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Исследовали клиренс альдегид-модифицированных липопротеидов низкой плотности (ЛНП) у кроликов с 
использованием изолированных при помощи препаративного ультрацентрифугирования биотинилированных 
ЛНП кроликов и ФИТЦ-меченых ЛНП человека. Глиоксаль- и метилглиоксаль-модифицированные ЛНП кроликов 
и человека циркулируют в кровотоке такое же время, что и нативные ЛНП. МДА-модифицированные ЛНП 
быстро элиминируются из кровотока. Вероятно, глиоксаль- и метилглиоксаль-модифицированные ЛНП 
более атерогенны, в то время как МДА-модифицированные ЛНП могут подвергаться усиленной утилизации.
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We have suggested that the molecular mechanism of vascular wall damage in diabetes is not substantially different 
from that in atherosclerosis. Thus, it can be assumed that aldehyde-modified LDL should be eliminated from the blood 
stream with much greater speed than non-oxidized LDL. In the available literature there is information about the 
clearance of native human LDL from the bloodstream, whereas information on the clearance of the aldehyde-modified 
LDL in animals or humans was not found. Based on this, the present work is devoted to the clearance of aldehyde-
modified LDL of rabbits and humans introduced into the bloodstream of rabbits. We investigated the clearance of 
glyoxal-, methylglyoxal- and MDA-modified LDL from the bloodstream of rabbits. We used biotinylated LDL of rabbit 
blood plasma and FITC-labeled LDL of human blood plasma. LDL was isolated with preparative ultracentrifugation 
in NaBr gradient. It was shown that glyoxal- and methylglyoxal-modified LDL of rabbits and humans circulated in the 
bloodstream for the same time as native LDL while MDA-modified LDL was rapidly eliminated from the bloodstream. 
The data obtained indicated the possibility of greater atherogenic potential of glyoxal- and methylglyoxal-modified 
LDL as they circulate in the bloodstream for a rather long time. At the same time, MDA-modified LDL is likely to be 
exposed to enhanced elimination by macrophages after their “linkage” to blood cells.
Key words: oxidative stress, modified LDL, MDA, glyoxal, methylglyoxal

Окислительный стресс играет важную роль в 
развитии ряда патологических состояний, включая 
атеросклероз и сахарный диабет [7, 18]. Индукция 
окислительного стресса может происходить при ги-
перпродукции активных форм кислорода и первич-
ных продуктов свободнорадикального окисления. 
При свободнорадикальном окислении полиеновых 
липидов в качестве первичных продуктов нака-
пливаются липогидропероксиды, окислительная 
деструкция которых сопровождается образованием 
α,β-оксоальдегидов, в частности малонового диаль-
дегида (МДА) [6, 17]. Сопутствующая развитию 
атеросклероза гиперлипидемия является фактором, 
провоцирующим интенсификацию свободноради-
кальных процессов, в результате которых накапли-
ваются как первичные, так и вторичные продукты 
окисления в плазме крови больных [6], причем эти 
продукты в основном локализованы в липид-транс-

портирующих наночастицах плазмы крови – липо-
протеидах низкой плотности (ЛНП). Показано, что 
окислительно-модифицированные ЛНП захваты-
ваются макрофагами стенки сосудов (при участии 
скэвенджер-рецепторов) со значительно большей 
эффективностью, чем частицы неокисленных ЛНП 
[4, 10]. Следует отметить, что скорость поглощения 
макрофагами собственно окисленных ЛНП (частиц 
ЛНП, обогащенных липогидропероксидами) не от-
личается от скорости захвата нативных ЛНП, тогда 
как захват МДА-модифицированных ЛНП проис-
ходит весьма интенсивно [10]. При диабетической 
гипергликемии усиливаются процессы окисления 
глюкозы, причем при ее автоокислении образуется 
гомолог МДА глиоксаль, а при катаболизме триозо-
фосфатов – изомер МДА метиглиоксаль [13]. Ранее 
нами было показано, что глиоксаль-модифициро-
ванные ЛНП захватываются культивируемыми ма-
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крофагами человека с не меньшей эффективностью, 
чем МДА-модифицированные ЛНП [1, 9]. Исходя из 
этого, нами было высказано предположение, что мо-
лекулярный механизм повреждения стенки сосудов 
при диабете по существу не отличается от такового 
при атеросклерозе [8]. Таким образом, можно было 
полагать, что альдегид-модифицированные ЛНП 
должны элиминироваться из кровотока со зна-
чительно большей скоростью, чем неокисленные 
ЛНП. В доступной литературе имеются сведения 
о клиренсе нативных ЛНП из кровотока человека 
[5, 12], тогда как сведений о клиренсе альдегид-
модифицированных ЛНП у животных или человека 
обнаружить не удалось. Исходя из этого, настоящая 
работа посвящена клиренсу альдегид-модифици-
рованных ЛНП кролика и человека, введенных в 
кровяное русло кроликов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

