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Аннотация. Была исследована привитая полимеризация акриламида и N-изопропилакриламида на коллаген 
в присутствии комплекса триэтилбор–гексаметилендиамин и ряда п-хинонов: бензохинона, нафтохинона, 
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинона и дурохинона. Во всех случаях п-хиноны ведут себя как замедлители полиме-
ризации и снижают конверсию мономера. Исключением является привитая полимеризация акриламида на 
коллаген в присутствии бензохинона, который проявляет себя ингибитором полимеризации. Доля синтетиче-
ского фрагмента в полученных сополимерах определяется строением мономера и п-хинона. Кривые молеку-
лярно-массового распределения содержат моды, относящиеся к непрореагировавшему коллагену, значительно 
отличающиеся по интенсивности от исходного коллагена. Это обусловлено образованием привитого сополимера 
сшитой структуры, который нельзя проанализировать методом гель-проникающей хроматографии. Разру-
шение сополимеров под действием ферментов контролировали методом гель-проникающей хроматографии. 
Ферментативный гидролиз сополимеров протекает медленнее, чем коллагена, что подтверждает образование 
сополимера. Через 3 часа после начала гидролиза кривые молекулярно-массового распределения содержат 
низкомолекулярные моды коллагена и моды низкой интенсивности, относящиеся к полиакриламидам. Морфо-
логия сополимеров отличается от морфологии коллагена и полиакриламидов. Оценка цитотоксичности – важный 
этап исследований сополимеров, позволяющий рассматривать их как основу материалов для регенеративной 
медицины. Анализ экстрактов, полученных из сополимеров при помощи культуральной среды, методом МТТ-теста 
показал высокий ранг токсичности. Разведение экстрактов сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида 
водными растворами приводит к ее снижению. Для сополимеров коллагена и акриламида токсичность сохра-
няется, что обусловлено высокой токсичностью мономера. Снижение токсичности сополимеров возможно 
после экстракции непрореагировавшего акриламида хлороформом.
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Abstract. The graft polymerization of acrylamide and N-isopropylacrylamide onto collagen in the presence of triethylboro-
hexamethylenediamine complex and a number of p-quinones, including benzoquinone, naphthoquinone, 2,5-di-tret-
butyl-p-benzoquinone, and duroquinone, was studied. In all cases, p-quinones act as polymerization retarders, 
reducing monomer conversion. An exception is the graft polymerization of acrylamide onto collagen in the presence 
of benzoquinone, which acts as a polymerization inhibitor. The proportion of the synthetic fragment in the obtained 
copolymers is determined by the structure of the monomer and p-quinone. The molecular weight distribution curves 
contain modes related to unreacted collagen, which differ significantly from those of the initial collagen in terms of 
intensity. This is related to the formation of a grafted copolymer of cross-linked structure, which cannot be analyzed 
by gel permeation chromatography. The degradation of copolymers under the action of enzymes was controlled by 
gel permeation chromatography. Enzymatic hydrolysis of copolymers proceeds slower than that of collagen, which 
confirms the formation of a copolymer. Following three hours after the onset of hydrolysis, the molecular weight 
distribution curves contain low-molecular weight modes of collagen and low-intensity modes related to polyacrylamide. 
The morphology of copolymers differs from that of collagen and polyacrylamides. Cytotoxicity evaluation of copolymers 
is an important research stage, determining their prospects as the basis of materials for regenerative medicine. An 
analysis of extracts obtained from the copolymers using culture medium by MTT assay showed a high rank of their 
toxicity, which can be reduced by dilution of collagen and N-isopropylacrylamide copolymer extracts with aqueous 
solutions. For the copolymers of collagen and acrylamide, the toxicity is maintained due to the high toxicity of the 
monomer. Their toxicity can be reduced by extraction of unreacted acrylamide with chloroform.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие регенеративной медицины ставит перед 

химиками важную задачу – создание новых тканезаме-
щающих материалов – скаффолдов – для сохранения, 
восстановления и улучшения функционирования повре-
жденных тканей и органов. Такие материалы должны быть 
биосовместимыми, биоразлагаемыми, нетоксичными, 
биологически активными, а также иметь определенную 
структуру, которая позволит клеткам расти внутри скаф-
фолда [1, 2]. В настоящее время предложено множество 
скаффолдов из различных природных и синтетических 
полимеров. Важное место среди них занимают коллаге-
новые материалы [3–11]. Белковая структура коллагена 
имеет высокую степень пористости, гидратированности 
и микроволокнистую структуру, за счет которой соз-

