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Впервые исследована экспрессия генов LOX-1 (лектин-подобного рецептора-1 для окисленных 
липопротеидов низкой плотности) и NOX1 (NADPH-оксидазы 1) в эндотелиоцитах пупочной вены 
человека (HUVECs) при культивировании в присутствии липопротеидов низкой плотности (ЛНП), 
модифицированных различными природными дикарбонилами. Установлено, что из исследован-
ных дикарбонил-модифицированных ЛНП (модифицированные малоновым диальдегидом (МДА) 
ЛНП, глиоксаль-модифицированные ЛНП и метилглиоксаль-модифицированные ЛНП) наиболь-
шую индукцию генов LOX-1 и NOX1, а также генов антиоксидантных ферментов и проапоптоти-
ческих факторов в HUVECs вызывают МДА-модифицированные ЛНП. Обсуждается важная роль 
дикарбонил-модифицированных ЛНП в молекулярных механизмах повреждения стенки сосудов 
и дисфункции эндотелия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: липопротеиды низкой плотности  (ЛНП), дикарбонил-модифицированные ЛНП, 
экспрессия генов LOX-1 и NOX1, молекулярные механизмы атерогенеза и диабетогенеза.
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Принятые сокращения: АКС – активные карбонильные соединения; АФК – активные формы кислорода; ГЛ – гли-
оксаль; ЛНП – липопротеиды низкой плотности; МГЛ – метилглиоксаль; МДА – малоновый диальдегид; CAT (CAT) – 
каталаза; GPx  (GPX)  – глутатионпероксидазы; HUVECs  – культивируемые эндотелиоциты пупочной вены чело-
века; LOX-1  (LOX-1,  OLR1)  – лектин-подобный рецептор-1 для окисленных  ЛНП; LOOH  – липогидропероксиды; 
NOX1 (NOX1) – NADPH-оксидаза 1; Prdx (PRDX) – пероксиредоксины; SOD (SOD) – супероксиддисмутазы.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гиперпродукция активных форм кислоро-
да (АФК), например, при ишемии/реперфузии 
органов, сопровождается инициированием сво-
боднорадикальных процессов, приводящих к 
развитию окислительного стресса [1]. Окисли-
тельный стресс играет важную роль в этио-
логии и патогенезе атеросклероза  [2–4], при-
чем накопление первичных молекулярных 
продуктов свободнорадикального окисления 
полиеновых липидов  – липогидроперокси-
дов  (LOOH)  – в процессе окислительного 
стресса  [5, 6] вызывает последующее резкое 
увеличение вторичных молекулярных продук-

тов окислительной деструкции  LOOH  – при-
родных низкомолекулярных дикарбонилов, та-
ких как 4-гидроксиноненаль и малоновый 
диальдегид (МДА) [5, 6]. Таким образом, окис-
лительный стресс неизбежно переходит в кар-
бонильный стресс, характеризующийся на-
коплением активных карбонильных соедине-
ний (АКС) [5, 6]. Карбонильный стресс сопро-
вождает развитие сахарного диабета  [4–6], но 
накопление  АКС в этом случае происходит 
вследствие автоокисления и ферментативного 
окисления глюкозы  [4–6], а также при атаке 
глюкозы или ее производных пероксильными 
радикалами липидов [7, 8]. АКС, образующие-
ся при окислительном и карбонильном стрессе, 
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не только вызывают повреждение клеток стен-
ки сосудов, но и провоцируют модификацию 
активного центра ключевых антиоксидантных 
ферментов [4–6, 9, 10], таких как супероксид-
дисмутаза (SOD), глутатионпероксидаза (GPx) 
и каталаза  (CAT), утилизирующих (восста-
навливающих) цитотоксичные  АФК [11], что 
сопровождается ингибированием активности 
этих ферментов [4–6, 9]. При окислительном и 
карбонильном стрессе у больных атеросклеро-
зом и сахарным диабетом в плазме крови про-
исходит накопление окисленных ЛНП  [4–6, 
12–14], включая дикарбонил-модифицирован-
ные ЛНП  [15, 16], а также значительное сни-
жение активности SOD, GPx и CAT в эритро-
цитах [4–6, 9].

Эндотелиальные клетки имеют особую 
систему защитных ферментов, представлен-
ных преимущественно различными перокси-
редоксинами  (Prdx) [11, 17, 18], активность ко-
торых также подвержена ингибирующему дей-
ствию АКС [18]. Поверхность эндотелиоцитов 
покрыта гликопротеидами, образующими гли-
кокаликс  [5, 6, 19], причем структура глико-
каликса может подвергаться деструкции в про-
цессе окислительного стресса  [5, 6]. Согласно 
литературным данным, окисленные ЛНП ин-
дуцируют синтез лектин-подобного scavenger-
рецептора-1 (LOX-1) на мембране эндотелио-
цитов, который может играть важную роль в 
повреждении эндотелиальных клеток  [5, 6, 
20–23]. Окисленные ЛНП инициируют об-
разование кислородных радикалов в эндо-
телии [24], вероятно, вследствие экспрессии 
NADPH-оксидазы  (NOX), что стимулирует 
апоптоз эндотелиоцитов [5, 6, 24]. В то же вре-
мя нами получены убедительные данные, сви-
детельствующие о том, что scavenger-рецептор 
макрофагов связывается не с «окисленны-
ми»  ЛНП (содержащими гидроперокси-про-
изводные в полиеновых ацилах наружного 
фосфолипидного слоя частиц  ЛНП), а с ча-
стицами ЛНП, апопротеин В-100 которых хи-
мически модифицирован вследствие взаимо-
действия концевых NH2-групп апобелка с аль-
дегидными группами (Maillard reaction)  [5–7] 
вторичных продуктов свободнорадикального 
окисления липидов, таких как МДА, или про-
дуктов автоокисления/ферментативного окис-
ления глюкозы, таких как глиоксаль  (ГЛ) и 
метилглиоксаль (МГЛ) [25–27]. На основании 
приведенных данных нами была высказана 
гипотеза о том, что, вероятно, дикарбонил-
модифицированные  ЛНП, а не окисленные 
(LOOH-содержащие)  ЛНП играют ключевую 
роль в развитии дисфункции эндотелия и ате-
росклеротическом повреждении стенки сосу-

