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Цель исследования — оценить экспрессию белков Всl-2 и Вах, их соотношение и связь с уровнем холестерина сыворотки 
крови в гомогенате сосудистой стенки у пациентов с облитерирующим атеросклерозом артерий нижних конечностей (ОААНК) III– 
IV стадии.

Материалы и методы. В исследование вошли 32 пациента с ОААНК III–IV стадии. У пациентов забирали интраоперационный 
материал, представляющий собой все три слоя сосудистой стенки. Образцы артериальной стенки вместе с атеросклеротической 
бляшкой (АТБ) были взяты при выполнении первичных открытых операций на магистральных артериях нижних конечностей. В ка-
честве контроля использовали образцы сосудистой стенки артерий без видимых признаков атеросклероза. На основании ультра-
звуковой характеристики структуры АТБ пациенты были разделены на две группы: со смешанной эхогенностью и с гиперэхогенны-
ми (кальцинированными) АТБ. Образцы сосудов измельчали и готовили гомогенаты сосудистой стенки. Измеряли уровни Всl-2, Вах 
и холестерина.

Результаты. В артериальной стенке без атеросклеротических изменений уровень антиапоптотического белка Всl-2 cоставил 
1,25 нг/мг, проапоптотического белка Вах — 4,7 нг/мг. В стенке артерий с АТБ со смешанной эхогенностью экспрессия Всl-2 соста-
вила 1,8 нг/мг (р=0,143), Вах — 5,1 нг/мг (р=0,834) без статистически значимых отличий от уровня в неизмененном участке сосуда. 
В стенке артерий в области гетерогенной кальцинированной АТБ экспрессия Всl-2 составила 0,9 нг/мг (р=0,143), Вах — 6,8 нг/мг, 
при этом уровень белка Вах был статистически значимо (р=0,02) повышен в сравнении с его уровнем в стенке без видимых призна-
ков атеросклероза. В АТБ с преобладанием гиперэхогенного компонента при сравнении с АТБ со смешанной эхогенностью экспрес-
сия Всl-2 была статистически значимо (р=0,036) снижена, а экспрессия Вах — повышена (р=0,036). У пациентов с гиперэхогенной 
АТБ выявлена обратная корреляция между значениями Вах и Всl-2 (r=–0,315) и прямая взаимосвязь между экспрессией Вах и 
уровнем холестерина в сыворотке крови (r=0,617).

Заключение. В гиперэхогенных (кальцинированных) АТБ экспрессия антиапоптотического белка Всl-2 снижена, а про апо пто-
тического белка Вах — повышена, что свидетельствует об активации системы апоптоза в прогрессирующих атеросклеротических 
поражениях. У пациентов с такими АТБ повышенный уровень холестерина прямо коррелирует с повышенной экспрессией про- 
 апо пто тического белка Вах (r=0,617).

Ключевые слова: атеросклеротическая бляшка; белки апоптоза; белки Вах и Всl-2; атеросклероз артерий нижних конечностей; 
холестерин.
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The aim of the study was to assess the levels of Всl-2 and Bax proteins in the vascular wall and their correlation with serum 
cholesterol in patients with stage III–IV atherosclerosis obliterans of lower limb arteries.

Materials and Methods. The study included 32 patients with stage III–IV atherosclerosis obliterans of the lower limb. Samples of 
intraoperative material (all three layers of the vascular wall) including an atherosclerotic plaque (AP) were taken during primary open 
surgery on major leg arteries. As a control, we used samples of the arterial wall without visible signs of atherosclerosis. Based on AP 
ultrasonography, the patients were divided into two groups: with APs of mixed echogenicity and with hyperechoic (calcified) AP. The vascular 
samples were crushed and homogenized for further measurements of Всl-2 and Bax proteins; in a separate setup, cholesterol in blood 
serum was measured.

