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Введение. Кальций-фосфатные бионы (КФБ) формируются в организме человека при  перенасыщении сыворотки ионами 
кальция и фосфора и вызывают дисфункцию эндотелия, однако молекулярные механизмы нарушения функционирования 
эндотелия при воздействии КФБ не ясны� Цель исследования – выяснение роли кальций-фосфатных бионов различной 
формы в развитии окислительного стресса в артериальных эндотелиальных клетках (ЭК) человека� 
Методика. Для детекции окислительного стресса к конфлюэнтным культурам первичных ЭК коронарной и внутрен-
ней грудной артерии человека добавляли равные концентрации КФБ сферической или игольчатой формы (СКФБ и ИКФБ 
соответственно) с последующим культивированием в течение 1 и 4 ч, добавлением флюоресцентных индикаторов окис-
лительного стресса MitoSOX Red и CellROX Green и конфокальной микроскопией� Измеряли концентрацию продуктов 
перекисного окисления липидов в культуральной жидкости через 24 ч экспозиции эндотелиальных клеток КФБ� Анализ 
нейтрализации цитотоксических эффектов перекисного окисления липидов проводили путем добавления к ЭК суперок-
сиддисмутазы и каталазы на 4 или 24 ч (одновременно с КФБ)� Для сравнения механизмов клеточной гибели при воздей-
ствии СКФБ и ИКФБ анализировали цитотоксичность обоих типов бионов при одновременном воздействии лизосомаль-
ного ингибитора бафиломицина А1� 
Результаты. Значимого увеличения генерации активных форм кислорода (АФК) в результате экспозиции СКФБ (незави-
симо от линии ЭК и продолжительности экспозиции) не было выявлено� В то же время наблюдалось повышение генерации 
супероксида через 4 ч, а иных свободных радикалов через 1 ч после добавления ИКФБ к ЭК� Предварительная нейтрали-
зация АФК супероксиддисмутазой и каталазой частично защищала ЭК от индуцируемой ИКФБ гибели� При этом добавле-
ние бафиломицина А1 к ЭК частично защищало их от гибели только при воздействии СКФБ, но не ИКФБ� 
Заключение� Гибель ЭК при воздействии СКФБ происходит в результате первичного повреждения лизосом, а при воздей-
ствии ИКФБ – в первую очередь вследствие окислительного стресса�
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Detection of oxidative stress induced by calcium phosphate bions in human arterial endothelial cells
Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 
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Background� Calcium phosphate bions (CPB) form in the human blood upon its supersaturation with calcium and phosphate and 
provoke endothelial dysfunction; however, the molecular mechanisms of these pathological processes remain unclear� 
Aim� To elucidate the role of differently shaped CPBs in induction of oxidative stress in human arterial endothelial cells (Ecs)� 
Methods� For detection of oxidative stress, equal concentrations of spherical CPB (CPB-S) or needle-shaped CPB (CPB-N) were 
added to confluent cultures of primary human coronary artery and internal thoracic artery ECs for 1 and 4 h; this was followed 
by MitoSOX Red and CellROX Green staining and subsequent confocal microscopy� Concentration of thiobarbituric acid-reactive 
substances was measured in the EC culture supernatant at 24 h of the CPB exposure� The lipid peroxidation cytotoxicity was neu-
tralized by adding superoxide dismutase and catalase to ECs for 4 or 24 h� To compare cell death subroutines induced by CPB-S 
and CPB-N, the effect of bafilomycin A1, a lysosomal inhibitor, on CRB cytotoxicity was studied� 
Results� No increase in reactive oxygen species generation was observed in the CPB-S exposure, regardless of the EC line and 
exposure duration� However, addition of CPB-N to ECs increased the production of superoxide and other free radicals after four- 
and one-hour exposure, respectively� Prior neutralization of reactive oxygen species with superoxide dismutase and catalase par-
tially protected ECs from CPB-N- but not CPB-S-induced death while bafilomycin A1, vice versa, protected ECs from CPB-S- but 
not CPB-N-induced death� 
Conclusion� CPB-S cause cell death due to primary damage of lysosomes whereas CPB-N induce apoptosis due to oxidative stress� 
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Введение