дов  [5, 6, 27]. Настоящая статья посвящена 
экспериментальной проверке этой гипотезы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и культивирование эндотелиаль-
ных клеток пупочной вены человека (HUVECs). 
Полость пупочной вены человека про-
мывали в стерильных условиях раствором 
1× PBS (1,7 мМ KH2PO4, 5,2 мМ Na2HPO4, 
150 мМ NaCl, рН 7,4), заливали 0,15%-ным 
раствором диспазы («Sigma-Aldrich», США) 
в среде DMEM («Gibco», США) и инкуби-
ровали при 37 °C в течение 50 мин для фер-
ментативной диссоциации клеток интимы 
пупочной вены. Клеточную суспензию осаж-
дали при 800 g в течение 15 мин (центрифуга 
Eppendorf  5804R, Германия). Клеточный оса-
док ресуспендировали в среде DMEM, содер-
жащей 20 мМ HEPES, 2 мМ L-глютамина, 
1 мМ пирувата Na, 50 ед./мл пенициллина, 
100  мкг/мл стрептомицина, 10% инактивиро-
ванной эмбриональной телячьей сыворотки, 
200 мкг/мл фактора роста эндотелиальных 
клеток ECGF и 5 ед./мл гепарина (все компо-
ненты производства «Gibco»). Клетки высе-
вали в чашки Петри (плотность 3 × 104 кле-
ток на  см2), покрытые 0,2%-ным раствором 
желатина («Sigma-Aldrich»), и культивировали 
при 37 °C во влажной атмосфере в присут-
ствии 5% CO2 в инкубаторе INNOVA («New 
Brunswick Scientific», США). Ростовую сре-
ду меняли через 24 ч, а затем  – каждые 48 ч. 
После того, как первичная культура достигала 
конфлюэнтного состояния (7–9  дней), клет-
ки отмывали 0,05%-ным раствором трипсина 
(«Gibco»), содержащим 0,02% ЭДТА («Sigma-
Aldrich»), и культивировали в течение 2–3 пас-
сажей [28].

Препаративное выделение ЛНП и химиче-
ская модификация их апопротеина  В-100 при-
родными дикарбонилами. Для выделения ЛНП 
использовали плазму крови здоровых доноров, 
которую приобретали в ФГБУ «НМИЦ сердеч-
но-сосудистой хирургии им.  А.Н. Бакулева» 
(Москва). Выделение ЛНП проводили, как опи-
сано ранее [29], используя метод дифферен-
циального ультрацентрифугирования в гради-
енте  NaBr (ультрацентрифуга Optima  XPN-80 
Beckman, ротор  70.1 Ti). Выделенные ЛНП 
диализовали при 4 °C в течение 18 ч против 
2000  объемов 1× PBS при pH 7,4. Концентра-
цию белка в препарате ЛНП определяли по 
методу Лоури [30]. Для получения МДА-моди-
фицированных ЛНП использовали свежепри-
готовленный раствор МДА, который получали 
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методом кислотного гидролиза 1,1,3,3-тетра-
этоксипропана («Sigma-Aldrich») [31]. Кон-
центрацию МДА определяли по поглощению 
при 267 нм на спектрофотометре UV-2600 
Shimadzu («Shimadzu», Япония), исполь-
зуя коэффициент молярной экстинкции 
31 800 М–1·см–1 [31]. Модификацию ЛНП ди-
карбонилами проводили путем инкубации 
препаратов ЛНП в течение 3  ч в темноте при 
37 °C в присутствии свежеполученного МДА 
(см.  выше), ГЛ или  МГЛ (все реактивы фир-
мы «Sigma-Aldrich») при концентрации 1 мкМ 
дикарбонила/100 мкг белка ЛНП  [31–33]. Эф-
фективность модификации аминокислотных 
остатков белков (включая апопротеин  В-100) 
при использованных концентрациях дикар-
бонилов, по литературным данным, состав-
ляет не менее  80–90%  [31, 34]. Очистку ЛНП 
от избытка диальдегидов проводили при по-
мощи диализа при 4 °C в течение 18 ч против 
2000 объемов 1× PBS при рН 7,4 [31].

Культивирование HUVECs в присутствии 
ЛНП, модифицированных различными природ-
ными дикарбонилами. HUVECs подвергали воз-
действию нативных (не модифицированных) 
ЛНП и  ЛНП, модифицированных различ-
ными природными дикарбонилами (МДА, ГЛ 
и МГЛ). Перед началом эксперимента HUVECs 
культивировали в 24-луночных планшетах до 
конфлюэнтности (1,5 × 106 клеток на лунку) с 
1 мл культуральной среды в атмосфере 21% O2, 
5% CO2, 74% N2 в течение 24 ч при 37 °C в опи-
санных выше условиях. После этого добавляли 
ростовую среду (900 мл) и растворы, содержа-
щие 1 мг/мл  ЛНП (100 мкл). В  группе 1 (кон-
троль, без ЛНП) к клеткам добавляли 100 мкл 
1× PBS; в группах 2–4 – по 100 мкл нативных 
(не модифицированных) ЛНП: МДА-моди-
фицированных ЛНП, ГЛ-модифицированных 
ЛНП и МГЛ-модифицированных ЛНП соот-
ветственно. Все группы культивировали в иден-
тичных условиях в течение 24 ч. Через 24 ч 
клетки снимали при добавлении раствора 
Трипсина-Версена («БиолоТ», Россия) и два-
жды промывали ростовой средой, осаждая их 
в центрифуге Eppendorf  5804R при 800 g в те-
чение 10 мин. Надосадочную жидкость удаля-
ли, а клеточный осадок ресуспендировали в 
1 мл ростовой среды, содержащей 10% ДМСО, 
после чего клеточную суспензию заморажива-
ли и хранили при –80 °C до анализов [17, 28].

