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Резюме
Цель. Изучить белковый состав каль-

ций-фосфатных бионов (КФБ), выделенных из 
атеросклеротических бляшек крупных артерий 
человека.

Материалы и методы. КФБ были выделе-
ны по оригинальному протоколу из атероскле-
ротических бляшек, полученных из бедренной 
артерии двух пациентов с ишемической бо-
лезнью сердца и гемодинамически значимым 
мультифокальным атеросклерозом. После раз-
деления белков в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия с целью 
проведения протеомного анализа были прове-
дены триптический гидролиз белков и время-
пролетная матрично-активированная лазер-
ная десорбция/ионизация-масс-спектрометрия 
(МАЛДИ-ВП-МС). Спектры триптических ги-
дролизатов отдельных белков идентифициро-
вались при помощи поисковой системы Mascot. 

Результаты. Было выявлено, что выделен-
ные из атеросклеротических бляшек бедренной 
артерии человека КФБ содержат бычий и чело-
веческий сывороточный альбумин, бычий аль-
фа-2-макроглобулин, а также человеческий ци-
топлазматический актин 1. Таким образом, по-
казано, что КФБ способны как адсорбировать 
белки из фетальной бычьей сыворотки в про-
цессе культивирования, так и содержать в сво-
ем составе белки из атеросклеротических бля-
шек после их выделения. 

Заключение. КФБ, выделенные из атеро-
склеротических бляшек крупных артерий чело-
века, содержат в своем составе те же белки, что 
и искусственно синтезированные КФБ, однако 
адсорбируют не только белки сыворотки, но и 
белки бляшки.

Ключевые слова: кальций-фосфатные био-
ны, атеросклероз, бляшки, белковый состав, 
масс-спектрометрия, протеомика.

Abstract
Aim. To investigate the proteomic profile of cal-

cium phosphate bions (CPB) derived from athero-
sclerotic plaques of large human arteries. 

Materials and Methods. CPB were extract-
ed from femoral atherosclerotic plaques of two pa-
tients with coronary artery disease and significant 
peripheral atherosclerosis utilizing an original pro-
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Введение
Кальций-фосфатные бионы (КФБ) представ-

ляют собой минерало-органические наночасти-
цы диаметром от 80 до 500 нм, образующиеся 
в крови человека при перенасыщении ионами 
кальция и фосфора, оказывающие токсическое 
действие на эндотелиальные клетки и вызы-
вающие развитие гипертрофии брюшной аор-
ты крыс [1-3]. Детальное изучение патогенного 
действия КФБ требует подробной характериза-
ции их химического состава, включая высоко-
производительные методы. В то время как ми-
неральный профиль КФБ может быть изучен 
различными методами элементного анализа (к 
примеру, энергодисперсионной рентгеновской 
спектроскопией и атомно-эмиссионной спек-
троскопией), инфракрасной спектроскопией и 
спектроскопией комбинационного рассеяния 
света с целью анализа функциональных групп 
и рентгеновской порошковой дифрактометрией 
для определения химической формулы входя-
щих в их состав соединений, исследование ор-
ганического профиля КФБ технически затруд-
нительно вследствие малого содержания биома-
кромолекул. Предыдущие эксперименты пока-
зали, что выделенные из атеросклеротических 
бляшек КФБ имеют в своем составе остаточные 
липиды, в то время как искусственно синтези-
рованные КФБ не содержат веществ липидной 
природы [3]. Это позволило предположить, что 
белковый профиль КФБ, выделенных из атеро-
склеротических бляшек, и искусственно синте-
зированных КФБ также может несколько отли-
чаться. Как правило, с целью общей оценки бел-
кового состава КФБ целесообразно применять 
электрофорез в полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия, а для иденти-
фикации конкретных белков – иммуноблоттинг. 
В то же время для получения максимального ко-
личества данных о входящих в их состав белках 
необходимо проведение масс-спектрометрии, 
которая на текущем этапе развития науки явля-

ется наиболее высокопроизводительным мето-
дом протеомики [4, 5]. 

Цель исследования 
Изучить белковый состав кальций-фосфат-

ных бионов (КФБ), выделенных из атероскле-
ротических бляшек крупных артерий человека. 

