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Основные положения
• В замкнутой альбуминсодержащей биохимической системе при моделировании супрафизи-

ологического минерального стресса кальций распределяется по биохимическим компартментам 
в следующем соотношении: циркулирующие ионы (Ca2+) – 50%, связанный с альбумином (КПМ) 
– 20%, связанный с фосфором (КПЧ) – 30%. 

• Соотношение несвязанного (свободного, ионизированного) и связанного с белками или фос-
фором кальция составляет 1 : 1, что соответствует физиологическому соотношению ионизирован-
ного и связанного кальция в циркулирующей крови и свидетельствует о физиологической реле-
вантности выполненного моделирования.

• Даже при супрафизиологическом минеральном стрессе естественные минеральные депо 
(КПМ и КПЧ) поддерживают кальцийсвязывающую способность биохимической системы на фи-
зиологическом уровне (50%), а соотношение относительной кальциевой емкости КПМ и КПЧ в 
условиях супрафизиологического минерального стресса указывает на приоритетную роль КПЧ 
как буферной системы, ограничивающей неконтролируемое повышение ионизированного каль-
ция в случае нарушения минерального баланса крови. 

ЗАКОНОМЕРНОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ КАЛЬЦИЯ ПО БИОХИМИЧЕСКИМ 
КОМПАРТМЕНТАМ СЫВОРОТКИ КРОВИ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 

МИНЕРАЛЬНОГО СТРЕССА IN VITRO В КОНТЕКСТЕ ДИСФУНКЦИИ 
ЭНДОТЕЛИЯ

Цель
Сравнительный анализ содержания кальция в составе различных биохими-
ческих компартментов: ионизированного (свободно циркулирующего, несвя-
занного) кальция, кальций-альбуминовых КПМ (белоксвязанного кальция) и 
фосфорнокальциевых комплексов (КПЧ). 

Материалы 
и методы

С целью приготовления биохимической системы для параллельного синтеза 
КПМ и КПЧ моделировали супрафизиологический минеральный стресс пу-
тем перенасыщения солевого раствора NaCl, содержащего физиологическую 
концентрацию альбумина, ионами кальция (CaCl2) и фосфора (Na2HPO4). 
Разделение кальцийсодержаших биохимических компартментов произво-
дили путем ультрацентрифугирования (для выделения КПЧ) и ультрафиль-
трации (для разделения КПМ и пула свободных ионов). Измерение концен-
трации кальция проводили колориметрическим методом на основе реакции 
ортокрезолфталеинкомплексона с ионами кальция в щелочной среде. 

Результаты

При моделировании минерального стресса получена замкнутая биохимиче-
ская система, в которой ионы кальция были свободно распределены по трем 
состояниям: циркулируя в свободном виде (Ca2+) либо находясь в составе КПМ 
(коллоидное первичное депо) или КПЧ (корпускулярное вторичное депо). Рас-
пределение кальция в виде свободно циркулирующих ионов (Ca2+) и при свя-
зывании с альбумином (КПМ) и с фосфором (КПЧ) составляло 50 : 20 : 30% 
(5 : 2 : 3) соответственно. Соотношение ионизированного и связанного с бел-
ками или фосфором кальция составляло 1 : 1 и соответствовало физиологиче-
скому соотношению ионизированного и связанного кальция в циркулирующей 
крови, свидетельствуя о физиологической релевантности выполненного моде-
лирования. Формирование КПЧ абсорбировало от 10 до 20% всего альбумина. 

Заключение Даже при супрафизиологическом минеральном стрессе естественные мине-
ральные депо (КПМ и КПЧ) поддерживают кальцийсвязывающую способность 
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Highlights
• When modeling mineral stress, a closed biochemical system shows the following calcium distribution 

ratio among biochemical compartments: freely circulating ions (Ca2+) – 50%, bound to albumin (CPM) – 
20%, bound to and phosphorus (CPC) – 30%.

• The ratio of ionized to protein- or phosphorus-bound calcium was 1:1 and corresponded to the 
physiological ratio of ionized to bound calcium in circulating blood, indicating the physiological 
relevance of the simulations performed. 

• Even under supraphysiological mineral stress, natural mineral depots (CPM and HRC) maintain the 
calcium-binding capacity of the biochemical system at the physiological level (50%), and the ratio of the 
relative calcium capacity of the CPM and HRC under conditions of supraphysiological mineral stress 
indicates the priority role of the HRC as a buffer system limiting the uncontrolled increase in ionized 
calcium in case of disturbance of the mineral balance of the blood.

Aim
To conduct a comparative analysis of calcium content in various biochemical 
compartments: 1) ionized (freely circulating, unbound) calcium; 2) calcium-
albumin CPM (protein-bound calcium); 3) calcium phosphorus complexes (CPC).

Methods

In order to prepare a biochemical system for the parallel synthesis of CPM and 
CPC, supraphysiological mineral stress was modeled by supersaturating a NaCl 
saline solution containing a physiological concentration of albumin with calcium 
(CaCl2) and phosphorus (Na2HPO4) ions. Separation of calcium-containing 
biochemical compartments was carried out by ultracentrifugation (to isolate 
CPM) and ultrafiltration (to separate CPM and the pool of free ions). Calcium 
concentration was measured using a colorimetric method based on the reaction of 
orthocresolphthalein complexone with calcium ions in an alkaline medium.