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК. 
Тотальную РНК из клеток выделяли с помо-
щью реагента ExtractRNA, согласно инструк-
ции производителя («Евроген», Россия). Полу-
ченную тотальную РНК обрабатывали DNAse I 
(«New England Biolabs», США) для удаления 

возможных примесей геномной ДНК. Целост-
ность тотальной РНК оценивали с помощью 
электрофореза в 2%-ном агарозном геле в при-
сутствии этидиум бромида (1 мкг/мл) по нали-
чию полос рибосомальной РНК (28S и  18S). 
Концентрацию РНК оценивали по поглоще-
нию при 260 нм с помощью спектрофотомет-
ра NanoDrop1000 («ThermoFisher Scientific», 
США). Полученную РНК (2,5 мкг на реакцию) 
использовали для синтеза кДНК с помощью 
обратной транскриптазы MMLV и стандарт-
ного олигонуклеотида dT15, следуя рекоменда-
циям производителя («Евроген») [35].

ПЦР в реальном времени. Полученную 
кДНК использовали для ПЦР в реальном вре-
мени с ген-специфическими олигонуклеоти-
дами (табл. 1).

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) про-
водили в амплификаторе DTprime («ДНК-тех-
нология», Россия) c использованием набора 
qPCRmix-HS с интеркалирующим красителем 
SYBR  Green I («Евроген»). Режим ПЦР-РВ 
был следующий: (1) «горячий старт» (для ис-
ключения неспецифичного отжига прайме-
ров) при 95 °C  – 3 мин; (2) денатурация при 
95 °C  – 15 с; (3) отжиг праймеров при 60 °C  – 
20 с; (4) синтез ДНК при 72 °C  – 30 с + реги-
страция флуоресценции. Этапы 2–4 повторя-
ли 40  раз. Определение значений порогового 
цикла Ct проводили с помощью программного 
обеспечения RealTime_PCR  v.7.9 («ДНК-тех-
нология»). Нормирование данных проводили 
относительно гена цитоскелетного бета-акти-
на  (ACTB). Оценку изменения экспрессии ге-
нов проводили по методу 2^-ddCt [36].

Иммуноблоттинг. Белки из клеток HUVECs 
выделяли с помощью лизирующего буфера: 
25 мМ Tris-HCl (pH 6,8), содержащий 50 мМ 
DTT и  1% SDS. Общую концентрацию белка 
определяли методом Брэдфорда [37] по по-
глощению при 595 нм с помощью спектро-
фотометра NanoDrop1000. Равные количества 
белка из образцов разделяли электрофорезом 
в 10%-ном SDS-PAGE по Леммли в верти-
кальной камере VE-10 («Хеликон», Россия). 
Затем проводили полусухой перенос белков 
на нитроцеллюлозную мембрану с размером 
пор 0,45 мкм Hybond-C («Amersham», США). 
Мембрану обратимо окрашивали 2%-ным рас-
твором Ponсeau S («Sigma-Aldrich») в 7%-ной 
уксусной кислоте и оценивали эффективность 
переноса белков из геля. Затем для предотвра-
щения неспецифического связывания антител 
мембрану отмывали от Ponсeau S и инкуби-
ровали в буфере для гибридизации (5% бычь-
его сывороточного альбумина (БСА, «Am-
resco», США) в 1×  BS) в течение 16 ч при 4 °C. 
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные для ПЦР-РВ

Гены Номер гена в GenBank Последовательность 5′→3′ Размер ампликона, 
п.н.

ACTB NM_001101.3 F: GGCATTGCTGACAGGATGCA
R: TCCACATCTGCTGGAAGGTGGA 147

PRDX1 NM_001202431.1 F: CCACGGAGATCATTGCTTTCA
R: AGGTGTATTGACCCATGCTAGAT 116

PRDX2 NM_005809.5 F: GAAGCTGTCGGACTACAAAGG
R: TCGGTGGGGCACACAAAAG 78

PRDX3 NM_006793.4 F: GAGACTACGGTGTGCTGTTAGA
R: GTTGACGCTCAAATGCTTGATG 95

PRDX4 NM_006406.1 F: AGAGGAGTGCCACTTCTACG
R: GGAAATCTTCGCTTTGCTTAGGT 103

PRDX5 NM_012094.4 F: CCCTGAGACGCTCAGCGGGCTATAT
R: ACGCCCACTCTCCTTCACTGCA 96

PRDX6 NM_004905.2 F: GTTGCCACCCCAGTTGATTG
R: TGAAGACTCCTTTCGGGAAAAGT 100

SOD1 NM_000454.4 F: CCATTGCATCATTGGCCGC
R: AAACGACTTCCAGCGTTTCC 105

SOD2 NM_000636.3 F: TGGGGTTGGCTTGGTTTCAA
R: GCAGTGGAATAAGGCCTGTTG 100

SOD3 NM_003102.2 F: CCTGCACTCGCGCTAACAG
R: CACCTTTCCAGCTCCTCCAAG 111

CAT NM_001752.3 F: TGTTGCTGGAGAATCGGGTTC
R: TCCCAGTTACCATCTTCTGTGTA 87

GPX1 NM_000581.2 F: CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG
R: GAGGGACGCCACATTCTCG 105

GPX3 NM_002084.3 F: GAGCTTGCACCATTCGGTCT
R: GGGTAGGAAGGATCTCTGAGTTC 94

GPX4 NM_002085.4 F: GAGGCAAGACCGAAGTAAACTAC
R: CCGAACTGGTTACACGGGAA 100

GPX7 NM_015696.4 F: CGCACCTACAGTGTCTCATTC
R: CAGGTACTTGAAGGCAGGATG 81

GPX8 NM_001008397.3 F: TACTTAGGGCTGAAGGAACTGC
R: GGCTCCGATTCTCCAAACTGA 92

LOX-1
(OLR1) NM_001172632.1 F: TTCTCCTTTGATGCCCCACTTATTT

R: TTTTCCGCATAAACAGCTCCTC 105

NOX1 NM_001271815.2 F: ACATCGTGACAGGTCTGAAACA
R: CTCCCACTACAGACTTGGGGT 102

BAX NM_001291428.1 F: TGGAGCTGCAGAGGATGATTG
R: GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAA 93

CASP9 NM_001229.4 F: CCTACTCTACTTTCCCAGGTTTTGT
R: ACTGCTCAAAGATGTCGTCCAG 90
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Таблица 1 (окончание)

Гены Номер гена в GenBank Последовательность 5′→3′ Размер ампликона, 
п.н.

