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Цель. Определение количества белков апоптоза Всl2 и Bax в гомогенате сосудистой стен-

ки и сыворотке крови, а также изучение их взаимосвязи у пациентов с облитерирующим 

атеросклерозом артерий нижних конечностей (ОААНК) с III стадией заболевания. 

Материалы и методы. В исследование включено 12 пациентов с ОААНК с III стадией 

заболевания по классификации А.В. Покровского-Фонтейна. Данным пациентам после 

дообследования выполнялось открытое оперативное вмешательство на артериях бедрен-

но-подколенного сегмента. В соответствии с подписанным информированным согласием, 

у пациентов во время оперативного вмешательства проводился забор интраоперационного 

материала, представляющего собой все три слоя сосудистой стенки. Образец сосуда из-

мельчали и готовили гомогенат, в котором определяли экспрессию антиапоптического 

белка Всl2 и проапоптического белка Bax с помощью метода ИФА. В качестве контроля 

артерий использовали образцы сосудистой стенки без видимых признаков атеросклероза, 

взятые у пациентов, которым выполняли реконструктивно-восстановительные оператив-

ные вмешательства. Исходно, до проведения операции, также определяли методом ИФА в 

сыворотке крови исследуемые показатели. Для определения референсных значений бел-

ков Всl2 и Вах в исследование были включены здоровые добровольцы. 

Результаты. В гомогенате артериальной стенки без атеросклеротических изменений 

(контрольный образец) количество белка Всl2 составило 1,26 нг/мл, Вах – 3,8 нг/мл. В го-

могенате артериальной стенки в области атеросклеротической бляшки количество Всl2 не 

отличалась от контрольного образца, и составило 1,4 нг/мл (р=0,504), а количество белка 

Вах было повышено – 6,54 нг/мл (р=0,033). У здоровых добровольцев показатели Всl 2 и 

Вах в сыворотке крови составили 5,2 нг/мл и 15,9 нг/мл, соответственно. У пациентов с 

ОААНК в сыворотке крови было увеличено количество белка Вах – 26,7 нг/мл (р=0,009), 

при уровне Всl2 – 4,96 нг/мл (р=0,761). Корреляционный анализ показал взаимосвязь 

уровня Вcl2 (r=+0,806), Вах (r=+0,699), Вах/Всl2 (r=+0,642) в гомогенате сосудистой стен-

ки и сыворотке крови. 

Выводы. У пациентов с облитерирующим атеросклерозом артерий нижних конечностей с 

III стадией заболевания повышен уровень проапоптического белка Вах, как в сосудистой 

стенке, так и в сыворотке крови. Количество белков апоптоза Всl2 и Вах в сыворотке кро-

ви отражает их количество в сосудистой стенке у пациентов с ОАННК. 
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Aim. Determination of the amount of Bcl2 and Bax apoptosis proteins in the homogenate  

of the vascular wall and blood serum, and of their relationship in patients with obliterating  

atherosclerosis of the lower limb arteries (OALLA) with III stage of the disease.  

Materials and Methods. The study included 12 patients with III stage OALLA according to 

Pokrovsky-Fontaine classification. After follow-up examination, these patients underwent 

open surgical interventions on the arteries of the femoral-popliteal segment. According  

to signed informed consent, during the surgical intervention, the intraoperative samples  

of all three layers of the vascular wall were taken. A sample of the vessel was crushed, and  

a homogenate was prepared, in which expression of Bcl2 anti-apoptotic protein and Bax  

pro-apoptotic protein was determined by ELISA method. Samples of the vascular wall without 

visible signs of atherosclerosis taken from patients undergoing reconstructive surgery were 

used as a control for arteries. Initially, before the operation, the studied parameters were  

determined in blood serum using ELISA method. To determine the reference values of Bcl2 

and Bax proteins, healthy volunteers were included in the study. 