Results

When modeling mineral stress, a closed biochemical system was obtained in which 
calcium ions were freely distributed in three states: circulating in free form (Ca2+) 
or being part of the CPM (colloidal primary depot) or PSC (corpuscular secondary 
depot). The distribution of calcium in the form of freely circulating ions (Ca2+) 
and when bound to albumin (CPM) and phosphorus (CPC) was 50%: 20%: 30% 
(5: 2: 3), respectively. The ratio of ionized to protein- or phosphorus-bound calcium 
was 1:1 and corresponded to the physiological ratio of ionized to bound calcium 
in circulating blood, indicating the physiological relevance of the simulations 
performed. The formation of HRC absorbed 10 to 20% of the total albumin. 

Conclusion Even under supraphysiological mineral stress, natural mineral depots (CPM 
and HRC) maintain the calcium-binding capacity of the biochemical system

биохимической системы на физиологическом уровне (50%), а соотношение 
относительной кальциевой емкости КПМ и КПЧ в условиях супрафизиоло-
гического минерального стресса указывает на приоритетную роль КПЧ как 
буферной системы, ограничивающей неконтролируемое повышение ионизи-
рованного кальция в случае нарушения минерального баланса крови.

Ключевые слова
Кальций • Ионизированный кальций • Кальципротеиновые мономеры • 
Кальципротеиновые частицы • Альбумин • Минеральный стресс • Дисфунк-
ция эндотелия
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Введение
Минеральный стресс, проявляющийся высоким 

нормальным уровнем ионизированного кальция 
и фосфора (верхний квартиль значений) и низким 
нормальным уровнем кислых белков сыворотки (так 
называемых минеральных шаперонов, в первую 
очередь альбумина и фетуина-А, нижний квартиль 
значений), является независимым фактором сердеч-
но-сосудистого риска [1, 2] и, по данным последних 
систематических обзоров и метаанализов, ассоции-
рован с риском развития инфаркта миокарда и ише-
мического инсульта [3–7]. Система поддержания 
минерального гомеостаза включает в себя целый 
ряд во многом независимых друг от друга механиз-
мов: 1) кальциотропные факторы (паратиреоидный 
гормон, кальцитонин, 1,25-дигидроксивитамин D, 
ионизированный кальций), фосфотропные факто-
ры (паратиреоидный гормон, 1,25-дигидроксивита-
мин D, FGF-23) и их рецепторы (PTHR – рецептор 
к паратиреоидному гормону, CALCR – рецептор к 
кальцитонину, VDR – рецептор к 1,25-дигидрок-
сивитамину D, CaSR – рецептор ионизированного 
кальция, Klotho – рецептор к FGF-23); 2) ионы маг-
ния, являющегося антагонистом кальция; 3) бел-
ки-регуляторы костной резорбции (RANK-лиганд, 
остеопротегерин); 4) ингибиторы кристаллизации 
фосфата кальция (остеопонтин, неорганический 
пирофосфат); 5) белки-скевенджеры ионизиро-
ванного кальция (альбумин, остеонектин и прочие 
кислые белки крови); 6) фетуин-А, который целе-
сообразно вынести в отдельную группу, поскольку 
он, хотя и является ингибитором кристаллизации 
фосфата кальция по аналогии с остеопонтином и 
неорганическим пирофосфатом, представляет со-
бой уникальный минеральный шаперон с двойным 
механизмом действия: формированием кальципро-
теиновых мономеров (КПМ) и кальципротеиновых 
частиц (КПЧ) [8, 9]. В КПЧ содержится около 50% 
циркулирующего кальция и фосфора крови, а также 
около 5–10% фетуина-А; КПМ содержат оставшие-
ся 50% циркулирующего кальция и фосфора крови 
и 90–95% фетуина-А [10, 11]. 

Из перечисленных механизмов поддержания 

минерального гомеостаза регуляцию ионизирован-
ного кальция осуществляют кислые белки крови, 
называемые белками-скевенджерами или мине-
ральными шаперонами, поскольку они обеспечива-
ют физиологичное выведение кальция и фосфора 
из кровотока [12, 13], КПМ и КПЧ (также называ-
емые в русскоязычной литературе кальций-фосфат-
ными бионами). Целесообразным является выде-
ление первичного кальциевого депо (белки-скевен-
джеры и КПМ), связывающего ионы кальция в кол-
лоидном состоянии, и вторичного кальциевого депо 
(КПЧ), которые являются нерастворимыми и вы-
падают в осадок под действием силы тяжести. Для 
проведения экспериментов КПМ и КПЧ могут быть 
синтезированы искусственно путем перенасыщения 
белоксодержащего солевого раствора (как правило, 
хлорида натрия) или белоксодержащей культураль-
ной среды ионами кальция и фосфора (в качестве 
донора ионов кальция используется кальция хлорид, 
в качестве донора фосфат-анионов – одно- или дву-
замещенный гидрофосфат натрия либо их смесь). 
В качестве источника белка могут быть применены 
сыворотка крови (гетерогенная смесь различных 
белков), белки, которые могут быть в большом коли-
честве выделены из сыворотки крови животных (к 
примеру, альбумин и фетуин-А), или рекомбинант-
ные белки (в ограниченном количестве).

