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D I S T R I B U T I O N O F H I G H DENSITY LIPO-
P R O T E I N S U В FR ACT IО N S D E P E N D I N G ON 
T H E HYDRATION DENSITY AND T H E 

P A R T I C L E S S I Z E 

/. A. Scherbakova, N. V. Per ova, V. A. Metel's-
kaya, N. Y. Anufrieva, A. M. Olferev, A. S. Ne-

chaev 

All-Union Cardio logica l Research Centre, Aca-
demy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Dis t r ibut ion of high densi ty l ipoprotein 
(HDL) subf rac t ions w a s studied by m e a n s of 
g rad ien t u l t r acen t r i fuga t ion depend ing on their 
hydra t ion densi ty and us ing electr iphoresis in 
g rad ien t po lyacry lamide gel accord ing to the 
par t ic les size. 53 m e n were examined, where 
43 pa t i en t s were impaired with ischemic hear t 
d isease and with a therosc leros is of coronary ar-
ter ies documented by a n g i o g r a p h y . In all the 
pa t i en t s with ischemic hear t d isease and dis-
l ipoproteinemias dis t r ibut ion of the H D L par-
ticles w a s al tered t o w a r d s a decrease in a m o u n t 
of HDL2b part icles; at the s ame time, load ing 
with cholesterol of the FIDL3 sub t rac t ion w a s 
lowered. The a l t e ra t ions in the subf rac t ion 
spect rum and composi t ion of H D L observed 
in the pa t i en t s with the ischemia and coronary 
a therosc leros is appear to exhibit the a thcroge-
nous impa i rmen t s in cholesterol e l iminat ion 
f rom ar ter ia l wall . 
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Т. И. Торховская, Е. А. Горбатенкова, В. А. Дудаев, 
Я. М. Чеснокова, О. А. Азизова, Э. М. Халилов 

ХОЛЕСТЕРИН-АКЦЕПТОРНЫЕ СВОЙСТВА Л И П О П Р О Т Е И Д О В 
ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКОЙ 

БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА ПО ОТНОШЕНИЮ К МЕМБРАНАМ 
ЭРИТРОЦИТОВ 

II М М И им. Н. И. Пирогова, Москва 

В настоящее время при изучении 
атерогенеза большое внимание уде-
ляют липопротеидам высокой плот-
ности ( Л П В П ) как основным струк-
турам, способным удалять холестерин 
из клеточных мембран [8, 18] и сле-
довательно препятствовать морфоло-
ги ч еск и м из м е йен и я м сосуд исто й стен -
ки, начальным этапом которых и яв-
ляется, по-видимому, индуцированное 
холестерином повреждение мембран 
гладкомышечных 'клеток [17]. Низкая 
концентрация Л П В П , особенно из лег-
кой подфракции ЛГ1ВП2 (с плот-
ностью до 1,125 г/мл) в плазме крови 
больных ишемической болезнью серд-
ца ( И Б С ) и лиц, предрасположенных 
к этому заболеванию [15], сопряжена, 
естественно, с ослаблением суммарной 
интенсивности удаления холестерина 
из мембран и соответствующим сни-

жением транспорта его в печень для 
катаболизма . Это и лежит в основе 
одного из объяснений молекулярного 
механизма роли гипоальфалипопро-
теидем и и ка к нез а висимого р иск-фак-
тора И Б С [20]. В связи с появляю-
щимися в последние годы сообщениями 
об особенностях состава и физико-
химических свойств Л П В П при дисли-
попротеидемиях: и И Б С [9—141 в ли-
тературе в ы с к а з ы в а ют п р с д п о л ож е -
пия и о возможности изменения 
холестерин-акцепторных свойств ин-
дивиду а л ьных ком плексов этого 
класса липопротеидов [5, 11 13]. 
Так, в качестве одного из косвенных 
подтверждений этого рассматривают 
снижение отношения содержания хо-
лестерина подфракций Л П В П к уров-
ню их преобладающего белка anoAi 
п р и И Б С и г и п оа л ь ф а л и поп р оте и д е -
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мин | 11]. Однако такой подход не мо-
ж е т д а т ь информацию о том, способ-
ны ли липопротеидные комплексы 
в к л ю ч а т ь в свою структуру дополни-
тельное количество холестерина и в 
какой степени. 