CASP3 NM_004346.3 F: CTGCCTCTTCCCCCATTCTC
R: CGCTTCCATGTATGATCTTTGGT 110

TP53 NM_000546.6 F: TTCACCCTTCAGATCCGTGG
R: CTGGGCATCCTTGAGTTCCAA 81

NFKB NM_001165412.1 F: CAAGGCAGCAAATAGACGAGC
R: AAGCTGAGTTTGCGGAAGGA 82

NFE2L2 NM_001145412.3 F: AGGTTGCCCACATTCCCAAA
R: ACGTAGCCGAAGAAACCTCAT 108

c-FOS NM_005252.4 F: TCTTACTACCACTCACCCGCAGAC
R: GGAATGAAGTTGGCACTGGAGAC 103

c-JUN NM_002228.4 F: ACCAAGAACTGCATGGACCTAACA
R: GCTCAGCCTCGCTCTCACAA 178

STAT3 NM_003150.3 F: CGCACTTTAGATTCATTGATGCAG
R: GTCAAAGGTGAGGGACTCAAACTG 90

TLR2 NM_003266.4 F: AGTTTGAAGTGCAGAAAAAGGTTGA
R: GATGATGACCCCCAAGACCC 81

TLR4 NM_003266.4 F: GAGCTTTAATCCCCTGAGGCA
R: TTGTCTGGATTTCACACCTGGA 95

Далее мембрану инкубировали в том же буфере 
для гибридизации с добавлением соответствую-
щих первичных антител к цитоскелетному бе-
та-актину (bAct) или к каспазе-3 («Cell Signaling 
Technology», США) в разведении, рекомендо-
ванном производителем (1 : 3000), в течение 
18 ч при 4 °C. Затем мембрану трижды про-
мывали буфером для отмывки (5%-ный БСА в 
1× PBS, содержащий 0,1% (v/v) Tween 20) и ин-
кубировали 1 ч при 37 °C в буфере со вторич-
ными антителами к иммуноглобулинам кро-
лика, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(«ИМТЭК», Россия), в разведении 1 : 5000. 
После промывки мембраны связавшиеся анти-
тела детектировали с помощью диаминобензи-
дина (DAB, «Amresco»)  [38]. Денситометриче-
ский анализ окрашенных мембран проводили 
с помощью программы ImageJ  v.1.50 (National 
Institutes of Health, США).

Статистический анализ. Статистический 
анализ выполняли c использованием про-
грамм Microsoft Office Excel 2016 («Microsoft», 
США) и SigmaPlot  11 («Systat Software Inc.», 
США). Результаты выражали как среднее зна-
чение  ±  стандартное отклонение  (SD). Ста-
тистическая значимость между отдельными 
экспериментальными группами определялась 
с помощью непарного t-критерия Стьюдента. 

Значение p < 0,05 принимали статистически 
достоверным.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время можно считать уста-
новленным, что свободнорадикальное окис-
ление ЛНП играет важную роль в индукции и 
прогрессировании атеросклероза  [4–6, 26, 27]. 
Окислительная модификация частиц ЛНП мо-
жет осуществляться как при накоплении липо-
гидропероксидов в них (физическая модифи-
кация структуры  ЛНП вследствие увеличения 
микровязкости фосфолипидного монослоя), 
так и при химической модификации апопро-
теина  В-100 в процессе его взаимодействия со 
вторичным молекулярным продуктом липо-
пероксидации – МДА [4–6, 26, 27]. Нами было 
экспериментально доказано, что при длитель-
ном Cu2+-инициированном окислении ЛНП 
in vitro, так же как in vivo, образуются не только 
окисленные (LOOH-содержащие) ЛНП, но 
и МДА-модифицированные ЛНП [27]. Лите-
ратурные данные свидетельствуют, что ЛНП, 
окисленные при инициировании ионами Cu2+, 
вызывают всплеск генерирования АФК и 
последующий апоптоз эндотелиоцитов как 
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Рис. 1. Изменение уровня мРНК генов LOX-1 (а) и NOX1 (б) в клетках HUVECs при культивировании их без добавле-
ния ЛНП (контроль, 0), а также в присутствии нативных (немодифицированных) ЛНП (1), МДА-модифицированных 
ЛНП (2), ГЛ-модифицированных ЛНП (3) и МГЛ-модифицированных ЛНП (4). Изменения статистически достовер-
ны относительно группы без ЛНП (* p <0,05; ** p <0,01) и нативных ЛНП (# p < 0,05; ## p < 0,01)

в культуре HUVECs, так и в инкубируемых 
фрагментах аорты кролика  [24]. В  соответ-
ствии с этим было постулировано, что LOX-1 
является scavenger-рецептором «окисленных» 
ЛНП, которые по принципу обратной связи 
индуцируют его экспрессию, прежде всего, 
в эндотелиоцитах  [20–23]. Индукция LOX-1 
сопровождается ростом экспрессии NADPH-
оксидазы, которая является классическим 
продуцентом АФК, резкое увеличение обра-
зования которых приводит к стимуляции 
апоптоза эндотелиоцитов [5, 6, 20–23]. Таким 
образом, в литературе бытовало мнение, что 
именно «окисленные» ЛНП играют ведущую 
роль в повреждении эндотелиальных клеток 
и дисфункции эндотелия  [5, 6, 20–23]. До  на-
стоящего времени влияние химически моди-
фицированных ЛНП (дикарбонил-модифици-
рованных  ЛНП) на экспрессию генов LOX-1 
и  NOX1 в эндотелиоцитах не исследовалось. 
Тем не менее наши предшествующие работы 
указывали на то, что атерогенными (актив-
но поглощаемыми культивируемыми макро-
фагами с образованием «пенистых» клеток) 
являются не LOOH-содержащие ЛНП (обра-
зованные при ферментативном окислении 
С-15 липоксигеназой), а частицы ЛНП, хими-
чески модифицированные МДА и другими ди-
карбонилами [5, 6, 25–27]. В связи с этим нами 
было высказано предположение, что не «окис-
ленные» (LOOH-содержащие), а дикарбонил-
модифицированные ЛНП являются ключевым 
фактором в молекулярных механизмах атеро-
склеротического повреждения стенки сосу-
дов и дисфункции эндотелия  [5, 6]. Экспери-
ментальные данные, подтверждающие важную 

роль дикарбонил-модифицированных ЛНП 
в развитии дисфункции эндотелия, приведе-
ны ниже.