Материалы и методы
Выделение кальций-фосфатных бионов из 

атеросклеротических бляшек
Сегменты кальцифицированных атероскле-

ротических бляшек из бедренных артерий двух 
пациентов с ишемической болезнью сердца и 
мультифокальным атеросклерозом (гемодина-
мически значимым стенозом артерий нижних 
конечностей) были получены в результате хи-
рургического вмешательства. Ткань гомогени-
зировали при помощи ступки и пестика, про-
водили ультразвуковую дезинтеграцию (UD-
20, TechPan) в режиме наибольшей мощности 
и центрифугировали при 3,000 x g в течение  
10 мин при 4°C (5804R, Eppendorf). Далее на-
досадок фильтровали через целлюлозно-аце-
татный фильтр (Millipore) с диаметром пор 0,22 
мкм, после чего 3 мл фильтрата добавлялись 
во флакон (T-25, Greiner) с 7 мл модифициро-
ванной по Дульбекко среды Игла (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium, DMEM), которая до-
полнительно содержала 10% фетальной бычь-
ей сыворотки (Gibco), 1% раствор L-глутами-
на-пенициллина-стрептомицина (Gibco) и 0,4% 
раствор амфотерицина B (Gibco). Все проце-
дуры осуществляли в стерильных условиях. 
Культивирование КФБ проводили при 37°C, 5% 
CO2 и высокой влажности (MCO-18AIC, Sanyo) 
в течение 6 недель. В качестве отрицательного 
контроля использовали культуральную среду 
с добавлением и без добавления аналогично-
го количества однократного фосфатно-солево-
го буфера (pH 7.4, Gibco), а также чистую среду 
DMEM (без сыворотки и иных добавок). Для 

tocol. After sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis, we performed tryptic hydro-
lysis followed by matrix assisted laser desorption 
ionization-time of flight mass spectrometry (MAL-
DI-TOF MS). Mass spectra were identified using 
the Mascot search engine. 

Results. Plaque-derived CPB contained bovine 
and human serum albumin, bovine alpha-2-macro-
globulin, and human cytoplasmic actin 1. Hence, 

we showed that CPB adsorb proteins from both fe-
tal bovine serum and atherosclerotic plaques. 

Conclusion. Plaque-derived CPB have similar 
proteomic profile to artificially synthesized CPB, 
yet adsorbing plaque proteins in addition to those 
characteristic for the serum. 

Keywords: calcium phosphate bions, athero-
sclerosis, plaques, proteomic profile, mass spec-
trometry, proteomics.
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подтверждения роли выделяемых из бляшки 
кальция и фосфора в формировании КФБ осу-
ществляли такую же процедуру для тканей вну-
тренней грудной артерии, которая практически 
никогда не поражается атеросклерозом (извест-
ны лишь единичные случаи в литературе). По-
сле 6 недель культивирования культуральную 
среду центрифугировали при 200,000 x g в те-
чение 1 ч при 4°C (Optima MAX-XP, Beckman 
Coulter). Осадок растворяли в стерильной би-
дистиллированной воде, содержание КФБ в 
растворе определяли измерением оптической 
плотности (УНИПЛАН/АИФР-01, Пикон) на 
длине волны 650 нм (ОП650) и приводили все 
образцы к одной концентрации (ОП650 = 0,08-
0,10). 

