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Некоторые аспекты терапевтического действия катехинов связаны с их влиянием на отложение
фибрилл коллагена в тканях. Предполагается, что этот процесс находится под контролем сигналь-
ной и регуляторной систем клеток, на которые воздействуют катехины, при этом нельзя исключать
прямого взаимодействия полифенолов со структурными белками. В настоящей работе мы исследо-
вали непосредственное влияние (+)-катехина и эпигаллокатехин галлата на формирование фиб-
рилл коллагена in vitro. Используя турбидиметрию, дифференциальную сканирующую калоримет-
рию и просвечивающую электронную микроскопию мы показали, что (+)-катехин ускоряет обра-
зование фибрилл коллагена I типа, при этом образующиеся фибриллы имеют специфическую для
этого белка структуру и термическую стабильность, тогда как эпигаллокатехин галлат в концентра-
ции 10 мкМ ингибирует фибриллогенез. Полученные результаты расширяют наши представления о
возможных механизмах терапевтического действия катехинов, демонстрируя возможность прямого
взаимодействия (+)-катехина и эпигаллокатехин галлата с мономерами и фибриллами коллагена, и
могут быть полезны при разработке новых препаратов, содержащих эти растительные полифенолы
или их синтетические аналоги. 
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Растительные полифенолы, поступающие в
организм человека с пищей, оказывают значи-
тельный терапевтический эффект благодаря ан-
тиоксидантной, антигипертензивной, противо-
воспалительной, иммуномодулирующей, проти-
вомикробной и противовирусной активности, а
также обладают противораковым, нейропротек-
торным и кардиопротекторным действием [1, 2].
Растительные продукты, такие как чай, содержат
множество полифенольных соединений, в том
числе катехинов, принадлежащих к семейству
флавоноидов и обладающих высоким терапевти-
ческим потенциалом [3, 4]. Катехины оказывают
антиканцерогенное действие на многие виды
опухолей [5]. Они подавляют пролиферацию,
рост раковых клеток и метастазирование, улуч-

шают иммунитет, проявляют синергизм с други-
ми противораковыми препаратами [6]. Кроме то-
го, известно, что катехины могут снижать уровень
холестерина в крови [7], предотвращать развитие
сердечно-сосудистых заболеваний, а также бо-
лезней Паркинсона и Альцгеймера [8, 9].

Влияние катехинов на формирование фиб-
рилл коллагена является одним из важных аспек-
тов их воздействия на ткани. Этот эффект может
быть обусловлен действием на клеточные сиг-
нальные системы, вовлеченные в регуляцию об-
разования или разрушения фибрилл коллагена в
тканях [10]. Тем не менее ранее нами была пока-
зана возможность прямого влияния флавоноидов
на формирование фибрилл коллагена из мономе-
ров этого белка in vitro [11, 12]. Было обнаружено,
что в зависимости от количества гидроксильных
групп в молекуле, особенно в кольце B, флавоно-
иды могут ускорять или подавлять процесс фиб-
риллогенеза [11].

Сокращения: ЭГКГ – эпигаллокатехин галлат, tlag –
продолжительность лаг-фазы, Dмин и Dмакс –
минимальный и максимальный уровни оптической
плотности, ΔD – разность значений оптической плотности
(ΔD = Dмакс – Dмин).
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В представленной работе мы исследовали вли-
яние (+)-катехина (рис. 1) и его производного,
эпигаллокатехин галлата (ЭГКГ), на формирова-
ние фибрилл коллагена I типа. Выбор указанных
соединений обусловлен их присутствием в еже-
дневном рационе человека [13, 14], а также тем
фактом, что ЭГКГ обладает высоким сродством к
молекулам коллагена [14].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экстракция коллагена и образование фибрилл.
Коллаген выделяли из сухожилий хвостов моло-
дых самцов крыс линии Вистар (массой 45 г) в со-
ответствии с описанной ранее методикой [11, 12].
Сухожилия тщательно промывали дистиллиро-
ванной водой, переносили в 0.2 М уксусную кис-
лоту и инкубировали при 4°С в течение несколь-
ких суток. Затем раствор нейтрализовали гидрок-
сидом аммония до рН 7.0, после чего добавляли
96%-й холодный этиловый спирт при постоян-
ном перемешивании. Все процедуры проводили
при температуре 4°С. Через 2 ч раствор центрифу-
гировали 30 мин при 5000 об/мин, осадок снова
ресуспендировали в 0.2 М уксусной кислоте и
оставляли на 12 ч при 4°С. Полученный раствор
центрифугировали при 140000 g для удаления
фрагментов клеток, а супернатант, содержащий
мономеры коллагена, использовали в дальней-
ших экспериментах. Для инициации образования
фибрилл аликвоту раствора мономеров коллагена
переносили в раствор, содержащий 35 мМ
Na2HPO4 и 145 мМ NaCl. Значение pH получен-
ного после смешивания раствора составляло 7.4.
Концентрация белка в рабочих растворах состав-
ляла 0.2 мг/мл. 