Ранее нашей группой показано, что именно низ-
кая нормальная концентрация альбумина (нижний 
квартиль значений) является основной причиной 
повышения молярной концентрации ионизирован-
ного кальция (верхний квартиль значений) у паци-
ентов с болезнями системы кровообращения (БСК) 
на фоне исходно сниженного содержания КПЧ в 
крови [2, 14]. Таким образом, причиной повышения 
молярной концентрации ионизированного кальция 
в крови пациентов с БСК является истощение как 
первичного депо ионов кальция (альбумин как один 
из двух наиболее важных белков-скевенджеров ио-
низированного кальция наряду с фетуином-А), так и 
вторичного их депо (способности крови к формиро-
ванию кальципротеиновых частиц). Данная гипоте-
за подтверждается повышением преципитации КПЧ 

Список сокращений
БСК
КПМ

–
–

болезни системы кровообращения
кальципротеиновые мономеры

КПЧ – кальципротеиновые частицы

at the physiological level (50%), and the ratio of the relative calcium capacity of 
the CPM and HRC under conditions of supraphysiological mineral stress indicates 
the priority role of the HRC as a buffer system limiting the uncontrolled increase 
in ionized calcium in case of disturbance of the mineral balance of the blood.

Keywords Calcium • Ionized calcium • Calciprotein monomers • Calciprotein particles • 
Albumin • Mineral stress • Endothelial dysfunction
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ме 8 мл переносили в новые пробирки типа эппен-
дорф, а осадок (КПЧ) в каждой из четырех ультра-
центрифужных пробирок ресуспендировали: в 100 
мкл воды для инъекций (ООО «Гротекс», Россия) и 
далее сливали в одну пробирку типа эппендорф (та-
ким образом, общий объем суспензии КПЧ в про-
бирке составлял 400 мкл) для последующей визу-
ализации при помощи сканирующей электронной 
микроскопии либо в 100 мкл HCl (здесь и далее – 
0,5 моль/л, 3.04.0390, ООО «Экросхим», Россия) и 
далее сливали в одну стеклянную пробирку (таким 
образом, общий объем суспензии КПЧ в пробирке 
составлял 400 мкл) для последующего определения 
концентрации кальция при помощи колориметри-
ческого анализа и расчета общей массы кальция в 
КПЧ. Измерение концентрации кальция проводили 
в тот же день во избежание испарения соляной кис-
лоты и изменения объема исходного раствора для 
исключения погрешности при пересчете концен-
трации кальция в его общую массу в растворе.

Надосадок после ультрацентрифугирования в 
стерильных условиях (ламинарный шкаф для ра-
боты с клеточными культурами) тщательно ресу-
спендировали и аликвотировали из расчета 4 мл на 
один центрифужный концентратор с порогом отсе-
чения молекулярной массы (molecular weight cut-
off, MWCO) 30 кДа (FTT130150, Jet Biofil, КНР), 
после чего забирали аликвоту объемом 100 мкл для 
последующего измерения концентрации альбуми-
на и кальция. Концентраторы предварительно ак-
тивировали 2 мл воды для инъекций при 1800 × g 
в течение 15 мин на низкоскоростной настольной 
центрифуге (5804R, Eppendorf, Германия). Центри-
фугирование надосадка осуществляли при 1 800 × g 
в течение 25 мин (5804R, Eppendorf, Германия) при 
комнатной температуре. После этого 0,5 мл остава-
лось внутри концентратора (обессоленный ретен-
тат, содержащий КПМ), а 3,5 мл – в центрифужной 
пробирке (фильтрат, содержащий свободные ионы 
кальция, фосфора, натрия и хлора). Количество по-
вторностей в эксперименте составляло 16.

Сканирующая электронная микроскопия
Для визуализации синтезированных КПЧ при 

помощи сканирующей электронной микроскопии 
суспензию КПЧ из каждого синтеза разводили в 
воде для инъекций в 200 раз (5 мкл суспензии КПЧ 
+ 995 мкл воды для инъекций) и визуализировали 
на сканирующем электронном микроскопе Hitachi 
S-3400N (Hitachi, Япония) в режиме вторичных 
электронов с ускоряющим напряжением 10 кВ с 
увеличением в 30 000 крат.

Измерение концентрации кальция и альбумина в 
КПЧ, КПМ и пуле свободных ионов

Для измерения концентрации кальция в КПЧ (n 
= 15), надосадке (рабочая смесь КПМ и свободных 

из сыворотки крови пациентов с БСК в условиях ее 
перенасыщения ионами кальция и фосфора [2, 15]. 
В то же время количественная оценка второго ком-
понента первичного депо ионов кальция (КПМ) у 
лиц с БСК и условно здоровых субъектов до настоя-
щего времени не была проведена.

Выполненные ранее теоретические расчеты 
относительного содержания кальция в КПМ и 
КПЧ [10, 11], однако, так и не были подтверж-
дены экспериментально. В данном исследовании 
была поставлена цель провести сравнительный 
анализ содержания кальция в составе различных 
биохимических компартментов: ионизированного 
(свободно циркулирующего, несвязанного) каль-
ция, кальций-альбуминовых КПМ (белоксвязан-
ного кальция) и фосфорнокальциевых комплек-
сов (КПЧ). Для выполнения этой цели был смо-
делирован супрафизиологический минеральный 
стресс – искусственное перенасыщение кальцием 
и фосфором солевого раствора, содержащего фи-
зиологическую концентрацию альбумина.

