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Установлено, что ацилгидроперокси-производные фосфолипидов окисленных митохондрий пе-
чени крысы при совместной инкубации с липопротеидами плазмы крови захватываются преиму-
щественно частицами липопротеидов низкой плотности  (ЛНП), но не липопротеидов высокой 
плотности (ЛВП), что опровергает ранее высказанную гипотезу об участии ЛВП в обратном транс-
порте окисленных фосфолипидов и подтверждает возможность различных механизмов накопле-
ния липогидропероксидов в ЛНП при окислительном стрессе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: окисленные фосфолипиды, трансмембранный перенос липопероксидов, липо-
протеиды низкой плотности (ЛНП), липопротеиды высокой плотности (ЛВП).

DOI: 10.31857/S0320972523050123, EDN: AZFLNP
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плотности; ЛВП  – липопротеиды высокой плотности; 
LOOH – липогидропероксиды.
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ВВЕДЕНИЕ

Транспорт липидов в организме осущест-
вляется липопротеидами плазмы крови, кото-
рые представлены двумя основными класса-
ми – липопротеиды низкой плотности (ЛНП) и 
липопротеиды высокой плотности  (ЛВП). Ча-
стицы (наночастицы по размеру) этих классов 
липопротеидов существенно различаются по 
метаболическим функциям, а также по размеру 
и химическому составу [1–4]. Частицы ЛВП со-
держат апопротеины А1, С2 и Е [1–4], тогда как 
частицы больших по размеру ЛНП содержат 
только апопротеин  В-100  [1–4]. ЛНП, обра-
зующиеся в печени, транспортируют липиды в 
периферические ткани, а ЛВП осуществляют 
обратный транспорт липидов в печень  [5–8]. 
Показано, что накопление окисленных ЛНП яв-
ляется основным событием, приводящим к воз-
никновению и прогрессированию атеросклеро-
за [9–11]. В то же время высокий уровень ЛВП 
защищает от развития атеросклероза [12, 13].

Единственный белок частиц ЛНП (апо-
протеин  В-100) может подвергаться химиче-

ской модификации с участием низкомолеку-
лярных дикарбонилов, образующихся при сво-
боднорадикальном окислении полиеновых ли-
пидов (таких, как малоновый диальдегид – МДА) 
и при ферментативном окислении или авто-
окислении глюкозы и других 6-атомных угле-
водов (таких, как глиоксаль и метилглиок-
саль)  [14–16]. Частицы дикарбонил-модифи-
цированных ЛНП опознаются scavenger-рецеп-
торами и захватываются клетками сосудистой 
стенки, вследствие чего они превращаются в 
обогащенные липидами «пенистые клетки» [11, 
14–17]. Пенистые клетки образуют в стенке со-
судов первичные предатерогенные липоидоз-
ные повреждения сосудов при атеросклерозе и 
диабете [11, 14–17]. Частицы окисленных ЛНП 
могут связываться также со scavenger-рецеп-
тором LOX-1 эндотелиоцитов, что индуцирует 
экспрессию NADPH-оксидазы и генерирование 
супероксидных анион-радикалов  [15,  16, 18]. 
Гиперпродукция активных форм кислоро-
да (АФК) в конечном итоге стимулирует апоп-
тоз и приводит к дисфункции эндотелия [15, 16, 
18]. Таким образом, очевидно, что окислитель-
ные превращения липопротеидов могут играть 
ведущую роль в молекулярных механизмах 
повреждения стенки сосудов при атерогенезе 
и диабетогенезе  [14, 15]. Исходя из результа-
тов собственных исследований и литературных 
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данных, нами была сформулирована гипотеза 
о едином механизме повреждения стенки со-
судов при атеросклерозе и сахарном диабете, 
ведущую роль в котором играет накопление 
дикарбонил-модифицированных ЛНП [15, 19]. 
Частицы ЛНП весьма подвержены инициации 
свободнорадикального окисления в наружном 
фосфолипидном монослое, тогда как частицы 
ЛВП достаточно устойчивы к липоперокси-
дации  [20]. Тем не менее было показано, что 
частицы ЛВП могут не только ингибировать 
окисление ЛНП при совместной инкубации 
этих частиц in vitro [21], но и осуществлять ан-
тиоксидантный эффект (подавлять окисление 
ЛНП) в кровотоке in vivo  [22, 23]. Кроме того, 
была высказана гипотеза о том, что частицы 
ЛВП способны акцептировать окисленные 
фосфолипиды с надмолекулярных липид-
белковых комплексов (липопротеидов и био-
мембран) и транспортировать их в печень, где 
происходит ферментативная детоксикация ли-
попероксидов  [24]. К  сожалению, эта гипоте-
за не получила строгого экспериментального 
подтверждения с использованием адекватных 
подходов и методов, позволяющих получить 
неопровержимые однозначные результаты  [25, 
26]. Исходя из вышесказанного, в настоящей 
работе с помощью оригинальной методологии 
исследовали способность частиц ЛНП и ЛВП 
адсорбировать гидроперокси-производные фос-
фолипидов с поверхности окисленных био-
мембран.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изолирование разных классов (ЛНП, ЛВП) 
и субфракций (ЛВП2, ЛВП3) липопротеидов при 
помощи препаративного ультрацентрифугирова-
ния. Препаративное выделение ЛНП, общей 
фракции ЛВП и подфракций ЛВП2 и ЛВП3, 
из плазмы крови практически здоровых доно-
ров проводили методом центрифугирования 
в градиенте плотности NaBr на ультрацен-
трифуге Optima XPN-80 («Beckman», США) с 
использованием ранее описанной процеду-
ры [20, 27]. Выделение липопротеидов разных 
классов проводили из трех образцов плазмы 
крови, полученных от трех разных здоровых 
доноров. Пробирки для отбора крови содержа-
ли ЭДТА  (1  мМ) в качестве антикоагулянта и 
антиоксиданта. Содержание белка в образцах, 
изолированных и очищенных диализом липо-
протеидов [20], определяли по методу Лоури.