дается достаточно обширная площадь поверхности для 
прикрепления клеток, что обеспечивает их миграцию 
и условия для поддержания жизнедеятельности [7, 8]. 
Коллаген обладает хорошей биосовместимостью, 
так как является самым распространенным белком 
в организмах млекопитающих. Наибольший интерес 
представляет морской (рыбный) коллаген [5, 12–17]. 
Он на 96% идентичен человеческому, поэтому ткане-
замещающие материалы на его основе не вызывают 
аллергических реакций. Морские животные не являются 
переносчиками заболеваний, опасных для человека. 
Кроме того, использование материалов на основе 
рыбного коллагена не противоречит религиозным 
представлениям. Все перечисленное делает морской 
коллаген незаменимым компонентом материалов 
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регенеративной медицины, однако он имеет низкие 
показатели механических свойств [18], важные в случае 
твердых скаффолдов, и слабую гелеобразующую спо-
собность, необходимую для получения гелеобразных 
материалов. Для улучшения механических свойств 
используются различные приемы: получение сшитых 
структур физическими [19, 20] и химическими [21–31] 
методами; синтез сополимеров, включающих коллаген 
и синтетические полимеры [9, 26–34], в том числе вза-
имопроникающих гелей [26–28, 31]. Введение синтети-
ческих фрагментов в природный полимер значительно 
усиливает механические свойства [18, 31, 33]. Сшитые 
привитые сополимеры могут быть положены в основу 
создания и гелеобразных материалов, в этом плане 
наибольший интерес представляют сополимеры кол-
лагена с полиакриламидами [26–29], что обусловлено 
способностью этих сополимеров образовывать устой-
чивые гидрогели. Обычно их получение проводят под 
действием водорастворимых инициаторов – персуль-
фатов аммония и щелочных металлов [26–31]. 

Другой подход для синтеза сополимеров коллагена и 
синтетических полимеров заключается в использовании 
в качестве инициатора алкилов бора. Алкилбораны в 
сочетании с кислородом позволяют осуществлять при-
витую полимеризацию широкого круга мономеров на 
поверхности природных [34] и синтетических [35, 36] 
полимеров. Данная особенность алкилборанов положена 
в основу создания пломбировочного материала для вос-
становления зубов [37] и акрилатных клеевых композиций 
[38–40], которые образуют прочные композиты, а разрыв 
под нагрузкой происходит по склеиваемому материалу. 
Получены привитые сополимеры коллагена [41–45] или 
денатурированного коллагена – желатина [46–48] с 
полиметилметакрилатом (ПММА) [41, 45–47], полибу-
тилакрилатом (ПБА) [43, 44], полиакриламидом (ПАА) 
[42, 48] в присутствии трибутилбора (ТББ) [41, 42, 45–48] 
и триэтилбора (ТЭБ) [43, 44], а также системы ТББ – 
п-хинон [45, 46]. Во всех случаях образуются сшитые 
сополимеры, что обусловлено способностью алкилборана 
участвовать в стадии инициирования, передачи цепи и 
реинициирования реакционных цепей при радикальной 
полимеризации. Этот эффект усиливается в случае синтеза 
сополимеров желатин–ПММА [46] и коллаген–ПММА 
[45] при одновременном присутствии ТББ и п-хинона.

Целью проведенной работы являлся синтез сшитых 
привитых сополимеров трескового коллагена с ПАА 
и поли-N-изопропилакриламидом (ПНИПА) в присут-
ствии комплекса ТЭБ – гексаметилендиамин (ГМДА) 
и ряда п-хинонов: п-бензохинона (БХ), п-нафтохинона 
(НХ), 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинона (2,5-ДТБХ), дуро-
хинона (ДХ). Главные задачи исследования включали 
подтверждение состава и структуры сополимеров с 
привлечением методов физико-химического анализа, а 
также изучение влияния строения мономера и п-хинона 
на состав, молекулярно-массовые характеристики и 
цитотоксичность сополимеров. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Коллаген был получен путем обработки 

кожи трески 3%-м раствором уксусной кислоты (1:5) в 
течение 18 ч по запатентованной методике [49]. Харак-
теристики коллагена: Mn = 244 kDa, Mw = 279 kDa,  
Mz = 304 kDa, PDI = 1,14. Акриламид (АА) очищали пере-

кристаллизацией из бензола, температура плавления – 
84 °С. N-изопропилакриламид (НИПА) (Aldrich, США),  
ТЭБ–ГМДА, ДХ (Aldrich, США), БХ (Aldrich, США) исполь-
зовали без предварительной очистки. НХ («Реахим», Россия) 
очищали перекристаллизацией из петролейного эфира, 
2,5-ДТБХ – перекристаллизацией из диэтилового эфира. 

