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Резюме

В работе рассмотрены особенности и количественные характеристики взаимодействия липопротеинов низкой 
(ЛПНП), очень низкой (ЛПОНП) и высокой (ЛПВП) плотности с полициклическим ароматическим углеводо-
родом бензо[а]пиреном (Б[а]П). Материал и методы. Исследования выполнены с использованием препаратив-
ного ультрацентрифугирования фракций липопротеинов плазмы крови человека и флуоресцентной спектроско-
пии.  Результаты. Приведены спектральные характеристики триптофановой флуоресценции фракций ЛПОНП, 
ЛПНП и ЛПВП при титровании раствором Б[а]П. Взаимодействие фракций ЛП с Б[а]П сопровождалось туше-
нием флуоресценции триптофанилов: наибольшее снижение флуоресценции при насыщающих концентрациях 
Б[а]П отмечено для фракции ЛПВП - свыше 80 % от исходного уровня, слабее эффект Б[а]П был выражен для 
ЛПНП (65-74 %) и для ЛПОНП (50-60 %). На основании результатов кривых тушения триптофановой флуо-
ресценции и с учетом молекулярных масс получены количественные характеристики взаимодействия фракций 
ЛП с Б[а]П: константы ассоциации были порядка (1,3–2,5) × 10─6 М, а количество мест связывания для Б[а]П на 
частицах ЛП составило от 19 для ЛПВП и до 43 для ЛПОНП. Заключение. Полученные для комплексов ЛП с 
Б[а]П количественные характеристики взаимодействия позволяют считать ЛП плазмы крови реальными транс-
портными формами для Б[а]П и других гидрофобных соединений в клетки органов и тканей организма.
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Abstract

The paper considers the features and quantitative characteristics of the interaction of human blood plasma low (LDL), 
very low (VLDL) and high density lipoproteins (HDL) with a polycyclic aromatic hydrocarbon benzo[a]pyrene (B[a]P). 
Material and methods. The studies were performed using preparative ultracentrifugation of human plasma lipoprotein 
fractions and fluorescence spectroscopy. Results. The spectral characteristics of tryptophan fluorescence of VLDL, LDL 
and HDL fractions during titration with B[a]P solution are presented. The interaction of LP fractions with B[a]P was 
accompanied by quenching of tryptophanil fluorescence: the greatest decrease in fluorescence at saturating concentra-

Polyakov L.M. et al. Features and quantitative characteristics of the interaction…



 29СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 2021; 41 (2): 28−32

tions of B[a]P was noted for the HDL fraction — over 80 %; the effect of B[a]P was weaker for LDL (65-74 %) and for 
VLDL (50-60 %) of the initial level. Based on the results of the tryptophan fluorescence quenching curves and taking 
into account the molecular weights, quantitative characteristics of the interaction of the LP fractions with B[a]P were 
obtained: the association constants were of the order of (1.3 - 2.5) × 10-6 M, and the number of binding sites for B[a]
P on LP particles ranged from 19 for HDL and up to 43 for VLDL. Conclusion. The quantitative characteristics of the 
interaction obtained for the complexes of LP with B[a]P allow us to consider the LP of blood plasma as real transport 
forms for B[a]P and other hydrophobic compounds into the cells of organs and tissues of the body.

Key words: benzo[a]pyrene, very low density lipoproteins, low density lipoproteins, high density lipoproteins, 
blood plasma, fluorescence spectroscopy.
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Введение

Полициклические ароматические углеводо-
роды являются опасными стойкими загрязните-
лями окружающей среды, большинство из них 
обладает мутагенными, канцерогенными и те-
ратогенными свойствами [1]. К ним относится 
и полициклический ароматический углеводород 
бензо[а]пирен (Б[а]П), который образуется при 
неполном сгорании древесины, каменного угля, 
автомобильного топлива [2, 3], а также в процес-
се термической обработки пищи, включая жарку, 
копчение и т.д. [4]. Существует представление, 
что из плазмы крови Б[а]П и его липофильные 
метаболиты путем пассивной диффузии легко 
проникают в клетку [5, 6], где могут взаимодей-
ствовать с лиганд-активируемым транскрипци-
онным фактором – арил-гидрокарбоновым ре-
цептором [7].