Известно, что выраженные нарушения минераль-
ного гомеостаза, характерные для хронической болез-
ни почек, и «высокий нормальный» уровень ионов 
кальция и фосфора в крови ассоциирован с атеро-
склерозом и его клиническими проявлениями (ише-
мическим инсультом, ишемической болезнью серд-
ца и заболеваниями периферических артерий) [1, 2]. 
Одним из механизмов поддержания минерального го-
меостаза является формирование кальций-фосфат-

ных бионов (КФБ) – кристаллических наночастиц 
губчатой структуры, состоящих из гидроксиапатита, 
карбонат-гидроксиапатита и адсорбирующих различ-
ные белки сыворотки [3, 4]. 

Ранее было показано, что КФБ интернализируют-
ся эндотелиальными клетками (ЭК) [4] и оказывают-
ся в лизосомах, растворяясь в их кислой среде с после-
дующим выделением в цитозоль опосредованно акти-
вирующих каспазы ионов кальция [5]. Последнее 
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способствует выделению ЭК провоспалительных ци-
токинов (интерлейкина-6 и интерлейкина-8) [4] и ли-
зосомально-опосредованной гибели ЭК [5, 6], инду-
цируя формирование неоинтимы [4] и воспаление ад-
вентиции аорты крыс Wistar. 

В то же время, несмотря на продемонстрированные 
в экспериментах патогенные и специфичные эффекты 
КФБ для ЭК [4-6], остается неясным, способствует ли 
экспозиция КФБ (наряду с запуском эффекторных ка-
спаз) параллельному процессу окислительного стрес-
са в ЭК, являющегося неспецифичным молекулярным 
последствием воздействия цитотоксических факторов. 
Цель исследования – оценить роль КФБ в развитии 
окислительного стресса в артериальных ЭК человека.

Методика

Искусственный синтез магний-фосфатных бионов 
(МФБ), сферических КФБ (СКФБ) и игольчатых КФБ 
(ИКФБ) соответствовал ранее разработанным ориги-
нальным протоколам [7, 8].

Культивирование эндотелиальных клеток. Для экс-
периментов были использованы коммерческие куль-
туры первичных ЭК коронарной артерии (human 
coronary artery endothelial cells, HCAEC, Cell 
Applications, 300K-05a) и внутренней грудной артерии 
человека (human internal thoracic endothelial cells, 
HITAEC, 308K-05a), которые размораживали и куль-
тивировали согласно рекомендациям производителя в 
среде MesoEndo Cell Growth Medium (Cell Applications, 
212-500). После 4-5 пассажей ЭК рассевали в 8-луноч-
ные культуральные камеры (Ibidi, 80841) для проведе-
ния экспериментов. 

Детекция КФБ в эндотелиальных клетках. С целью 
последующей визуализации КФБ в ЭК проводили 
конъюгирование осадка КФБ с раствором бычьего сы-
вороточного альбумина, меченного флюоресцеинизо-
тиоцианатом (ФИТЦ-БСА, 5 мг/мл, Invitrogen, 
A23015). КФБ с ФИТЦ-БСА инкубировалипри 37 °C 
в течение 1 ч, после чего проводили повторное ультра-
центрифугирование при 200,000 g в течение 1 ч с даль-
нейшей однократной отмывкой в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ). К конфлюэнтным культурам HCAEC 
и HITAEC, культивируемым в 8-луночных культураль-
ных камерах (Ibidi, 80841), добавляли 25 мкл суспен-
зии ФИТЦ-КФБ (мутность суспензии 0,5 стандарта 
МакФарланда, что эквивалентно ОП650 = 0,08-0,10) ли-
бо аналогичный объем ФИТЦ-БСА (2 ммоль/л, в ка-
честве контроля) на 1 или 4 ч после чего добавляли ли-
зосомальный краситель LysoTracker Red (Invitrogen, 
L7528, 500 нмоль/л) на 30 мин, ядерный краситель 
Hoechst 33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) на 15 мин 

с последующей конфокальной микроскопией (LSM 
700, Carl Zeiss). 