Привитая полимеризация. Для синтеза сополимера 
коллагена и АА (НИПА) в трехгорлую колбу помещали 30 мл 
1%-й уксуснокислой дисперсии коллагена и нагревали 
на водяной бане до 60 °С в атмосфере аргона. Затем 
добавляли 0,05 г комплекса ТЭБ–ГМДА и выдерживали 
30 мин. После этого в реакционную колбу добавляли 
п-хинон (массы представлены в табл. 1) и 0,3 г АА (НИПА). 
Реакционную смесь выдерживали еще 3 ч при 60 °С. 
Все операции проводили в токе аргона и при посто-
янном перемешивании.

Таблица 1. Массы п-хинонов, использованные 
в синтезе сополимеров коллагена и акриламида 
(N-изопропилакриламида)

Table 1. Masses of p-quinones used in the synthesis  
of collagen and acrylamide (N-isopropylacrylamide) 
copolymers

п-Хинон Масса, г
п-Бензохинон 0,00110
п-Нафтохинон 0,00165
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,00230
Дурохинон 0,00170

Определение остаточного мономера, расчет кон-
версии и эффективности прививки. Непрореагировавший 
мономер определяли бромированием по методу Кноппа 
[42]. При вычислении содержания мономера учитывается 
количество брома, идущего на титрование. В мерную 
колбу помещали 1 мл дисперсии из синтеза и 100 мл 
дистиллированной воды. После этого добавляли 25 мл 
бромид-броматного раствора KBr + KBrO3 и 10 мл 10%-го 
раствора HCl. Перемешивали и оставляли в темном 
месте на 2,5 ч. После этого прибавляли 15 мл 10%-го 
раствора KI и оттитровывали выделившийся йод 0,1 н 
раствором тиосульфата натрия Na2S2O3. Аналогично был 
проведен контрольный опыт с дистиллированной водой.

Содержание мономера X, %, вычисляли следующим 
образом:

𝑋𝑋 = (𝑎𝑎 − 𝑏𝑏) × 𝑚𝑚/200 × 𝑚𝑚, 
где a и b – объемы 0,1 н раствора Na2S2O3, израсходо-
ванного на титрование контрольной и анализируемой 
проб соответственно, мл; М – молекулярная масса АА 
(НИПА), г/моль; m – навеска образца сополимера, г.

На основании полученного значения рассчитывали 
массы непрореагировавшего мономера mост.м., г, и 
мономера, вошедшего в состав сополимера mсинт.ч., г, 
а также конверсию мономера Р, %, и эффективность 
прививки ЭП, %, по формулам:

𝑚𝑚ост.м. = 𝑋𝑋 × 𝑚𝑚р.с./100; 
mсинт.ч. = 𝑚𝑚исх.м. −mост.м.; 
𝑃𝑃 = mсинт.ч. × 100/𝑚𝑚исх.м.; 

ЭП = mсинт.ч. × 100/(mсинт.ч. + 𝑚𝑚кол.), 
где X – содержание остаточного мономера в реакци-
онной смеси, %; mр.с. – масса реакционной смеси, г; 
mост.м. – масса непрореагировавшего мономера, г; 
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mисх.м. – начальная масса мономера, использованного 
в синтезе, г; mсинт.ч. – масса мономера, вошедшего в 
состав сополимера, г; ЭП – эффективность прививки, 
%; mкол. – масса коллагена, г.

Гель-проникающая хроматография. Определение 
молекулярно-массовых характеристик уксуснокислых 
дисперсий сополимеров, отобранных из реакционной 
колбы после синтеза, а также водных дисперсий про-
дуктов ферментативного гидролиза сополимеров про-
водили методом гель-проникающей хроматографии 
(ГПХ) с применением высокоэффективного жидкостного 
хроматографа CTO20A/20AC (Shimadzu, Япония) с 
программным модулем LC-Solutions-GPC. Подготовку 
дисперсий для анализа осуществляли путем фильтро-
вания через насадочные полиамидные мембраны с 
диметром пор 0,45 мкм. Разделение проводили с при-
менением колонки Tosoh Bioscience TSKgel G3000SWxl 
с диаметром пор 5 мкм. В качестве детектора исполь-
зовали низкотемпературный светорассеивающий 
детектор ELSD-LT II. Элюентом служил 0,5 М раствор 
уксусной кислоты. Скорость потока 0,8 мл/мин, Т = 30 °С. 
Для калибровки применяли узкодисперсные образцы 
декстрана с диапазоном молекулярных масс 1–410 kDa 
(Fluca, Германия).

Проведение ферментативного гидролиза. Фермен-
тативный гидролиз сополимеров проводили с использо-
ванием коллагеназы и панкреатина (Hubei Maxpharm 
Industries Co, Китай) с протеолитической активностью 
2 Ед/мг. 

