДа (око ло 30%) и от 30 до 160 кДа (30–50%).
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Та б ли  ца  6

Ин ги би ру ю щее дей ст вие во дных эк ст рак тов и гид ро ли за тов из хря ще вой тка ни рыб 
на ак тив ность про те и наз в от но ше нии ка зе и на и кол ла ге на

In hi bi ting ef fect of fish car ti la ge aqueo us ex t racts and hyd ro ly sa tes on pro te i na se ac ti vi ty 
to wards ca se in and col la gen

Ин ги би тор
Оста точ ная ак тив ность про те и наз

Се ри но вая про те и на за (кру сэн зим) Ме тал ло за ви си мая про те и на за
(кол ла ге на за)

Ка зе ин

От сут с т ву ет 260,0±31,2 Е/г 0
Вод ный эк с тракт тка ни

аку лы
осет ра

188,6±12,7
198,5±16,3

0
0

Гид ро ли зат тка ни
аку лы
осет ра

87,2±4,9
78,7±5,2

0
0

Кол ла ген I ти па

От сут с т ву ет 69,5 ± 23,6 Е/мг 220,1 ±27,1 Е/мг
Вод ный эк с тракт тка ни

аку лы
осет ра

22,8±2,2
Не опред.

55,7±7,1
Не опред.

Гид ро ли зат тка ни
аку лы
осет ра

14,2±3,8
8,8±1,9

62,4±5,3
75,8±2,4

При ме ча ние: n = 4, р < 0,05; мас со вое со от но ше ние фер мент/ин ги би тор для гид ро ли за тов рав но 1:1. Ис ход ная ак тив ность мик -
ро бной про те и на зы по ка зе и ну ну ле вая.
Mass ra tio en zy me/in hi bi tor was equ al to 1:1 for hyd ro ly sa tes. Ini ti al ac ti vi ty pro te i na se in mic ro bi al en zy me is zero.



Доля низ ко мо ле ку ляр ных со е ди не ний (< 10 кДа)
со став ля ла 20–30%.

При рас щеп ле нии ка зе и на про дук ты во дно -
го эк ст рак та хря щей рыб не су ще ст вен но сни жа ли 
ак тив ность про те и наз из ге па то пан к ре а са кра ба.
Ис ход ная ак тив ность мик ро бно го фер мен та в от -
но ше нии это го суб ст ра та была рав на нулю. При
рас щеп ле нии кол ла ге на из кожи те ле нка (I типа)
на блю да е мый ин ги би тор ный эф фект в от но ше -
нии обо их фер мен т ных пре па ра тов был ве сь ма
су ще ст вен ным. Так, во дный эк ст ракт хря щей аку -
лы сни жал ак тив ность про те и наз кра ба при мер но
на 77 %, а фер мен та тив ный гид ро ли зат – на 86 %.
Для гид ро ли за та тка ни осет ра это сни же ние со -
став ля ло око ло 88 %. Дей ст вие ин ги би то ров как
из гид ро ли за тов, так и из во дных эк ст рак тов хря -
ща аку лы на ак тив ность ме тал ло за ви си мой кол ла -
ге на зы из C. his to li ti cum было сход ным – при мер -
но 75% и 72% от ис ход ной ак тив но сти, со от вет ст -
вен но. Для гид ро ли за та из хря щей осет ра ин ги би -
ро ва ние оце ни ва лось в 66%.

На сле ду ю щем эта пе ис сле до ва ли вли я ние
пре па ра тов на эк с п рес сию ак ти ва ци он ных мем б -
ран ных мо ле кул лим фо ци тов пе ри фе ри че ской
кро ви. На ча ль ные ста дии  ак ти ва ци он но го про -
цес са вы ра жа ют ся в за пу с ке ка с кад ных ме ха низ -
мов (чаще фер мен т ных), ко неч ной це лью ко то -
рых яв ля ет ся эк с п рес сия со от вет ст ву ю щих ге нов. 