ЛНП плазмы кроликов выделяли при помощи 
дифференциального ультрацентрифугирования в 
градиенте плотности NaCl, а затем NaBr [11] на пре-
паративной ультрацентрифуге L8-M (ротор 50  Ti, 
Beckman, США). Солевой раствор ЛНП концентриро-
вали при помощи Sephadex G-100 fine и диализовали 
против 2000  объемов боратного буфера с pH  8,0 в 
течение 18  часов при 4  °С. Концентрацию белка в 
препаратах ЛНП определяли по методу Лоури. Полу-
ченные ЛНП метили при помощи биотинилирования 
[2], добавляя раствор биотин-сукцинимида в ДМСО 
из расчета 100 мкг метки на 1 мг белка ЛНП. Полу-
ченную смесь инкубировали в течение 2 часов при 
комнатной температуре, а затем избавлялись от 
избытка биотина при помощи гель-фильтрации на 
колонках с Sephadex G25 fine. Биотинилированные 
ЛНП модифицировали в присутствии МДА (полу-
чали методом кислотного гидролиза из его полу-
ацеталя 1,1,3,3-тетраэтоксипропана) [14], глиоксаля 
и метилглиоксаля. От избытка альдегидов после 
модификации избавлялись с помощью диализа. 
Для характеристики полученных препаратов ЛНП 
проводили их нефелометрический анализ. Альде-
гид-модифицированные и нативные биотинили-
рованные ЛНП вводили в ушную вену кроликов из 
расчета 75 мкг белка ЛНП / кг веса, после чего через 
определенные интервалы времени отбирали пробы 
крови с использованием ЭДТА в качестве антикоагу-
лянта. Для определения биотинилированных ЛНП 
в плазме крови осуществляли иммуноферментный 
анализ с использованием конъюгата стрептавдина с 

пероксидазой хрена [3]. ЛНП плазмы крови человека 
изолировали из сыворотки здоровых доноров при 
помощи ультрацентрифугирования [16], после чего 
частицы ЛНП метили флуоресцеин тиоцианатом 
(ФИТЦ) [15]. ФИТЦ-меченые ЛНП человека вводили 
в ушную вену кроликов из расчета 450  мкг белка 
ЛНП / кг веса, после чего через определенные интер-
валы времени отбирали пробы крови, как описано 
выше. Измерение флуоресценции проводили в раз-
бавленных в 20  раз образцах плазмы кролика при 
длине волны возбуждения 495  нм и длине волны 
испускания 519  нм. Опыты по клиренсу ЛНП кро-
ликов повторяли трижды; опыты по клиренсу ЛНП 
человека – дважды. Опыты на животных выполняли 
в соответствии с правилами гуманного обращения 
с животными, регламентированными «Правилами 
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных», утвержденными Приказом МЗ 
СССР № 742 от 13.11.84 г. «Об утверждении правил 
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных» и № 48 от 23.01.85 г. «О контроле 
за проведением работ с использованием эксперимен-
тальных животных».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Инкубация альдегид-модифицированных био-
тинилированных ЛНП кролика в плазме крови этих 
животных in  vitro в течение 5  часов показала, что 
модифицированные ЛНП не подвергаются, вероятно, 
какой-либо деструкции в присутствии компонентов 
плазмы крови.

Результаты нефелометрии свидетельствуют о 
том, что нативные ЛНП кролика и глиоксаль-модифи-
цированные ЛНП кролика были представлены исклю-
чительно частицами размером около 30 нм (табл. 1). 
В то же время 2,5  % МДА-модифицированных и 
метилглиоксаль-модифицированных ЛНП кролика 
были представлены агрегатами частиц, на порядок 
превышающих нативные частицы ЛНП кролика по 
размеру (табл. 1).