Турбидиметрия. Как описано ранее [11, 12], из-
менения оптической плотности растворов колла-
гена,  сопровождающие процесс фибриллогенеза,
регистрировали с помощью спектрофотометра
Specord M-40 (Carl Zeiss Jena, Германия), исполь-
зуя кварцевую спектрофотометрическую кювету
объемом 2 мл. Измерения осуществляли на длине
волны 313 нм в фосфатно-солевом растворе сле-
дующего состава: Na2HPO4 – 35 мМ, NaCl –
145 мМ, pH 7.4. Запись значений оптической
плотности осуществляли с шагом 15 с при помо-
щи программного обеспечения спектрофотомет-
ра. Построение кривых и расчет параметров осу-
ществляли с помощью программного обеспече-
ния OriginLab Pro (OriginLab Corp., США).

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия. Термограммы плавления образцов колла-
гена записывали с помощью дифференциального
адиабатического сканирующего микрокалори-
метра ДАСМ-4 (ИБП РАН, Пущино, Россия).
Все измерения проводили в фосфатно-солевом
растворе следующего состава: Na2HPO4 – 35 мМ,
NaCl – 145 мМ, pH 7.4 при скорости нагрева
1°С/мин. Термограммы анализировали с помо-
щью программного обеспечения OriginLab Pro.

Электронная микроскопия. Для визуализации
структуры фибрилл коллагена I типа, спонтанно
формирующихся при комнатной температуре в
присутствии катехинов, использовали метод про-
свечивающей электронной микроскопии. Образ-
цы коллагена в фосфатно-солевом растворе, со-
став которого указан выше, после суточной инку-
бации при комнатной температуре наносили на
микроскопические сеточки, покрытые формва-
ровой пленкой. Окраску проводили сначала 1%-м
раствором уранилацетата, затем 1%-м раствором
фосфовольфрамата натрия. Время воздействия

Рис. 1. Структурные формулы (+)-катехина (а) и эпигаллокатехин галлата (б).
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каждого реагента составляло 2–3 мин. Образцы
визуализировали с помощью электронного мик-
роскопа JEM-100B (JEOL, Япония) при увеличе-
нии 30000×.

РЕЗУЛЬТАТЫ

(+)-Катехин и ЭГКГ противоположным образом
влияют на процесс фибриллогенеза. Известно [11,
12], что при переносе кислого раствора мономе-
ров коллагена (рН 3.0) в нейтральный буфер
(рН 7.4) происходит образование фибрилл, кото-
рое может быть зафиксировано по увеличению
оптической плотности растворов при длине вол-
ны 313 нм. Эти изменения позволяют исследовать
динамику процесса фибриллогенеза. 

Было обнаружено, что кривая роста оптиче-
ской плотности имеет форму сигмоиды (рис. 2а,
кривые 1–4) и может быть разделена на три фазы:
лаг-фазу, фазу роста и фазу насыщения, или пла-
то (рис. 2в). Лаг-фаза сопровождается небольшим
увеличением оптической плотности раствора; на
этапе роста происходило значительное увеличе-
ние оптической плотности раствора; фаза насы-
щения (плато) — это время, когда достигается
максимальная оптическая плотность раствора
коллагена и формируются стабильные фибрил-
лярные структуры [15].