Наиболее показательные результаты ис-
следования приведены на рис. 1. Представлен-
ные данные свидетельствуют о том, что куль-
тивирование HUVECs в присутствии нативных 
ЛНП не оказывает существенного влияния на 
экспрессию генов LOX-1 и NOX1 (рис. 1, а и б), 
что соответствует ранее опубликованным дан-
ным [39, 40].

Различия в уровне мРНК LOX-1 и NOX1 
в HUVECs при их культивировании в при-
сутствии нативных (немодифицированных) 
ЛНП были незначительны по сравнению с 
соответствующими показателями в пробах 
без  ЛНП  (рис. 1,  а  и  б). В  то же время досто-
верное увеличение уровня мРНК LOX-1 и 
NOX1 в HUVECs было выявлено при куль-
тивировании эндотелиальных клеток в при-
сутствии ЛНП, модифицированных всеми 
исследованными дикарбонилами: МДА, ГЛ 
и МГЛ (рис. 1, а и б). Наибольшие изменения 
уровня экспрессии LOX-1 были обнаружены 
при действии МДА-модифицированных ЛНП 
(увеличение в  67  раз), тогда как ГЛ-модифи-
цированные ЛНП и МГЛ-модифицированные 
ЛНП обладали значительно меньшим эффек-
том (увеличение в  24 и 8  раз соответственно) 
(см.  рис. 1,  б). Следует отметить, что, в соот-
ветствии с литературными данными [39], куль-
тивирование эндотелиоцитов аорты быка в те-
чение 24  ч в присутствии «окисленных» ЛНП 
вызывало увеличение мРНК  LOX-1 не бо-
лее чем в  5  раз, т.е. почти в  13  раз меньше, 
чем в проведенных нами аналогичных опытах 
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Рис. 2. Экспрессия генов маркеров апоптоза (а – ген BAX; б – ген CASP9; в – ген CASP3) в клетках HUVECs при куль-
тивировании их без добавления ЛНП (контроль,  0), а также в присутствии нативных (немодифицированных) 
ЛНП (1), МДА-модифицированных ЛНП (2), ГЛ-модифицированных ЛНП (3) и МГЛ-модифицированных ЛНП (4); 
г – оценка активации каспазы-3 из клеточных лизатов HUVECs с помощью иммуноблоттинга. Нормирование внут-
ри групп проводили относительно цитоскелетного bAct. За 1 приняты значения уровня белков в интактных клетках 
HUVECs. Активацию каспазы-3 оценивали по отношению уровня протеолитически-активированной формы (19 кДа) 
к неактивной форме (35  кДа). Изменения статистически достоверны относительно группы без  ЛНП (*  p  <  0,05) 
и нативных ЛНП (# p < 0,05)

при культивировании HUVECs с МДА-моди-
фицированными ЛНП (рис. 1, а). Одновремен-
но наибольшие изменения уровня экспрес-
сии  NOX1 также были обнаружены при дей-
ствии МДА-модифицированных ЛНП (уве-
личение в  40  раз), причем ГЛ-модифици-
рованные ЛНП и МГЛ-модифицированные 
ЛНП обладали значительно меньшим эффек-
том (увеличение в 3 и 3,5 раза соответственно) 
(рис. 1, а).

Поскольку гиперактивация LOX-1 и NOX1 
приводит к апоптозу эндотелиальных кле-
ток [40] и их преждевременному старению [41], 
мы изучили влияние различных дикарбо-
нил-модифицированных ЛНП на экспрес-
сию основных проапоптотических маркеров 
в культивируемых эндотелиальных клетках. 
Полученные нами результаты свидетельствуют 
о том, что дикарбонил-модифицированные 
ЛНП индуцируют рост экспрессии генов BAX, 

CASP9 и CASP3, которые играют ведущую роль 
в запуске апопотоза (рис. 2).

Как известно, ген BAX кодирует bcl-2-по-
добный белок 4, участвующий в открытии ми-
тохондриальной поры и запуске цитохром с-
опосредованного апоптоза [42], ген CASP9 ко-
дирует индуцируемую каспазу-9, «вышестоя-
щую» протеазу в апоптотическом каскаде [42], 
а ген CASP3 кодирует эффекторную каспа-
зу-3, играющую ведущую роль в стимуля-
ции апоптоза  [42]. Как видно из рис. 2, а, 
изменение уровня экспрессии гена BAX при 
культивировании в присутствии нативных 
(немодифицированных) ЛНП было статисти-
чески недостоверным (р > 0,05) по сравнению 
с соответствующим показателем в контроле 
(без  ЛНП) (рис. 2, а). Различия между этими 
показателями для генов CASP9 и CASP3 были 
достоверными, но незначительными (уров-
ни значений в присутствии нативных ЛНП 
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были выше контроля на  30% и  20% соответ-
ственно) (рис. 2,  б  и  в). Достоверное увели-
чение уровня экспрессии генов BAX, CASP9 
и CASP3 было выявлено при культивировании 
эндотелиальных клеток в присутствии ЛНП, 
модифицированных всеми исследованными 
дикарбонилами: МДА, ГЛ и МГЛ (рис. 2, а–в). 
Наибольшие изменения уровня экспрессии 
этих генов были обнаружены при действии 
МДА-модифицированных ЛНП (увеличение 
в  3–6  раз), тогда как ГЛ-модифицированные 
ЛНП и МГЛ-модифицированные ЛНП обла-
дали несколько меньшим эффектом (увели-
чение в 1,5–3 раза и 2–4 раза соответственно) 
(рис. 2,  а–в). Как видно из  рис. 2,  г, уровень 
белка каспазы-3 находится в хорошем соот-
ветствии с уровнем мРНК  CASP3. Из приве-
денных данных следует, что МДА-модифици-
рованные ЛНП, вызывая существенный рост 
экспрессии генов LOX-1 и  NOX1, оказывают 
наиболее драматическое воздействие на эндо-
телиальные клетки, стимулируя их апоптоти-
ческую гибель  (рис. 2,  а–в), вероятно, вслед-
ствие гиперпродукции АФК [5, 6].

