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Липопротеины плазмы крови являются 
транспортной формой липидов в организме че-
ловека и животных, развившейся в ходе эволю-
ции. Липопротеины осуществляют транспорт 
липидов как экзогенного, так и эндогенного 
происхождения. Плазменные частицы липопро-
теинов имеют сферическую форму. Внутри ча-
стицы находится жировая “капля”, содержащая 
неполярные липиды (триглицериды и эфиры хо-
лестерина) и формирующая ядро частицы. Это 
ядро окружено оболочкой из фосфолипидов, 
неэстерифицированного холестерина и белка. 
Целесообразность образования такой структу-
ры объясняется тем, что неполярные липиды 
(триглицериды и эфиры холестерина) нераство-

римы в водной среде крови и поэтому не могут 
транспортироваться. Полярные же липиды (фос-
фолипиды, неэстерифицированный холестерин) 
совместно с белком формируют поверхностный 
гидрофильный слой, который, с одной стороны, 
защищает внутреннее гидрофобное ядро от во-
дной среды, а с другой – обеспечивает раство-
римость и транспорт частицы липопротеинов в 
этой же водной среде. Высокий уровень липо-
протеинов низкой плотности (ЛНП) является 
риск-фактором развития атеросклероза [1]. Вы-
сокоатерогенными считаются модифицирован-
ные ЛНП [2, 3]. Уровень модифицированных 
ЛНП предлагают даже использовать в качестве 
маркера атеросклероза и коронарной болезни 
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Показано, что в окисленных липопротеинах низкой плотности происходит смещение апобелка относитель-
но поверхности липопротеинов. Степень смещения зависит от степени перекисного окисления липидов.
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сердца [4, 5]. Модификация является результа-
том перекисного окисления липидов (ПОЛ) [2, 
3]. В результате перекисной модификации изме-
няются различные физико-химические свойства 
липопротеиновой частицы, такие, как заряд по-
верхности, расположение апобелков относитель-
но поверхности липопротеина и др. [2]. Для ис-
следования этих изменений удобно использовать 
метод флуоресцентных зондов, обладающий вы-
сокой чувствительностью и информативностью 
при изучении белков и липопротеинов [6].

Белки, в том числе апобелки липопротеи-
нов, обладают собственной флуоресценцией в 
ультрафиолетовой области спектра, обусловлен-
ной в основном остатками триптофана [7]. Если 
добавить к раствору липопротеинов флуорес-
центный зонд, то между молекулами триптофа-
на и зонда может произойти безызлучательный 
перенос энергии [6]. Эффективность переноса 
между донором энергии (триптофанил) и акцеп-
тором (флуоресцентный зонд) зависит от рассто-
яния между ними. Чем это расстояние меньше, 
тем эффективность переноса энергии выше. Г.Е. 
Добрецовым и сотр. [7] было показано, что при 
хранении ЛНП происходит уменьшение эффек-
тивности переноса энергии с белка на флуорес-
центный зонд пирен. Это обусловлено “сполза-
нием” аполипопротеина В с поверхности части-
цы с образованием белковых выступов. Причина 
этого, по-видимому, заключается в модификации 
ЛНП в результате перекисного окисления липи-
дов. В данной работе была поставлена задача 
исследовать перенос энергии с триптофанилов 
апобелка на флуоресцентные зонды в перекисно-
модифицированных ЛНП.

Материалы и методы. Липопротеины низ-
кой плотности выделяли из плазмы крови здоро-
вого донора методом последовательного ультра-
центрифугирования [8] и диализовали в течение 
15 ч против 500-кратного объема буферного рас-
твора следующего состава: 0,28 М сахарозы, 10 
мМ трис, рН 7,4 .

Автоокисление ЛНП проводили путем инку-
бации при 370С. В работе использовали флуорес-
центные зонды антрацен (Sigma, США) и 4-(п-
диметиламиностирил)-1-додецилпиридиний 
п-толуолсульфонат (ДСП-12), синтезированный 
в Институте оргсинтеза АН Латвии (г. Рига) 
[9]. Флуориметрические измерения проводили 
на спектрофлуориметре F-3000 фирмы Hitachi 
в стандартной 1 см прямоугольной кварцевой 
кювете, ширина щелей возбуждения и флуорес-
ценции составляла 5 нм. Интенсивность флуо-
ресценции измеряли при длине волны 340 нм 

(возбуждение 286 нм). Концентрация ЛНП в из-
мерительной кювете составляла 0,02 г/л побел-
ку. Измерения проводили в буферном растворе 
следующего состава: 0,28 М сахарозы, 10 мМ 
трис, 2 мМ ЭДТА, рН 7,4. 