Выделение митохондрий печени крысы и их 
свободнорадикальное окисление. Для выделения 
митохондрий печень крыс (самцы линии WKY, 

250–300  г) перфузировали охлажденным изо-
тоничным раствором KCl и гомогенизировали 
(1 : 10, вес/объем) в гомогенизаторе Поттера 
с тефлоновым пестиком в среде, содержа-
щей 0,25  М раствор сахарозы, 10  мM  МОРS 
и  1  мМ  ЭДТА  [28]. Ядра и дебрис осаждали 
при 700 g в течение 10 мин в рефрижераторной 
центрифуге Eppendorf 5804  R («Eppendorf», 
Германия), и супернатант подвергали повтор-
ному центрифугированию при 8000 g в течение 
10  мин для осаждения «тяжелых» митохон-
дрий  [28]. Осадок ресуспендировали в среде 
выделения без  ЭДТА и дважды переосаждали 
митохондрии, после чего органеллы вновь ре-
суспендировали (1  мг  белка/мл) в изотонич-
ном K/Na-фосфатном буфере (рН  7,4). Сво-
боднорадикальное окисление полиеновых фос-
фолипидов митохондриальных мембран инду-
цировали внесением 0,5  мМ аскорбата для 
восстановления эндогенного железа. Кине-
тику свободнорадикального окисления мито-
хондрий в аэробных условиях измеряли по 
накоплению липогидропероксидов  (LOOH), 
со держащих конъюгированную двойную связь, 
по поглощению при 233 нм на спектрофотомет-
ре UV-2600 («Shimadzu», Япония) c интегри-
рующей сферой ISR-2600, позволяющей про-
водить анализы в мутных средах. После 4-ча-
совой инкубации (достижение плато на кине-
тической кривой) окисление митохондрий 
ингибировали внесением  ЭДТА до конечной 
концентрации 1 мМ.