Действительно, не является удивительным 
тот факт, что резкое увеличение уровня АФК 
играет ведущую роль в апоптозе эндотелиаль-
ных клеток с гиперэкспрессией генов LOX-1 
и  NOX1  [5, 6]. Как отмечалось ранее, экс-
прессия  NOX1 приводит к гиперпродукции 
АФК [24], стимулируя активацию антиокси-
дантного ответа клетки [43]. Мы обнаружили, 
что МДА-модифицированные ЛНП вызыва-
ют наибольшую индукцию экспрессии генов 
антиоксидантного ответа в клетках HUVECs 
(табл. 2). Наиболее существенный рост пока-
зан для секреторной Cu/Zn супероксиддисму-
тазы (SOD3), глутатионпероксидаз 1 и 8 (GPX1, 
GPX8) и пероксиредоксинов (PRDX1, PRDX2, 
PRDX3,  PRDX4). Следует отметить, что среди 
исследованных генов наибольшая индукция 
обнаружена именно для генов пероксиредок-
синов, что соответствует ранее полученным 
нами данным  [17, 18] и подтверждает важней-
шую роль этого семейства ферментов в анти-
оксидантной защите эндотелия.

Можно полагать, что клетки HUVECs дол-
жны реагировать на присутствие дикарбонил- 

Таблица 2. Изменение уровня экспрессии генов антиоксидантных ферментов в клетках HUVECs при их культивировании 
в присутствии нативных и различных дикарбонил-модифицированных ЛНП

Гены Без ЛНП Нативные ЛНП МДА-ЛНП ГЛ-ЛНП МГЛ-ЛНП

CAT 1 1,32 0,66 2,14 1,62

SOD1 1 1,0 1,62 1,87 2,14

SOD3 1 0,93 5,29* 2,02 1,95

GPX1 1 1,2 3,52* 0,96 1,07

GPX3 1 1,32 2,14 1,07 1,15

GPX4 1 1,0 1,07 0,42 1,62

GPX7 1 0,76 1,41 1,0 0,98

GPX8 1 1,1 4,92* 0,76 0,87

PRDX1 1 0,71 2,3* 1,32 1,41

PRDX2 1 1,23 13** 8,57** 8,57**

PRDX3 1 0,9 4,29* 2,46* 2,64*

PRDX4 1 0,5 2,46* 1,62 2,64*

PRDX5 1 1,02 1,62 1,15 1,07

PRDX6 1 0,76 1,32 0,31 1,07

Примечание. МДА-ЛНП  – липопротеиды низкой плотности, модифицированные малоновым диальдегидом; 
ГЛ-ЛНП  – глиоксаль-модифицированные ЛНП; МГЛ-ЛНП  –  метилглиоксаль-модифицированные ЛНП. Пред-
ставлены средние значения (n = 5) в каждой группе. Изменения статистически достоверны (выделены полужирным 
шрифтом) относительно контрольной группы клеток (без добавления ЛНП): * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Таблица 3. Изменение уровня экспрессии маркерных генов в клетках HUVECs при их культивировании в присутствии 
нативных и различных дикарбонил-модифицированными ЛНП

Гены Без ЛНП Нативные ЛНП МДА-ЛНП ГЛ-ЛНП МГЛ-ЛНП

NFKB1 1 0,97 1,77 2,86* 1,61

NFE2L2 1 1,08 6,19** 2,81* 2,04

FOS 1 2,2 4,59** 1,15 1,23

STAT3 1 1,87 4,2* 2,0 2,0

TP53 1 0,71 3,52* 2,87* 3,28*

JNK 1 2,2 4,29** 2,14 1,15

TLR2 1 2,1 1,57 2,3 1,8

TLR4 1 1,32 0,76 0,31* 0,38

Примечание. МДА-ЛНП  – липопротеиды низкой плотности, модифицированные малоновым диальдегидом; 
ГЛ-ЛНП  –  глиоксаль-модифицированные ЛНП; МГЛ-ЛНП  –  метилглиоксаль-модифицированные ЛНП. Пред-
ставлены средние значения (n = 5) в каждой группе. Изменения статистически достоверны (выделены полужирным 
шрифтом) относительно контрольной группы клеток (без добавления ЛНП): * p < 0,05; ** p < 0.01.

модифицированных ЛНП дозозависимым об-
разом, причем с ростом концентрации ди-
карбонил-модифицированных ЛНП возрас-
тает окислительная нагрузка на клетку. Пре-
вышение антиоксидантного барьера, обеспе-
ченного в первую очередь пероксиредокси-
нами  (табл.  2), может индуцировать апопто-
тическую гибель  HUVECs. Установлено, что 
редокс-гомеостаз клеток определяется балан-
сом между прооксидантной и антиоксидантной 
системами, функция которых, в свою очередь, 
контролируется транскрипционным аппара-
том клетки [44]. Мы сделали попытку оценить, 
какие регуляторные процессы могут превали-
ровать в клетках HUVECs, культивируемых в 
присутствии дикарбонил-модифицированных 
ЛНП, проанализировав экспрессию некото-
рых маркерных генов (табл. 3), связанных с ре-
гуляцией антиоксидантного ответа (NFE2L2), 
воспаления (NFKB1, TLR2, TLR4,  JNK) и 
апоптоза (FOS, STAT3, JNK, TP53).