Детекция супероксида в эндотелиальных клетках. 
Чтобы определить, вызывают ли бионы окислитель-
ный стресс в ЭК, к конфлюэнтным культурам HCAEC 
добавляли 25 мкл суспензии МФБ, СКФБ или ИКФБ 
(мутность суспензии 0,5 МкФ) на лунку 8-луночной 
культуральной камеры для конфокальной микроско-
пии (Ibidi, 80841). Далее проводили культивирование 
в течение 1 и 4 ч, добавляли на на 15 мин флюоресцент-
ный индикатор супероксида MitoSOX Red (Invitrogen, 
M36008, 5 мкмоль/л) и ядерный краситель Hoechst 
33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) с последующей 
конфокальной микроскопией. Либо после 1 и 4 ч куль-
тивирования добавляли флюоресцентный индикатор 
свободных радикалов CellROX Green (Invitrogen, 
C10444, 5 мкмоль/л) на 30 мин и ядерный краситель 
Hoechst 33342 (Invitrogen, H3570, 2 мкл/мл) на 15 мин 
с дальнейшей конфокальной микроскопией. Здесь и 
далее в качестве контрольной группы использовали те 
же линии ЭК, к которым вместо бионов в аналогич-
ном объеме добавляли стерильный ФСБ с последую-
щим аналогичным временем культивирования.

Измерение концентрации продуктов реакции с тио-
барбитуровой кислотой. Для определения уровня про-
дуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) к кон-
флюэнтным культурам HCAEC и HITAEC (культиви-
рование в течение 24 ч, 11 лунок на экспериментальную 
группу) добавляли суспензию МФБ, СКФБ или ИКФБ 
(100 мкл на лунку, мутность суспензии 0,5 МкФ). По-
сле инкубации из лунок забирали культуральную жид-
кость.

Концентрацию продуктов реакции с тиобарбиту-
ровой кислотой (ПР-ТБК) в культуральной жидкости 
измеряли путем добавления 1 мл ТБК (Sigma-Aldrich) 
и 3 мл H3PO4 (Sigma-Aldrich) к 250 мкл образца. После 
1 ч инкубации при 100 °C и охлаждения при 8 °C в те-
чение 5 мин для обогащения фракции ПР-ТБК добав-
ляли 1 мл н-бутанола. После 10 мин центрифугирова-
ния при 3000 об/мин надосадок помещали в 96-луноч-
ные планшеты (100 мкл на лунку, каждый образец в 3 
повторах) с последующим измерением при длине вол-
ны 450 нм (ОП450). Концентрацию ПР-ТБК в каждом 
образце далее рассчитывали путем деления показате-
ля ОП450 на коэффициент молярной экстинкции ма-
лонового диальдегида (0,156) и последующего умно-
жения на фактор разведения образца (16).

Оценка эффективности нейтрализации активных 
форм кислорода. С целью анализа эффективности пре-
дотвращения цитотоксических эффектов  ПОЛ к кон-
флюэнтным культурам HCAEC (культивирование в те-
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чение 4 или 24 ч с добавлением или без добавления ан-
тиоксидантных ферментов супероксиддисмутазы (250 
ЕД/мл) или 500 ЕД/мл каталазы (12 лунок на экспери-
ментальную группу)) добавляли суспензию МФБ, 
СКФБ или ИКФБ (10 мкл на лунку, мутность суспен-
зии 0,5 МкФ). Супероксиддисмутазу и каталазу добав-
ляли за 3 ч до экспозиции для обеспечения проникно-
вения ферментов через плазматическую мембрану. 
Пролиферацию и жизнеспособность клеток оценива-
ли колориметрически, добавляя реактив  ab112118 
(Abcam) на 4 ч, с последующими измерениями и рас-
четами по протоколу производителя.

