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Введение. В человеческом организме печень играет ключевую роль в 
биосинтезе липопротеинов. Показано, что апобелок Вюо (апоВ), основ-
ной аполипопротеин липопротеинов очень низкой (ЛОНП) и низкой 
плотности ( Л Н П ) , синтезируется паренхиматозными клетками печени 
[1, 2]. Поскольку он может играть важную роль в метаболизме холесте-
рина [3] и развитии атеросклероза [4], чрезвычайно важно понять ме-
ханизмы, регулирующие его биосинтез. 

Ранее нами было показано, что холестерин, добавленный в первич-
ную культуру гепатоцитов человека, может стимулировать секрецию 
апоВ [5]. В представленной работе на клетках гепатомы человека 
HepG2 исследована возможность регуляции секреции апоВ другими 
веществами, влияющими на содержание внутриклеточного холестерина, 
и взаимосвязь между изменениями скорости секреции апоВ и актив-
ностью ЛНП-рецепторов. 

Материалы и методы. Большинство реактивов получено от фирмы «Sigma» 
(США). 125I-Na производства ВО «Изотоп» (Моск. отд-ние). Для культивирования 
клеток применяли среды и сыворотки фирмы «Flow Laboratories» (Англия) и культу-
ральную посуду Nunc (Дания). 

Л Н П выделяли из свежей плазмы здоровых доноров последовательным ультра-
центрифугированием [6]. Чистоту и гомогенность выделенных Л Н П проверяли с по-
мощью аналитического центрифугирования и электрофореза в полиакриламидном ге-
ле [7]. Концентрацию липопротеинов оценивали по методу Лоури [8]. ЛНП, мечен-
ные 125I, получали по [9]. 

Поликлональные моноспецифические антитела козы к человеческим Л Н П и конъ-
югат этих антител с пероксидазой хрена получали, как описано ранее [6]. Комплексы, 
состоящие из аполипопротеина Al и димиристоилфосфатидилхолина (апоА1/Фл), го-
товили по методике [10]. 

Клетки гепатомы HepG2 культивировали, как в работе [11]. Для проведения 
эксперимента клетки обрабатывали трипсином (0,05 %) и пересаживали в 24-ячеечный 
мультивелл. После достижения монослоя (4—5-й день после посадки) клетки отмыва-
ли два раза фосфатным буферным раствором (ФБ) и добавляли в ячейки мультивел-
ла по 450 мкл среды EMEM с 1,0 % бычьего сывороточного альбумина (БСА), сво-
бодного от жирных кислот (среда А). В этот раствор вносили добавки, эффект кото-
рых изучали. В конце 16-часовой инкубации среду собирали для определения скорости 
секреции апоВ иммуноферментным методом [5] (в специальном эксперименте было 
показано, что скорость секреции апоВ клетками гепатомы остается постоянной не ме-
нее 25 ч). В каждую ячейку с клетками вносили по 250 мкл среды А с 10 мкг/мл 
І 2 5 І -ЛНП в присутствии 20-кратного избытка немеченых Л Н П или без него. После ча-

* Представлена членом редколлегии О. В. Рохлиным. 
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совой инкубации при 37 °С клетки охлаждали, отмывали от несвязавшихся липопро-
теидов и растворяли в 1 н. NaOH. По радиоактивности лизата оценивали количество 
ЛНП, связавшихся с клетками; рецептор-зависимое связывание Л Н П определяли по 
разности между связыванием 1 2 5 I -JIHn в среде без избытка немеченых липопротеинов 
и в присутствии 20-кратного избытка. Аликвоту лизата брали для определения клеточ-
ного белка методом Лоури [8]. 

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены результаты 
эксперимента по влиянию холестерина на секрецию апоВ и связыва-
ние 1 2 51-ЛНП. Возрастание содержания холестерина в среде вызывает 
зависимое от концентрации увеличение секреции апоВ и параллельное 

Холестерин,мкг/мл Холестерин,мкг/мл 

Рис. 1. Эффект различных концентраций холестерина на секрецию апоВ (а) и связы-
вание 1251-ЛНП (б) клетками HepG2. Холестерин добавляли растворенным в этаноле. 
Концентрация этанола в среде не превышала 1 %. В качестве контроля использовали 
среду с аналогичной концентрацией этанола 
Fig. 1. Effect of different cholesterol concentrations on apoB secretion (a) and 123I-LDL 
binding (6) by HepG2 cells. Cholesterol was added to the medium dissolved in ethanol. 
The concentration of ethanol in the medium (Hd not exceed 1 %. The corresponding amo-
unt of ethanol was added to the control cells 

снижение активности ЛНП-рецепторов. Максимальная исследованная 
концентрация холестерина (100 мкг /мл) увеличивала секрецию апоВ 
в 1,5 раза и снижала связывание меченых Л Н П с клетками на 53 % 
по сравнению с контролем. 