Results. In patients without atherosclerotic changes, the level of the anti-apoptotic protein Bcl-2 in the arterial wall was 1.25 ng/mg, 
and that of the pro-apoptotic protein Bax — 4.7 ng/mg. In the case of APs of mixed echogenicity, the expression of Bcl-2 was 1.8 ng/mg 
(p=0.143) and that of Bax — 5.1 ng/mg (p=0.834), with no significant differences from AP-free vascular wall samples. In the arterial wall 
containing a heterogeneous calcified AP, the expression of Bcl-2 was 0.9 ng/mg (p=0.143), In contrast, the level of Bax was 6.8 ng/mg, 
which showed its significant increase as compared with the non-AP controls (p=0.02). In the cases with predominantly hyperechoic AP, 
the expression of Bcl-2 was significantly lower (p=0.036), and that of Bax — significantly higher (p=0.036) in comparison with AP of mixed 
echogenicity. In patients with hyperechoic AP, we found a negative correlation between the Bax and Bcl-2 values (r=–0.315) and a positive 
correlation between the Bax expression and serum cholesterol (r=0.617).

Conclusion. In arterial walls with hyperechoic (calcified) APs, the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2 is reduced, and that of pro-
apoptotic protein Bax is increased, which indicates the apoptosis activation in advanced atherosclerotic lesions. In patients with such APs, 
elevated cholesterol levels directly correlate with the increased expression of pro-apoptotic Bax protein (r=0.617).

Key words: atherosclerotic plaque; apoptotic proteins; Bax and Bcl-2 proteins; lower limb arterial atherosclerosis; cholesterol.

Введение

Большое количество людей в развитых странах 
мира страдают от атеросклеротического поражения 
коронарных, сонных и периферических артерий, а 
развитие атеротромботических осложнений остается 
основной причиной летальных исходов [1–4].

Важную роль в поддержании физиологического 
клеточного гомеостаза отводят системе апоптоза. 
Нарушение регуляции апоптоза связывают с инфек-
ционными и онкологическими заболеваниями, а также 
с атеросклерозом [5]. Развитие атеросклероза вызы-
вается накоплением окисленных липопротеинов низ-
кой плотности (оЛПНП), воспалительных цитокинов в 
сосудистой стенке, а также может быть обусловлено 
апоптозом макрофагов, гладкомышечных клеток (ГМК) 

и эндотелиальных клеток [6]. N. Werner и соавт. [7] по-
казали, что увеличение количества апоптотических 
микрочастиц приводит к развитию тяжелой эндотели-
альной дисфункции вследствие повышенной прони-
цаемости эндотелия с последующей миграцией вос-
палительных клеток и пролиферацией ГМК. Авторы 
[8] установили, что уменьшение уровня микроРНК-34a 
облегчает рост эндотелиальных клеток и ингибирует 
апоптоз клеток в атеросклеротической бляшке (АТБ) 
путем активации антиапоптотического белка Bcl-2 — 
это предполагает многообещающие возможности те-
рапии атеросклероза.

Известно, что погибшие клетки являются основ-
ным компонентом АТБ и могут составлять до 80% 
от общей структуры. Разрыв фиброзной покрышки 
АТБ в области «некротического ядра» может быть 
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причиной развития тромбоза, ведущего к ишемии 
органов и тканей. Основные исследования по из-
учению системы апоптоза клеток сосудистой стен-
ки были проведены на животных. Доказано, что на 
ранних стадиях атеросклероза апоптоз клеток урав-
новешивает их пролиферацию. На поздних стадиях 
заболевания апоптоз ГМК и макрофагов начинает 
преобладать, приводя к увеличению богатых липи-
дами некротических областей [9].

Семейство белков Вcl-2 является одним из основ-
ных участников системы апоптоза, регулирующих про-
ницаемость мембран митохондрий. Все белки данного 
семейства разделяются на проапоптотические (Вах, 
Bak и др.) и антиапоптотические (Всl-2 и др.). От со-
отношения между ними будет зависеть, подвергнется 
клетка гибели или нет. После получения соответству-
ющего сигнала белки Bax или Bak подвергаются кон-
формационным изменениям и перемещаются в ми-
тохондриальную мембрану, где вызывают выделение 
цитохрома С в цитозоль [10, 11].