Из табл. 3 видно, что наибольшие изме-
нения в экспрессии маркерных генов наблю-
даются в HUVECs, культивируемых в присут-
ствии МДА-модифицированных ЛНП. Среди 
транскрипционных факторов наибольшее уве-
личение отмечено для NRF2  (NFE2L2), кото-
рый при накоплении уровня внутриклеточ-
ных  АФК является основным регулятором 
экспрессии генов, связанных с антиоксидант-
ной защитой, обеспечивая тем самым под-
держание клеточного редокс-гомеостаза [45]. 
Важно отметить, что увеличение уровня мРНК 
гена  NFE2L2 находится в соответствии с ро-

стом экспрессии генов антиоксидантного от-
вета  (табл. 2). Обнаружено также повышение 
экспрессии гена FOS, который кодирует c-Fos, 
входящий вместе с белками Jun в комплекс 
транскрипционного фактора AP-1, регули-
рующего апоптоз, дифференцировку и про-
лиферацию клеток [46]. В свою очередь, тран-
скрипционная активность AP-1 регулируется 
различными стимулами, из которых важная 
роль принадлежит  АФК, и реализуется через 
окисление и последующее глутатионилиро-
вание цистеиновых остатков в субъедини-
цах c-Fos и c-Jun [47]. Повышение экспрессии 
гена FOS сопровождается активацией каспаз 
в клетках HUVECs, культивируемых в присут-
ствии дикарбонил-модифицированных ЛНП 
(рис. 2, б и в). Об  активации проапоптотиче-
ских тенденций под влиянием МДА-модифи-
цированных ЛНП свидетельствует также уве-
личенная экспрессия гена  TP53, кодирующего 
транскрипционный фактор р53  – важнейший 
активатор гибели клеток  [48]. Вероятно, наи-
больший стресс среди исследованных групп 
клетки HUVECs испытывают под действием 
МДА-модифицированных ЛНП, о чем косвен-
но свидетельствует достоверное увеличение 
экспрессии гена  (STAT3) транскрипционного 
фактора  STAT3, который участвует в регуля-
ции апоптоза и ответа клетки на цитокины, а 
также гена киназы JNK, которая активируется 
в стрессовых условиях  [49]. Почти трехкрат-
ное увеличение экспрессии гена  NFKB1  (p50) 
в клетках  HUVECs при обработке ГЛ-моди-
фицированными ЛНП, по всей вероятности, 
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обусловлено активацией рецептора  TLR2 
(рост экспрессии  TLR2 более чем в 2  раза) 
при одновременном подавлении экспрессии 
гена TLR4. Это особенно важно отметить, по-
скольку TLR2-опосредованные сигналы ока-
зывают влияние на экспрессию LOX-1 [50, 51], 
что еще раз указывает на сложную регуляцию 
ответа эндотелиальной клетки на окислитель-
ную модификацию ЛНП.

Ранее было показано, что увеличение экс-
прессии LOX-1 в клетках HUVECs под дей-
ствием «окисленных» ЛНП вызывает актива-
цию генов NADPH-оксидаз (NOX1 и NOX2), 
что должно приводить к активному генери-
рованию внутриклеточных  АФК (преимуще-
ственно О2

•− и  Н2О2)  [52]. В  связи с этим 
чрезвычайно важно отметить, что нами была 
обнаружена мощная экспрессия гена  NOX1 в 
клетках HUVECs, культивируемых в присут-
ствии не LOOH-cодержащих, а MДA-моди-
фицированных ЛНП  (рис. 1, в). Кроме того, 
имеются данные о том, что трехкратное увели-
чение уровня MДA в плазме крови (до 15 мкМ) 
вдвое увеличивает синтез белков LOX-1 и 
NOX1 в клетках эндотелия аорты мышей [53]. 
Таким образом, MДA-модифицированные ЛНП, 
вероятно, могут являться важными индукто-
рами экспрессии NOX1 в клетках эндотелия. 
В  связи с этим следует отметить, что МДА-
модифицированные ЛНП тем не менее весьма 
быстро элиминируются из кровотока млеко-
питающих, включая приматов [32, 33]. Эти дан-
ные не исключают предположение о важной 
роли МДА-модифицированных ЛНП в индук-
ции генов LOX-1 и  NOX1 в эндотелиальных 
клетках, учитывая крайне высокие патофизио-
логические потенции этой модификации ЛНП 
(рис. 1, а и б).

В последние годы проводятся многочис-
ленные исследования о роли LOX-1 в раз-
витии супероксид-зависимого повреждения 
стенки сосудов в связи с тем, что «окислен-
ные» ЛНП являются индукторами экспрессии 
LOX-1 в эндотелиоцитах  [5, 6, 20–23]. ЛНП 
в этих исследованиях окисляли при много-
часовой инициации ионами Cu2+ (до  6  ч) или 
спонтанно (до 24 ч) [5, 6, 24, 54–56], т.е. про-
воцируя накопление и МДА-модифицирован-
ных ЛНП [27]. Действительно, процесс сво-
боднорадикального окисления ЛНП протекает 
многостадийно, причем сначала образуются 
первичные молекулярные продукты окисле-
ния  – липогидропероксиды, а затем вторич-
ные продукты – низкомолекулярные дикарбо-
нилы, важнейшим из которых является  МДА. 
Как показано нами, в условиях длительного 
Cu2+-зависимого свободнорадикального окис-