Results. In the homogenate of the arterial wall without atherosclerotic changes (control sample), 

the amount of Bcl2 protein was 1.26 ng/ml, of Bax 3.8 ng/ml. In the homogenate of the arterial 

wall in the area of an atherosclerotic plaque, the amount of Bcl2 did not differ from the control 

sample and was 1.4 ng/ml (p=0.504), and the amount of Bax protein increased to 6.54 ng/ml 

(p=0.033). In healthy volunteers, Bcl2 and Bax values in serum were 5.2 ng/ml and 15.9 ng/ml, 

respectively. In patients with OALLA, the amount of Bax protein in blood serum increased to 

26.7 ng/ml (p=0.009), with the level of Bcl2 4.96 ng/ml (p=0.761). Correlation analysis showed 

the relationship between the level of Bcl2 (r=+0.806), Bax (r=+0.699), Вах/Всl2 (r=+0,642) in 

the homogenate of the vascular wall and in blood serum. 

Conclusions. In patients with III stage OALLA, the level of pro-apoptotic Bax protein was  

elevated both in the vascular wall and in the blood serum. The amount of Bcl2 and Bax  

apoptosis proteins in blood serum reflects their amount in the vascular wall in patients with 

OALLA. 

Keywords: apoptosis; homogenate; Bcl2 protein family; atherosclerosis; Bax 
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Апоптоз является генетически кон-

тролируемой формой гибели клеток с ха-

рактерными морфологическими признака-

ми: сморщиванием клеток, конденсацией 

ядер, появлением апоптических телец при 

фрагментации ДНК, которые фагоцитиру-

ются макрофагами или другими соседними 

клетками без развития воспалительной ре-

акции. Распознавание апоптоза в неповре-

жденных, в том числе быстро пролифери-

рующих, популяциях клеток доказывает его 

роль в поддержании стабильного клеточно-

го состава в тканях организма [1,2]. 

Апоптоз был признан центральным 

компонентом патогенеза атеросклероза в 

дополнение к другим патологиям челове-
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ка, таким как рак и диабет. Патофизиоло-

гия атеросклероза сложна и включает как 

апоптоз, так и пролиферацию клеток на 

разных стадиях его прогрессирования. 

Например, тромбоцитарный фактор роста 

не только способствуют пролиферации 

гладкомышечных клеток (ГМК) сосуди-

стой стенки, но и защищает их от гибели 

путем подавления апоптоза [3]. 

В ряде исследований показано, что 

при воздействии определенных стимулов 

(окислительный стресс, свободные ради-

калы, окисленные липопротеиды, воспа-

лительные цитокины) морфологические 

признаки апоптоза могут быть обнаруже-

ны во всех клетках атеросклеротической 

бляшки (АТБ). Апоптоз наиболее часто 

протекает в ГМК, эндотелиальных клет-

ках и макрофагах в непосредственной 

близости к богатому липидами некроти-

ческому ядру в области наибольшей уяз-

вимости бляшки [4]. Повышенный 

апоптоз ГМК артериальной стенки в пре-

делах прогрессирующего атеросклероти-

ческого поражения приводит к нестабиль-

ности покрышки АТБ, повышению ее 

тромбогенности и риску разрыва [5,6]. 

Белки семейства Bcl2 являются глав-

ными регуляторами внутреннего пути 

апоптоза, опосредуют ответ клеток на по-

вреждение либо в провокационном, либо в 

ингибирующем режиме действия. Семей-

ство содержит как ингибиторы (Bcl-2, Bcl-

xL и др.), так и индукторы (Bcl-xS, Bax, 

Bid, Bad, Bak и др.) гибели. Соотношение 

между антиапоптическими и проапоптиче-

скими белками определяет, подвергнется 

клетка гибели или нет. После получения 

соответствующего сигнала, Bax или Bak 

подвергаются конформационным измене-

ниям и перемещаются в митохондриаль-

ную мембрану, где они вызывают выделе-

ние цитохрома С в цитозоль [7]. 