В этом плане более информативны-
ми можно считать данные о снижении 
включения в Л П В П при гипоальфали-
попротеидемии другого стероида -
спин-меченого андростана [6] . Одна-
ко различия в химическом строении 
этих стероидов не исключают т а к ж е и 
много х а р а к т е р а их взаимодействия с 
Л П В П . 

В настоящее время в литературе нет 
достаточно прямых данных д л я оценки 
холестерин-акцепторной способности 
Л П В П у больных И Б С , несмотря на 
в ы с к а з ы в а е м ы е предположения о ее 
в о з м о ж н о м ослаблении [5, 11 - 1 3 ] . 
Выяснение этого вопроса и явилось 
целью настоящей работы. 

В качестве донора холестерина 
s1 с п 0 л ь з о в а л и м с м б р а и ы э р ит р оц и то в, 
выделенные из крови больных И Б С с 
н а р у ш е н н ы м соотношением концентра-
ций отделытых классов липопротеидов 
плазмы. В мембранах эритроцитов та-
ких больных часто бывает несколько 
повышено молярное отношение холе-
стерии /фосфолипиды ( Х С / Ф Л ) [7, 22] , 
которое, согласно д а н н ы м предыдущих 
исследований [2] , положительно кор-
релирует с параметром упорядоченно-
сти спин-меченой жирной кислоты, 
встраиваемой в липидные области 
мембран . Это позволило использовать 
изменения указанного параметра (па-
ряду с молярной долей холестерина) в 
качестве чувствительного критерия 
и з м е н е н и я с о с т о я и и я э р ит р о ц и т а р и ы х 
м е м б р а н под влиянием инкубации с 
подфр акциям и Л П В П , а следователь-
но, и холестерин-акцепторной способ-
ности последних. 

М е т о д и к а 

Д л я выделения Л П В П использовали плаз-
му крови 11 больных ИБС, находившихся на 
лечении в клинике кафедры госпитальной те-
рапии II М М И им. Н. И. Пирогова. Диагноз 
И Б С был установлен на основании результа-
тов электрокардиографического обследования, 
нагрузочных проб, наличия в анамнезе данных 
о перенесенном инфаркте миокарда. Эритроци-
ты тех ж е больных использовали как источник 
холестерина при оценке холестерин-акцептор-
ных свойств подфракций Л П В П . В качестве 
контроля исследовали подфракции Л П В П 11 
здоровых лиц. 

Липопротсиды выделяли препаративным 
ультр а центри ф у ги ро вами ем на ультра центри ф у -
re L5-65. После отделения фракции с плотно-
стью, меньшей 1,065 г/мл (т. е. липопротеидов 
очень низкой и низкой плотности) выделяли 
последовательным ультрацентрифугированием 
Л П В П 2 и Л П В П з (с плотностью 1,25 г/мл) 
[19]. Препараты липопротеидов подвергали 
диализу против физиологического раствора и 
определяли в них концентрацию фосфолипи-
дов, как описано ранее [7]. В связи с тем, что 
именно фосфолипиды являются наиболее по-
стоянным в процентном отношении компонен-
том Л П В П (по сравнению с холестерином и 
белком, и тем более триглицеридами) [23], по-
лученные препараты доводили добавлением 
физиологического раствора до одной и той ж е 
концентрации по фосфолипидам (чтобы исклю-
чить влияние концентрационных различий на 
акцепцию холестерина) . 

Эритроциты выделяли из крови больных с 
максимально выраженными дислипопротеиде-
миями, для которых молярное отношение 
ХС/ФЛ составляет обычно 1,06—1,19 (по срав-
нению с 0,80—0,90 в норме) [7, 22] . Д л я по-
лучения эритроцитов кровь брали в пробирки, 
содержащие гепарин (1000 Е Д / м л ) . Эритроци-
ты отделяли от плазмы центрифугированием в 
течение 15 мин при 2000 об/мин и 3 раза про-
мывали физиологическим раствором, центри-
фугируя при тех ж е условиях. Определения 
содержания в них холестерина и фосфолипи-
дов после экстракции смесыо хлороформ - ме-
танол проводили, как указано ранее [7 | . 