Про дук ты ге нов, свя зан ных  с ак ти ва цией – мар -
ке ры ак ти ва ции, или ак ти ва ци он ные ан ти ге ны –
по яв ля ют ся в раз лич ные сро ки на по вер х но сти
лим фо ци тов [45]. Сре ди них CD69 – ран ний мар -
кер ак ти ва ции, во вле чен ный в ме ха низ мы ак ти ва -
ции Т-кле ток, ЕК-кле ток, мо но ци тов и тром бо ци -
тов; он ре гу ли ру ет им мун ный от вет пу тем мо ду -
ля ции эк с п рес сии раз лич ных ци то ки нов [46].
Уста нов ле но, что сум мар ное со дер жа ние CD69 +
Т-лим фо ци ты в си но ви а ль ных жид ко сти и мем б -
ра не па ци ен тов кор ре ли ру ют с ак тив но стью ОА [47].
Кро ме того, по ка за но, что у мы шей кол ла ген-ин -
ду ци ро ван ный ар т рит не раз ви ва ет ся в от сут ст -
вие CD69 (CD69-null) [48]. Это сви де те ль ст ву ет о
важ ной роли дан но го ан ти ге на в па то ге не зе ар т -
ри та и це ле со об раз но сти его ис по ль зо ва ния в ка -
че ст ве те ра пев ти че ской ми ше ни.

В на сто я щей ра бо те было уста нов ле но, что
ин ку ба ция кле ток пе ри фе ри че ской кро ви в те че -
ние 24 ч с пре па ра том из хря ща аку лы в кон цен т -
ра ции 100 мкг/мл не со про вож да лась из ме не ни ем
ко ли че ст ва лим фо ци тов, эк с п рес си ру ю щих ак ти -
ва ци он ные мо ле ку лы CD69 и CD25. В то же вре -
мя, плот ность молекул на мем б ра нах лим фо ци -
тов, оце ни ва е мая по сред ней ин тен сив но сти флю -
о рес цен ции, в груп пе кле ток 2 по сле до бав ле ния
фер мен то ли за та хря ще вой тка ни сни жа лась по
срав не нию с груп пой 1 (табл. 7).
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Та б ли  ца  7

Из ме не ние эк с п рес сии ран них ак ти ва ци он ных ан ти ге нов на лим фо ци тах пе ри фе ри че ской 
кро ви под дей ст ви ем про дук тов гид ро ли зо ван но го хря ща аку лы

Chan ge in ex p res si on of ear ly ac ti va ti on an ti gens on pe rip he ral blo od lym p ho cy tes un der the ac ti on 
of shark car ti la ge hyd ro ly sa te pro ducts

Ан ти ген-
мар кер

Кри те рии ак ти ва ции
лим фо ци тов

Клет ки
кро ви W M±у Me (LQ–UQ)=10,00–90,00 Пар ный

t-кри те рий

1 2 3 4 5 6 7

CD69+ 

Ко ли чес т во кле ток, 
эк с прес си ру ю щих мар кер

1 0,87 9,0±4,9 7,50 (4,50; 9,50)
P1-2 0,400

2 0,92 10,5±3,1 10,00 (7,00; 15,00)

3 0, 94 57,7±8,2 56,00 (46,00; 68,00)
P3-4 0,011

4 0,93 49,0±5,8 49,10 (41,00; 55,50)

Сред няя ин тен сив ность
флю о рес цен ции 
(плот ность мо ле кул 
на мем б ра нах 
лим фо ци тов)

1 0,87 39,6±4,5 39,00 (35,00; 48,00)
P1-2 0,003

2 0,92 29,6±6,5 29,50 (21,50; 39,00)

3 0,87 324,2±55,5 340,00 (240,00; 400,00)
P3-4 0,031

4 0,93 250,5±29,5 256,00 (210,00; 280,00)