Многочисленные исследования по-

священы изучению показателей апоптоза 

при атеросклерозе и рестенозе на экспери-

ментальных моделях животных. Однако у 

пациентов с ОААНК белки семейства Вcl2 

изучены недостаточно, полученные ре-

зультаты противоречивы [8,9]. 

Цель – определение количества бел-

ков Всl2 и Bax в гомогенате сосудистой 

стенки и сыворотке крови, а также изуче-

ние их взаимосвязи у пациентов с облите-

рирующим атеросклерозом артерий ниж-

них конечностей (ОААНК). 

Материалы и методы 

В исследование были включены 12 

пациентов (все пациенты мужского пола) с 

ОААНК III стадии по классификации А.В. 

Покровского-Фонтейна, без тяжелой сопут-

ствующей патологий по другим органам и 

системам. Средний возраст пациентов со-

ставил 63,4±7,9 лет. После дообследования 

данным пациентам выполнялись открытые 

реконструктивно-восстановительные вме-

шательства на артериях бедренно-под-

коленного сегмента. Согласно дизайну ис-

следования, до проведения операции у па-

циентов из кубитальной вены проводился 

забор образцов периферической венозной 

крови. Для определения референсных зна-

чений показателей, в исследование были 

включены здоровые добровольцы (все па-

циенты мужского пола). Средний возраст 

пациентов составил 65,4±6,9 лет. 

В сыворотке крови экспрессию бел-

ков Всl-2 (Human Bcl-2 ELISAKit, «Thermo 

FisherScientific», Китай) и Bax (Enzyme – 

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit 

For Bcl2 Associated X Protein (Bax) «Cloud 

– Clone Corp», Китай) определяли методом 

ИФА коммерческими наборами.  

После подписания информированно-

го согласия у пациентов забирался интра-

операционный материал, представляющий 

собой все три слоя сосудистой стенки. 

Область забора – бедренно-подколенный 

сегмент артерий нижних конечностей. 

Образец сосуда измельчали и готовили 

гомогенат с помощью лизирующего бу-

фера «ThermoFisherScientific» (США) и 

роторного высокоскоростного гомогени-

затора DIAX 900 («Heidolph», Германия) 

(насадка 6G), со скоростью 24000 об/мин 

в течение 60 сек при температуре +2°C. 

Полученный гомогенат центрифугировали 

при 1000 g в течение 10 минут (t +2°C). В 
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полученном супернатанте определяли  

количество протеина Bcl-2 с помощью 

коммерческого набора «Thermo Fisher 

Scientific» (США), уровень Bcl2 Associated 

XProtein (BAX) – с помощью набора 

«Cloud-Clone Corporation» (Китай, США). 

Полученные показатели пересчитывали на 

содержание белка, которое оценивали по 

методу Бредфорда с помощью Coomassie 

Plus (Bradford) Assay Kit («Thermo Scien-

tific»). В качестве контроля использовали 

образцы артериальной стенки без видимых 

признаков атеросклероза у пациентов, ко-

торым выполняли реконструктивно-

восстановительные операции на артериях 

нижних конечностей. 

Статистический анализ данных про-

водился с использованием пакета стати-

стических программ Statistica 10.0. В свя-

зи с отклонением от нормального распре-

деления данных (использовался критерий 

Шапиро-Уилка, р<0,01) для дальнейшего 

анализа применялись непараметрические 

тесты: для сравнения двух независимых 

групп – U-критерий Манна-Уитни, в каче-

стве корреляционного использовался тест 

Спирмена. Принятый уровень статистиче-

ской значимости р<0,05. 

