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Основные положения
• Пероральное употребление протеиногенных аминокислот с разветвленным строением али-

фатической боковой цепи (лейцина, изолейцина и валина) и цитрата магния гиперлипидемиче-
скими мышами не оказывает влияния на концентрацию кальципротеиновых частиц (КПЧ) в сы-
воротке крови.

• Добавление цитрата магния к перенасыщенной ионами кальция и фосфора сыворотке крови 
пациентов с инфарктом миокарда с подъемом сегмента ST приводит к статистически значимому 
снижению концентрации КПЧ.

• Полученные результаты позволяют предположить потенциальную полезность цитрата магния 
для снижения циркуляции КПЧ в крови после агрегации ими избыточного кальция и фосфора.

АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ВОЗДЕЙСТВИЯ ЦИТРАТА МАГНИЯ 
И ПРОТЕИНОГЕННЫХ АМИНОКИСЛОТ С РАЗВЕТВЛЕННЫМ 

СТРОЕНИЕМ АЛИФАТИЧЕСКОЙ БОКОВОЙ ЦЕПИ НА КОНЦЕНТРАЦИЮ 
КАЛЬЦИПРОТЕИНОВЫХ ЧАСТИЦ В ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ КРОВИ

Цель

Оценить воздействие протеиногенных аминокислот с разветвленным строе-
нием алифатической боковой цепи (лейцина, изолейцина и валина – BCAA) и 
цитрата магния на концентрацию кальципротеиновых частиц (КПЧ) в крови 
гиперлипидемических (ApoE-нокаутных) мышей, а также в крови пациентов 
с инфарктом миокарда с подъемом сегмента ST (ИМпST) при добавлении 
цитрата магния ex vivo.

Материалы 
и методы

В исследование было включено 270 ApoE-нокаутных мышей (135 самцов и 
135 самок), получавших BCAA (55 мг/сут, что эквивалентно 13,5 г/сут для 
человека) или цитрат магния (1,85 мг/сут, что эквивалентно 450 мг/сут для 
человека) с 1-месячного, 3-месячного или 6-месячного возраста (по 90 мы-
шей в каждой группе, из них по 45 самцов и 45 самок). В 12-месячном воз-
расте всех животных выводили из эксперимента и проводили проточно-ци-
тометрический анализ концентрации КПЧ в сыворотке крови при помощи 
флюоресцентно меченного бисфосфоната. Также в исследование было вклю-
чено 27 пациентов с ИМпST, у которых получали сыворотку крови с добав-
лением к ней CaCl2 и Na2HPO4*12H2O для создания минерального стресса 
и последующим добавлением цитрата магния для оценки его способности 
снижать формирование КПЧ.

Результаты

Пероральный прием BCAA и цитрата магния ApoE-нокаутными мышами не 
влиял на концентрацию КПЧ в сыворотке крови. В то же время добавление 
цитрата магния к перенасыщенной ионами кальция и фосфора сыворотке 
крови пациентов с ИМпST приводило к снижению концентрации КПЧ в 74% 
случаев (20/27), при этом в 81% случаев (22/27) концентрация КПЧ снижа-
лась более, чем в сыворотке без перенасыщения ионами кальция и фосфора. 

Заключение
Полученные данные позволяют предположить терапевтический эффект ци-
трата магния, обладающего хелатирующим действием и растворяющим цир-
кулирующие в крови КПЧ.
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Список сокращений
БСК
ИМпST

–
–

болезни системы кровообращения
инфарктом миокарда с подъемом сегмента ST

КПЧ
BCAA

–
–

кальципротеиновые частицы
лейцин, изолейцин и валин

Aim

To evaluate the effects of proteinogenic branched-chain amino acids (leucine, 
isoleucine, and valine; BCAA) and magnesium citrate on the concentration of 
calciprotein particles (CPPs) in the blood of hyperlipidemic (ApoE-knockout) 
mice, as well as in the serum of patients with ST-segment elevation myocardial 
infarction (STEMI) following ex vivo addition of magnesium citrate.

Methods

The study included 270 ApoE-knockout mice (135 male and 135 female mice) 
that received BCAA (55 mg/day, equivalent to a human equivalent dose of 13.5 
g/day) or magnesium citrate (1.85 mg/day, equivalent to a human equivalent dose 
of 450 mg/day), starting from the age of 1, 3, or 6 months (90 mice per group; 
45 male and 45 female mice in each). At 12 months of age, all animals were 
euthanized, and serum CPP concentrations were quantified using flow cytometry 
with a fluorescently labeled bisphosphonate probe. Additionally, serum samples 
from 27 patients with STEMI were analyzed ex vivo by inducing mineral stress 
through the addition of CaCl2 and Na2HPO4*12H2O, followed by magnesium 
citrate supplementation to assess its capacity to attenuate CPP formation.