Анализ проницаемости лизосом. Для анализа влия-
ния ацидификации лизосом на цитотоксичность био-
нов к конфлюэнтным культурам HCAEC в 96-луноч-
ных планшетах добавляли суспензию МФБ, СКФБ или 
ИКФБ либо аналогичный объем ФСБ (10 мкл, мут-
ность суспензии 0,5 МкФ) на 4 или 24 ч с добавлени-
ем или без добавления бафиломицина A1 специфиче-
ского ингибитора вакуолярной H+-АТФазы (Abcam, 
ab120497, 0,1 или 1 микромоль). Пролиферацию и жиз-
неспособность клеток оценивали колориметрически 
путем добавления реактива ab112118 (Abcam) на 4 ч с 
последующими измерениями и расчетами по протоко-
лу производителя. 

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных выполняли при помощи программы 
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Межгрупповое 
сравнение проводили по критерию Краскела-Уолли-
са или критерию Манна-Уитни в зависимости от чис-
ла групп. В случае выявления статистически значимых 

межгрупповых различий осуществляли попарное срав-
нение групп посредством метода средней доли ложных 
отклонений гипотез. Различия между группами при-
знавали статистически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты

При конфокальной микроскопии через 1 ч после 
добавления конъюгированных с ФИТЦ-БСА КФБ в 
значительной доле артериальных ЭК было обнаруже-
но желтое свечение, отображающее начало процес-
са интернализации ФИТЦ-КФБ (зеленое свечение) 
в лизосомы (LysoTracker Red, красное свечение). Од-
нако также было выражено и чисто зеленое свечение, 
свидетельствующее либо о локализации ФИТЦ-КФБ в 
цитозоле ЭК после их поглощения, либо о высвобож-
дении ФИТЦ из лизосом после дезинтеграции КФБ в 
кислой лизосомальной среде (рис. 1). Через 4 ч после 
добавления ФИТЦ-КФБ к ЭК детектировалось исклю-
чительно зеленое свечение ФИТЦ-БСА, что указывает 
в пользу интернализации и растворения  за 4 ч основ-
ной массы КФБ в лизосомах (рис. 1). Данная картина 
наблюдалась в обеих линиях ЭК, что свидетельствует 
о типовом клеточном ответе на воздействие КФБ и об 
отсутствии выраженных различий в интернализации 
КФБ различными типами ЭК.

Далее для анализа патогенного действия бионов на 
артериальные ЭК были взяты только культуры HCAEC. 
В результате окрашивания митохондриальным кра-
сителем и детектором супероксида MitoSOX Red бы-
ло визуализировано интенсивное красное свечение в 
ЭК, подвергшихся 4-часовому воздействию СКФБ и 

Рис. 1. Конфокальная микроскопия HCAEC и HITAEC, подвергшихся воздействию ФИТЦ-КФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных лизосомальным 
красителем LysoTracker Red и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�
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ИКФБ, что отражает повышенную генерацию суперок-
сида в митохондриях при экспозиции бионами в срав-
нении с контрольными и инкубированными с безвред-
ными МФБ ЭК (рис. 2).

При окрашивании ЭК флюоресцентным детектором 
свободных радикалов CellROX Green характерное яркое 
зеленое свечение было отмечено в ЭК, инкубированных 
с ИКФБ спустя 1 ч, но через 4 ч данный эффект не обна-
руживался, как и в остальных группах (рис. 3).

Определение уровня продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПР-ТБК), образующихся в результа-
те окислительного стресса в культуральной жидкости, 
не выявило статистически значимых различий между 

контрольными ЭК и ЭК, подвергшимися воздействию 
бионов, что указывало на отсутствие выраженных при-
знаков окислительного стресса при воздействии КФБ 
(рис. 4). 

