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Н.А. Николаева, В.В. Розанов, С.Н. Мамаева
ВЛИЯНИЕ КОМБИНИРОВАННОЙ
СТЕРИЛИЗАЦИИ НА СТРУКТУРНО-
ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА
КОСТНЫХ ИМПЛАНТАТОВ:
ИССЛЕДОВАНИЕ РАДИАЦИОННО-ИНДУ-
ЦИРОВАННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ КОЛЛАГЕНА

Представлен комплексный анализ влияния радиационного и комбинированного воздействия на структуру и свойства костной ткани, с 
особым акцентом на изменения в коллагеновой матрице. Разработана математическая модель, описывающая изменения межфибрил-
лярных расстояний в коллагене, что позволило количественно связать дозовую нагрузку с уровнем деструкции белковой матрицы. Уста-
новлено, что комбинированная стерилизация позволяет снизить дозу облучения до 12 кГр, сохраняя при этом структурную целостность 
коллагена и механические свойства костного материала. Предложена модель деградации коллагена под действием радиации, связываю-
щая дозовую нагрузку с изменением межмолекулярных расстояний; установлена количественная корреляция между параметрами Δr (по 
модели) и структурными изменениями коллагена; экспериментально доказана возможность снижения радиационной дозы при сохране-
нии стерилизующего эффекта благодаря озоновой предобработке. 

Ключевые слова: радиационная стерилизация, озон, коллаген, костная ткань, FTIR, атомно-силовая микроскопия, математическое 
моделирование

This paper presents a comprehensive analysis of the effects of radiation and combined exposure on the structure and properties of bone tis-
sue, with a particular emphasis on changes in the collagen matrix. A mathematical model has been developed describing changes in interfibrillar 
distances in collagen, enabling a quantitative relationship between the radiation dose and the level of protein matrix degradation. It was found 
that combined sterilization allows reducing the radiation dose to 12 kGy, while maintaining the structural integrity of collagen and the mechanical 
properties of bone material. A model of collagen degradation under the influence of radiation is proposed, linking the dose load with a change 
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in intermolecular distances; a quantitative correlation between the parameters Δr (according to 
the model) and structural changes in collagen was established; the possibility of reducing the 
radiation dose while maintaining the sterilizing effect through ozone pretreatment has been ex-
perimentally demonstrated. 
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Введение. Современные тенден-
ции в реконструктивной хирургии и 
тканевой инженерии предъявляют по-
вышенные требования к качеству и 
биосовместимости костных имплан-
татов. Одним из ключевых условий 
их безопасного применения является 

эффективная стерилизация при ми-
нимальном изменении структуры ма-
териала. Радиационная стерилизация 
зарекомендовала себя как высокоэф-
фективный метод, обеспечивающий 
надежную инактивацию патогенных 
микроорганизмов без использования 
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токсичных реагентов. Однако избыточ-
ная радиационная доза (более 20–25 
кГр) приводит к деградации органиче-
ского матрикса кости, в частности — 
коллагена, что существенно снижает 
механическую прочность и биологиче-
скую активность материала [2, 3, 7, 9].