Д л я инкубации с подфракциями Л П В П от-
бирали по 0,5 мл осадка промытых эритроци-
тов и смешивали с 1 мл препарата Л П В П . 
В каждой серии опытов эритроциты одного 
больного инкубировали с препаратами под-
классов Л П В П , выделенными из крови как 
больных ИБС, так и здоровых лиц. Контролем 
служили (в аналогичных условиях) 0,5 мл тех 
ж е эритроцитов с 1 мл физиологического ра-
створа. Инкубацию проводили в течение 18 ч 
при 37°С. 

После инкубации эритроциты отделяли 
центрифугированием и промывали 3 раза фи-
зиологическим раствором. В отмытых эритро-
цитах определяли содержание холестерина и 
фосфолипидов, как указано выше, а т а к ж е па-
раметр упорядоченности вводимых в мембра-
ну спиновых зондов с методом электронного 
парамагнитного резонанса ( Э П Р ) . 

В качестве спиновых зондов использовали 
нитроксильныс производные стеариновой кис-
лоты — 5- и 16-доксилстсараты фирмы «Syva» 
(США), легко проникающие в фосфолипидные 
области мембран. Полярные карбоксильные 
группы этих зондов, по-видимому, препятству-
ют их диффузии через гидрофобную фазу мем-
браны, что дает возможность получать инфор-
мацию о структурной организации плазматиче-
ской мембраны [3 | . Зонды вводили в суспен-
зию эритроцитов в виде растворов в этаноле 
в концентрации 1()~5 М, содержание спирта не 
превышало 2 % по объему. Спектры Э П Р ре-
гистрировали на радиоспектрометре Е-4 фирмы 
«Varian» (США) в термостатируемой плоской 
кювете при 37 °С, микроволновой мощности 
10 мВт, амплитуде ВЧ-модуляции 1- -1,6 Гс, 
скорости развертки магнитного поля 100 Гс за 
8 мин. На основании спектральных данных 
вычисляли параметр упорядоченности (S) 5-
доксилстеарата и время корреляции вращения 
(т) 16-доксилстеарата, характеризующие ори-

102' 



Т а б л и ц а I 

Изменение молярного отношения ХС/ФЛ эри-
троцитон после инкубации с препаратами 

ЛПВП2 больных ИБС и здоровых лиц 

Х С / Ф Л . отн. е д . 

№ 
инкубация 

инкубация с Л П В П 2 

опыта инкубация 
б е з липопро- здоровые больные 

теидов лица И БС 

1 1 , 0 0 0 , 7 3 0 , 9 4 
2 1 , 1 4 0 , 7 1 0 , 9 0 
3 1 , 18 0 , 5 0 0 , 6 9 
4 1 , 1 3 0 , 7 1 1 , 0 9 
5 1 , 2 1 0 , 5 0 0 , 7 1 
6 0 , 9 6 0 , 7 3 0 , 8 1 
7 1 , 1 9 0 , 7 6 1 , 0 2 
8 0 , 7 0 0 , 6 6 0 , 6 7 

еитацию и подвижность молекул зондов, во 
многом определяемые микровязкостыо липид-
пой фазы мембраны [3]. Статистическую об-
работку полученных результатов проводили на 
программируемой микро-ЭВМ «ЕМС-666» 
(Венгрия) . 

Р е з у л ь т а т ы 

После инкубации эритроцитов с под-
фра'кциями Л П В П относительное со-
д е р ж а н и е холестерина в клетках сни-
жалось , однако степень этого сниже-
ния была различной д л я Л П В П , вы-
деленных из плазмы крови здоровых 
лиц и больных И Б С . Результаты изме-
нения молярного отношения Х С / Ф Л 
мембран эритроцитов после инкуба-
ции с Л П В П 2 и Л П В П 3 представлены 
в табл . 1 и 2. В соответствии с полу-
ченными данными исходные значения 

Т а б л и ц а 2 

Изменение молярного отношения ХС/ФЛ эри-
троцитов после инкубации с препаратами 

ЛПВП3 больных ИБС и здоровых лиц 

Х С / Ф Л , отн. е д . 