Для гидролиза коллагеназой сополимеры пред-
варительно высушивали. Затем к образцу добавляли 
фермент (4 масс.% сополимера) и дистиллированную 
воду (10 мл на 0,1 г сополимера). Смесь выдерживали 
в течение суток. Для гидролиза панкреатином к рас-
твору добавляли 1 м NaOH для нейтрализации кислоты, 
а затем доводили до требуемого объема дистиллиро-
ванной водой. Гидролиз проводили путем добавления 
фермента к полученной смеси при массовом соотно-
шении сополимера и фермента 103:1. Пробы (по 1 мл) 
отбирали через равные промежутки времени (1, 10, 
30, 60 мин и 3 дня) после добавления фермента. Чтобы 
прервать гидролиз, к образцам добавляли 1 мл 4%-го 
раствора уксусной кислоты. 

Смеси, полученные в результате каждого гидролиза, 
отфильтровывали. Оставшийся полимер концентрировали 
и анализировали методом ГПХ.

Растровая электронная микроскопия. Для исследо-
вания сополимеров методом растровой электронной 
микроскопии получали губки путем лиофильного высу-
шивания дисперсии сополимеров после синтеза. Изо-
бражение поверхности губок коллагена и сополимеров 
с нанометровым разрешением получали с помощью 
растрового электронного микроскопа марки JEOL JSM-
IT300LV в режиме низкого вакуума с разрешением 
4,0 нм при ускоряющем напряжении 30 кВ и при 
увеличении от 5 до 2000 крат в пересчете на размер 
отпечатка 10×12 см. 

Оценка цитотоксичности с помощью МТТ-теста. Для 
исследования образцов были использованы дермальные 
фибробласты человека (ДФЧ) 4–6 пассажа. Использо-
валась активная, морфологически однородная культура, 
хорошо адгезирующая на пластик. Иммунофенотип 
клеток культуры соответствовал иммунофенотипу клеток 

мезенхимального ряда, жизнеспособность культуры 
составляла более 97%. ДФЧ с плотностью 10000 на 
1 см2 засеивали в лунки плоскодонного 96-луночного 
планшета в ростовой среде DMEM/F12 с антибиотиками 
(пенициллин – 100 ед/мл; стрептомицин – 100 мкг мл) 
и 10%-й инактивированной телячьей эмбриональной 
сыворотки. Далее клетки культивировали в стандартных 
условиях в течение суток. Через 24 ч во всех лунках 
фиксировали равномерный рост типичных фибробласто-
подобных клеток в виде субконфлюэнтного монослоя. 
После 24 ч культивирования ростовую среду над клетками 
заменяли исследуемыми растворами.

МТТ-тест – это колориметрический метод, осно-
ванный на реакции восстановления тетразолиевого 
красителя бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенил-тетразолиума в нерастворимый формазан. 
Измерение концентрации формазана, отраженной в 
оптической плотности, проводили с использованием 
планшетного ридера Sunrise (Австрия) при длине волны 
540 нм.

Исследуемые образцы в виде пленок, дове-
денных в вакуумном шкафу до постоянной массы, 
помещали в подготовленную ростовую среду  
(DMEM/F12 с растворенными антибиотиками и 2% 
телячьей эмбриональной сыворотки). Образцы, поме-
щенные в ростовую среду, помещали в СО2-инкубатор 
на 24 ч при стандартных условиях (температура – 37 °С, 
концентрация СО2 – 5%). После 24 ч инкубации от 
исследуемых образцов отбирали экстракт и готовили 
серию разведений экстракта с ростовой средой в 
соотношении 1:1, 1:2, 1:4 и 1:8. 

К культуре ДФЧ, посеянных в 96-луночный планшет, 
добавляли различные концентрации экстракта. Каждую 
концентрацию выполняли в 8 лунках. Планшет с 
образцами помещали в СО2-инкубатор на 72 ч.

Через 72 ч в каждую лунку добавляли раствор МТТ 
(20 мкл), далее клетки инкубировали с МТТ в течение 
3 ч в условиях СО2-инкубатора. Раствор МТТ готовили 
в концентрации 5 мг/мл в фосфатном буферном рас-
творе. Через 3 ч инкубации супернатант отбирали, а 
затем замещали на равный объем раствора диметил-
сульфоксида и регистрировали оптическую плотность 
при 540 нм на планшетном ридере.

Относительную интенсивность роста ОИР, %, опре-
деляли по следующей формуле:

ОИР = (средняя ОП в тестовой культуре/  
средняя ОП в контроле) × 100,

где ОП – оптическая плотность.
Сравнивали относительную интенсивность роста 

опытных серий с относительной интенсивностью роста 
контроля, принимая ее за 100%.