Коллаген — основной структурный 
белок соединительной ткани, обе-
спечивающий прочность, упругость и 
биосовместимость костей [4, 11]. Его 
молекулярная организация чувстви-
тельна к физико-химическим воздей-
ствиям, особенно к ионизирующему 
излучению. Повреждение коллагено-
вой матрицы проявляется в виде раз-
рыва пептидных связей, дестабилиза-
ции вторичной структуры и увеличения 
межмолекулярных расстояний между 
фибриллами, что приводит к наруше-
нию архитектуры костной ткани. По-
нимание механизмов радиационной 
деградации коллагена является клю-
чом к разработке щадящих режимов 
стерилизации. Одним из перспектив-
ных направлений оптимизации ра-
диационной стерилизации является 
применение комбинированных техно-
логий, включающих предварительное 
воздействие озоном [8]. Озон обла-
дает выраженными бактерицидными 
свойствами и способствует частично-
му разрушению клеточных мембран 
микроорганизмов, повышая эффек-
тивность последующего радиационно-
го облучения. Такой подход позволяет 
снизить необходимую дозу излучения, 
тем самым ограничив радиационные 
повреждения структурных белков. Ра-
нее показано, что радиация вызывает 
дозозависимые изменения в спектрах 
амидных групп коллагена (Amide I, 
II, III) в области 1670–1500 см⁻¹, что 
свидетельствует о нарушении про-
странственной организации белковой 
матрицы [8]. Однако количественные 
закономерности изменения межмоле-
кулярных расстояний и параметров 
морфологии коллагеновых фибрилл 
под действием радиации изучены не-
достаточно. Для решения этой задачи 
в настоящей работе была разработана 
математическая модель, связываю-
щая дозовую нагрузку с изменением 
расстояний между диполями в структу-
ре коллагена. Введение озоновой об-
работки перед радиационным воздей-
ствием позволяет не только повысить 
стерилизующий эффект, но и стабили-
зировать структуру белковой матрицы. 
Это обусловлено повышением содер-
жания кислорода в костной ткани, что 
усиливает «кислородный эффект» и 
уменьшает дозовую нагрузку, необхо-
димую для инактивации патогенов [8]. 

В данной работе выполнено ком-
плексное исследование коллагеновых 
структур костной ткани после различ-
ных видов стерилизующего воздей-
ствия — селективного (озонового и 
радиационного) и комбинированного. 
Основная цель: оценить степень ради-
ационно-индуцированной деградации 
коллагена и определить оптимальные 
параметры комбинированной стерили-
зации, обеспечивающие сохранность 
морфологии и механических характе-
ристик костной ткани.

Материалы и методы. Для изуче-
ния структурных изменений коллаге-
на в костной ткани под воздействием 
ионизирующего излучения и озоновой 
обработки был применен комплекс со-
временных инструментальных и рас-
четных методов, что позволило все-
сторонне охарактеризовать морфоло-
гические, химические и механические 
изменения костных образцов на микро- 
и наномасштабном уровне. В качестве 
модельных образцов использовались 
компактные фрагменты костной ткани 
(2×2×3 мм) крупного рогатого скота, 
предварительно очищенные, обезжи-
ренные и высушенные при темпера-
туре не выше 40 °C для сохранения 
коллагеновой структуры. Кость рас-
сматривалась как двухфазная систе-
ма: минеральный компонент (гидрок-
сиапатит кальция Ca₁₀(PO₄)₆(OH)₂) и 
органическая матрица, представлена 
в основном коллагеном I типа, ответ-
ственным за упругость и пластичность. 
Все образцы хранились в герметичных 
пакетах при комнатной температуре до 
проведения анализа. ИК-спектры реги-
стрировались на спектрометре Varian 
7000 FTIR в диапазоне 4000–400 см⁻¹ 
с разрешением 2 см⁻¹. Метод FTIR 
позволил получить количественные 
данные о состоянии органической и 
минеральной фаз костной ткани. Ана-
лиз спектров проводился по основным 
характеристическим полосам погло-
щения. Для количественного анализа 
применялась деконволюция амидных 
полос (I и II), что позволило оценить 
степень деградации коллагеновых во-
локон и изменение их поперечных свя-
зей при радиационном воздействии. 
Морфология и наноструктура поверх-
ности коллагеновых фибрилл иссле-
довались методом атомно-силовой 
микроскопии на установке Solver NEXT 
(NT-MDT, Россия). Регистрировались 
трехмерные изображения площадью 
5×5 мкм и 10×10 мкм с разрешением по 
вертикали до 1 нм. С помощью специ-
ализированного программного обеспе-
чения (Nova и Image Analysis 3.4) вы-
числялись: средняя толщина фибрилл 