Существуют исследования поведения белков Вcl-2 
и Bax в коронарных и сонных артериях животных. 
Работ, посвященных экспрессии данных белков в го-
могенате сосудистой стенки у пациентов с облитери-
рующим атеросклерозом артерий нижних конечностей 
(ОААНК) и триггеров их активации, при поиске в из-
вестных базах данных мы не нашли. Однако изучение 
соотношения белков апоптоза у таких больных могло 
бы дать дополнительную информацию о патогенезе 
атеросклероза и его осложнений.

Цель исследования — оценить экспрессию бел-
ков Всl-2 и Вах, их соотношение и связь с уровнем хо-
лестерина сыворотки крови в гомогенате сосудистой 
стенки у пациентов с ОААНК III–IV стадии.

Материалы и методы
В исследование вошли 32 пациента мужского пола 

с ОААНК III–IV стадии, которые находились на лече-
нии в отделении сосудистой хирургии Областной кли-
нической больницы Рязани. Средний возраст их со-

ставил 63,4±7,9 года. Всем пациентам проводилась 
традиционная лабораторная и инструментальная ди-
агностика (ангиография и ультразвуковое дуплексное 
исследование артерий нижних конечностей) при по-
ступлении в стационар.

После подписания информированного согласия у 
пациентов при выполнении первичных открытых опе-
раций на магистральных артериях нижних конечно-
стей забирали интраоперационный материал, пред-
ставляющий собой все три слоя сосудистой стенки с 
АТБ. В качестве контроля (n=12) использовали образ-
цы артерий (их сосудистой стенки), полученные во 
время эксплантации органов от посмертных доноров 
без ОААНК.

На основании ультразвуковой характеристики 
структуры АТБ пациенты были разделены на две груп-
пы: со смешанной эхогенностью (1-я группа, n=16) и с 
гиперэхогенными (кальцинированными) АТБ (2-я груп-
па, n=16) (табл. 1).

Образец сосуда измельчали и готовили гомоге-
нат с помощью лизирующего буфера (Thermo Fisher 
Scientific, США) и роторного высокоскоростного гомо-
генизатора Diax 900, насадка 6G (Heidolph, Германия) 
со скоростью 24 000 об./мин в течение 60 с при темпе-
ратуре 2°C. Полученный гомогенат центрифугирова-
ли при 1000 g в течение 10 мин при температуре 2°C. 
В получившемся супернатанте методом иммунофер-
ментного анализа определяли количество протеина 
Bcl-2 с помощью коммерческого набора Thermo Fisher 
Scientific и уровень Baх (Bcl-2 Associated X Protein) 
с помощью набора Cloud-Clone Corporation (Китай, 
США). Затем показатели пересчитывали на содержа-
ние белка, которое оценивали по методу Бредфорда 
с помощью набора Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific).

Статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием пакета программ Statistica 10.0. В связи 
с отклонением от нормального распределения данных 
(использовался критерий Шапиро–Уилка, р<0,05) для 
дальнейшего анализа применяли непараметриче-
ские тесты: для сравнения двух зависимых групп — 

Т а б л и ц а  1
Характеристика исследуемых образцов

Ультразвуковая  
характеристика  

сосудистой стенки

Стадия заболевания
Количество  
образцов

Область забора материала

III IV
наружная  

подвздошная  
артерия

бедренная  
артерия

подколенная 
артерия

Неизмененная артериальная  
стенка — — 12 4 4 4

Атеросклеротическая бляшка  
со смешанной эхогенностью

 
10

 
6

 
16

 
4

 
8

 
4

Гиперэхогенная 
(кальцинированная) 
атеросклеротическая бляшка

 
6

 
10

 
16

 
3

 
7

 
6
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тест Вилкоксона, для сравнения двух независимых 
групп — U-критерий Манна–Уитни, в качестве корре-
ляционного использовали тест Спирмена. Результаты 
считали статистически значимыми при р<0,05.