№ инкубация 
инкубация с Л П В П з 

оп ыта инкубация оп ыта б е з липопро- здоровые больные 
теидов лица ИБС 

1 1 , 1 4 0 , 8 3 1 , 0 0 
2 1 , 0 0 0 , 9 8 1 , 0 0 
3 1 , 1 8 0 , 5 0 0 , 5 4 
4 1 , 1 3 0 , 6 7 0 , 8 4 
5 1 , 0 9 0 , 6 3 0 , 6 9 
6 1 , 0 9 0 , 6 9 0 , 9 1 
7 1 , 0 9 0 , 7 2 0 , 9 1 
8 1 , 0 9 0 , 8 1 0 , 9 1 
9 1 , 2 1 0 , 9 0 1 , 0 5 

10 1 , 1 9 0 , 8 0 0 , 9 8 
11 0 , 9 6 0 , 8 4 0 , 9 2 

Т а б л и ц а 3 
Изменения параметров спектров ЭПР 5- и 

16-доксилстеаратов в эритроцитах после инку-
бации с подфракциями ЛПВП больных и здо-

ровых доноров 

У с л о в и я инку-
бации 

П араметр 
упорядочен-
ности ;> док 
силстеарата , 

отн. ед . 

Время корре-
ляции враще-

ния 1 6 - ДОК-
с и л с т е а р а т а , 

• 1 0~° . с 

. Без ЛПВП 0 , 6 9 0 ± 0 , 0 0 5 2 , 3 0 ± 0 , 0 4 
( п 10) 

. С Л П В П 2 здо- 0 , 6 6 8 ± 0 , 0 0 3 1 , 7 8 ± 0 , 0 2 
ровых доноров 
( / / . = 11) 

. С Л П В П , 0 , 6 7 7 ± 0 , 0 0 4 1 , 8 2 ± 0 , 0 3 
больных ИБС 
(п I I ) 

Pin- И < 0 , 0 5 < 0 , 1 

. С Л П В П 3 здо- 0 , 6 7 0 ± 0 , 0 0 3 1 , 7 1 — 0 , 0 3 
ровых доноров 
( п = I I ) 

г. С Л П В П , 0 , 6 8 1 ± 0 , 0 0 5 1 , 7 7 ± 0 , 0 3 
больных 
{П = 1 1 ) 
Р у - I V < 0 , 0 5 < 0 , 1 

молярного отношения Х С / Ф Л для 
обследованных больных колебались в 
широких пределах (от 0,96 до 1,21), 
что по аналогии с результатами по 
удалению холестерина из эритроцитов 
с помощью липосом [16] не могло не 
сказаться на степени его удаления 
п р е п а р а т а м и Л П В П . Так, максималь-
ное удаление холестерина при инкуба-
ции с Л П В П 2 (в среднем на 5 0 % ) 
наблюдалось при использовании эри-
троцитов с высоким исходным уровнем 
Х С / Ф Л ; у больного с долей холестери-
на в эритроцитах , близкой к нормаль-
ным величинам (0,96), удаление холе-
стерина из эритроцитарных мембран 
было в ы р а ж е н о незначительно — в 
среднем на 20 % (см. табл . 1). Поэто-
му д л я сопоставления холестерин-
акцепторной способности Л П В П с 
ис пол ьз ов а н и ем р а з л ичн ы х э р итроци-
тов в качестве донора холестерина мы 
сочли более правомерным проводить 
не общую статистическую обработку , 
а д а т ь непосредственные результаты 
всех опытов. При этом в к а ж д о м опы-
те (с применением эритроцитов одно-
го и того ж е больного и препаратов 
Л П В П двух или более лиц) можно 
проводить сравнение интенсивности 
удаления холестерина п р е п а р а т а м и 
Л П В П здоровых лиц и больных И Б С . 