Результаты и их обсуждение 

В ходе исследования было показано, 

что в гомогенате артериальной стенки в об-

ласти атеросклеротической бляшки у паци-

ентов с ОААНК количество проапоптиче-

ского белка Вах (p=0,033) было повышено в 

сравнении с его значением в гомогогенате 

артериальной стенки без признаков атеро-

склероза (контрольный образец) и состави-

ло 6,54 нг/мл. Количество антиапоптиче-

ского белка Всl2 достоверно не отличилось 

от его количества в контрольных образцах, 

и составило 1,4 нг/мл (p=0,504). 

Проапоптический индекс (соотно-

шение Всl2 к Вах) был снижен в гомоге-

нате артериальной стенки в области ате-

росклеротического поражения, без стати-

стически значимой разницы в сравнении с 

его уровнем в контрольных образцах 

(p=0,07) (табл. 1). 

 

Таблица 1 

Показатели митохондриального пути апоптоза в гомогенате сосудистой стенки 

 

Образец Показатели (нг/мл) Всl2 Bax Всl2/Вах 

Стенка артерии без видимых 

признаков атеросклероза  

(контрольные образцы) 

Медиана 1,26 3,8 0,33 

Нижняя – Квартиль 1,22 2,3 0,25 

Верхняя – Квартиль 2,75 5,2 0,80 

Стенка артерии в области  

атеросклеротической бляшки  

у пациентов с ОАННК  

Медиана 1,4 6,54* 0,19 

Нижняя – Квартиль 0,62 5,1 0,08 

Верхняя – Квартиль 1,8 7,9 0,28 

р  0,504 0,033* 0,07 

 

Примечание: * – статистически значимые изменения (р<0,05), ОААНК – облитери-

рующий атеросклероз артерий нижних конечностей 

 
В сыворотке крови у пациентов с 

ОААНК уровень антиапоптического бел-

ка Вах (p=0,009) был повышен, а соотно-

шение Всl2/Вах (р=0,033) снижено в срав-

нении со значениями у здоровых добро-

вольцев, и составили 26,7 нг/мл и 0,18 со-

ответственно. 

Уровень антиапоптического белка 

Всl2 у пациентов с ОААНК составил 4,96 

нг/мл и достоверно не отличался от зна-

чений у здоровых добровольцев (p=0,761) 

(табл. 2). 

При проведении корреляционного 

анализа были выявлены прямые взаимо-

связи между количеством белков Всl2 

(r=+0,806), Вах (r=+0,699), Вах/Всl2 

(r=+0,642) в гомогенате сосудистой  

стенки и сыворотке крови у пациентов с 

ОААНК (рис. 1-3). 
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Таблица 2 

Показатели митохондриального пути апоптоза в сыворотке крови 

 

Группы Показатели (нг/мл) Всl2 Bax Всl2/Вах 

Здоровые добровольцы 

Медиана 5,2 15,9 0,32 

Нижняя – Квартиль 4,7 15,2 0,31 

Верхняя – Квартиль 5,6 16,8 0,34 

Пациенты с ОААНК с III стадией 

заболевания 

Медиана 4,96 26,7 0,18 

Нижняя – Квартиль 1,5 24,2 0,06 

Верхняя – Квартиль 6,3 27,9 0,22 

р  0,761 0,009* 0,033* 

 

Примечание: * – статистически значимые изменения (р<0,05), ОААНК – облитери-

рующий атеросклероз артерий нижних конечностей 

 

 

 
 

Рис. 1. Прямая взаимосвязь между количеством Всl2  

в гомогенате сосудистой стенки и в сыворотке крови 

 

 

 
 

Рис. 2. Прямая взаимосвязь между количеством Вах  

в гомогенате сосудистой стенки и в сыворотке крови 
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Рис. 3. Прямая взаимосвязь между соотношением Вах/Всl2  