Исследование переноса ацилгидроперокси-
производных фосфолипидов окисленных мем-
бран митохондрий в частицы липопротеидов при 
их совместной инкубации. Осадок окисленных 
митохондрий ресуспендировали в среде, содер-
жащей изотоничный K/Na-фосфатный буфер 
(рН  7,4) и 1  мМ  ЭДТА, дважды переосаждали 
при 8000 g в течение 10 мин, и осадок вновь ре-
суспендировали (1 мг белка/мл) в изотоничном 
K/Na-фосфатном буфере (рН 7,4), содержащем 
1 мМ ЭДТА. После этого в среду с окисленны-
ми митохондриями вносили ЛНП, ЛВП или 
субфракции ЛВП2 и ЛВП3 (200  мкг  белка/мл) 
и проводили инкубацию в течение 6  ч. Через 
определенные интервалы времени отбирали 
аликвоты инкубационной среды, центрифуги-
ровали при 10 000 g в течение 15 мин для осаж-
дения митохондрий и фрагментов их мембран, 
а затем в супернатанте, содержащем только ча-
стицы липопротеидов, по поглощению конъю-
гированных диенов при 233  нм, измеряли 
содержание  LOOH. Эксперименты повторяли 
три раза, используя в каждом опыте липопро-
теиды, полученные от отдельных доноров. 
Разработанная нами методология позволила 
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быстро отделять окисленные мембраны от 
частиц липопротеидов и наблюдать кинетику 
накопления LOOH в ЛНП и ЛВП. Расчеты ко-
личества LOOH на одну частицу ЛНП и ЛВП 
проводили, исходя из определения в них апо-
протеида  В-100 и апопротеида  А-1 соответ-
ственно, как описано ранее  [20]. Содержание 
LOOH (ΔD233) в частицах ЛНП и ЛВП рассчи-
тывали, используя коэффициент молярной 
экстинкции 22 000 М–1⋅см–1. Концентрацию 
LOOH на 1 частицу ЛНП и ЛВП рассчитывали, 
исходя из содержания апопротеина B-100 в ча-
стицах ЛНП и апопротеина А1 в частицах ЛВП 
(каждый из этих апопротеинов присутствует 
в количестве 1  молекулы на частицу ЛНП и 
ЛВП соответственно). Содержание апопротеи-
на В-100 и апопротеина А1 измеряли на хими-
ческом анализаторе Architect C8000 («Abbott», 
США) при использовании соответствующих 
тест-наборов этой же фирмы [20].

Статистический анализ. Статистический 
анализ результатов исследования проводили с 
помощью пакетов программного обеспечения 
STATISTICA 10 («Statsoft», США), MedCalc ver-
sion  12.7.0.0 («MedCalc Software», Бельгия) и 
Microsoft Excel  2010, версия 14.0.7263.5000, 
представляя данные как среднее  ±  ошибка 
среднего. Поскольку анализ данных показал, 
что распределение признаков во всех случаях 
отличается от нормального, для статистиче-
ского анализа применяли непараметрические 
методы статистики. Анализ различий коли-
чественных показателей при межгрупповых 
сравнениях выполняли с помощью непара-
метрического критерия Манна–Уитни (Mann–
Whitney U-test). Различия считали статистиче-
ски значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Свободнорадикальное окисление наружных 
мембран митохондрий печени крысы. Кинетика 
свободнорадикального окисления наружных 
мембран митохондрий печени крысы пред-
ставлена на рис. 1. Как видно из рассмотрения 
кинетической кривой, после 3-часовой инку-
бации дальнейшего окисления полиеновых 
фосфолипидов митохондриальных мембран 
практически не происходит (рис. 1).

В связи с этим через 3 ч после начала инку-
бации отбирали основное количество инкуба-
ционной среды, содержащей митохондрии, и их 
окисление останавливали добавлением  ЭДТА 
до конечной концентрации 1 мМ для связыва-
ния катализирующих окисление ионов метал-
лов переменной валентности. После 3-кратного 
переосаждения окисленных митохондрий для 
удаления фрагментов мембран и растворимых 
низкомолекулярных продуктов окисления по-
лученные окисленные «тяжелые» митохондрии 
использовали для исследования абсорбции 
ацилгидроперокси-содержащих фосфолипидов 
митохондриальных мембран изолированными 
частицами неокисленных ЛНП и ЛВП.