(dₒ), межфибриллярное расстояние 
(r), параметр ориентации (θ), средне-
квадратичная шероховатость (Rₐ), 
коэффициент упорядоченности струк-
туры (S). Особое внимание уделялось 
изменению r — среднего расстояния 
между фибриллами, отражающего 
степень радиационно-индуцирован-
ной деструкции коллагеновой сетки. 
Морфологический анализ поверхности 
и элементный состав проводились на 
микроскопе JEOL JSM-7800F (Япо-
ния), оснащенном системой энергоди-
сперсионного анализа. РЭМ позволи-
ла оценить: топографию поверхности 
(трещины, дефекты, пористость), рас-
пределение элементов (C, O, Ca и т.д.) 
и др. Микротвердость определялась 
по методу Виккерса с использованием 
прибора DM8 (Италия). Для каждого 
образца выполнялись измерения с по-
следующим статистическим усредне-
нием, результаты сравнивались между 
группами (контроль, озон, радиация, 
озон + радиация). Для количествен-
ного описания радиационно-индуци-
рованных изменений в коллагеновой 
структуре была разработана физико-
математическая модель, основанная 
на дипольном представлении молеку-
лы коллагена. Модель связывает по-
глощенную дозу излучения (D) с изме-
нением межмолекулярного расстояния 
(Δr) между центрами диполей:

где:  — поглощенная энергия, m 
— масса образца, A — константа вза-
имодействия диполей, p — дипольный 
момент молекулы коллагена, k — по-
стоянная Больцмана, T — температу-
ра (К). Из этого следует зависимость:

где: r₁ и r₂ — расстояния между дипо-
лями до и после облучения; N — чис-
ло молекул коллагена; c — параметр, 
учитывающий коэффициент качества 
излучения и дипольную константу.

Разность Δr = r₂ − r₁ характеризует 
степень радиационной деструкции 
коллагена. Расчетные значения Δr 
были сопоставлены с эксперименталь-
ными данными, что позволило количе-
ственно подтвердить корреляцию меж-
ду дозовой нагрузкой и изменением 
структуры коллагена. Для подтверж-

,
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дения стерилизующего эффекта ком-
бинированной технологии были прове-
дены микробиологические тесты. Наи-
большая эффективность инактивации 
спор грибов и бактерий отмечена при 
комбинированной обработке озоном и 
радиацией с дозой 12–15 кГр. Экспери-
ментальные данные были обработаны 
с использованием программ OriginPro 
2023, Statistica 13.3 и Matlab. Для 
сравнения результатов использовался 
t-критерий Стьюдента при уровне зна-
чимости p < 0.05. 

Результаты и обсуждение. Экспе-
риментальные данные подтверждают, 
что воздействие ионизирующего из-
лучения на костную ткань вызывает 
серию взаимосвязанных изменений в 
органической (коллагеновой) и неор-
ганической (минеральной) фазах. При 
дозах до 10–12 кГр сохраняется отно-
сительная структурная стабильность, 

однако при превышении 15–20 кГр
фиксируются признаки деградации 
коллагеновой сети, сопровождаю-
щиеся уменьшением интенсивно-
сти амидных полос в ИК-спектрах и 
ростом микропористости на АСМ- и 
РЭМ-изображениях. Радиация иници-
ирует образование активных радика-
лов, приводящих к разрыву пептидных 
связей и деструкции тройной спирали 
коллагена. Это проявляется в изме-
нении конфигурации волокон, увели-
чении межфибриллярных расстояний 
и локальном снижении микротвердо-
сти поверхности. При этом озоновая 
обработка перед облучением играет 
значительную роль, снижая количе-
ство радиационно-активных центров и 
частично компенсируя энергетическое 
воздействие гамма-квантов или элек-
тронного пучка.

Инфракрасная спектроскопия: 
изменение структуры коллагена. 
В табл. 1 представлены характерные 
спектры костной ткани до и после об-