В к а ж д о м опыте величины молярно-
го отношения ХС/ФЛ эритроцитов пос-
ле инкубации как с Л П В П 2 , так и с 
ЛГ1ВП3 больных И Б С были ниже, чем 
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после инкубации с соответствующими 
подклассами Л П В П здоровых лиц. На-
пример, эритроциты больного с вели-
чиной Х С / Ф Л 1,19 после инкубации с 
Л П В П 2 и Л П В П 3 здорового человека 
теряли часть холестерина, что приво-
дило к снижению Х С / Ф Л до 0,76 и 
0,80. И н к у б а ц и я тех ж е эритроцитов в 
аналогичных условиях с ЛГ1ВП2 и 
Л П В П 3 больного И Б С д а в а л а величи-
ны 1,02 и 0,98 (см. табл . 1 и 2) . 

Выявленные и з м е н е н и я л и п и д и ого 
состава эритроцитов при инкубации с 
Л П В П привели т а к ж е к модификации 
физических свойств их мембран . 
В табл . 3 представлены значения па-
раметров S и т спиновых зондов 5- и 
16-доксилстеаратов в эритроцитах 
больных И Б С до п после их инкуба-
ции с разными подфр акциям и Л П В П 
больных И Б С п здоровых доноров. 
Как видно, эти п а р а м е т р ы уменьшают-
ся после воздействия обеих подфрак-
ций липопротеидов, что в свою очередь 
свидетельствует о возрастании подвиж-
ности зондов, а следовательно, и сни-
жении микровязкости эритроцитарной 
мембраны в области их локализации , 
причем изменения о к а з ы в а ю т с я более 
выраженными в случае инкубации с 
подфракциями Л11ВП, выделенными 
из плазмы здоровых доноров. 

О б с у ж д е и и е 

Снижение уровня холестерина в 
мембранах эритроцитов и, следова-
т ел ь н о, н о р м а л и з а ц и я ст р у к ту р н ы х 
параметров , характеризующих молеку-
л я р н у ю упаковку мембранных фосфо-
липидов, является проявлением изве-
стного свойства Л П В П у д а л я т ь холе-
стерин из клеточных м е м б р а н [8, 17, 
18]. Результаты настоящей работы по-
казывают, что этим свойством обла-
дают обе подфракции Л П В П . Соглас-
но принятым в настоящее время пред-
ставлениям о метаболических взаимо-
отношениях этих подфракций, в плаз-
ме крови акцепторами холестерина 
(так ж е как фосфолипидов и а поп ро-
теина С с поверхности богатых тригли-
церидами липопротеидов очень низ-
кой плотности) являются более мел-
кие и плотные липопротеидные комп-
л е к с ы, от н ос я щи ее я к п од ф р а к ц и и 
Л П В П 3 [21] . При этом они превра-
щаются в более легкие Л П В П 2 при 
участии фермента лецитин-холестерин-
а ц и л т р а н с ф е р а з ы [8, 21] . Имеется ряд 

работ, продемонстрировавших холе-
сте р и н - а кцепторн у ю фу и к ц и ю и м ен н о 
Л П В П 3 [8, 18] и в меньшей степени 
Л П В П 2 [8] . В нашей работе Л П В П 2 
т а к ж е о б л а д а л и холестерин-акцептор-
ной активностью. Не исключено, что 
это может быть обусловлено гетероген-
ностью этой подфракции, куда может 
входить субпопуляция Л П В П 2 с ми-
нимальной долей свободного холесте-
рина в поверхностном фосфолипидиом 
монослое (0,09) [1] и вследствие это-
го, по всей вероятности, с повышенной 
способностью к его включению. Спо-
собность обеих подфракций, и в боль-
шей степени Л П В П 2 к акцепции холе-
стерина предполагалась ранее на осно-
вании данных о включении в них спин-
меченого андростана [6] , причем это 
включение (так ж е как и удаление 
холестерина из эритроцитов в настоя-
щей работе) было осла'блено в случае 
Л П В П больных И Б С . Сопоставление 
х ол есте р и i г а к цеп то р и о й с п ос об 11 ост 11 
(по отношению к эритроцитам) двух 
подфракций Л П В П одного и того ж е 
донора требует специальных исследо-
ваний с учетом различий их химиче-
ского состава. В настоящей работе 
показано, что обе подфракции Л П В П 
больных И Б С действительно облада-
ют пои и жен и о й х о л есте р и и - а к це п тор -
ной активностью, что, несмотря на су-
ществование ряда предположений [5, 
11, 12], до сих пор показано не было. 