Исследование кинетики абсорбции ацил-
гидроперокси-содержащих фосфолипидов мито-
хондриальных мембран частицами ЛНП и ЛВП. 
Результаты исследования возможности пере-
носа ацилгидроперокси-производных фосфо-
липидов с окисленных биомембран на части-
цы ЛНП и ЛВП представлены на рис. 2.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что нативные частицы ЛНП при совместной 

Рис. 1. Кинетика свободнорадикального окисления наруж-
ных мембран митохондрий печени крысы. Условия экспе-
римента приведены в разделе «Материалы и методы»

Рис. 2. Кинетика встраивания ацилгидроперокси-произ-
водных фосфолипидов из подвергнутых свободноради-
кальному окислению мембран митохондрий печени кры-
сы в частицы ЛНП (кривая 1) и ЛВП (кривая 2). Условия 
эксперимента приведены в разделе «Материалы и методы»
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Рис. 3. Кинетика встраивания ацилгидроперокси-про-
изводных фосфолипидов из подвергнутых свободно-
радикальному окислению мембран митохондрий печени 
крысы в общую фракцию частиц ЛВП (кривая 1), части-
цы ЛВП2  (кривая  2) и ЛВП3  (кривая  3). Отличия вели-
чин встраиваемых LOOH для частиц ЛВП2 и  ЛВП3 ста-
тистически не достоверны на всех сроках наблюдения; 
*  –  отличия величин встраиваемых LOOH для общей 
фракции ЛВП и ЛВП2 или ЛВП3 статистически значимы 
при р < 0,05. Условия эксперимента приведены в разделе 
«Материалы и методы»

инкубации с окисленными митохондриями пре-
имущественно захватывают ацилгидроперокси- 
производные фосфолипидов (рис. 2, кривая 1), 
тогда как скорость дрейфа окисленных фос-
фолипидов с биомембран на частицы ЛВП 
весьма незначительна (рис. 2, кривая 2). Кине-
тика абсорбции окисленных фосфолипидов 
субфракциями ЛВП – ЛВП2 и ЛВП3 – приве-
дена на рис. 3.

Из рассмотрения рис. 3 можно сделать вы-
вод, что абсорбция ацилгидроперокси-произ-
водных фосфолипидов окисленных митохон-
дриальных мембран частицами ЛВП2 и ЛВП3 
достоверно не отличается (рис. 3, кривые 2 и 3), 
но статистически значимо ниже абсорбции 
окисленных фосфолипидов частицами общей 
фракции ЛВП (рис. 3, кривая 1) на всех сроках 
наблюдения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами результаты (рис. 2) про-
тиворечат высказанной ранее гипотезе о воз-
можности обратного транспорта окисленных 
липидов частицами ЛВП в печень [24]. Следует 
отметить, что принципиальная возможность 
переноса ацилгидроперокси-производных фос-
фолипидов с окисленных мембран эритро-
цитов («теней» эритроцитов) на ЛНП при 