Материалы и методы
Искусственный синтез КПМ и КПЧ
С целью приготовления биохимической систе-

мы для параллельного синтеза КПМ и КПЧ навеску 
в 0,34 г бычьего сывороточного альбумина (A3059, 
Sigma-Aldrich, США) аккуратно ресуспендирова-
ли в 4 мл стерильного физиологического раствора 
NaCl (154 ммоль/л, H-1401, Akzo Nobel Salts, Да-
ния) и далее последовательно добавляли 2 мл рас-
твора Na2HPO4 (24 ммоль/л, 94046, Sigma-Aldrich, 
США) и 2 мл раствора CaCl2 (40 ммоль/л, 21115, 
Sigma-Aldrich, США) с аккуратным ресуспендиро-
ванием после добавления каждого реактива. Ито-
говая концентрация альбумина в смеси составляла 
42 мг/мл, CaCl2 – 10 ммоль/л, Na2HPO4 – 6 ммоль/л, 
итоговая масса кальция – 3 200 мг. После этого 
смесь аликвотировали по 8 пробиркам типа эппен-
дорф (по 1 мл смеси в каждом из эппендорфов), 
которые помещали в предварительно нагретый до 
37 °С твердотельный термостат («Термит», ООО 
«ДНК-Технология», Россия) и инкубировали в те-
чение 10 мин. В результате проведенной процеду-
ры в рабочей смеси образовывались КПМ и КПЧ, а 
также оставались свободные ионы кальция, фосфо-
ра, натрия и хлора. Все указанные процедуры осу-
ществляли в стерильных условиях (ламинарный 
шкаф для работы с клеточными культурами).

Далее рабочую смесь аликвотировали по четы-
рем стерильным ультрацентрифужным пробиркам 
(по 2 мл на одну пробирку, 8 мл на цикл) и произ-
водили ультрацентрифугирование при 200 000 × g в 
течение часа при 4 °С. В результате данной проце-
дуры осадок представлял собой сформированные 
КПЧ, а надосадок – КПМ и свободные ионы каль-
ция, фосфора, натрия и хлора. Надосадок в объе-
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ионов после ультрацентрифугирования, n = 15), 
КПМ (ретентат после ультрафильтрации) и пуле 
свободных ионов (фильтрат после ультрафильтра-
ции, n = 15) использовали различные разведения 
исходно получаемых растворов. Аликвоту КПЧ 
разводили в 30 (5 мкл раствора КПЧ в HCl + 145 мкл 
HCl), 60 (5 мкл раствора КПЧ в HCl + 295 мкл HCl) 
и 120 раз (5 мкл раствора КПЧ в HCl + 595 мкл HCl, 
аликвоту надосадка – в 5 раз (10 мкл надосадка + 40 
мкл HCl), аликвоту КПМ – в 10 раз (5 мкл ретента-
та с КПМ + 45 мкл HCl), аликвоту пула свободных 
ионов – в 10 раз (10 мкл фильтрата с ионами + 90 
мкл воды для инъекций). Колориметрическое опре-
деление концентрации кальция в КПЧ, надосадке, 
КПМ и пуле свободных ионов проводили при по-
мощи оригинального набора CalciScore (Molecular 
Wings), основанного на реакции ортокрезолфтале-
инкомплексона с ионами кальция в щелочной среде 
(pH = 10,6–10,8). Измерение проводили на спектро-
фотометре Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific, 
США) на длине волны 575 нм.

Для измерения концентрации альбумина в надо-
садке (рабочая смесь КПМ и свободных ионов после 
ультрацентрифугирования, n = 15), КПМ (ретентат 
после ультрафильтрации, n = 15) и пуле свободных 
ионов (фильтрат после ультрафильтрации, n = 15 в 
каждой группе) также использовали различные раз-
ведения исходно получаемых растворов. Аликво-
ту надосадка разводили в 40 раз (10 мкл надосадка 
+ 390 мкл воды для инъекций), аликвоту КПМ – в 
200 раз (10 мкл ретентата с КПМ + 1 990 мкл воды 
для инъекций), аликвоту пула свободных ионов 
дополнительно не разводили. После тщательного 
ресуспендирования 25 мкл из каждого разведения 
использовали в качестве образца при измерении 
концентрации альбумина колориметрическим ме-

тодом при помощи набора BCA Protein Assay Kit 
(23227, Thermo Fisher Scientific, США) согласно ин-
струкциям производителя. Измерение проводили 
на спектрофотометре Multiskan Sky (Thermo Fisher 
Scientific, США) на длине волны 562 нм.

Результаты
При моделировании минерального стресса полу-

чена система, в которой ионы кальция были свободно 
распределены по трем состояниям: циркулируя в сво-
бодном виде (Ca2+) либо находясь в составе КПМ (кол-
лоидное первичное депо) или КПЧ (корпускулярное 
вторичное депо). После осаждения КПЧ путем уль-
трацентрифугирования при 200 000 × g в надосадке 
оставались КПМ, а также пул свободных ионов каль-
ция, фосфора, натрия и хлора. Сканирующая элек-
тронная микроскопия КПЧ, сформированных при 
наличии в биохимической системе исключительно 
альбумина, продемонстрировала их губчатую струк-
туру и неправильную форму (рис. 1), отличающуюся 
от сферической формы первичных КПЧ или верете-
новидной формы вторичных КПЧ, формирующихся 
при циркуляции в крови. Эти данные совпадают с 
полученными нашей группой ранее [24] и, вероятно, 
обусловлены аддитивным или синергичным влияни-
ем других кислых белков сыворотки на процесс фор-
мирования КПЧ. Следует отметить, что аналогичная 
картина наблюдалась при наличии в биохимической 
системе исключительно фетуина-А [24]. 