Добавление антиоксидантных ферментов суперок-
сиддисмутазы и каталазы не препятствовало индуциру-
емой СКФБ клеточной гибели независимо от исполь-
зуемой дозы и продолжительности экспозиции био-
нами, хотя в отношении ИКФБ на временной точке 
4 ч данное фармакологическое воздействие повыша-
ло количество жизнеспособных ЭК (рис. 5). В целом 
это согласуется с данными, полученными в результа-
те выявления флюоресцентными метками суперокси-

Рис. 2. Конфокальная микроскопия HCAEC, подвергшихся воздействию ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных митохондри-
альным красителем и индикатором супероксида MitoSOX Red и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�

Рис. 3. Конфокальная микроскопия культур HCAEC, подвергшихся ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 1 или 4 ч и окрашенных флюоресцентным 
детектором свободных радикалов в клетке CellROX Green и ядерным красителем Hoechst 33342� ×200� (Описание в тексте)�
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да и иных свободных радикалов (повышение генера-
ции супероксида и уровня свободных радикалов при 
воздействии ИКФБ в течение 4 ч и 1 ч соответствен-
но). Таким образом, можно заключить, что ИКФБ, в 
отличие от СКФБ, провоцируют развитие окислитель-
ного стресса в ЭК.

Поскольку СКФБ и ИКФБ различаются по спо-
собности вызывать окислительный стресс в ЭК, бы-
ло выдвинуто предположение о различных механиз-
мах их цитотоксического действия. В частности, ранее 

нашей группой было показано, что при растворе-
нии СКФБ в лизосомах происходит выделение ио-
нов кальция в цитозоль, приводящее к повышению 
проницаемости внешней мембраны митохондрий и 
опосредованной активации каспазы-9 и каспазы-3 
[5]. Воздействие специфичного блокатора вакуоляр-
ной H+-АТФазы бафиломицина А1, нейтрализую-
щего кислую среду лизосом, частично спасало клет-
ки от лизосомально-опосредованной клеточной ги-
бели вследствие снижения растворимости СКФБ и, 

Рис. 4. Измерение уровня продуктов реакции с тиобарбитуровой кислотой, отражающих активность ПОЛ в культурах HCAEC и HITAEC, под-
вергшихся воздействию ФСБ, МФБ, СКФБ и ИКФБ в течение 24 ч�

Рис 5. Оценка цитотоксичности СКФБ и ИКФБ для культур HCAEC, в том числе при добавлении супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ) в 
различных дозах и в различных временных точках� 



76

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2021; 65(1)  
 DOI: 10.25557/0031-2991.2021.01.70-78

соответственно, уменьшения выхода ионов кальция 
и цитозоль [5]. 

Было решено проанализировать, работает ли этот 
механизм аналогично по отношению к ИКФБ. В от-
личие от описанного выше релевантного для СКФБ 
сценария воздействие бафиломицина А1 повышало до-
лю жизнеспособных ЭК лишь в одном эксперименте 
из трех (рис. 6). Таким образом, если при воздействии 
СКФБ на ЭК ведущим механизмом цитотоксическо-
го действия было первичное повреждение лизосом при 
ограниченном нарушении функционирования мито-
хондрий, то при экспозиции ЭК ИКФБ наблюдалась 
противоположная картина.

Обсуждение

Наряду с лизосомально-опосредованной клеточ-
ной гибелью, сопровождающейся первичным повреж-
дением (включая пермеабилизацию) лизосом, выделе-
нием ионов кальция и/или катепсинов в цитозоль и 
последующим повышением проницаемости внешней 
мембраны митохондрий с дальнейшей конвергенцией 
с внутренним путем апоптоза [9], важным связанным 
с митохондриями молекулярным механизмом клеточ-
ной гибели является окислительный стресс (так назы-
ваемый «кислородный взрыв») [10]. Это является клас-
сическим следствием интернализации наночастиц 