Разделение белков интактных кальций-фос-
фатных бионов

Образцы концентрировали на центрифуж-
ных концентраторах Vivaspin 2 (Sartorius) до 
объема 20 мкл. Для проведения электрофо-
реза белков в мини-геле (8×10 см, толщина  
1 мм)  концентрированные образцы смешивали 
в соотношении 1:1 с буфером Лэммли (0,05М 
Трис-HCl pH 6,8; 2% додецилсульфат натрия;  
0,002% бромфеноловый синий; 10% глицерин; 
5% 2-меркаптоэтанол) и далее кипятили в тече-
ние 5 минут. В качестве маркера молекулярных 
масс использовали Precision Plus (Bio-Rad). На 
каждую дорожку наносили по 20 мкл образца, 
белки концентрировали в 4% полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсульфата на-
трия (акриламид/бисакриламид в соотношении 
37,5:1, 0,1% додецилсульфат натрия, 0,125 мМ 
Трис-HCl pH 6,8, 0,1% тетраметилэтилендиа-
мин, 0,05% персульфат аммония) при силе то-
ка 15 мА на гель и разделяли в 12% полиакри-
ламидном геле в присутствии додецилсульфата 
натрия (акриламид/бисакриламид в соотноше-
нии 37,5:1, 0,1% додецилсульфат натрия, 0,375 
мМ Трис-HCl pH 8,8, 0,05% тетраметилэтилен-
диамин, 0,05% персульфат аммония) при силе 
тока 25 мА на гель в электрофоретической ка-
мере Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Ге-
ли окрашивали флюоресцентным красителем 
Sypro Ruby (Molecular Probes), отмывали в 7% 
уксусной кислоте и 10% этаноле при комнатной 
температуре, промывали бидистиллированной 
водой и визуализировали при помощи гель-до-
кументирующей системы VersaDoc MP4000 
(Bio-Rad). Фотографии гелей представлены на 
рисунке 1. 

Масс-спектрометрия
Белковые фракции вырезали из гелей при 

помощи прибора EXQuest Spot Cutter (Bio-
Rad) и переносили в пробирки. Триптический 
гидролиз белка был выполнен согласно следу-
ющему протоколу: кусочки гелей промывали 
0,2M бикарбонатом аммония в 50% ацетони-
триле при 37°С, затем высушивали 100% аце-
тонитрилом, добавляли 150 мкл 0,2М бикар-
боната аммония и 20 мкл 0,045М дитиотреито-
ла и инкубировали при 37°С в течение 30 мин. 
Далее гели снова сушили 100% ацетонитри-
лом и инкубировали в  0,1М йодацетамиде в 
темноте в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе. Затем гели высушивали 100% ацето-
нитрилом и проводили собственно триптиче-
ский гидролиз белка путем регидратации геля 
раствором модифицированного свиного трип-
сина (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, 
Promega) с концентрацией 15 мкг/мл в 0,05М 
бикарбонате аммония. Гидролиз проводили в 
течение 17 ч при 37°С.

После проведения триптического гидроли-
за раствор отбирали в отдельные пробирки, к 
кусочкам геля добавляли 15 мкл раствора 70% 
ацетонитрила с 0,1% муравьиной кислотой и 
далее инкубировали 2 часа на термошейкере 
(TS-100C, Biosan) при 37°С и 1000 об/мин. Да-
лее надосадки сливали вместе и упаривали до-
суха на центрифужном вакуумном испарителе 
(Concentrator Plus, Eppendorf). 

Для проведения масс-спектрометрического 
анализа методом времяпролетной матрично-ак-
тивированной лазерной десорбции/ионизаци-
и-масс-спектрометрии (МАЛДИ-ВП-МС) об-
разцы растворялись в 12 мкл 5% ацетонитрила 
с 0,1% муравьиной кислотой. Перед нанесени-
ем на мишень масс-спектрометра образцы кон-
центрировались на микроколонках ZipTip C18 
(Millipore) согласно протоколу производителя. 
В качестве матрицы использовался насыщен-
ный раствор α-циано-4-гидроксикоричной кис-
лоты (Fluka) в 70% ацетонитриле с 0,1% му-
равьиной кислотой. Спектры получали на при-
боре Solarix XR 7T (Bruker Daltonics). Спектры 
триптических гидролизатов отдельных белков 
идентифицировались при помощи поисковой 
системы Mascot.

Результаты
Разработанная оригинальная методика по-

зволила выделить кальций-фосфатные бионы 
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Таблица 1. 

Идентификация бел-
ков по их триптиче-
ской карте масс

Table 1. 

Tryptic mass mapping 
analysis

Рисунок 1. 

Электрофореграм-
ма белков КФБ, вы-
деленных из ате-
росклеротических 
бляшек. Окраска 
Sypro Ruby, маркер 
молекулярных масс 
Precision Plus (Bio-
Rad)

Figure 1. 