Степень выраженности цитотоксичности ранжировали:
– относительная интенсивность роста 100% – 0 ранг;
– относительная интенсивность роста 99–75% – 

1 ранг, отсутствие токсичности;
– относительная интенсивность роста 74–50% – 

2 ранг, легкая степень токсичности;
– относительная интенсивность роста 49–25% – 

3 ранг, средняя степень токсичности;
– относительная интенсивность роста 24–0% – 4 ранг, 

высокая степень токсичности [49].
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Привитая полимеризация метилметакрилата на 

пищевой желатин [46] и морской коллаген [45] в при-
сутствии системы ТББ – п-хинон приводит к образо-
ванию привитых сополимеров сшитой структуры. Сопо-
лимеры коллагена и ПАА синтезировали по методике, 
предложенной в работах [45, 46]. Поскольку триалкил-
бораны самопроизвольно воспламеняются на воздухе, 
использованный в работах [45, 46] ТББ для удобства 
был заменен устойчивым на воздухе комплексом ТЭБ–
ГМДА. Высвобождение ТЭБ из комплекса происходит 
за счет взаимодействия ГМДА с уксусной кислотой, 
присутствующей в дисперсии коллагена (схема 1).

(1) 

Для синтеза использовали предложенные ранее [45] 
для сополимеров коллаген–ПММА п-хиноны: БХ, НХ,  
2,5-ДТБХ и ДХ, различающиеся по строению и реакци-
онной способности [50]. Температура синтеза составляла 
60 °С, так как было показано, что, несмотря на частичную 
денатурацию коллагена при этой температуре, образу-
ющиеся сополимеры коллаген–ПММА [41, 45] и кол-
лаген–ПАА [42] обладают лучшими физико-механиче-
скими свойствами и наименьшей цитотоксичностью. 

Процесс денатурации при 60 °С проходит медленно, 
особенно в том случае, когда параллельно идет функ-
циализация белка [51].

Механизм прививки синтетических полимеров на 
природные предполагает предварительное борирование 
по гидроксильным группам коллагена (схема 2), а затем 
проведение полимеризации по механизму обратимого 
ингибирования (схемы 3–5).

По окончании синтеза была получена прозрачная 
вязкая дисперсия, которую далее анализировали на 
содержание остаточного мономера (табл. 2).

Как видно из табл. 2, введение любого п-хинона при-
водит к снижению конверсии мономера (или отсутствию 
полимеризации в случае АА и БХ), то есть использованные 
п-хиноны замедляют процесс полимеризации. Конверсия 
мономера зависит от строения мономера и п-хинона. 
Так, для НИПА во всех случаях, кроме 2,5-ДТБХ, выход 
полимерного продукта выше, чем для АА. При сополимери-
зации АА количество непрореагировавшего мономера тем 
выше, чем сильнее замедляющее действие п-хинона [50]. 
БХ полностью ингибирует процесс, конверсия мономера 
равна нулю, сополимер не образуется. Близкая законо-
мерность наблюдается в случае НИПА, однако сополимер 
образуется во всех случаях, а 2,5-ДТБХ проявляет замед-
ляющее действие, соизмеримое с БХ. Полимеризация 
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акриловых мономеров в присутствии п-хинонов осущест-
вляется по двум механизмам: обычной радикальной и 
контролируемой радикальной полимеризациям [52]. 
Алкилборан нивелирует ингибирующее действие п-хинона 
[53], так как арилоксильный радикал, образующийся при 
взаимодействии п-хинона с радикалом роста, с высокой 
константой вступает в радикальное замещение на атоме 
бора (см. схему 5). Продукт данной реакции способен 
обратимо гомолитически диссоциировать, высвобождая 
радикал роста и стабильный радикал. Сочетание двух 
механизмов при полимеризации АА, конкурирующих 
и дополняющих друг друга, не позволяет точно оценить 
влияние п-хинонов на выход сополимера. 

Кривые молекулярно-массового распределения (ММР) 
сополимеров коллагена и АА (рис. 1, кривые 2–6), а 

также коллагена и НИПА (рис. 2, кривые 2–6) анало-
гичны кривой ММР коллагена (рис. 1 и 2, кривая 1). Мы 
полагаем, что часть сополимера имеет сшитую структуру 
(см. схемы 3, 4) и остается на фильтре при подготовке 
пробы для анализа методом ГПХ. Интенсивность высо-
комолекулярной моды на кривых ММР сополимеров 
значительно ниже, чем для исходного коллагена (см. рис. 
1 и 2, кривую 1). Высокомолекулярная мода (см. рис. 
1 и 2, кривые 2–6) относится к непрореагировавшему 
коллагену, а низкомолекулярная соответствует фракции 
в исходном полимере, не претерпевающей изменения 
при гидролизе коллагена [41, 54] или его модификации 
[41, 42, 45]. Следует отметить, что высокомолекулярный 
продукт, полученный в присутствии АА и БХ, не является 
сополимером, так как конверсия мономера равна нулю. 