Мы измеряли продолжительность лаг-фазы
(tлаг) и амплитуды изменения оптической плот-
ности ΔD = Dмакс – Dмин. Сигмоидальная форма
кривых сохраняется в присутствии (+)-катехина
(рис. 2а, кривые 2–4). При этом увеличение кон-
центрации данного агента сопровождается
уменьшением обеих измеряемых величин (ΔD и
tлаг) (рис. 2б,г). В присутствии ЭГКГ изменения
оптической плотности были значительно мень-
шими (рис. 2а, кривые 5–7). При этом оптиче-
ская плотность возрастала экспоненциально
(рис. 2д) и не могла быть разделена на этапы, как
это было сделано в случае сигмоидального роста.
Экспоненциальную кривую мы характеризовали
значением максимально достижимой оптической
плотности (Dмакс), которое мы рассчитывали пу-
тем аппроксимации экспериментальных данных
уравнением асимптоты (y = Dмакс – bcx), где ко-
эффициенты b и c определяют форму кривой
(рис. 2д). Было установлено, что с увеличением
концентрации ЭГКГ значения ΔD уменьшались
(рис. 2е).

(+)-Катехин и ЭГКГ повышают термостабиль-
ность формирующихся в их присутствии агрегатов
коллагена. Влияние флавоноидов на термоста-
бильность предварительно сформированных
фибрилл коллагена I типа изучали методом диф-
ференциальной сканирующей микрокалоримет-
рии. Известно [11, 16], что мономеры коллагена,

находящиеся в кислой среде (рН 3.0), плавятся
при температуре около 40°C. Мы обнаружили,
что фибриллы коллагена, спонтанно образующи-
еся из мономеров при переносе раствора в ней-
тральную среду (рН 7.4), имели более высокую
температуру плавления – около 50°C (рис. 3, тер-
мограммы 1 и 2 соответственно). При формиро-
вании фибрилл в присутствии (+)-катехина или
ЭГКГ температура плавления повышалась при-
мерно до 55°C (рис. 3, термограммы 3 и 4).

ЭГКГ, в отличие от (+)-катехина, способствует
формированию агрегатов коллагена с нерегулярной
структурой. При использовании метода электрон-
ной микроскопии нами было установлено, что
контрольные образцы коллагена в нейтральной
среде (рис. 4а) содержали многочисленные пучки
фибрилл с поперечной полосатостью с периодом
порядка  65–67 нм, что соответствует литератур-
ным данным [11, 12, 17, 18]. Аналогичная полоса-
тость, но с периодом примерно на 7% больше,
присутствовала в фибриллах коллагена, образо-
ванных в присутствии (+)-катехина (рис. 4б). До-
бавление ЭГКГ предотвращало формирование
фибрилл – большая часть белка представляла со-
бой аморфную массу (рис. 4в). При этом наблю-
даемые редкие фибриллы сохраняли поперечную
полосатость с периодом примерно на 5% боль-
шим, чем в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что в кислой среде коллаген, полу-

ченный из тканей животных, диссоциирует на от-
дельные белковые молекулы. Когда раствор кол-
лагена переносится в нейтральную или слабоще-
лочную среду, мономерные молекулы образуют
пучки поперечно-полосатых фибрилл, которые
можно наблюдать с помощью электронного
микроскопа [11, 12, 17–19]. Как отмечено выше,
кривая, отражающая изменение оптической
плотности растворов коллагена в процессе фиб-
риллогенеза, имеет сигмоидальную форму и раз-
делена на лаг-фазу (резкое увеличение оптиче-
ской плотности раствора), фазу роста, во время
которой происходит значительное увеличение
оптической плотности раствора, и фазу насыще-
ния (достигается максимальная оптическая плот-
ность раствора), в ходе которой завершается фор-
мирование структуры фибрилл. Турбидиметри-
ческие исследования показывают (рис. 2), что
(+)-катехин ускоряет образование фибрилл, о
чем свидетельствует сокращение продолжитель-
ности лаг-фазы (рис. 2е). Сокращение tлаг можно
определить как ускорение формирования фиб-
рилл коллагена [11]. Лаг-фаза соответствует ста-
дии нуклеации, во время которой, в результате аг-
регации отдельных молекул, образуются димеры
коллагена [15]. Предположительно, уменьшение
продолжительности лаг-фазы объясняется тем,
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Рис. 2. Влияние катехинов на изменение оптической плотности раствора при формировании фибрилл коллагена.
(а, в, д) – Кривые оптической плотности растворов коллагена и их анализ: (а) – кривая 1 – контрольный образец,
кривая 2 – образец в присутствии 10 мкМ катехина, кривая 3 – образец в присутствии 50 мкМ катехина, кривая 4 –
образец в присутствии 100 мкМ катехина, кривая 5 – образец в присутствии 1 мкМ ЭГКГ, кривая 6 – образец в
присутствии 10 мкМ ЭГКГ и кривая 7 – образец в присутствии 50 мкМ ЭГКГ; (в) – анализ сигмоидальной кривой
оптической плотности, кривая разделена на лаг-фазу (характеризуется временем tлаг и минимальной оптической
плотностью Dмин), фазу роста и плато (характеризуется максимальной оптической плотностью Dмакс); (д) – анализ
экспоненциальной кривой оптической плотности, кривая характеризуется параметром ΔD. (б, г, е) – Результаты
анализа кривых изменения оптической плотности: представлены значения ΔD (б) и tлаг (г) под действием
(+)-катехина, а также изменения ΔD под действием ЭГКГ (е).
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что молекулы (+)-катехина способны влиять пре-
имущественно на начальный этап формирования
фибрилл – этап нуклеации.