Однако следует заметить, что существует и 
другая точка зрения. По разным источникам, ос-
новная часть Б[а]П в плазме крови связана с ЛП 
[7, 8]. По нашим данным, в плазме крови крыс 
более 80 % радиоактивности гидрофобных со-
единений (бензантрацен, Б[а]П) транспортирует-
ся в составе различных фракций ЛП [9]. Все это 
свидетельствует о том, что в отличие от пассив-
ной диффузии через клеточную мембрану Б[а]П 
может попадать в клетку посредством рецептор-
но-обусловленного эндоцитоза в составе ком-
плексов с ЛП-фракциями плазмы крови [10-12]. 
В настоящей работе представлены особенности и 
количественные характеристики взаимодействия 
Б[а]П с фракциями ЛП плазмы крови человека.

Материал и методы

В работе использовали Б[a]П в виде порошка 
(Sigma-Aldrich, США). Маточный раствор Б[a]П 

готовили в ацетонитриле (250 мг/л), рабочие рас-
творы получали путем последовательных раз-
ведений в концентрации от 1000 до 100 мкг/л. 
Фракции ЛП из плазмы крови человека выделяли 
методом препаративного ультрацентрифугирова-
ния в растворах KBr в присутствии 3 мМ ЭДТА-
Na2 на центрифуге OptimaL-90K (Beckman-
Coulter, Австрия) с использованием ротора 70.1Ti 
[13]. Получали три основные фракции липопро-
теинов: очень низкой (ЛПОНП, 0,94<d<1,006 
г/мл), низкой (ЛПНП, 1,006<d<1,063 г/мл), вы-
сокой (ЛПВП, 1,063<d<1,21 г/мл) плотности и 
фракцию инфранатанта с плотностью более 1,21 
г/мл.

Расчет констант образования (ассоциации) 
комплексов ЛП-Б[a]П осуществляли методом ту-
шения триптофановой флуоресценции [14]. Ти-
трование проводили в термостатируемой кюве-
те при температуре 20 ºС с добавлением аликвот 
раствора (1 мМ) Б[a]П (по 2 мкл) к 2 мл фракции 
ЛП. При расчетах учитывали средние молеку-
лярные массы ЛП-частиц плазмы крови чело-
века: ЛПВП – 300 × 103 Да, ЛПНП – 3 × 106 Да, 
ЛПОНП – 6 × 106 Да. Содержание белка в данных 
фракциях принимали за 50, 20 и 10 % соответ-
ственно. Измерения проводили на спектрофлуори-
метре RF-5301PC (Shimadzu, Япония) при длине 
волны возбуждения 285 нм и эмиссии в диапазоне 
от 300 до 600 нм. Концентрацию белка определя-
ли с использованием спектрофотометра Evolution 
300 («Thermo Fisher Scientific», США). Спектроме-
трические измерения проводили с использованием 
оборудования ЦКП «Cпектрометрические измере-
ния» (НИИ биохимии ФИЦ ФТМ, г. Новосибирск).

Результаты

Из рисунка, на котором приведены спек-
тральные характеристики триптофановой флу-
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Рис.  Кривые спектра триптофановой флуорес-
ценции ЛПОНП (а), ЛПНП (б) и ЛПВП (в) при 
титровании раствором Б[a]П. 1 – исходная ве-
личина флуоресценции; 2–7 – величины флуорес-
ценции после добавления аликвот Б[a]П 

Fig.  Curves of VLDL (а), LDL (б) and HDL (в) tryptophan 
fluorescence spectrum when titrated with a solution 
of B[a]P. 1 – initial value of fluorescence; 2–7 - 
values of fluorescence after adding aliquots of B[a]P

оресценции фракций ЛПОНП, ЛПНП и ЛПВП 
при титровании раствором Б[a]П, видно, что их 
взаимодействие с Б[a]П сопровождалось туше-
нием флуоресценции триптофанилов. При этом 
форма спектров, их полуширина практически 
не изменялись. Наблюдался небольшой сдвиг 
в длинноволновую область спектра, что объяс-
няется локальными конформационными пере-
стройками белкового компонента ЛП после вза-
имодействия его с Б[a]П. Следует отметить, что 
наибольшее снижение флуоресценции при насы-
щающих концентрациях Б[a]П отмечено для фрак-
ции ЛПВП - около 80 %. Несколько слабее этот 
эффект был выражен для ЛПНП и ЛПОНП (на 
65-74  и 50-60 % от исходного уровня).