Таблица 2. Содержание остаточного мономера и доля привитого полимера в сополимере

Table 2. Residual monomer content and grafted polymer proportion in the copolymer

Мономер Хинон Масса непрореагиро-
вавшего мономера, г Конверсия, % Эффективность 

прививки, %

Акриламид

– 0,1619 46,0 31,5
п-Бензохинон 0,3299 0,0 0,0
п-Нафтохинон 0,2940 2,0 2,0
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,2136 29,0 22,4
Дурохинон 0,2362 21,0 17,5

N-Изопропилакриламид

– 0,0147 95,0 48,7
п-Бензохинон 0,2707 9,8 8,9
п-Нафтохинон 0,2436 18,8 15,8
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,2765 7,8 7,3
Дурохинон 0,1786 40,5 28,8

Примечание. Исходные массы: коллаген – 0,3 г; мономер – 0,3 г; триэтилбор–гексаметилендиамин – 0,05 г.  
Концентрация п-хинона – 0,25 мол.% относительно мономера.

4,2 4,6 5 5,4 5,8

lg M

1 2 3 4 5 6

4,2 4,6 5 5,4 5,8

lg M

1 2 3 4 5 6

Рис. 1. Кривые молекулярно-массового распределения 
сополимеров коллагена и акриламида, синтезированных  
в присутствии комплекса триэтилбор–гексаметилендиамин 
и п-хинона: 1 – коллаген; 2 – отсутствие хинона;  
3 – п-бензохинон; 4 – п-нафтохинон;  
5 – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон; 6 – дурохинон
Fig. 1. Molecular mass distribution curves of collagen  
and acrylamide copolymers synthesized in the presence  
of triethylbor–hexamethylenediamine complex and p-quinone:  
1 – collagen; 2 – absence of quinone; 3 – p-benzoquinone;  
4 – p-naphthoquinone; 5 – 2,5-di-tert-butyl-p-benzoquinone; 
6 – duroquinone

Рис. 2. Кривые молекулярно-массового распределения 
сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида, 
синтезированных в присутствии комплекса триэтилбор–
гексаметилендиамин и п-хинона: 1 – коллаген;  
2 – отсутствие хинона; 3 – п-бензохинон; 4 – п-нафтохинон; 
5 – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон; 6 – дурохинон
Fig. 2. Molecular mass distribution curves of collagen and 
N-isopropylacrylamide copolymers synthesized  
in the presence of triethylbor–hexamethylenediamine 
complex and p-quinone: 1 – collagen;  
2 – absence of quinone; 3 – p-benzoquinone;  
4 – p-naphthoquinone; 5 – 2,5-di-tert-butyl-p-benzoquinone; 
6 – duroquinone
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Рис. 3. Кривые молекулярно-массового распределения 
продуктов ферментативного гидролиза панкреатином 
сополимеров коллагена и акриламида, полученных 
в присутствии инициирующей системы триэтилбор–
гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон:  
1 – исходный; 2 – 1 мин; 3 – 10 мин; 4 – 30 мин;  
5 – 60 мин; 6 – 3 дня
Fig. 3. Molecular weight distribution curves of the products  
of enzymatic hydrolysis of collagen and acrylamide copolymers  
by pancreatin obtained in the presence of the initiating system 
triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-
benzoquinone: 1 – initial; 2 – 1 min;  3 – 10 min; 4 – 30 min; 
5 – 60 min; 6 – 3 days

4,2 4,5 4,8 5,1 5,4 5,7

lg M

1 2 3 4 5 6

Рис. 4. Кривые молекулярно-массового распределения 
продуктов ферментативного гидролиза панкреатином 
сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида, 
полученных в присутствии инициирующей системы 
триэтилбор–гексаметилендиамин –  
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон: 1 – исходный; 2 – 1 мин;  
3 – 10 мин; 4 – 30 мин; 5 – 60 мин; 6 – 3 дня
Fig. 4. Molecular weight distribution curves of the products  
of enzymatic hydrolysis of collagen and N-isopropylacrylamide 
copolymers by pancreatin obtained in the presence  
of the initiating system triethylbor–hexamethylenediamine –  
2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone: 1 – initial; 2 – 1 min;  
3 – 10 min; 4 – 30 min; 5 – 60 min; 6 – 3 days

Снижение интенсивности высокомолекулярной моды 
коллагена обусловлено образованием сшитой структуры 
под действием системы ТЭБ–ГМДА – БХ, которая осу-
ществляется по схемам, аналогичным схемам 2–5. 
Разница заключается в том, что БХ взаимодействует с 
радикальным центром на поверхности коллагена, а не 
с привитым полиакриламидным радикалом (схема 4). 