Ин ку би ро ва ние пе ри фе ри че ской кро ви с
пре па ра том хря ще вой тка ни пе ред до бав ле ни ем
ми то ге на ФГА (см. табл. 7, груп па 4) при ве ло к
уме нь ше нию ко ли че ст ва кле ток, эк с п рес си ру ю -
щих ак ти ва ци он ные мо ле ку лы CD69 и CD25
(Р3-4 = 0,011 и Р3-4 = 0,046, со от вет ст вен но) и сни -
же нию их плот но сти на мем б ра нах. Сред няя ин -
тен сив ность флу о рес цен ции СD69 и CD25 на
лим фо ци тах, об ра бо тан ных ис сле ду е мым пре па -
ра том и сти му ли ро ван ных ФГА, зна чи мо ниже
та ко вой на клет ках, сти му ли ро ван ных ФГА без об -
ра бот ки ГХР (см. табл.7, груп пы 3 и 4) (Р3-4 = 0,031
и Р3-4 = 0,002, со от вет ст вен но).

По лу чен ные дан ные де мон ст ри ру ют воз -
мож ность сни же ния эк с п рес сии мо ле кул CD69 и
CD25 на лим фо ци тах пе ри фе ри че ской кро ви че -
ло ве ка под дей ст ви ем пре па ра тов из хря ща акул.
А, как уже было ска за но, мо ду ли руя вы ра жен -
ность на кле точ ной по вер х но сти ак тив ных до ме -
нов струк тур, опо сре ду ю щих меж к ле точ ные взаи -
мо дей ст вия, мож но из ме нять те че ние ран них эта -
пов ак ти ва ции кле ток им мун ной си с те мы и по -
сле ду ю щие ста дии их фун к ци о на ль но го от ве та,
со про вож да ю ще го раз ви тие вос па ле ния.

Та ким об ра зом, из хря ще вой тка ни хря ще -
вых рыб ме то дом фер мен та тив но го гид ро ли за по -
лу че ны по ли ком по нен т ные пре па ра ты, со дер жа -
щие рас тво ри мые бел ки и по ли са ха ри ды, а так же
низ ко мо ле ку ляр ные ком по нен ты, вклю чая сво -

бод ные ами но кис ло ты и Д-ди са ха ри ды. По лу чен -
ные пре па ра ты об ла да ют ин ги би тор ной ак тив но -
стью в от но ше нии се ри но вых и ме тал ло за ви си -
мых про те и наз. Ис сле до ва ние вли я ние хря ще вых
гид ро ли за тов на сни же ние уров ня эк с п рес сии
ран них ак ти ва ци он ных ан ти ге нов лим фо ци тов
пе ри фе ри че ской кро ви че ло ве ка по зво ля ет пред -
по ло жить их уме рен ную про ти во вос па ли те ль ную 
ак тив ность, что, од на ко, тре бу ет да ль ней ше го
изу че ния.
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Ab s t ract – The com po si ti on of hyd ro ly zed fish car ti la ge (HFC), a bro ad-spec t rum nut ri ce u ti cal, has been ana ly zed, and its an ti-in f lam -
ma to ry ef fect has been in ves ti ga ted using bi o mar kers. To this end, HPLC, ca pil la ry elec t rop ho re sis, in hi bi to ry ana ly sis and cy to met ry
were em p loy ed. The oc cur ren ce of uro nic acids, he xo sa mi nes, free del ta-di sac cha ri des, col la gen and non-col la ge nic pro te ins and ami -
no-acids in so lub le sta te was es tab lis hed in HFC. The ana ly sis of the frac ti o nal com po si ti on of the pre pa ra ti ons sho wed the pre sen ce of
pro te in-car bo hyd ra te con ju ga tes with MM 30–160 kDa. Non-sul fa ted del ta-di sac cha ri des pre va i led in the cor res pon ding frac ti on, whe -
re as di sul fa tes were mi nor and tri sul fa tes com p le te ly ab sent. HFC was shown to in hi bit se ri ne and me tal lop ro te i na ses and to re du ce the
ex p res si on of ear ly ac ti va ti on an ti gens of hu man pe rip he ral blo od lym p ho cy tes which tes ti fi ed to the mo de ra te an ti-in f lam ma to ry ef fect
of the pre pa ra ti ons.

Key words: anti-inflammatory effect, antiproteolytic effect, collagen, delta-disaccharides, enzymatic hydrolysis, fish cartilage,
molecular biomarkers. 
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