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The changes of fluorescence intensity of probes anthracene, 4-dimethyla- 
minochalcone and 3-methoxybenzanthrone at oxidized summary fractions of low and very 
low density lipoproteins were investigated. Lipoproteins were isolated from serum by pre-
cipitation at the presence of heparinum-Mn.  

 
 

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) 
вызывает модификацию липопротеинов низ- 
кой плотности (ЛНП), что приводит к повы- 
шению их атерогенных свойств [1, 2]. Продук- 
ты ПОЛ могут разрушать природные флуоро- 
форы триптофанилы, вызывая уменьшение  
интенсивности их флуоресценции [3]. Этот 
простой и чувствительный метод может быть 
использован как полуколичественный скрин- 
нинг-тест на степень ПОЛ в ЛНП. Будет  
ли наблюдаться подобная картина, если изме-
рять флуоресценцию добавленных к липопро-
теинам извне флуоресцентных зондов. В дан-
ной работе этот вопрос изучали с помощью 
зондов антрацен, 4-диметиламинохалкон и  
3-метоксибензантрон. Для практического ис-
пользования метод ультрацентрифугирования, 
обычно используемый для выделения ЛНП, 
является очень сложным и дорогостоящим.  
В настоящей работе исследования проводились 
на суммарной фракции липопротеинов низкой 
и очень низкой плотности (ЛНП+ЛОНП), вы-
деленных из сыворотки крови осаждением в 
присутствии гепарина – Mn. 

Материалы и методы. Суммарную фрак-
цию ЛНП+ЛОНП выделяли из сыворотки кро-

ви здоровых доноров по методу Бурштейна 
[4]. Тщательно отмытый от белков сыворотки 
осадок ЛНП+ЛОНП, выделяемый из 1 мл сы-
воротки, растворяли в 1 мл 50 мМ раствора 
фосфатного буфера (pH 7,4), содержащего  
0,14 М NaCl. К полученному раствору липо-
протеинов добавляли флуоресцентные зонды 
до конечной концентрации 50 мкМ. Для пре-
дотвращения появления бактерий (способст-
вующих образованию флуоресцирующих  
продуктов) к полученному раствору липопро-
теинов добавляли антибиотик пенициллин + 
стрептомицин фирмы Sigma (США) до конеч-
ной концентрации 0,01%. Одну часть полу-
ченного раствора липопротеинов убирали в 
холодильник, к другой добавляли CuSO4 до 
конечной концентрации 50 мкМ и помещали в 
термостат при 37оС для проведения реакции 
перекисного окисления липидов [5]. Степень 
ПОЛ оценивали по концентрации ТБК-реак- 
тивных продуктов (ТБКРП) [6], которая пред-
ставлена в единицах концентрации малонового 
диальдегида (МДА) на единицу веса белка. 
Молярный коэффициент экстинкции комплек-
са МДА-ТБК считали равным 1,56*10 5М-1см-1 
[3]. Получали концентрацию ТБКРП в сле-
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дующих единицах: мкмоль МДА/г белка. Кон-
центрацию белка в растворе (ЛНП + ЛОНП) 
определяли по методу Лоури (7). Для измере-
ния интенсивности флуоресценции (F) отбира-
ли 0,02 мл раствора ЛНП + ЛОНП и растворяли 
в 1 мл буферного раствора следующего соста-
ва: 0,28 М сахарозы, 10 мМ трис, 2 мМ ЭДТА, 
pH 7,4. В работе использовали флуоресцент-
ные зонды антрацен (Sigma, США), 4-диме- 
тиламинахалкон (ДМХ) и 3-метоксибензан- 
трон (МБА), синтезированные Б.М. Красовиц-
ким (НПО “Монокристаллреактив”, г. Харь-
ков, Украина). Интенсивность (F) и спектры 
флуоресценции измеряли на спектрофлуори-
метре F-3000 фирмы Hitachi (Япония) в стан-

дартной 1 см прямоугольной кварцевой кювете 
при щелях возбуждения и флуоресценции 5 нм. 

Результаты. Измерения проводили при 
маленьких концентрациях зондов (1 мкМ), что 
позволило минимизировать ошибки от триви-
альных эффектов, связанных с экранировкой и 
реабсорбцией флуоресцентного света, и досто-
верно выявлять изменения интенсивности 
флуоресценции зондов, обусловленные изме-
нением эффективного количества флуоресци-
рующего вещества. Спектры флуоресценции 
зондов в нативных ЛНП+ЛОНП (находивших-
ся в холодильнике) и окисленных (после их 
инкубации в течение 20 ч) представлены на 
рис. 1–3.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Спектр флуоресценции антрацена (1 мкМ) в нативных  
([ТБКРП]=1,0 мкмоль МДА/г белка) и окисленных ([ТБКРП]=7,0 мкмоль МДА/г  

белка ЛНП+ЛОНП (0,02 г белка/л). Длина волны возбужденияя 350 нм. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Спектр флуоресценции МБА (1 мкМ) в нативных ([ТБКРП] = 1,0 мкмоль МДА/ г белка  

и окисленных ([ТБКРП] = 7,0 мкмоль/г белка ЛНП + ЛОНП (0,02 г белка/л).  
Длина волны возбуждения 448 нм. 
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Рис. 3. Спектр флуоресценции ДМХ (1 мкМ) в нативных ([ТБКРП] = 1,0 мкмоль МДА/г белка)  

и окисленных ([ТБКРП] = 7,0 мкмоль МДА/г белка ЛНП + ЛОНП (0,02 г белка/л).  
Длина волны возбуждения 420 нм. 

 
Таким образом, флуоресцентные зонды 

можно использовать для контроля за процес- 
сами перекисного окисления липидов в липо- 
протеинах низкой и очень низкой плотности. 
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