Молекулы ЭГКГ совершенно иначе влияют
на процесс образования фибрилл коллагена, по-
давляя этот процесс в самом начале (рис. 1г, кри-
вые 5, 6 и 7). В присутствии ЭГКГ кривая роста
оптической плотности раствора коллагена не
имела сигмоидальной формы. Напротив, этот
процесс носил экспоненциальный характер. Это

предполагает возможность существования раз-
личных вариантов взаимодействия белковых мо-
лекул в этих условиях.

Дифференциальная сканирующая калоримет-
рия показывает значительное, примерно на 10–
11°C, увеличение термостабильности фибрилл
коллагена по сравнению с раствором его мономе-
ров в кислой среде (рис. 3), что коррелирует с дан-
ными предыдущих исследований [11, 16]. Даль-
нейшее повышение термостабильности фибрилл
коллагена почти на 5°C наблюдалось в присут-
ствии 10 мкМ (+)-катехина. Примечательно, что
агрегаты коллагена с нерегулярной структурой,
образующиеся в присутствии 10 мкМ ЭГКГ, име-
ют аналогичные термические свойства. Это ука-
зывает на то, что повышенная термостабильность
коллагена в присутствии катехинов связана не
только с фибриллярной структурой этого белка.
Повышение термостабильности образующихся
агрегатов коллагена, в том числе фибрилл, пред-
положительно, можно объяснить образованием
при участии катехинов прочных поперечных свя-
зей между белковыми молекулами.

Электронная микроскопия показывает, что в
присутствии (+)-катехина образуются попереч-
но-полосатые фибриллы, аналогичные тем, что
наблюдаются в контрольных образцах. На микро-
фотографии (рис. 4а,б) видны фибриллы с перио-
дом около 64–67 нм, характерные для коллагена
[20]. Это подтверждает предположение о том, что
белковые агрегаты, формирование которых реги-
стрировалось методом турбидиметрии, действи-
тельно являются фибриллами.

В отличие от (+)-катехина, ЭГКГ подавляет
образование фибрилл в аналогичных или даже

Рис. 3. Термограммы плавления коллагена, получен-
ные методом дифференциальной сканирующей ка-
лориметрии: термограмма 1 – мономер коллагена,
pH 3.0; термограмма 2 – фибриллярный коллаген,
рН 7.4, инкубация 1 ч; термограмма 3 – фибриллы
коллагена формировались в присутствии 10 мкМ
(+)-катехина, инкубация 1 ч; термограмма 4 – фиб-
риллы коллагена формировались в присутствии
10 мкМ ЭГКГ, инкубация 1 ч.

Рис. 4. Просвечивающая электронная микроскопия фибрилл коллагена. (а) – Пучки поперечно-полосатых фибрилл
в контрольном препарате коллагена. (б) – Аналогичные фибриллы образовывались в присутствии 10 мкМ
(+)-катехина. (в) – В присутствии 10 мкМ ЭГКГ большая часть материала была аморфной (отмечено звездочкой).
Однако в этом препарате встречались и одиночные поперечно-полосатые фибриллы (отмечено стрелками).
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более низких концентрациях. Об этом свидетель-
ствуют не только небольшие значения ΔD, на-
блюдаемые в турбидиметрическом исследовании,
но и данные электронной микроскопии, показы-
вающие, что большая часть белка имеет аморф-
ную структуру, тогда как фибриллярный колла-
ген встречается очень редко (рис. 4в). Турбиди-
метрический анализ также показывает, что в
присутствии ЭГКГ кривые изменения оптиче-
ской плотности растворов имеют форму экспо-
нент и, следовательно, не имеют лаг-фазы, в тече-
ние которой, как известно, происходит линейная
агрегация мономеров коллагена, предшествую-
щая образованию фибрилл [15, 21]. 