лучения дозами 12 и 20 кГр: 1) полоса 
амид I (1670–1650 см⁻¹), соответству-
ющая растяжению связи C=O в пеп-
тидной группе, постепенно снижается 
с ростом дозы, что свидетельствует 
о разрушении вторичной структуры 
(α-спираль и β-листы); 2) полоса амид 
II (1550 см⁻¹), отражающая комбини-
рованные колебания C–N и N–H, ста-
новится менее выраженной при до-
зах свыше 15 кГр, что указывает на 
частичную деструкцию водородных 
связей в белке; 3) наблюдается умень-
шение интенсивности полосы амид 
III (1240 см⁻¹), ассоциированной с по-
перечными сшивками коллагена; 4) в 
минеральной фазе фиксируется отно-
сительное повышение интенсивности 
фосфатных полос (560 и 604 см⁻¹), что 
связано с частичной потерей органи-
ческого компонента и относительным 
увеличением доли апатита. Эти ре-

зультаты подтверждают, что коллаге-
новая составляющая костной ткани 
является наиболее радиочувствитель-
ным компонентом. Снижение интен-
сивности полос амидных групп при до-
зах ≥20 кГр указывает на деградацию 
белковой матрицы, что коррелирует с 
падением микротвердости и измене-
нием нанорельефа поверхности. 

Атомно-силовая микроскопия: 
наноморфология коллагена. АСМ-
исследования выявили дозозависи-
мые изменения в наноструктуре кол-
лагеновой сети. Контрольные образцы 
демонстрировали четко выраженную 
упорядоченность фибрилл с характер-
ным шагом поперечной исчерченности 
~67 нм, что соответствует нормальной 
D-периодичности коллагена I типа. 
После облучения дозой 12 кГр струк-
тура сохраняет регулярный рисунок, 
наблюдаются лишь незначительные 

Изменения амидных и минеральных полос при различной дозовой нагрузке

Полоса (см⁻¹) Структура 12 кГр 20 кГр Интерпретация

1673 (амид I) C=O (пептид) Незначительное снижение
(~5%)

Существенное ослабление 
(~20%) Разрыв спиралей коллагена

1550 (амид II) C–N, N–H Незначительные колебания Снижение интенсивности Нарушение
водородных связей

1240 (амид III) С–N + N–H Сохраняется Снижение на 15–18% Утрата
поперечных сшивок

1030 (PO₄³⁻) Минеральная решетка Незначительное повышение Рост относительной доли Относительное
оголение апатита

870 (CO₃²⁻) Карбонат замещения Без изменений Незначительное снижение Потеря
части карбонатной группы

Измеренные параметры наноструктуры

Параметр Контроль 12 кГр 20 кГр 25 кГр
Средняя толщина фибриллы dₒ, нм 95 ± 8 97 ± 10 112 ± 12 130 ± 14
Межфибриллярное расстояние r, нм 41 ± 5 43 ± 6 62 ± 9 75 ± 11
Коэффициент упорядоченности S 0,92 0,89 0,71 0,64
Rₐ (шероховатость), нм 18 ± 3 19 ± 3 27 ± 4 34 ± 5

Таблица 1

Таблица 2

Рис. 1. Пример АСМ-изображений структур коллагеновых фибрилл после радиационного 
воздействия: а) 12 кГр, б) 20 кГр

а б
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флуктуации высоты (рис. 1а, рис. 2а). 
Однако при 20–25 кГр (рис. 1б, рис. 2б) 
фиксируется потеря упорядоченности, 
разрывы фибрилл и формирование 
агрегатов. Измеренные параметры на-
ноструктуры представлены в табл. 2. 
Рост межфибриллярных расстояний 
(r) и снижение упорядоченности (S) 
являются прямыми маркерами ради-
ационно-индуцированных изменений. 
Эти данные хорошо согласуются с 
предсказаниями теоретической моде-
ли, описывающей увеличение Δr при 
росте дозы (табл. 3). Результаты ме-
ханических испытаний демонстрируют, 
что при дозах ≥20 кГр происходит де-
струкция коллагена, приводящая к ос-
лаблению межфибриллярных связей и 
снижению упругости.

Сравнение экспериментальных 
данных и модели. Результаты атом-
но-силовой микроскопии и спектро-
скопии сопоставлены с модельными 
расчетами изменения межмолекуляр-
ных расстояний (Δr) при росте дозы 
(табл. 3). Теоретически рассчитанное 
увеличение Δr коррелирует с ростом 
расстояний между фибриллами, за-
фиксированных экспериментально 
(коэффициент корреляции R² = 0.94). 
Такая высокая сходимость указывает, 
что модель корректно описывает фи-
зический механизм: радиация приво-
дит к увеличению расстояний между 
диполями коллагена и ослаблению 
межмолекулярных взаимодействий, 
что выражается в потере упорядочен-
ности и снижении прочности.