После ультрафильтрации в центрифужном кон-
центраторе визуализировали концентрированную 
фракцию КПМ (ретентат светло-желтого цвета) и 
прозрачную фракцию свободных ионов кальция, фос-
фора, натрия и хлора (прозрачный фильтрат) (рис. 2). 
Таким образом, последовательные ультрацентрифу-
гирование и ультрафильтрация позволили разделить 
все содержащие ионы кальция биохимические ком-
партменты крови (свободно циркулирующие ионы, 
коллоидные КПМ и корпускулярные КПЧ).

Для измерения концентрации кальция в различ-
ных биохимических компартментах применен коло-

Рисунок 1. Визуализация КПЧ методом сканирующей 
электронной микроскопии. Режим вторичных электронов, 
ускоряющее напряжение – 10 кВ, увеличение – 30 000 
крат, шкала масштаба – 1 мкм (цена деления – 100 нм)
Figure 1. Visualisation of calciprotein particles by scanning 
electron microscopy. Secondary electron mode, acceleration 
voltage: 10 kV, magnification: × 30 000, scale bar: 1 µm

Рисунок 2. Визуализация КПМ (ретен-
тат после ультрафильтрации, желтый 
цвет, обведен красным контуром) и 
пула свободных ионов (фильтрат после 
ультрафильтрации, прозрачный, обве-
ден синим контуром). Центрифужные 
концентраторы с порогом отсечения 
молекулярной массы (molecular weight 
cutoff, MWCO) в 30 000 Да (30 кДа)
Figure 2. Visualisation of calciprotein 
monomers (retentate after the 
ultrafiltration, demarcated by red contour) 
and free ion pool (filtrate after the 
ultrafiltration, transparent, demarcated by 
blue contour). Centrifugal concentrators 
have molecular weight cutoff (MWCO) 
of 30,000 Da (30 kDa)
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риметрический метод на основе индикатора орто-
крезолфталеинкомплексона, поскольку перевод со-
держащегося в КПЧ и КПМ кальция в ионизирован-
ную форму требует растворения КПЧ и КПМ (вклю-
чая денатурацию альбумина в составе КПМ) при 
помощи сильной кислоты (к примеру, соляной), pH 
которой несовместим со стандартным измерением 
ионизированного кальция методом прямой потен-
циометрии. Колориметрический анализ содержания 
кальция в осажденных при помощи ультрацентри-
фугирования КПЧ и надосадке показал, что сформи-
рованные с участием альбумина КПЧ абсорбируют 
около 30% всех ионов кальция, в то время как в на-
досадке остается около 70% (табл. 1). Аналогичное 
измерение содержания кальция в разделенных при 
помощи ультрафильтрации КПМ (ретентате) и пуле 
свободных ионов (фильтрате) продемонстрировало, 
что в КПМ (то есть в связанном с альбумином виде) 
содержится около 20% от всего находившегося в 
биохимической системе кальция, тогда как в сво-
бодном виде – около 50% (табл. 1). Независимость 
полученных результатов от калибровочной кривой 
(при колориметрическом измерении использова-
лось два способа составления калибровочной кри-
вой – долевым разбавлением и простым перекатом) 
подтвердила техническую валидность проведенных 
колориметрических измерений.

Таким образом, распределение кальция в зам-
кнутой альбуминсодержащей биохимической си-
стеме в условиях моделирования супрафизиоло-

гического минерального стресса в виде свободно 
циркулирующих ионов (Ca2+) и при связывании с 
альбумином (КПМ) и с фосфором (КПЧ) составляет 
50 : 20 : 30% (5 : 2 : 3) соответственно (см. табл. 1). 
Иными словами, среди циркулирующих кровяных 
депо ионов кальция относительная емкость пер-
вичного депо (КПМ) составляет 40%, а вторичного 
депо (КПЧ) – 60%. Следует отметить, что данное 
распределение ионов кальция по биохимическим 
компартментам, выявленное экспериментальным 
путем, согласуется с физиологическим соотноше-
нием ионизированного и общего кальция, где от-
ношение ионизированного кальция к связанному 
с белками и с фосфором также составляет прибли-
зительно 1 : 1. Подобная сопоставимость результа-
тов подтверждает физиологическую релевантность 
разработанной биохимической системы для моде-
лирования минерального стресса.

Для того чтобы выявить долю агрегируемого в 
составе КПЧ альбумина, был проведен аналогич-
ный сравнительный анализ содержания этого белка 
в биохимических компартментах после его измере-
ния стандартным колориметрическим методом. Об-
наружено, что в КПЧ содержится от 11 до 17% всего 
альбумина (при этом следует отметить, что количе-
ство формируемых КПЧ в условиях минерального 
стресса существенно выше, чем в физиологиче-
ских условиях), в то время как от 83 до 89% аль-
бумина остается в свободной циркуляции (табл. 2). 
Кроме того, измерение уровня альбумина в ретен-

Таблица 1. Сравнительный анализ содержания кальция в КПЧ, надосадке (рабочая смесь КПМ и свободных ионов 
после ультрацентрифугирования), КПМ (ретентат после ультрафильтрации) и пуле свободных ионов (фильтрат после 
ультрафильтрации)
Table 1. Analysis of calcium concentration in calciprotein particles (CPPs), supernatant including calciprotein monomers (CPM) and 
free ions, CPM (retentate after the ultrafiltration), and free ions (filtrate after the ultrafiltration)