Результаты
Наше исследование показало, что в артериальной 

стенке без атеросклеротических изменений (конт-
рольная группа) уровень Всl-2 cоставляет 1,25 нг/мг, 
Вах — 4,7 нг/мг, соотношение Всl-2 и Вах — 0,26. 
Уровень холестерина в сыворотке крови составил 
4,2 ммоль/л.

В стенке артерий в области АТБ со смешанной 
эхогенностью количество антиапоптотического бел-
ка Всl-2 составило 1,8 нг/мг, Вах — 5,1 нг/мг, соот-
ношение Всl-2 и Вах — 0,3. Уровень холестерина — 
4,4 ммоль/л. Статистически значимых отличий от 
уровня холестерина и количества данных белков в 
артериальной стенке без признаков атеросклероза 
не отмечено.

В стенке артерий в области гетерогенной (каль-
цинированной) АТБ экспрессия Всl-2 составила 
0,9 нг/мг, Вах — 6,8 нг/мг, соотношение Всl-2 и Вах — 
0,13. Уровень холестерина составил 7,0 ммоль/л 
и был статистически значимо выше, чем у паци-
ентов контрольной группы (р<0,05). Уровень бел-
ка Вах был статистически значимо (р<0,05) повы-
шен в сравнении с его уровнем в артериальной 
стенке без видимых признаков атеросклероза  
(табл. 2).

В АТБ с преобладанием гиперэхогенного компо-
нента экспрессия Всl-2 была статистически значимо 
(р<0,05) снижена, а экспрессия Вах (р<0,05) — повы-
шена в сравнении с их экспрессией в АТБ со смешан-
ной эхогенностью.

У пациентов с гиперэхогенной (кальцинированной) 
АТБ при проведении корреляционного анализа выяв-
лена обратная корреляция между значениями Вах и 
Всl-2 (r=–0,315; рис. 1) и прямая взаимосвязь между 
экспрессией Вах и уровнем холестерина в сыворотке 
крови (r=0,617; рис. 2).

Т а б л и ц а  2
Уровни белков Всl-2, Вах в гомогенате сосудистой стенки и холестерина  
в сыворотке крови (Me [Q1; Q3])

Исследуемые участки 
артериальной стенки Всl-2, нг/мг Вах, нг/мг Bcl-2/Вах Холестерин,  

ммоль/л
Сосудистая стенка артерий  
без видимых  признаков 
атеросклероза 1,25 [1,21; 1,30] 4,7 [3,8; 5,6] 0,26 [0,20; 0,30] 4,2 [3,2; 4,3]

Атеросклеротическая бляшка 
со смешанной эхогенностью 1,80 [1,60; 1,83] 5,1 [1,3; 5,1] 0,30 [0,40; 1,30] 4,4 [3,2; 5,7]
Гиперэхогенная 
(кальцинированная) 
атеросклеротическая бляшка 0,90* [0,60; 1,20] 6,8* [6,3; 7,1] 0,13* [0,09; 0,14] 7,0 [4,2; 7,3]

* — статистически значимые изменения (p<0,05) по сравнению с экспрессией в АТБ со сме-
шанной эхогенностью.

Рис. 1. Обратная корреляционная взаимосвязь между 
значениями Вcl-2 и Вах у пациентов с гиперэхогенной 
(кальцинированной) атеросклеротической бляшкой

Рис. 2. Корреляционная взаимосвязь между значениями 
Вах и уровнем холестерина у пациентов с гиперэхоген-
ной (кальцинированной) атеросклеротической бляшкой
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Обсуждение

В ходе нашего исследования было определено 
количество белков Всl-2 и Вах в неизмененной арте-
риальной стенке периферических артерий человека. 
В норме клетки неповрежденного сосуда демонстри-
руют высокоэффективный клиренс апоптотических 
тел фагоцитами и соседними клетками без развития 
воспалительной реакции, что создает условия для 
нормального развития и функционирования [12].