На рисунке  1 представлены результаты иссле-
дования скорости элиминации нативных и альде-
гид-модифицированных ЛНП кролика из кровотока 
этих животных. Видно, что содержание в кровотоке 
меченых нативных, глиоксаль- и метилглиоксаль-мо-
дифицированных ЛНП после их введения животным 
резко возрастало, а затем постепенно снижалось в 
течение последующих трех суток, причем не было 
выявлено количественных различий в клиренсе 
нативных, глиоксаль- и метилглиоксаль-модифи-

Таблица 1
Результаты нефелометрического определения характеристик препаратов нативных и альдегид-

модифицированных ЛНП кролика 

d, нм 
% объема фракции ЛНП 

Нативные ЛНП Глиоксаль-
модифицированные ЛНП 

Метилглиоксаль-
модифицированные ЛНП МДА-модифицированные ЛНП 

30 100 100 97,5 97,5 

> 300 0 0 2,5 2,5 
 

Примечание. d – диаметр частиц.
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цированных ЛНП (рисунок 1, кривые 1, 2 и 3 соот-
ветственно). В то же время МДА-модифицированные 
ЛНП кролика практически не обнаруживались в 
кровотоке животных уже через несколько минут по-
сле введения. Известно, что у человека оборот ЛНП 
составляет примерно 25–30 % в день [5, 12], тогда 
как, согласно полученным нами данным, у кроликов 

за день элиминируется около 50  % меченых ЛНП. 
Таким образом, клиренс ЛНП у кроликов несколько 
выше, чем у человека.

Данные по клиренсу нативных и альдегид-мо-
дифицированных ЛНП плазмы крови человека у 
кроликов в двух сериях экспериментов представле-
ны на рисунке 2. В целом клиренс гетерологичных 
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Рис. 1.  Элиминация модифицированных ЛНП кролика из кровотока этих животных: 1 – нативные ЛНП; 2 – глиоксаль-моди-
фицированные ЛНП; 3 – метилглиоксаль-модифицированные ЛНП; 4 – МДА-модифицированные ЛНП. Приведены 
средние значения по трем сериям экспериментов с 95%-ми доверительными интервалами. 
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Рис. 2.  Элиминация модифицированных ЛНП человека из кровотока кроликов (приведены данные двух отдельных экс-
периментов): 1 – нативные ЛНП; 2 – глиоксаль-модифицированные ЛНП; 3 – метилглиоксаль-модифицированные 
ЛНП; 4 – МДА-модифицированные ЛНП. 
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ЛНП человека у кроликов происходит быстрее, чем 
клиренс гомологичных ЛНП кролика. Несмотря на 
некоторые флуктуации элиминации глиоксаль- и 
метилглиоксаль-модифицированных ЛНП чело-
века из кровотока кроликов, в целом данные двух 
серий экспериментов достаточно близки, однако 
можно отметить, что модифицированные ЛНП 
человека элиминируются из кровотока кроликов 
почти в 3  раза быстрее, чем модифицированные 
ЛНП кролика (рис. 2). Тем не менее, клиренс МДА-
модифицированных ЛНП человека осуществляется, 
как и в случае МДА модифицированных ЛНП кро-
лика, значительно быстрее, чем клиренс других 
альдегид-модифицированных ЛНП.

Таким образом, вопреки ожиданиям, глиок-
саль- и метилглиоксаль-модифицированные ЛНП 
могут циркулировать в кровотоке не меньшее вре-
мя, чем нативные ЛНП. Исходя из того факта, что 
в клиренсе нативных ЛНП основную роль играют 
клетки печени, можно полагать, что этот путь яв-
ляется основным и для элиминации глиоксаль- и 
метилглиоксаль-модифицированных ЛНП. В то же 
время чрезвычайно быстрое исчезновение МДА-
модифицированных ЛНП из кровотока не может 
быть объяснено их столь быстрой утилизацией в 
печени. Можно полагать, что МДА может вызывать 
присоединение ЛНП после реакции апопротеина или 
аминофосфолипидов частиц с одной из альдегидных 
групп этого диальдегида к белкам клеток крови при 
взаимодействии аминогрупп с второй (свободной) 
альдегидной группой МДА. Следовательно, получен-
ные нами данные не позволяют сделать однозначное 
заключение об особенностях клиренса различных 
альдегид-модифицированных ЛНП, тем не менее, 
очевидно, что альдегид-зависимая модификация 
ЛНП может играть важную роль в механизмах по-
вреждения 
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