Фибриллярный коллаген обеспечивает меха-
ническую прочность тканям человека и живот-
ных. Ингибирующее действие ЭГКГ на отло-
жение коллагена может способствовать ремоде-
лированию тканей во время заживления
диабетических ран [22], терапии сердечно-сосу-
дистой дисфункции [23], гиперплазии предста-
тельной железы [24] и фиброза печени [25]. Он
может значительно предотвратить повреждение
легких, воспаление и окислительный стресс [26].
Было показано, что ЭГКГ может служить пер-
спективным агентом при создании лекарствен-
ных средств для предотвращения развития гипер-
трофированных шрамов [27], способный ингиби-
ровать рост и вызывать уменьшение размеров
келоидной ткани [28]. Терапевтический эффект
ЭГКГ может обеспечиваться присутствием в мо-
лекуле катехоловой группы. Например, синтети-
ческие соединения, такие как полимерные гели,
содержащие боковые группы катехолов, могут,
подобно ЭГКГ, уменьшать отложение коллагена
в тканях и оказывать противовоспалительное
действие [29]. В настоящее время получены дока-
зательства того, что обнаруженное действие
ЭГКГ может быть опосредовано влиянием на
клеточные сигнальные системы, например пути
AKT/mTOR [26], ERK1/2 [30], TGF-β/Smad [31]
или RunX2/Col IV [32]. Однако в представленной
работе мы показали, что при концентрации
ЭГКГ, равной 1 мкМ, наблюдается ингибирова-
ние образования коллагеновых фибрилл. Извест-
но, что концентрация катехинов в крови челове-
ка, выпивающего одну чашку чая, составляет
около 0.5 мкМ [33], что близко к уровню ЭГКГ,
способного ингибировать образование коллаге-
новых фибрилл в наших экспериментах. Можно
предположить, что ЭГКГ способен в том числе и
напрямую, без участия клеточных регуляторных
систем, влиять на образование фибрилл in vivo.
Поэтому мы призываем к дальнейшему рассмот-
рению возможности прямого влияния ЭГКГ на
отложение коллагена как одного из механизмов
терапевтического действия этого препарата.

ВЫВОДЫ
Представленная работа посвящена изучению

влияния катехинов чая на формирование фиб-
рилл коллагена из мономеров этого белка. Обна-
руженное нами ускорение образования фибрилл
в присутствии (+)-катехина и ингибирование
этого процесса ЭГКГ в концентрациях, близких к
физиологическим, расширяют наши представле-
ния о механизмах терапевтического действия
этих веществ в случае патологий, ассоциирован-
ных с изменением структуры, свойств и содержа-
ния фибриллярного коллагена в тканях. Мы по-
лагаем, что в дополнение к главному тренду в ис-
следованиях участия клеточных сигнальных
систем во взаимодействии фибрилл коллагена с
клетками тканей, следует уделить также внима-
ние изучению прямого влияния различных аген-
тов, включая ЭГКГ и других природных полифе-
нольных соединений, на образование фибрилл
коллагена в тканях. Полученные в этих исследо-
ваниях данные могут быть использованы для со-
здания новых фармакологических средств для
профилактики и лечения широкого спектра забо-
леваний.
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Some aspects of therapeutic action of catechins are associated with their effects on the deposition of collagen
fibrils in tissues. It is assumed that this process is controlled through signaling and regulatory pathways in cells
that catechins affect, however, the direct interactions of polyphenols with structural proteins cannot be ex-
cluded. The present work investigates the direct effect of (+)-catechin and epigallocatechin gallate on the for-
mation of collagen fibrils in vitro. Turbidimetty, differential scanning calorimetry and transmission electron
microscope data showed that (+)-catechin accelerates the formation of type I collagen fibrils, and the result-
ing fibrils have a protein-specific structure and thermal stability, while epigallocatechin gallate at a concen-
tration of 10 μM inhibits fibrillogenesis. The results obtained expand our understanding of the potential
mechanisms of therapeutic action of catechins demonstrating the possibility of a direct interaction of (+)-
catechin and epigallocatechin gallate with collagen monomers and collagen fibrils and these findings may be
useful in the development of new drugs containing these plant polyphenols or their synthetic analogues.
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