Биохимический компартмент / 
Biochemical compartment

Сравнение КПЧ и надосадка / 
CPP and supernatant

Сравнение КПЧ, ретентата и 
фильтрата / CPPs, retentate, and filtrate

КПМ + свободные 
ионы / CPM + free ions

КПЧ / 
CPP

Свободные ионы 
/ Free ions

КПМ / 
CPM

КПЧ / 
CPP

Содержание кальция (калибровочная 
кривая 1) / Calcium concentration 
(calibration curve 1), %

69 31 51 19 30

Содержание кальция (калибровочная 
кривая 2) / Calcium concentration 
(calibration curve 2), %

69 31 50 19 31

Примечание. Здесь и далее в табл. 2: КПМ – кальципротеиновые мономеры; КПЧ – кальципротеиновые частицы. 
Note. Here and further in Table 2: CPM – calciprotein monomers; CPP – calciprotein particles. 

Таблица 2. Сравнительный анализ содержания альбумина в КПЧ, надосадке (рабочая смесь КПМ и свободных ионов 
после ультрацентрифугирования), КПМ (ретентат после ультрафильтрации) и пуле свободных ионов (фильтрат после 
ультрафильтрации).
Table 2. Analysis of albumin concentration in calciprotein particles (CPPs), supernatant including calciprotein monomers (CPM) and 
free ions, CPM (retentate after the ultrafiltration), and free ions (filtrate after the ultrafiltration).

Биохимический компартмент / 
Biochemical compartment

Сравнение надосадка и КПЧ / 
CPP and supernatant

Сравнение КПЧ, ретентата и 
фильтрата / CPPs, retentate, and filtrate

КПМ + свободные 
ионы / CPM + free ions

КПЧ / 
CPP

Свободные ионы 
/ Free ions

КПМ / 
CPM

КПЧ / 
CPP

Содержание альбумина / Albumin 
concentration, % 89 11 0 83 17



66 Распределение кальция при минеральном стрессе

тате и фильтрате позволило подтвердить эффек-
тивность ультрафильтрации (прошедший через 30 
кДа-размерные поры фильтрат не содержал альбу-
мина, который полностью оставался в ретентате). 
Таким образом, даже в условиях супрафизиологи-
ческого минерального стресса доля агрегируемого 
в КПЧ альбумина была сравнительно невелика и 
не противоречила выполнению этим белком своих 
физиологических функций, что также свидетель-
ствовало о физиологической релевантности разра-
ботанной биохимической системы.

Обсуждение
Нарушения минерального гомеостаза являются 

распространенным фактором риска БСК, при этом 
выступая как в качестве независимого фактора ри-
ска [2, 14, 15], так и в качестве следствия хрониче-
ской болезни почек, которая сама по себе вызывает 
дисфункцию эндотелия в результате патогенных 
эффектов повышения креатинина и мочевины в 
крови [16, 17]. Помимо воздействия ионизирован-
ного кальция, креатинина и мочевины в качестве 
фактора повреждения эндотелия следует выделить 
циркулирующие в крови КПЧ, которые способ-
ствуют провоспалительной дисфункции эндотелия 
в результате своей интернализации [2, 18, 19] и вы-
зывают хроническое системное воспаление низкой 
интенсивности [20, 21], схожее с инфламэйджин-
гом [22]. К патологическим последствиям интерна-
лизации циркулирующих КПЧ эндотелиальными 
клетками, моноцитами и макрофагами печени и се-
лезенки следует отнести повышение концентрации 
провоспалительных цитокинов в крови, нарушение 
баланса между вазоконстрикцией и вазодилатаци-
ей вследствие снижения выделения вазодилатато-
ров (в частности, монооксида азота NO), эндотели-
ально-мезенхимальный переход (потерю эндотели-
альными клетками своего изначального фенотипа и 
трансдифференцировку в мезенхимальные клетки) 
и нарушения эндотелиальной механотрансдукции 
(трансформации механических сигналов потока в 
биохимические) [2, 18–21]. Из повышаемых при 
воздействии КПЧ цитокинов можно отметить эн-
дотелиальные цитокины (интерлейкин-6, интер-
лейкин-8, хемоаттрактант моноцитов MCP-1/CCL2 
и растворимую молекулу межклеточной адгезии 
sICAM-1) и моноцитарные цитокины (макрофа-
гальные воспалительные белки MIP-1α и MIP-3α, 
цитокин-индуцированные хемоаттрактанты ней-
трофилов CINC-1 и CINC-3, а также провоспали-
тельный белок CXCL10) [21]. При этом хрониче-
ское системное воспаление низкой интенсивно-
сти само по себе является триггером дисфункции 
эндотелия [23], а дисфункция эндотелия, в свою 
очередь, вносит вклад в развитие системного вос-
палительного ответа [24], поэтому выделить отно-
сительный вклад эндотелиальных клеток и моно-

цитов (равно как и выделяемых ими специфиче-
ских цитокинов) в развитие КПЧ-индуцированного 
воспаления представляется затруднительным.

Несмотря на изученность воздействия мине-
рального стресса на развитие системного воспа-
ления и доказательство дисфункции регуляции 
ионизированного кальция и формирования КПЧ 
у пациентов с БСК, вклад дисфункции различных 
кальцийсодержащих биохимических компартмен-
тов (циркулирующего ионизированного кальция, 
КПМ и КПЧ) в развитие минерального стресса и 
связанной с ним дисфункции эндотелия и систем-
ного воспалительного ответа остается неясным. 
В данной работе была поставлена задача изучить 
распределение кальция в вышеуказанных биохи-
мических компартментах при моделировании ми-
нерального стресса in vitro.