вследствие обильной продукции активных форм кис-
лорода (АФК) в митохондриях, эндоплазматической 
сети, пероксисомах, фагосомальной и плазматической 
мембране [10]. Относительный вклад каждого из этих 
источников в общий пул генерируемых АФК суще-
ственно варьирует между различными типами клеток 
и тканей и технически сложно измерим [11]. Стоит 
подчеркнуть, что, несмотря на вовлеченность мито-
хондрий в оба указанных механизма нарушения кле-
точного функционирования, при лизосомально-опос-
редованной клеточной гибели их патология является 
строго вторичной, в то время как при окислительном 
стрессе АФК сразу же воздействуют на митохондрии 
напрямую, поскольку АФК в значительном количе-
стве образуются в этих органеллах. Поэтому, учитывая 
последние рекомендации Комитета по номенклатуре  
механизмов клеточной гибели [9], правомерно гово-
рить о том, что лизосомально-опосредованная клеточ-
ная гибель и запускаемый АФК внутренний путь апоп-
тоза (несмотря на их молекулярную конвергенцию на 
стадии повышения проницаемости внешней мембра-
ны митохондрий) патогенетически являются принци-
пиально разными путями гибели клетки. Следует от-
метить, что некоторые АФК, в особенности гидрок-
сил-радикалы образующиеся при реакции Фентона из 
пероксида водорода, способны дестабилизировать ли-

Рис. 6. Сравнительный анализ эффективности блокатора вакуолярной H+-АТФазы (лизосомального ингибитора) бафиломицина А1 в снижении 
цитотоксичности СКФБ и ИКФБ�
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зосомальную мембрану, а также открывать лизосомаль-
ные кальциевые каналы [9]; таким образом, справед-
ливо говорить и о частичной пересекаемости данных 
путей нарушения внутриклеточного гомеостаза.

В одном из выполненных исследований с исполь-
зованием аналогичного метода (окрашивание флю-
оресцентным индикатором супероксида MitoSOX) 
было выявлено, что экспозиция КФБ повышала вы-
деление АФК иммортализованными макрофагами 
человека [12]. В другой работе данные результаты 
были воспроизведены на иммортализованных ма-
крофагах мыши посредством измерения внутрикле-
точного 8-изопростагландина F2α [13] – суррогатно-
го маркера свободнорадикального окисления. В на-
шем исследовании были получены противоречивые 
результаты. С одной стороны, воздействие СКФБ 
определенно не сопровождалось развитием выра-
женного окислительного стресса независимо от ме-
тода его детекции. В то же время добавление ИКФБ 
к культурам ЭК стимулировало генерацию суперок-
сида и свободных радикалов, хотя и с разной времен-
ной динамикой; кроме того, предварительная инку-
бация с супероксиддисмутазой и каталазой незави-
симо от дозы частично спасала ЭК от индуцируемой 
ИКФБ клеточной гибели. 

Это позволяет предположить, что генерация АФК 
не играет критически важной роли в клеточной гибе-
ли после интернализации СКФБ (в отличие от первич-
ного повреждения лизосом), однако может вносить 
вклад в патогенные эффекты ИКФБ, по крайней ме-
ре для ЭК. Приоритет первичного повреждения лизо-
сом над окислительным стрессом для опосредованной 
СКФБ клеточной гибели и обратная ситуация для 
ИКФБ свидетельствуют о различных механизмах кле-
точной гибели при воздействии КФБ различной фор-
мы на клетку, что частично подтверждается данными 
литературы, в которых ИКФБ преимущественно спо-
собствовали выделению фактора некроза опухоли аль-
фа, а СКФБ – интерлейкина-1β, что может быть свя-
зано с более высокой растворимостью СКФБ в лизо-
сомах и более выраженной активацией инфламмасом, 
зависимой от уровня кальция в цитозоле [14]. 

Стоит отметить, что образование АФК активно во-
влечено в процесс клеточной гибели, вызываемой воз-
действием стандартной неорганической наноразмер-
ной фракции фосфата кальция [15], что в любом случае 
не позволяет однозначно исключить окислительный 
стресс из механизмов цитотоксичности КФБ. Тем не 
менее, бионы принципиально отличаются от чистых 
неорганических кристаллов фосфата кальция наличи-
ем белковой составляющей, снижающей их цитоток-

сичность, так как они изначально формируются ис-
ключительно в биологических жидкостях (к примеру, 
сыворотке крови) [3, 4]. Вследствие этого их эффекты, 
в частности, для ЭК, могут отличаться. 

Заключение

Предполагается, что патогенность СКФБ для ЭК 
определяется в первую очередь лизосомально-опосредо-
ванной гибелью, а ИКФБ – окислительным стрессом.
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