При атеросклеротическом поражении уровни этих 
белков изменяются по-разному. В гиперэхогенной 
(кальцинированной) АТБ уровень Всl-2 снижен, а уро-
вень белка Вах повышен в сравнении с их уровнем в 
АТБ со смешанной эхогенностью. Это связано с тем, 
что апоптоз клеток внутри АТБ приводит к ремодели-
рованию сосудистой стенки, высвобождению IL-1 и 
IL-8, активации моноцит-хемоаттрактантных белков, 
повышению протромбогенного статуса путем акти-
вации тромбина. Полученные данные согласуются 
с результатами исследований на животных [13, 14], 
которые показали, что на ранних стадиях атероскле-
ротического поражения количество клеток, подвер-
гающихся апоптозу, составляет около 10% и увели-
чивается по мере прогрессирования заболевания. 
Проапоптотические маркеры Fas, каспаза-3 были 
локализованы в эндотелии и ГМК медии ближе к вну-
треннему просвету сосуда. Антиапоптотический белок 
Bcl-2 был обнаружен в макрофагах и ГМК в более глу-
боких слоях сосудистой стенки.

Проведенное исследование показало, что повы-
шенный уровень проапоптотического белка Вах свя-
зан с отложением кальция в бляшках. Это обусловле-
но тем, что матричные везикулоподобные структуры в 
бляшках являются апоптотическими остатками, кото-
рые должны быть быстро очищены соседними фаго-
цитами. В преимущественно бесклеточном липидном 
ядре АТБ фагоцитоз апоптотических клеток может 
быть нарушен из-за присутствия оЛПНП, которые 
конкурируют с ними за связывание с фагоцитами. 
Нефагоцитозированные апоптотические клетки могут 
подвергнуться вторичному некрозу, который в после-
дующем кальцинируется.

Нужно отметить, что сами апоптотические тельца 
могут концентрировать и связывать кальций. В сов-
ременной литературе мы встретили только одно ис-
следование по данной проблеме. D. Proudfoot и соавт. 
[15] в эксперименте in vitro показали, что применение 
ингибитора каспаз может уменьшать кальцификацию 
клеток в АТБ.

Полученная корреляционная связь между уровнями 
Вах и холестерина показывает, что повышенное ко-
личество холестерина играет важную роль в запуске 
митохондриального пути апоптоза. Холестерин входит 
в состав клеточной мембраны и при повышенных ко-
личествах изменяет ее проницаемость, способствуя 
также дестабилизации и разрыву лизосом, что в свою 
очередь вызывает гибель клеток. Кроме того, про-

апоптотическое действие холестерина может быть 
обусловлено снижением антиоксидантных фермен-
тов (супероксиддисмутазы и глутатионпероксидазы) 
при повышении генерации активных форм кислорода. 
Согласно данным исследования [16], оЛПНП приводят 
к активации рецепторного пути апоптоза c последую-
щей активацией каспаз и проапоптотического белка 
р53. Наше исследование доказало, что повышенный 
уровень холестерина в сыворотке крови пациентов с 
ОААНК способствует активации маркеров митохонд-
риального пути гибели клеток, а именно белков семей-
ства Bcl-2.

Для повышения точности и надежности прогно-
зирования прогрессирования атеросклеротического 
поражения в сосудистой стенке и поиска возможных 
медикаментозных способов коррекции необходимы 
дальнейшие исследования белков апоптоза и их вза-
имосвязи с уровнем холестерина в сыворотке крови.

Заключение
Экспрессия антиапоптотического белка Всl-2 сни-

жена, а проапоптотического белка Вах — повышена в 
гиперэхогенных (кальцинированных) АТБ, что свиде-
тельствует об активации системы апоптоза в прогрес-
сирующих атеросклеротических поражениях.

Повышенное количество холестерина в сыворотке 
крови пациентов с облитерирующим атеросклерозом 
артерий нижних конечностей связано с активацией 
митохондриального пути апоптоза в кальцинирован-
ных атеросклеротических бляшках.

Финансирование исследования. Работа не полу-
чала финансовой поддержки.

Конфликты интересов, связанные с данным ис-
следованием, отсутствуют.
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