Чтобы выяснить, не оказывает ли внутриклеточный холестерин 
такого ж е влияния на скорость секреции апоВ, как и изменения содер-
жания холестерина в среде, клетки гепатомы инкубировали с олеино-
вой кислотой и комплексами апоА1/Фл — веществами, способными из-
менять внутриклеточный пул холестерина [12, 13]. Данные, представ-
ленные в табл. 1, показывают, что 16-часовая инкубация клеток HepG2 
в присутствии 1,12 мМ олеиновой кислоты приводит к увеличению со-
держания холестерина в клетках на 33 %, а аналогичная инкубация с 

Т а б л и ц а 1 
Эффект добавления в среду холестерина, олеиновой кислоты и искусственных 
комплексов anoAl/Фл на общее содержание холестерина в клетках HepG2 
(Μ±m, η =4) 
Effect of cholesterol, oleic acid and apoAl/DMPC complexes on cholesterol content 
of Hep G2 cells (M±m, n = 4) 

Добавки в среде Общий холестерин, 
нмоль/мг белка клеток 

Без добавок 
Холестерин (100 мкг/мл) 
Олеиновая кислота (1,12 мМ) 
Комплекс апоА1/Фл (250 мкг/мл) 

70,8±3,2 
122,8±4,7 
94,0 ± 2 , 8 
45,9±1,7 

П р и м е ч а н и е . Клетки HepG2 помещали в чашки Петри (60 мм) и культивировали 
пять дней в 3 мл среды с 15 % фетальной сыворотки теленка. После этого клетки от-
мывали и среду заменяли на свежую среду А, содержавшую указанные количества 
холестерина, олеиновой кислоты или комплексов апоА1/Фл. Через 16 ч клетки отмы-
вали три раза ФБ и собирали в 500 мкл дистиллированной воды. Разрушенные замо-
раживанием — оттаиванием клетки ресуспендировали через иглу для подкожных инъек-
ций. Количество холестерина в клеточном лизате определяли с помощью монотеста 
фирмы «Gilford>. 

75 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.— 1989,—Т. 5, Jte 2 



комплексами а п о А 1 / Ф л (250 м к г / м л ) снижает содержание холестери-
на в клетках па 35 %. 

Олеиновая кислота оказывала на секрецию апоВ и активность 
ЛНП-рецепторов эффекты, аналогичные таковым холестерина. При 
концентрации 1,12 мМ она стимулировала выход апоВ в среду па 46 % 
и снижала связывание 1 2 5 1-ЛНП па 42 % по сравнению с контролем 
(рис. 2) . При одновременном внесении в среду олеиновой кислоты и 

Рис. 2. Эффект олеиновом кислоты на секрецию vuoВ (а) и связывание 1:?Г,1-ЛНП (и) 
клетками / IepG2 
Vlg. 2. I7Jfect of oleic acid on apoB secretion (ft) and 125I-LDL binding (6) by IIcpG2 
cells 

Рис. 3. Эффект различных концентраций искусственных комплексов апоА1/Фл на сек-
рецию апоВ (а) и рецепторное связывание 1 2 5I-JIHn (о) клетками HcpG2 
Fig. 3. Effect of complexes apoAl /DMPC on apoB secretion (a) and 125I-LDL binding 
(6) by lIcpG2 cells 

холестерина они оказывали аддитивный эффект на скорость секреции 
аиолииопротеипа В и активность ЛНП-рецепторов (табл. 2 ) . 

Инкубация клеток HepG2 с искусственными комплексами 
аноА1/Фл приводила к противоположным эффектам: в зависимости 
от дозы комплекс вызывал снижение секреции апоВ и увеличение ак-
тивности ЛНП-рецепторов . В концентрации 250 м к г / м л комплексы 
ингибировали выход апоВ в среду в 2,1 раза и повышали связывание 
Л Н П на 69 % (рис. 3 ) . 