ления неизбежно получают не так называемые 
«окисленные ЛНП», а смесь истинно окис-
ленных (LOOH-содержащих) ЛНП и МДА-
модифицированных ЛНП в произвольных 
пропорциях  [27]. Несмотря на это, в подавля-
ющем большинстве исследований роли LOX-1 
в дисфункции эндотелия используют именно 
такие «окисленные» ЛНП, полученные при 
длительном Cu2+-инициированном свободно-
радикальном или спонтанном окислении [5, 6, 
24, 54–56], что не позволяет корректно интер-
претировать полученные результаты. В  связи 
с этим крайне важным является установление 
различий в патофизиологическом действии 
LOOH-содержащих ЛНП и МДА-модифици-
рованных  ЛНП. Согласно полученным нами 
ранее данным [6, 26, 27], не «окисленные» ЛНП 
(LOOH-cодержащие ЛНП, полученные при фер-
ментативном окислении С-15 липоксигеназой 
ретикулоцитов), а исключительно МДА-моди-
фицированные ЛНП играют ведущую роль в 
образовании «пенистых» клеток и развитии 
липоидозных предатерогенных повреждений 
стенки сосудов. Результаты настоящего иссле-
дования подтверждают тот факт, что дикар-
бонил-модифицированные ЛНП (и, прежде 
всего, МДА-модифицированные  ЛНП) игра-
ют важную роль в развитии дисфункции эндо-
телия, причем выводы предшествующих работ, 
в которых постулирована ведущая роль так 
называемых «окисленных» ЛНП, могут быть 
подвергнуты сомнению [5, 6]. Предлагаемый 
нами подход, основанный на изучении дей-
ствия ЛНП, модифицированных различными 
природными низкомолекулярными дикарбо-
нилами, кардинально отличается от ранее 
выполненных работ с использованием «окис-
ленных» ЛНП. Очевидно, что отсутствие стро-
го контролируемого состава «окисленных» 
ЛНП не позволяет установить конкретные 
действующие факторы в этих исследованиях. 
Развиваемые нами подходы позволяют иссле-
довать патофизиологическое действие ЛНП, 
модифицированных конкретными дикарбони-
лами, накапливающимися при окислительном 
стрессе в процессе атерогенеза или карбониль-
ном стрессе при развитии сахарного диабета.

Следует отметить, что опубликованные ра-
нее данные с использованием так называемых 
«окисленных» ЛНП, полученных при Cu2+-
инициированном или спонтанном окислении, 
несомненно могут быть объяснены значи-
тельным накоплением МДА-модифицирован-
ных ЛНП в этих условиях  [27], учитывая, что 
другие дикарбонил-модифицированные ЛНП 
ввиду отсутствия глюкозы образоваться не мо-
гут. Следовательно, как мы отмечали выше, 
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корректная трактовка результатов по эффек-
там «окисленных» ЛНП должна базироваться 
на признании неизбежного образования МДА-
модифицированных ЛНП в этих системах, что 
позволяет учитывать данные многочисленных 
работ такого рода как дополнительное свиде-
тельство важной роли дикарбонил-модифи-
цированных ЛНП в дисфункции эндотелия. 
Таким образом, полученные в настоящей ра-
боте данные подтверждают высказанную нами 
ранее гипотезу о том, что дикарбонил-моди-
фицированные ЛНП, провоцируя экспрессию 
LOX-1 и NOX1, могут являться важным, если не 
ключевым, фактором молекулярных механиз-
мов атерогенеза и диабетогенеза [5, 6].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное нами исследование роли ди-
карбонил-модифицированных ЛНП в LOX-1- 
и NOX1-опосредованных молекулярных ме-
ханизмах дисфункции эндотелия ставит под 
сомнение ранее полученные результаты с ис-
пользованием так называемых «окисленных» 
ЛНП, полученных при длительном Cu2+-ини-
циированном свободнорадикальном или спон-
танном окислении частиц  ЛНП. Поскольку 
при проведении окисления ЛНП в подобных 
условиях неизбежно образуется смесь истин-
но окисленных (LOOH-содержащих) ЛНП и 
МДА-модифицированных ЛНП в непредска-
зуемых пропорциях, приписывание ключевой 
роли в LOX-1-индуцируемых молекулярных 
механизмах дисфункции эндотелия так назы-
ваемым «окисленным» ЛНП представляется 
не корректным. Фактически, нами обнару-
жено, что важная роль в индукции атерогенеза 
и диабетогенеза может принадлежать не ЛНП 
с обогащенными LOOH фосфолипидами в 
наружном слое частиц, а ЛНП, в которых апо-
протеин  В-100 подвергся химической моди-
фикации природными низкомолекулярными 

дикарбонилами, что, естественно, приводит к 
изменению рецепторных свойств этого белка. 
Осознание этих результатов должно способ-
ствовать кардинальному изменению стратегии 
дальнейших исследований в связи с открыва-
ющимися возможностями изучения действия 
конкретных дикарбонилов, накапливающихся 
в крови пациентов с атеросклерозом (таких 
как МДА) и сахарным диабетом (таких как 
глиоксаль и метилглиоксаль). Очевидно, что 
полученные данные диктуют кардинальное 
изменение стратегии фармакотерапии атеро-
склероза и диабета, поскольку она, по наше-
му мнению, должна быть направлена не на 
не  оправдавшую себя антиоксидантную тера-
пию [4, 5], а на создание препаратов из класса 
гидразинов, способных детоксицировать и 
утилизировать потенциально опасные моле-
кулы дикарбонилов [57, 58].
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DICARBONYL-MODIFIED LOW-DENSITY LIPOPROTEINS 
ARE KEY INDUCERS OF LOX-1 AND NOX1 GENE EXPRESSION 

IN CULTURED HUMAN UMBILICAL VEIN ENDOTHELIOCYTES

V. Z. Lankin1, M. G. Sharapov2*, A. K. Tihaze1, R. G. Goncharov2, O. A. Antonova1, 
G. G. Konovalova1, and V. I. Novoselov2

1 National Medical Research Center of Cardiology named after Academician E. I. Chazov, 
Ministry of Health of Russia, 121552 Moscow, Russia

2 Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: sharapov.mg@yandex.ru

The expression of LOX-1 and NOX1 genes in human umbilical vein endotheliocytes (HUVECs) when 
cultured in the presence of low-density lipoproteins (LDL) modified with various natural dicarbonyls 
was investigated for the first time. It was found that of the investigated dicarbonyl-modified LDLs 
(malondialdehyde (MDA)-modified LDLs, glyoxal-modified LDLs, and methylglyoxal-modified LDLs), 
namely MDA-modified LDLs caused the greatest induction of LOX-1 and NOX1 genes, as well as genes 
of antioxidant enzymes and genes of signaling molecules in HUVECs. MDA-modified LDLs also induce 
the highest peroxiredoxins expression of the studied antioxidant enzyme genes. The key role of dicarbonyl-
modified LDLs in the molecular mechanisms of vascular wall damage and endothelial dysfunction 
is discussed.

Keywords: low-density lipoproteins (LDL), dicarbonyl-modified LDL, expression of LOX-1 and NOX1 genes, 
molecular mechanisms of atherogenesis and diabetogenesis