Предположение об образовании сшитой структуры 
подтверждают последующие эксперименты. Был про-
веден ферментативный гидролиз образцов, в результате 
которого под действием фермента разрушаются 
пептидные связи коллагена, а цепи синтетического 
полимера остаются нетронутыми. Анализ гидролизатов 
сополимеров становится возможным, так как разру-
шается сшитая структура сополимера. В отобранных 
в процессе гидролиза пробах водного раствора сопо-
лимера анализ ГПХ показывает, что высокомолеку-
лярная мода на кривой ММР постепенно исчезает 
(рис. 3, 4), остается мода, отвечающая низкомолеку-
лярной фракции коллагена, которая не подвергается 
гидролизу со значениями молекулярной массы ~25 
кДа и соответствует продуктам ферментативного 
гидролиза рыбного коллагена в ранее проведенных 
экспериментах [41, 54]. Изменения площадей под 
кривыми ММР исходных сополимеров и их гидролизатов 
представлены на рис. 5. Если сравнивать полученные 
результаты гидролиза сополимера с таковыми для 
коллагена [54], то очевидно заметное уменьшение 
скорости гидролиза сополимеров в сравнении с колла-
геном. И даже через 3 дня сохраняются моды низкой 
интенсивности, которые можно отнести к не подвер-
гнувшимся гидролизу ПАА (см. рис. 3, кривую 6) или 
ПНИПА (см. рис. 4, кривую 6). Хорошо известно, что 

протеолитические ферменты гидролизуют связи белков, 
образованные аргинином и лизином [55]. Привитые к 
макромолекуле коллагена синтетические фрагменты, 
видимо, не препятствуют гидролизу пептидных макро-
молекул по тем же связям. Тем не менее стерические 
затруднения, связанные с прививкой синтетических 
фрагментов на коллаген, замедляют этот процесс 
гидролиза. Подобное изменение скорости гидролиза 
наблюдалось ранее при ферментативном разрушении 
привитого сополимера ММА–рыбный коллаген [45]. 
Молекулярная масса ПНИПА ниже, чем молекулярная 
масса ПАА, а при соизмеримых значениях конверсии 
двух мономеров число привитых полимерных цепей 
ПНИПА больше, чем ПАА. В связи с этим в случае ПАА 
остается больше непрореагировавшего коллагена 
(см. рис. 1, 2).

Морфология сополимеров коллагена и АА и коллагена 
и НИПА (рис. 6, b и 7, b) отличается от морфологии 
коллагена (рис. 6, а и 7, а), а также от морфологии 
входящих в состав ПАА (рис 6, с) и ПНИПА (рис. 7, с). 
Свойство ПАА и ПНИПА поглощать и удерживать воду 
передается сополимерам, в состав которых они входят. 
В процессе лиофильной сушки из-за медленного уда-
ления воды происходит «слипание» фрагментов сопо-
лимера в чешуйки разного размера, что приводит к 
визуальному уплотнению продукта на микрофотографии 
(см. рис. 6, b и 7, b). 

Основным возможным способом применения полу-
ченных сополимеров является создание материалов для 
регенеративной медицины. В связи с этим необходима 
оценка цитотоксичности полученных образцов. Была 
исследована токсичность сополимеров коллагена с АА 
и коллагена с НИПА в присутствии 2,5-ДТБХ. 
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Рис. 5. Площади, ограниченные кривыми молекулярно-массового распределения, для гидролизатов сополимеров коллаген–
полиакриламид (а) и коллаген–поли-N-изопропилакриламид (b) с молекулярной массой 250–300 кДа (1) и 25 кДа (2)
Fig. 5. Areas bounded by molecular mass distribution curves for hydrolysates of collagen–polyacrylamide (a) and collagen–
poly-N-isopropylacrylamide (b) copolymers with molecular weight of 250–300 kDa (1) and 25 kDa (2)