Экспериментальные данные и ма-
тематическое моделирование взаим-
но подтверждают, что при увеличении 
дозы облучения происходит деструк-
ция белковой матрицы, выражающа-
яся в увеличении межмолекулярных 

расстояний, разрывах пептидных свя-
зей и изменении топологии фибрил-
лярной структуры. Эти эффекты про-
являются уже при дозах 15–20 кГр и 
становятся выраженными при превы-
шении 25 кГр, сопровождаясь сниже-
нием микротвердости и нарушением 
упругих свойств поверхности кости. 
ИК-спектроскопия выявила снижение 
интенсивности амидных полос I–III, в 
то время как АСМ и РЭМ подтвердили 
морфологические изменения в виде 
фрагментации, утолщения и слипания 
фибрилл. Разработанная модель меж-
молекулярных взаимодействий колла-
гена при радиационном воздействии 
хорошо согласуется с эксперименталь-
ными данными: увеличение поглощен-
ной дозы приводит к росту расстояния 
между диполями (Δr), которое может 
рассматриваться как количественный 
критерий степени деградации белко-
вой матрицы. Особое значение имеет 
выявленный синергетический эффект 
озоновой предобработки. Озон снижа-
ет концентрацию микробных клеток и 
их радиорезистентность. Благодаря 
этому последующее радиационное 
воздействие может быть снижено до 
доз 11–12 кГр, при которых обеспечи-

вается стерильность образцов без за-
метных изменений морфологических 
и механических характеристик кости. 
Это делает комбинированную техно-
логию перспективной альтернативой 
стандартным методам стерилизации 
костных имплантатов, где применяют-
ся дозы порядка 25 кГр и выше. 

Заключение. Полученные резуль-
таты открывают возможности создания 
щадящих технологий радиационной 
стерилизации костных и коллагенсо-
держащих биоматериалов, примени-
мых не только в клинической практике 
(изготовление костных имплантатов), 
но и в палеонтологических исследова-
ниях, где требуется консервация струк-
туры древних костных остатков без их 
термического или химического раз-
рушения [1, 5, 6]. Разработанная тех-
нология может быть применена: при 
производстве костных имплантатов и 
трансплантатов в тканевых банках; при 
стерилизации палеонтологических об-
разцов, требующих сохранения микро- 
и наноструктуры; в исследовательских 
лабораториях для оптимизации ра-
диационно-химической устойчивости 
белковых материалов; для разработки 
новых биосовместимых композитов 

Зависимость изменения межмолекулярного расстояния ∆r
от значений величины поглощенной дозы

Доза (кГр) Δr (модель), нм Δr (АСМ), нм Отклонение, %
5 4,6 5,0 ± 1,2 8,6

10 9,9 10,3 ± 1,5 4,0
12 12,3 12,8 ± 1,6 3,9
20 23,3 24,1 ± 2.2 3,4
25 31,2 30,8 ± 2,9 1,3

Таблица 3

Рис. 2. Пример полученных изображений рельефа поверхности образцов (АСМ) после воздействия радиации с дозой: а) 12 кГр, б) 20 кГр

а б
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на основе коллагена и др. Кроме того, 
математическая модель, предложен-
ная в работе, может быть использо-
вана для прогнозирования степени 
структурных изменений при различ-
ных типах ионизирующего излучения 
(гамма, электронный поток, рентген). 
Перспективы дальнейших исследова-
ний: расширение диапазона дозовых 
нагрузок с учетом времени релаксации 
коллагеновых структур после облуче-
ния; использование трехмерной кор-
реляции данных для построения про-
странственных моделей повреждения 
коллагеновой сети; оценка биосовме-
стимости и остеоиндуктивных свойств 
образцов в клеточных тестах.
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