Н а б л ю д а е м о е явление можно объяс-
нить различными причинами. По всей 
вероятности, это ие я в л яется сл едст-
ствием большей «насыщенности» хо-
лестерином подфракций Л П В П у 
больных И Б С , так как имеются про-
тивоположные данные об их пони-
женной «загруженности» холестери-
ном на основании низких значений от-
ношения холестерин/апо/А! [11] . По-
видимому, ослабление холестерин-ак-
цепторных свойств подфракций Л П В П 
при И Б С обусловлено какими-либо 
структурными или химическими изме-
нениями, связанными с нарушением 
п р оцессов м ста бол и з м а ли т i д о в или 
апопротсииов. В литературе имеются 
данные о ряде таких изменений под-
фракций Л П В П у больных И Б С : сни-
ж е н и е от н ос и тельного содержания в 
них эфиров холестерина и повышение 
доли белка [4] , изменение жирнокис-
лотного состава фосфолипидов в сто-
рону преобладания насыщенных жир-
ных кислот [12] , изменение соотноше-
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пия апопротеинов f l l ] и отдельных 
фосфолипидов — лецитина и сфинго-
миелина [12] . П о к а з а н ы т а к ж е и фи-
зические особенности подклассов 
J I I IBI I при И Б С и сопряженной с ней 
гипоальфалипопротеидемии: изменение 
распределения поверхностного з а р я д а 
и микровязкости по данным метода 
флуоресцентных зондов [ 14], измене-
ние температурных интервалов тсрмо-
и н д у ц и р ов а н н ы х с т р у кту р и ы х пере-
строек [6, 10] и проницаемости по-
верхностного слоя | 1 2 | . К а ж д о е из 
этих изменений в ы р а ж е н о в незначи-
тельной степени, однако, если учесть, 
что л 11 попротеидны й ком плекс п рсд-
ставляет собой систему с, наиболее 
термодинамически выгодным сочетани-
ем и молекулярной топографией от-
дельных компонентов [1, 8, 9] , то 
можно полагать , что д а ж е небольшие 
изменения (или их сочетания) могут 
о к а з а т ь су щ ест в е и но с в л и я и и с на 
свойств а л и п оп р оте и д 11 ой ч а ст и цы. 
Вопрос о том, какие из этих (или, воз-
можно, каких-либо других) свойств 
о п р еде л я ют с н и жен и е х о л ее тс р и н - а к -
цепторной функции подфракций 
Л П В П у больных И Б С , а т а к ж е о 
влиянии дислипопротеидем ий требует 
д а л ьн ей ш их и сс л едов а н и й. 
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C H O L E S T E R O L - A C C E P T O R P R O P E R T I E S 
TOWARDS ERYTHROCYTE ВЮМНMBRAN KS 
O F H I G H DENSITY L I P O P R O T E I N S FROM 
P A T I E N T S W I T H I S C H E M I C H E A R T DI-

S E A S E 

T. /. Torkliovskaya, E. A. Gorbatenkova, 
V. A. Dudaev, Ya. M. Chesnokova. 

O. A. Azizova, E. M. Klialilou 

N. I. P i rogov II Medical School, Moscow 

A capaci ty of high densi ty l ipoproteins 
(HDL) , isolated from blood of pa t ien t s with 
ischemic hear t disease, to accept cholesterol of 
e ry throcyte m e m b r a n e s w a s s tudied by means 
of moni to r ing , u s ing spectra of electron para -
magne t i c resonance, a disease in the correla-
tion period of rotat ion, in the pa t t e rns of regu-
larity of s tear ic acid ni t roxyl der ivat ives intro-
duced into the m e m b r a n e s and by a decrease 
in the molar ra t io "cho les te ro l /phosphol ip ids" 
in erythrocytes . HDL 2 and HDL3 , isolated from 
blood p lasma of the pa t ien ts , were shown to 
bind cholesterol less effect ively a f te r incubat ion 
with e ry throcytes as compared with the cor-
r e spond ing l ipoproteins f rom blood p lasma of 
heal thy persons . Rela t ionship between the phe-
nomenon observed and the physico-chemical pro-
pert ies of HDL in ischemic hear t disease are 
discussed. 