При планировании работы были рассмотрены 
два подхода к проведению задуманного экспери-
мента: целостный (holistic approach) и фрагмен-
тарный (reductionist approach). Целостный подход 
заключался в добавлении сыворотки крови при 
искусственном синтезе для формирования КПМ и 
КПЧ, фрагментарный – в добавлении отдельных 
минеральных шаперонов (к примеру, альбумина 
или фетуина-А). Преимуществом целостного под-
хода является полное соответствие происходяще-
му в сыворотке крови человека; преимуществом 
фрагментарного – возможность проанализировать 
минеральную емкость каждого из основных ми-
неральных шаперонов в отдельности. Кроме того, 
целостный подход при добавлении к клеткам не 
позволяет дифференцировать минеральные шапе-
роны от остальных белков с возможным патоген-
ным эффектом (к примеру, глобулинов или цитоки-
нов), в то время как фрагментарный подход такой 
проблемы лишен. Поэтому с учетом предполагае-
мого дальнейшего применения разрабатываемой 
системы одновременного синтеза КПМ и КПЧ in 
vitro для моделирования патологических процессов 
было решено использовать фрагментарный подход 
с альбумином (и планируемым дальнейшим при-
менением фетуина-А) в качестве белка-скевендже-
ра ионизированного кальция. Изначальный выбор 
был сделан в пользу альбумина вследствие: низкого 
нормального уровня этого кислого белка у пациен-
тов с БСК, важности как одного из двух основных 
белков-скевенджеров ионизированного кальция 
(наряду с фетуином-А) и технического удобства ис-
пользования в системе и отработки методики (по-
скольку альбумин в физиологической концентра-
ции окрашивает смесь для синтеза в желтый цвет). 
Следует отметить, что выбор альбумина позволил 
устранить изначальный недостаток системы (син-
тезируемые КПЧ даже при низкоскоростном (до 2 
000 × g) центрифугировании оседают на фильтры 
центрифужных концентраторов и блокируют даль-
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нейшую фильтрацию, что выявляется отсутствием 
альбумина в ретентате) и модифицировать процесс 
разделения кальциевых депо посредством изна-
чального ультрацентрифугирования смеси с осаж-
дением всех КПЧ с последующим фракционирова-
нием КПМ и ионизированного кальция.

В проведенном исследовании продемонстриро-
вано, что в замкнутой альбуминсодержащей био-
химической системе распределение кальция в виде 
циркулирующих ионов (Ca2+) в связанном с альбу-
мином (КПМ) и фосфором (КПЧ) состоянии при 
моделировании супрафизиологического минераль-
ного стресса составляет 50 : 20 : 30% (5 : 2 : 3) со-
ответственно. Таким образом, относительная каль-
циевая емкость альбумина как белка-скевенджера 
кальция и КПМ как первичного циркулирующего 
кровяного депо составила 40%, а относительная 
кальциевая емкость КПЧ как вторичного циркули-
рующего кровяного депо – 60%. Соотношение сво-
бодного (ионизированного, несвязанного) и связан-
ного с белками или фосфором кальция в созданной 
биохимической системе составило 50 : 50% (1 : 1), 
что соответствует наблюдаемому в крови человека 
физиологическому соотношению и свидетельству-
ет о физиологической релевантности проведенного 
эксперимента. Кроме того, данное наблюдение так-
же сигнализировало о том, что даже при супрафи-
зиологическом минеральном стрессе естественные 
минеральные депо (КПМ и КПЧ) поддерживают 
кальцийсвязывающую способность биохимиче-
ской системы на физиологическом уровне (50%). 
Соотношение относительной кальциевой емкости 
КПМ и КПЧ в условиях супрафизиологического 
минерального стресса свидетельствовало о пере-
насыщении первичного депо ионов кальция (КПМ) 
с активным вовлечением вторичного депо ионов 
кальция (КПЧ), что указывает на приоритетную 
роль КПЧ как буферной системы, ограничивающей 
неконтролируемое повышение ионизированного 
кальция в случае нарушения минерального баланса 
крови. Эти результаты согласуются с полученными 
ранее данными о том, что соотношение кальция в 
КПЧ и КПМ в физиологических условиях состав-
ляет 1:1 [10, 11], что также указывает на то, что при 
минеральном стрессе и истощении возможности 
КПМ связывать свободный кальций избыточный 
кальций агрегируется именно в формирующихся 
КПЧ для предотвращения повышения молярной 
концентрации ионизированного кальция в крови 
до несовместимой с жизнью. Доля входящего в со-
став КПЧ альбумина составляла от 11 до 17%, что 
с учетом перенасыщения системы ионами кальция 
свидетельствовало о том, что формирование КПЧ 
является естественным процессом и даже при су-
прафизиологическом минеральном стрессе не 
ограничивает выполнение альбумином своих физи-
ологических функций. 