Gel electrophoresis 
of proteins extracted 
from plaque-derived 
calcium phosphate bi-
ons. Sypro Ruby stain-
ing, Precision Plus 
Standard

из атеросклеротических бляшек, которые визу-
ализировались как при макроскопическом об-
следовании, так и при измерении оптической 
плотности, после растворения в бидистилли-
рованной воде придавая раствору ОП650 в 0,08-
0,10. При разделении белков методом электро-
фореза в полиакриламидном геле с последу-
ющим окрашиванием красителем Sypro Ruby 
в образцах КФБ от обоих пациентов было вы-
явлено 10 полос, соответствующих различным 
бычьим или человеческим белкам (таблица 1, 
рисунок 1). 

Идентификация белков после масс-спектро-
метрии показала, что молекулярные массы по-
лос 1 и 2 соответствуют альфа-2-макроглобули-
ну (167,5 кДа, рисунок 2, рисунок 3), полосы  
5 – бычьему сывороточному альбумину (69 кДа, 
рисунок 4), а полосы 6 – человеческому цито-
плазматическому актину 1 (42 кДа, рисунок 5).

Белки, соответствующие остальным поло-
сам, идентифицированы не были. Получен-
ные данные позволяют предположить, что КФБ 
способны как адсорбировать белки из феталь-
ной бычьей сыворотки в процессе культивиро-
вания, так и содержать в своем составе белки 
из атеросклеротических бляшек после их выде-
ления.

Обсуждение
Проведение экспериментов по изучению па-

тогенного действия как экзогенных, так и эндо-
генных наночастиц требует их полной характе-
ризации, которая включает в себя оценку формы 
посредством электронной или атомно-силовой 
микроскопии, оценку размерности методами ди-
намического рассеяния света, а также электрон-
ной или атомно-силовой микроскопии, оцен-

Номер полосы 
Band number 

Белок 
Protein 

База данных 
Database 

Молекулярная масса 
Molecular mass 

Вид 
Type 

1 
Альфа-2-макроглобулин 

Alpha-2-Macroglobulin 
swissProt 167470 Bos taurus 

2 
Альфа-2-макроглобулин 

Alpha-2-Macroglobulin 
swissProt 167470 Bos taurus 

3 
Не идентифицирован 

Not identified 
   

4 
Не идентифицирован 

Not identified 
   

5 
Сывороточный альбумин 

Serum albumin 
swissProt 69248 Bos taurus 

6 
Цитоплазматический актин 1 

Human cytoplasmic actin 1 
swissProt 41710 Homo sapiens 

7 
Не идентифицирован 

Not identified 
   

10 
Не идентифицирован 

Not identified 
   

ку кристалличности методами спектроскопии 
комбинационного рассеяния света и рентгенов-
ской порошковой дифрактометрии, анализ ми-
нерального профиля методами энергодиспер-
сионной рентгеновской спектроскопии, атом-
но-эмиссионной спектроскопии, инфракрасной 
спектроскопии, спектроскопии комбинацион-
ного рассеяния света и рентгеновской порошко-
вой дифрактометрии, а также анализ органиче-
ского профиля методами жидкостной и газовой 
масс-спектрометрии. В данной работе был вы-
полнен анализ белкового состава КФБ из атеро-
склеротических бляшек крупных артерий чело-
века при помощи МАЛДИ-ВП-МС, который по-
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Рисунок 2. 

Масс-спектр продук-
тов триптического 
гидролиза белковой 
фракции,  соответ-
ствующей полосе 1 
на гель-электрофо-
резе

Figure 2. 

Mass spectrum of 
the tryptic hydroly-
sis products from the 
band 1

Рисунок 3. 

Масс-спектр продук-
тов триптического 
гидролиза белковой 
фракции  соответ-
ствующей полосе 2 
на гель-электрофо-
резе

Figure 3. 

Mass spectrum of 
the tryptic hydroly-
sis products from the 
band 2
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Рисунок 4. 

Масс-спектр продук-
тов триптического 
гидролиза белковой 
фракции, соответ-
ствующей полосе 5 
на гель-электрофо-
резе

Figure 4. 