Рис. 6. Полученные методом растровой электронной микроскопии изображения морфологии лиофильно высушенных 
образцов коллагена (а), сополимера коллаген–полиакриламид, синтезированного в присутствии системы триэтилбор–
гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон (b), полиакриламида (c)
Fig. 6. Scanning electron microscopy images of morphology of lyophilized collagen samples (a); collagen–polyacrylamide 
copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone (b), 
and polyacrylamide (c)

 a b c

 a b c
Рис. 7. Полученные методом растровой электронной микроскопии изображения морфологии лиофильно высушенных 
образцов коллагена (а), сополимера коллаген–поли-N-изопропилакриламид, синтезированного в присутствии системы 
триэтилбор–гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон (b), поли-N-изопропилакриламида (c)
Fig. 7. Scanning electron microscopy images of morphology of lyophilized collagen samples (a), collagen–  
poly-N-isopropylacrylamide copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 
2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone (b), and poly-N-isopropylacrylamide (c)
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Экстракт и разведения 1:1, 1:2 и 1:4 образца сопо-
лимера коллагена и ПАА соответствуют 4 рангу цито-
токсичности, что говорит о его высокой токсичности 
(рис. 8). Микроскопическая картина соответствует 
(рис. 9). Все клетки в данных разведениях ошарены. 
При разведении 1:8 ранг цитотоксичности снижается 
до 3-го (рис. 8). Помимо множества ошаренных клеток, 
встречаются также единичные распластанные ДФЧ  
(см. рис. 9, b). Однако эти клетки также токсированы. 
Часть образца остается нерастворенной, предположи-
тельно из-за сшитой структуры. Высокую токсичность 
образца мы связываем с наличием непрореагиро-
вавшего АА (см. табл. 2). Для использования таких 
продуктов требуется избавиться от мономера, что легко 
достигается с помощью экстракции хлороформом в 
аппарате Сокслета [48] и приводит к снижению ток-
сичности [42].

Экстракт сополимера коллагена и ПНИПА соответ-
ствует 4 рангу цитотоксичности (рис. 10). Все клетки 
токсированы. В поле зрения много фрагментов образца 
разных размеров. При дальнейших разведениях степень 
цитотоксичности постепенно снижается. Разведение 1:1 
демонстрирует 2 ранг, разведения 1:2 и 1:8 – 1 ранг. 
Фрагменты образца «слипаются» в подобия кластеров. 
Разведение 1:4 соответствует 0 рангу цитотоксичности 
(рис. 10, 11).

Таким образом, экстракты обоих сополимеров 
коллагена проявляли высокую степень цитотоксич-
ности. Экстракт сополимера коллагена и ПАА сохранял 
высокую степень цитотоксичности при всех иссле-
дуемых разведениях, а цитотоксичность сополимера 
коллагена и ПНИПА при разведении нивелировалась. 
Такие сильные различия цитотоксического эффекта, 
вероятнее всего, вызваны различием в строении 
мономеров.
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Рис. 8. Оптическая плотность экстракта, полученного из сополимера коллаген–полиакриламид, синтезированного  
в присутствии системы триэтилбор–гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон, и его разведений  
в соотношении с контролем (МТТ-тест)
Fig. 8. Optical density of the extract obtained from the collagen–polyacrylamide copolymer synthesized in the presence of the 
system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone and its dilutions in relation to the control (MTT assay)

Рис. 9. Репрезентативные микрофотоснимки: а – контроль, среда без сополимера; b – с экстрактом сополимера 
коллаген–полиакриламид, синтезированного в присутствии системы триэтилбор–гексаметилендиамин –  
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон, разведение экстракта 1:8
Fig. 9. Representative micrographs: a – control, medium without copolymer; b – with an extract of the collagen–polyacrylamide 
copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone, 
dilution of the extract 1:8
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования выявлено, что 

привитая полимеризация АА на коллаген в присутствии 
комплекса ТЭБ с ГМДА и ряда п-хинонов приводит к 
образованию сополимеров сшитой структуры, эффек-
тивность прививки определяется строением мономера 
и п-хинона. Это подтверждается методом ГПХ. Замед-
ление ферментативного гидролиза по сравнению с 
гидролизом чистого коллагена является доказатель-
ством существования стерических препятствий для 
его осуществления, то есть образованием сополимера. 
Во всех случаях п-хиноны ведут себя как замедлители 

полимеризации, кроме БХ при полимеризации АА, 
где привитой ПАА отсутствует. Сополимеры проявляют 
высокую токсичность, обусловленную присутствием 
непрореагировавших мономеров. При разбавлении 
токсичность сополимеров коллагена и АА сохраняется, 
а сополимера коллагена и НИПА исчезает. Разрабо-
танная методика позволяет синтезировать сшитые 
сополимеры коллагена и АА, токсичность которых можно 
исключить путем разведения или экстракции. Все это 
позволяет в перспективе рассматривать полученные 
сополимеры в качестве материалов для регенера-
тивной медицины.
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