Следует отметить, что синтезированные КПЧ, 
по данным сканирующей электронной микроско-
пии, соответствовали полученным ранее каль-
ций-альбуминовым частицам [24], что отражает 
адекватность проведенного моделирования физи-
ологическим процессам. Перспективным направ-
лением дальнейших исследований является по-
вторение выполненного моделирования с заменой 
альбумина на фетуин-А – минеральный шаперон, 
позволяющий осуществлять более физиологичное 
моделирование КПМ и также обладающий высокой 
минеральной емкостью, несмотря на многократно 
меньшую концентрацию в крови в сравнении с аль-
бумином (1 против 34 г/л альбумина). В качестве 
группы сравнения целесообразно использовать бе-
лок-скевенджер ионизированного кальция остео-
нектин, обладающий более высокой аффинностью 
к ионизированному кальцию в сравнении с альбу-
мином [1, 25]. Поскольку до настоящего времени 
экспериментального сравнения минеральной емко-
сти альбумина, фетуина-А и остеонектина прове-
дено не было, сопоставление распределения каль-
ция по биохимическим компартментам позволило 
бы выполнить адекватный анализ относительного 
вклада каждого из этих минеральных шаперонов 
в поддержание минерального гомеостаза. Кроме 
того, разработанную систему одновременного син-
теза КПМ и КПЧ in vitro целесообразно применять 
и при сравнительном анализе минеральной емко-
сти других белков-скевенджеров ионизированного 
кальция (к примеру, остеонектина), что позволит 
улучшить понимание системы поддержания мине-
рального гомеостаза в сыворотке крови человека.

Соотношение физиологической и патофизио-
логической значимости КПМ на данный момент 
остается неясным и требует последующих экспе-
риментов. В частности, требуют изучения интер-
нализация КПМ и их возможное воздействие на 
физиологию эндотелия с позиции основных крите-
риев его дисфункции. Остается принципиальным 
вопрос, имеет ли значение для развития дисфунк-
ции эндотелия сам факт избыточного количества 
кальция или все же форма, в которой он поступает 
в клетку (в виде ионов, коллоидных КПМ или кор-
пускулярных КПЧ), поскольку расчет дозы КПЧ в 
современных исследованиях патогенных эффектов 
КПЧ на эндотелий основан исключительно на из-
мерении концентрации добавляемого кальция, а не 
на количественных, полуколичественных или каче-
ственных характеристиках добавляемых КПЧ. Раз-
работанная система одновременного синтеза КПМ 
и КПЧ in vitro предоставляет платформу для под-
готовки подобных исследований, поскольку в дан-
ном случае КПМ и КПЧ синтезируются из одного 
источника и одновременно, а далее разделяются 
при помощи различных методов (ультрацентрифу-
гирование и ультрафильтрация) c параллельным 
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обессоливанием в процессе ультрафильтрации (при 
таком фракционировании КПМ оказываются в ре-
тентате, а ионизированный кальций – в фильтрате). 
Отдельной важной задачей является дифференци-
альное определение КПМ и КПЧ в образцах сыво-
ротки крови, для чего целесообразно использовать 
флюоресцентно меченный бисфосфонат (IVISense 
Osteo 680) и проточную цитометрию с предвари-
тельной калибровкой по искусственно синтезиро-
ванным при помощи такой системы (с использо-
ванием фетуина-А) КПМ и КПЧ и последующей 
кластеризации КПМ и КПЧ в сыворотке крови по 
предустановленным гейтам. Остается открытым 
вопрос о возможности селективного связывания 
КПМ и КПЧ различными флюоресцентными зон-
дами. Если на стадии предварительной калибров-
ки возможно осуществить мечение контрольных 
образцов КПМ и КПЧ различными зондами (по-
скольку коллоидный раствор КПМ и суспензия 
КПЧ будут находиться в различных аликвотах) для 
их разделения не только по светорассеянию, но и 
по длине волны флюоресцентного зонда, то осуще-
ствить их дифференциальное мечение в сыворотке 
крови и осуществлять таким образом их разделение 
за пределами возможностей оценки светорассеяния 
объективно представляется затруднительным.

Заключение
В замкнутой альбуминсодержащей биохимиче-

ской системе при моделировании супрафизиологи-
ческого минерального стресса кальций распреде-
ляется по биохимическим компартментам в следу-
ющем соотношении: циркулирующие ионы (Ca2+) 
– 50%, связанный с альбумином (КПМ) – 20%, 
связанный с фосфором (КПЧ) – 30%. Соотноше-
ние несвязанного (свободного, ионизированного) и 
связанного с белками или фосфором кальция при 
этом составляет 1 : 1, что соответствует физиологи-

ческому соотношению ионизированного и связан-
ного кальция в циркулирующей крови. Таким обра-
зом, даже при супрафизиологическом минеральном 
стрессе естественные минеральные депо (КПМ и 
КПЧ) поддерживают кальцийсвязывающую спо-
собность биохимической системы на физиологи-
ческом уровне (50%). Соотношение относительной 
кальциевой емкости КПМ и КПЧ в условиях су-
прафизиологического минерального стресса сви-
детельствовало о перенасыщении первичного депо 
ионов кальция (КПМ) с активным вовлечением вто-
ричного депо ионов кальция (КПЧ), что указывает 
на приоритетную роль КПЧ как буферной систе-
мы, ограничивающей неконтролируемое повыше-
ние ионизированного кальция в случае нарушения 
минерального баланса крови. Формирование КПЧ 
даже в условиях супрафизиологического минераль-
ного стресса секвестрирует лишь незначительную 
долю альбумина (около 15%), что едва ли может 
ограничивать выполнение своих физиологических 
функций этим белком.
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