Mass spectrum of 
the tryptic hydroly-
sis products from the 
band 5

Рисунок 5. 

Масс-спектр продук-
тов триптического 
гидролиза белковой 
фракции, соответ-
ствующей полосе 6 
на гель-электрофо-
резе

Figure 3. 

Mass spectrum of 
the tryptic hydroly-
sis products from the 
band 6
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казал адсорбцию к КФБ как бычьих белков (из 
сыворотки для культивирования, так и челове-
ческих белков (из бляшек). Ранее масс-спек-
трометрический анализ протеомного профиля 
бионов был проведен группой из Тайваня, ко-
торая показала присутствие в КФБ фетуина-А, 
альбумина, аполипопротеинов A-I, A-II и C-III, 
протромбина, компонента комплемента C3, C4 
и H, фактора комплемента B, альфа-субъедини-
цы гемоглобина, бета-субъединицы фетального 
гемоглобина, альфа-1-антипротеиназы, витамин 
K-зависимых белков С и S, серотрансферрина, 
факторов коагуляции V, IX и X, ингибитора фак-
тора коагуляции XIIa, витамин D-связывающе-
го белка, адипонектина, альфа-2-макроглобули-
на, антитромбина-III, альфа-фетопротеина, бел-
ка HSP90, тромбоспондина-1, секретируемого 
фосфопротеина 24, остеопонтина, альфа-2-анти-
плазмина, протеиндисульфидизомеразы, эндо-
плазмина, маннозосвязывающего белка C, аль-
фа-цепи фибриногена и предшественника аль-

фа-1-макроглобулина/бикунина [2]. Несмотря 
на такое разнообразие выявленных белков, все 
они имели бычье происхождение, поскольку для 
культивирования КФБ традиционно использует-
ся фетальная бычья сыворотка [2]. В проведен-
ной работе также было показано, что КФБ ад-
сорбируют в том числе и человеческие белки, в 
частности, из атеросклеротических бляшек, со-
храняя таким образом профиль того микроокру-
жения, в котором они находятся. При этом каче-
ственный белковый состав КФБ, выделенных из 
атеросклеротических бляшек, практически не 
отличается от такового искусственно синтезиро-
ванных КФБ [3].

Заключение
КФБ, выделенные из атеросклеротических 

бляшек крупных артерий человека, содержат в 
своем составе те же белки, что и искусствен-
но синтезированные КФБ, однако адсорбируют 
не только белки сыворотки, но и белки бляшки.
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Хотя на Европейский регион ВОЗ приходит-
ся только 3% глобального бремени туберкуле-
за (ТБ), он имеет один из самых высоких по-
казателей туберкулеза с множественной лекар-
ственной устойчивостью (МЛУ-ТБ). Несмотря 
на неуклонное снижение бремени туберкулеза 
в течение последнего десятилетия, он остает-
ся угрозой для общественного здравоохране-
ния в Регионе. В 2016 году в Европейском ре-
гионе ВОЗ было зарегистрировано 290 000 но-
вых случаев ТБ и 26 000 случаев смерти от ту-
беркулеза, что эквивалентно 32 и 2,8 на 100 000 
населения соответственно. ТБ тесно связан с 
ВИЧ, который ослабляет иммунную систему, 
а также с неблагоприятными социальными ус-
ловиями жизни, такими как нищета, безработи-
ца, тюремное заключение, миграция. Больные 

туберкулезом чаще всего являются молодыми 
людьми в восточной части Региона и мигран-
тами. Однако туберкулез встречается и у по-
жилых коренных жителей в Западной Европе. 
В настоящем докладе представлен обзор по-
следней эпидемиологической ситуации и сред-
несрочного прогресса в осуществлении Плана 
действий по борьбе с туберкулезом для Евро-
пейского региона ВОЗ 2016-2020 годов. Также 
доклад посвящен 10-й годовщине Берлинской 
декларации о туберкулезе - «Все против тубер-
кулеза». 

1Полный текст на английском языке на 
сайте Европейского регионального бюро 
ВОЗ:

http://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_
file/0010/364663/tb-report-2018.pdf
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