Изучение временной зависимости тушения 
флуоресценции при одномоментном добавлении 
насыщающих количеств Б[a]П к фракциям ЛП 
показало, что практически полное насыщение 
связывающих областей ЛП-фракций лигандом 
наблюдалось через 30 мин инкубации. При ана-
лизе кривых тушения триптофановой флуорес-
ценции и с учетом молекулярных масс получены 
количественные характеристики взаимодействия 
фракций ЛП с Б[a]П: величины констант ассоци-
ации (Kасс) и число центров связывания (таблица). 
Молекулярные массы ЛПВП, ЛПНП и ЛПОНП 
принимались за 300, 3000 и 6000 кДа соответ-
ственно. Константы ассоциации были порядка 
(1,3–2,5) × 10─6 М, а количество мест связывания 
для Б[a]П на частицах ЛП составило от 19 (для 
ЛПВП) до 43 (для ЛПОНП).

Таблица. Константы ассоциации (Kасс) и количе-
ство мест связывания для фракций ЛП плазмы 

крови человека при взаимодействии с Б[a]П

Table. Association constants (Kасс) and the number 
of binding sites (n) for fractions of human plasma LP 

when interacting with B[a]P

Класс ЛП Kасс
Число мест свя-

зывания
ЛПОНП (1,7 ± 0,43) × 10─6 43
ЛПНП (1,3 ± 0,28) × 10─6 27
ЛПВП (2,5 ± 0,72) ×10─6 19

Примечание. Приведены средние значения после серии 
из четырех измерений.

Обсуждение 

Характер распределения многих липофиль-
ных ксенобиотиков между фракциями ЛП, а также 
связывание их с альбумином сыворотки крови за-
висят от целого ряда факторов, в том числе от жи-
рорастворимости вводимого соединения: чем оно 
липофильнее, тем в большей степени связывается 
фракциямии ЛП и в меньшей степени - альбуми-
ном [12]. При этом вклад белкового и липидного 
компонента во взаимодействие с гидрофобными 
лигандами может различаться в зависимости от 
класса ЛП, индивидуальных характеристик вхо-
дящих в их состав белковых молекул, состава 
липидной фазы и, конечно, от свойств самих ли-
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гандов. Константы взаимодействия Б[a]П с ЛП, 
близкие к обнаруженным в настоящем исследо-
вании, установлены нами ранее для фракций ЛП 
сыворотки крови крыс [9]. Полученные величины 
Kасс свидетельствуют, что данные комплексы ха-
рактеризуются недостаточно высоким сродством, 
и поэтому такое взаимодействие нельзя характе-
ризовать как высокоспецифическое. Однако сле-
дует заметить, что на сегодняшний день имеются 
данные о возможности реализации биологически 
значимых эффектов комплексов ЛП и стерои-
дых гормонов с Kасс аналогичного порядка [15]. 
Основываясь на этом, можно предположить, что 
и в данном случае связанный с ЛП Б[а]П попа-
дает в клетки органов и тканей путем рецептор-
обусловленного эндоцитоза, а невысокая спец-
ифичность образованных комплексов будет даже 
способствовать «освобождению» Б[α]П внутри 
клетки и дальнейшей реализации его патогенного 
эффекта.

В настоящей работе мы представили особен-
ности и количественные характеристики взаимо-
действия Б[α]П с фракциями ЛП плазмы крови 
человека в представлении «рецептор – лиганд». 
В связи с вышесказанным следует обратить вни-
мание и на обратную сторону такого взаимодей-
ствия – на непосредственное воздействие само-
го Б[a]П на липидный обмен, в частности, через 
влияние на метаболизм ЛП путем ингибирования 
экспрессии мРНК рецепторов ЛПНП, липолиз-
стимулирующего рецептора и АТФ-связанного 
рецептора ABCA1 в печени [16]. Полученные в 
настоящей работе результаты, на наш взгляд, тре-
буют дальнейшего продолжения исследования в 
данном направлении. Непосредственное участие 
ЛП и их белковых компонентов во внутриклеточ-
ном транспорте и метаболизме Б[а]П и других 
липофильных полициклических ароматических 
углеводородов позволяет расширить представле-
ние о механизмах регуляции ферментов микро-
сомальной системы окисления, а также глубже 
понять патогенетические механизмы возникнове-
ния и развития химически индуцированных опу-
холей.
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