Чтобы оценить возможную взаимосвязь между регуляцией секре-
ции апоВ и связыванием 1 2 51-ЛНП, мы суммировали результаты экс-

T а б л и ц а 2 
Эффект холестерина и олеиновой кислоты на секрецию апоВ и связывание 
У1Ч-Л11П клетками IIepG2 (M±m, η== 3) 
Effect of cholesterol and oleic acid on apoB secretion and x2^I-LDL binding by IiepG2 
cells (Mdzinr n = 3) 

Секреция апоВ 
Связывание 

Добавки в срсдс 
Секреция апоВ Л Ї Ш Добавки в срсдс Л Ї Ш 

нг/мг белка клеток 

Вез добавок 1157,6+37,3 266,1+6,1 
Холестерин (100 мкг/мл) 1748,0+133,5 124,(3+4,5 
Олеиновая кислота (1,12 мМ) 1050,4+32,3 154,5+7,4 
Холестерин (100 мкг/мл) + олеиновая кислота (1,12 мМ) 1962,2+147,2 110,9+5,0 

П р и м е ч а н и е . Клетки инкубировали 16 ч в среде А с указанными добавками, пос-
ле чего концентрацию апоВ и связывание 125I-JlHO определяли, как указано в «Ма-
териалах и методах». 
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перимептов, представленных па рис. 1—3. Обнаружена очень высокая 
{ г = — 0 , 9 2 ) и статистически достоверная ( Р < 0 , 0 0 1 ) отрицательная 
корреляция между этими величинами (рис. 4) . 

В данной работе мы показали, что холестерин может стимулиро-
вать секрецию апоВ клетками HepG2. Ранее описан аналогичный эф-
фект холестерина на секрецию апоВ первичной культурой паренхима-
тозных клеток печени человека [5]. Эффект холестерина на секрецию 
апоВ достаточно умеренный (в семи независимых экспериментах вы-
ход агтоВ в среду в присутствии 100 мкг /мл холестерина увеличивался 

Рис. 4. Отрицательная корреляция меж-
ду секрецией апоВ и связыванием 125I-
ЛНГІ клетками HepG2. Результаты, по-
казанные на этом рисунке, представляют 
собой сумму данных рис. 1—3 
Fig. 4. Negative correlation between 
125I-LDL binding and apoB secretion by 
HepG2 cells. The data are summarized 
from Fig. 1-3 

в среднем на 60 %), но следует заметить, что концентрация этого апо-
белка в плазме крови человека различается примерно в тех же преде-
лах [14] (за исключением случаев с тяжелой формой нарушения мета-
болизма липопротеинов). 

Было также обнаружено, что олеиновая кислота и искусственные 
комплексы апоА1/Фл, изменяющие содержание холестерина внутри 
клеток, могут также влиять на секрецию апоВ и активность ЛНП-ре-
цепторов. Полученные результаты позволяют предположить, что имен-
но внутриклеточный холестерин способен регулировать оба эти пара-
метра. 
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S u m m а г у 

The effect of cholesterol, oleic acid and recombinant complexes containing apolipopro-
tein Al/dimyristoylphosphatidylcholine (apoAl /DMPC) on apolipoprotein B (apoB) se-
cretion and uptake of 125I-Iabeled low-density lipoproteins (LDL) by cultured human he-
patoma HepG2 cells was studied. Addition of different concentrations of exogenous chole-
sterol (as ethanol solution) to the cells increased apoB secretion and inhibited 125I-Ia-
belled LDL uptake in a dose-dependent manner. Similar effects were found when the 
cells were incubated with different concentrations of oleic acid, which enhanced the in-
tracellular cholesterol content. The presence of complexes a p o A l / D M P C in the culture 
medium, which decreased the cellular pool of cholesterol, resulted in the opposite 
effects: apoB secretion was inhibited, while the LDL-receptor activity was stimulated. 
Significant negative correlation (r = —0.92, p< 0.001) was found between apoB secre-
tion and LDL uptake. The obtained data suggest that cholesterol can induce cooperated 
changes in apoB secretion and LDL-receptor activity. 
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