совместной инкубации была продемонстри-
рована ранее  [28] и не представляется чем-то 
необычным. Многочасовое окисление теней 
эритроцитов использовали и в других рабо-
тах [29], тем не менее при длительной инку-
бации с инициаторами свободнорадикального 
окисления образуется большое количество вто-
ричных продуктов альдегидной природы  [16], 
наличие которых может быть источником арте-
фактов [16]. Необходимо отметить, что мембра-
ны эритроцитов не являются удачным объектом 
для такого рода экспериментов, поскольку, в 
отличие от микросом и митохондрий печени, 
эритроциты весьма резистентны даже к фер-
ментативной липопероксидации  [30]. В  соот-
ветствии с полученными нами данными, ча-
стицы ЛНП, в отличие от ЛВП, способны не 
только легко подвергаться эффективному сво-
боднорадикальному окислению  [20], но и за-
хватывать окисленные фосфолипиды с других 
липид-белковых надмолекулярных комплексов 
при контакте с ними  (рис.  2). Деструкция на-
копленных в ЛНП гидроперокси-производных 
фосфолипидов, несомненно, должна вызывать 
атерогенную модификацию частиц ЛНП вто-
ричными продуктами окисления  – низко-
молекулярными дикарбонилами, такими как 
4-гидрокси-2-ноненаль и МДА  [14, 16, 17], 
что способствует прогрессированию атеро-
генеза [14–17]. Тем не менее имеются данные о 
возможности активного переноса окисленных 
липидов из наружного фосфолипидного слоя 
частиц ЛНП в частицы ЛВП при их совмест-
ной инкубации, при этом окисленные липиды 
из гидрофобного ядра частиц ЛНП в ЛВП не 
транспортируются, причем окисленные ЛВП 
теряют способность адсорбировать липопер-
оксиды окисленных ЛНП  [31]. Действительно, 
ацилгидроперокси-производные фосфолипидов 
наружного слоя частиц ЛНП являются зна-
чительно более полярными, чем неокислен-
ные фосфолипиды  [32]. Гидропероксиацилы 
фосфолипидов вследствие этого «выдвинуты» 
в водную фазу  [32] и, вероятно, могут более 
эффективно обмениваться с другими липид-
белковыми надмолекулярными комплексами 
при их контакте. Несмотря на то что именно 
субфракциям ЛВП  – ЛВП2 и ЛВП3  – припи-
сывают кардиопротекторный эффект  [33–35], 
согласно полученным нами данным  (рис.  3), 
он, если и существует, по всей вероятности, 
не связан с предполагавшейся способностью 
этих липопротеидов  [24–26] участвовать в де-
токсикации липогидропероксидов. При рас-
смот рении  рис.  3 видно, что суммарная аб-
сорбция LOOH субфракциями ЛВП2 и ЛВП3 
ниже  (кривые  2  и  3), чем абсорбция LOOH 
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общей фракцией ЛВП  (кривая  1). Это кажу-
щееся противоречие может быть связано с 
тем, что в общей фракции ЛВП количество 
субфракций не исчерпывается только ЛВП2 и 
ЛВП3  [33]. Кроме того, при процедуре препа-
ративного выделения ЛВП2 и ЛВП3 могут уда-
ляться окисленные формы этих субфракций, 
присутствующие в общей фракции ЛВП [35].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами данные свидетельству-
ют о существовании различных механизмов, 
приводящих к обогащению «атерогенных» ча-
стиц  ЛНП первичными продуктами свобод-
норадикального окисления, что в конечном 
итоге лишний раз подтверждает опасность па-
тогенетически важной окислительной транс-
формации этих частиц in  vivo  [14–16]. «Анти-
оксидантное» действие ЛВП  [36] может быть 
связано с присутствием в частицах этих липо-
протеидов параоксоназы-1, способной вос-
станавливать липопероксиды в частицах ЛНП 
при их совместной инкубации с ЛВП [29, 37]. 
Очевидно, что для доказательства этого меха-
низма утилизации липопероксидов в плазме 
крови in  vivo необходимы убедительные ре-
зультаты, свидетельствующие об эффективном 
обмене окисленных фосфолипидов частиц 
ЛНП с частицами  ЛВП. К  сожалению, в на-
стоящее время такого рода данные в доступ-

ной литературе отсутствуют. Несомненно, 
одно – обогащение частиц ЛНП окисленными 
липидами, как показывают полученные нами 
результаты, может происходить как при их 
интенсивном свободнорадикальном окисле-
нии, так и при захвате окисленных липидов 
с мембран клеток крови (эритроцитов и  т.д.). 
Оба эти процесса должны способствовать уве-
личению атерогенности окислительно моди-
фицированных ЛНП, т.е.  способствовать их 
вовлечению в процесс повреждения стенки 
сосудов [14–16].
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ADSORPTION OF ACYLHYDROPEROXY-DERIVED PHOSPHOLIPIDS 
FROM BIOMEMBRANES BY BLOOD PLASMA LIPOPROTEINS

V. Z. Lankin*, A. K. Tikhaze, V. Y. Kosach, and G. G. Konovalova

National Medical Research Center of Cardiology named after Academician E. I. Chazov, 
Ministry of Health of the Russian Federation, 

121552 Moscow, Russia; e-mail: lankin0309@mail.ru

It has been established that acylhydroperoxy derivatives of phospholipids of oxidized rat liver mitochondria 
during co-incubation with blood plasma lipoproteins are captured predominantly by LDL particles but not 
by HDL, which refutes the previously stated hypothesis about the involvement of HDL in the reverse trans-
port of oxidized phospholipids and confirms the possibility of different mechanisms of lipohydroperoxide 
accumulation in LDL during oxidative stress.

Keywords: oxidized phospholipids, transmembrane transport of lipoperoxides, low-density lipoproteins (LDL), high-
density lipoproteins (HDL)