в гомогенате сосудистой стенки и в сыворотке крови 

 
В ходе нашего исследования экс-

прессия белков Всl2 и Вах была обнару-

жена в артериальной стенке без атеро-

склеротических изменений. Это обуслов-

лено тем, что клетки неповрежденной со-

судистой стенки демонстрируют высоко-

эффективный клиренс апоптических тел 

без развития воспалительной реакции, ре-

активной пролиферации, тромбоза, ремо-

делирования сосудистой стенки, что 

необходимо для её нормального развития 

и функционирования [10]. В своей работе 

Y. J. Geng показал, что уровень запро-

граммированной гибели клеток в непо-

врежденной артериальной стенке состав-

ляет менее <4%, что доказывает роль 

апоптоза в физиологическом процессе об-

новления тканей [11]. J. M. Isner в своем 

исследовании привел иммуногистохими-

ческие доказательства детекции белка 

Bсl2 в срезах нормальной сосудистой 

стенки (внутренняя грудная артерия), взя-

тых во время оперативного вмешатель-

ства. В артериальной стенке, взятой при 

выполнении эндартерэктомии, белок Bсl2 

был идентифицирован в ГМК медии [12]. 

Повышенная экспрессия проапопти-

ческого белка Вах в гомогенате сосудистой 

стенки и сыворотке крови пациентов с 

ОАННК может быть обусловлена индук-

цией провоспалительными цитокинами, 

окисленными липопротеидами, окисли-

тельным стрессом, гипоксией системы 

апоптоза. Molostvov G. в эксперименте до-

казал, что совместное воздействие IFN-

gamma и TNF-alpha приводит к уменьше-

нию экспрессии белка Всl2 при увеличе-

нии уровня Вах в эндотелиальных клетках 

[13]. Y. J. Geng показал, что в измененной 

интиме атероматозных поражений от 30 до 

40% клеток подвергаются запрограммиро-

ванной клеточной гибели [11]. A Saxena et 

al. сообщили, что индекс апоптоза был вы-

соким (в среднем 30%) в прогрессирую-

щих атеросклеротических поражениях по 

сравнению с контрольными образцами. Во 

всех апоптических клетках присутствовали 

проапоптические белки Bax и Bak, в то 

время как антиапоптический белок Bcl-x 

отсутствовал. В большинстве клеток экс-

прессию белка Bcl2 выявить не удалось, но 

при использовании дополнительных мето-

дов исследования, была обнаружена экс-

прессия белка Bcl2 в ряде клеток [14].  

Выявленные прямые корреляцион-

ные взаимосвязи между уровнями данных 

белков позволят прогнозировать динамику 

показателей Всl2 и Вах в сосудистой стен-

ке по их уровням в сыворотке крови. Это 

даст возможность оценить динамику изме-

нения уровня белков Всl2 и Вах в различ-

ные сроки после оперативного лечения.  

Также есть экспериментальные дан-

ные, указывающие на то, что существует 

положительная корреляционная связь 

между окислительным карбонилированием 

белков и активностью катепсина L плазмы 

на 3, 5 сутки при ишемии, на 3 сутки при 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Geng+YJ&cauthor_id=7639325
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Isner+JM&cauthor_id=7758173
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Geng+YJ&cauthor_id=7639325
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Saxena+A&cauthor_id=11857498
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ишемии-реперфузии [15]. Поэтому на наш 

взгляд перспективным является изучение 

взаимосвязи между показателями проли-

ферации клеток, апоптоза, дисфункции 

эндотелия, карбонилированием белков, 

ангиогенных факторов роста в гомогенате 

сосудистой стенки и в сыворотке в раз-

личные сроки после проведения опера-

тивных вмешательств при различной сте-

пени ишемии, и поиск путей терапевтиче-

ского воздействия на их уровни. 

Выводы 

1. У пациентов с облитерирующим 

атеросклерозом артерий нижних конечно-

стей с III стадией заболевания повышен 

уровень проапоптического белка Вах, как 

в гомогенате сосудистой стенки, так и в 

сыворотке крови. 

2. Экспрессия белков Всl2 и Вах в 

сыворотке крови отражает их экспрессию 

в гомогенате сосудистой стенки. 
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