Степень перекисного окисления оценивали 
по уровню ТБК-реактивных продуктов (ТБКРК) 
[10], представленных в единицах концентрации 
малонового диальдегида (МДА) на единицу веса 
белка ЛНП. При расчетах использовали моляр-
ный коэффициент экстинкции комплекса МДА-
ТБК равный 1,56*10 5М-1см-1 [11]. Концентрацию 
белка определяли по методу Лоури [12].

Результаты. В присутствии зонда ДСП-12 
интенсивность ультрафиолетовой флуоресцен-
ции ЛНП снижается (рис.1). Это свидетельству-
ет о том, что между молекулами триптофана и 
зонда происходит перенос энергии возбуждения. 
Мы исследовали перенос энергии с белка на 
ДСП-12 в нативных и подвергнутых автоокисле-
нию при 370С ЛНП. Оказалось (см. рис. 2), что 
в окисленных липопротеинах эффективность 
переноса энергии ниже, чем в нативных. ДСП-
12 является положительно заряженным зондом. 
Поэтому снижение эффективности переноса мо-
жет быть следствием как “сползания” апобелка 
с поверхности частицы, так и его погружения 
вглубь частицы. Мы исследовали перенос энер-
гии с белка на нейтральный гидрофобный зонд 
антрацен, молекулы которого распределены 
по всему объёму гидрофобного ядра липопро-
теинов. И в этом случае (рис. 3) эффективность 
переноса энергии в окисленных ЛНП оказалась 
ниже, чем в нативных. Полученные результаты 
подтверждают данные Г.Е. Добрецова [7] и сви-
детельствуют в пользу “сползания” апобелков 
с поверхности липопротеинов при их модифи-
кации. Причиной этого является перекисное 
окисление липидов. Связана ли степень “спол-
зания” апобелков со степенью ПОЛ? Для изуче-
ния этого вопроса мы отбирали образцы ЛНП 
на разных стадиях инкубации. В них определя-
ли содержание ТБК-реактивных продуктов, от-
ражающих уровень перекисного окисления, и 
эффективность переноса энергии между белком 
(остатками триптофана) и зондом ДСП-12. Из 
полученных результатов видно (рис. 4), что эф-
фективность переноса энергии с триптофанилов 
на флуоресцентный зонд ДСП-12 уменьшается, 
а, следовательно, степень “сползания” апобелка 
с поверхности липопротеинов увеличивается 
пропорционально увеличению степени перекис-
ного окисления липидов.

Р.К. Айдыралиев... Исследование смещения апобелка...
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Рис. 1. Спектр ультрафиолетовой флуоресценции ЛНП в отсутствии (1) 
и в присутствии 2,5 мкМ ДСП-12. Здесь и на рис. 2–4 [ЛНП] = 0,02 г белка/л.

Рис. 2. Перенос: белок-ДСП-12 в негативных ([ТБКРП] = 1,0 мкмоль МДА/г белка)
и окисленных ([ТБКРП] = 6,88 мкмоль МДА/г белка) ЛНП. 

F и Fo интенсивность ультрафиолетовой флуоресценции ЛНП 
в присутствии и в отсутсвии зонда ДСП-12, соответственно.

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

[ДСП-12], мкМ

In
 (F

o/
F)

Натив-ЛНП 
Ок-ЛНП



Вестник КРСУ. 2009. Том 9. № 2 175

Рис. 3. Перенос: белок-антрацен в нативных ([ТБКРП] = 1,0 мкмоль МДА/г белка)
и окисленных ([ТБКРП] = 6,88 мкмоль МДА/г белка) ЛНП.

F и Fo интенсивность ультрафиолетовой флуоресценции ЛНП 
в присутствии и в отсутствии зонда антрацен, соответственно.

Рис. 4. Изменение эффективности переноса белка на ДСП-12 в ЛНП
в зависимости от степени окисления. F и Fo интенсивность флуоресценции белка 

в присутствии и в отсутствии ДСП-12, соответственно. [ДСП-12] = 5 мкМ.

Р.К. Айдыралиев... Исследование смещения апобелка...
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Таким образом, в липопротеинах низкой 
плотности, модифицированных в результате пе-
рекисного окисления липидов, происходит сни-
жение эффективности переноса энергии с трип-
тофанилов на флуоресцентные зонды ДСП-12 и 
антрацен. Это свидетельствует в пользу “сполза-
ния” апобелка с поверхности липопротеина при 
перекисной модификации. Величина уменьше-
ния эффективности переноса энергии, а следо-
вательно, степень смещения аполипопротеина 
пропорциональна степени перекисного окисле-
ния липидов.
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