Results

Oral administration of BCAA or magnesium citrate in ApoE-knockout mice did 
not affect serum CPP concentrations. In contrast, the addition of magnesium 
citrate to calcium- and phosphate-supersaturated serum from STEMI patients led 
to a reduction in CPP concentration in 74% of cases (20/27), with an over 81% 
(22/27) rate of reduction compared to the respective non-supersaturated serum.

Conclusion
The obtained data suggest a potential therapeutic effect of magnesium citrate, 
which may exert chelating properties and promote the dissolution of circulating 
CPPs in the blood.

Keywords Hyperlipidemia • Hyperlipidemic mice • BCAA • Magnesium citrate • Mineral 
stress • Calciprotein particles • Myocardial infarction
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Введение
В последние десятилетия в фармакопрофилак-

тике инфаркта миокарда и инсульта были достиг-
нуты существенные успехи [1]. Ряд гиполипиде-
мических препаратов (статины, фибраты, инги-
биторы абсорбции холестерина, этиловые эфиры 

омега-3-жирных кислот, ингибиторы АТФ-цитрат-
лиазы, никотиновая кислота и ингибиторы пропро-
теиновой конвертазы субтилизин/кексин 9-го типа 
(proprotein convertase subtilisin/kexin type 9, PCSK9) 
показали достаточно высокую эффективность при 
коррекции липидного профиля у пациентов с ате-

Highlights
• Oral administration of proteinogenic branched-chain amino acids (leucine, isoleucine, and valine) 

and magnesium citrate to hyperlipidemic mice did not affect the concentration of calciprotein particles 
in the serum.

• The addition of magnesium citrate to calcium- and phosphate-supersaturated serum obtained from 
patients with ST-segment elevation myocardial infarction resulted in a statistically significant decrease 
in calciprotein particle concentration.

• These findings suggest the potential utility of magnesium citrate for reducing the circulation of 
calciprotein particles in the blood as soon as they aggregate excessive calcium and phosphate.
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росклерозом [2]. В настоящее время проходят кли-
нические испытания новые таргетные гиполипиде-
мические препараты, включая малые интерфери-
рующие РНК, ингибиторы ангиопоэтиноподобных 
белков 3, 3/8 и 4, ингибиторы аполипопротеина 
С-III, аналоги фактора роста фибробластов-21 и 
ингибиторы микросомального белка-переносчика 
триглицеридов [3]. Тем не менее, болезни систе-
мы кровообращения (БСК) по-прежнему остаются 
ведущей причиной смертности во всем мире [4]. 
В частности, в 2023 г. было зарегистрировано 626 
миллионов случаев и 19,2 миллиона смертей от 
БСК, при этом около 80% случаев БСК обуслов-
лено модифицируемыми факторами риска и могли 
бы быть предотвращены при помощи доступных и 
недорогих профилактических мер [4]. В качестве 
дополнительных средств к медикаментозной тера-
пии рассматриваются антиоксидантные витамины, 
моно- и полиненасыщенные жирные кислоты, ко-
роткоцепочечные жирные кислоты, полифенолы, 
фитостерины, куркуминоиды, каротиноиды, алли-
цин, берберин, коэнзим Q10, красный дрожжевой 
рис, киноа и пищевые волокна, которые могут спо-
собствовать гиполипидемическому действию вы-
шеуказанных препаратов [5–7].

Среди нутрицевтиков особое внимание привлека-
ют протеиногенные аминокислоты с разветвленным 
строением алифатической боковой цепи (лейцин, 
изолейцин и валин – BCAA). Их применение сни-
жало выраженность атеросклеротического пораже-
ния, нормализовало липидный профиль, подавляло 
инфильтрацию иммунными клетками, уменьшало 
содержание провоспалительных цитокинов (факто-
ра некроза опухоли α, интерлейкина-1β, интерлей-
кина-6 и фактора привлечения моноцитов), а так-
же восстанавливало нормальный состав кишечной 
микробиоты у гиперлипидемических мышей [8]. 
Употребление BCAA снижало синтез интерлейки-
на-6, интерлейкина-8 и циклооксигеназы-2, а так-
же способствовало сохранению длины теломер в 
активированных липополисахаридом макрофагах 
и в опухолевых клетках [9]. Добавление BCAA 
усиливало синтез альбумина в первичных куль-
турах гепатоцитов [10] и у крыс с повреждением 
печени [11]. Недавние мета-анализы подтвердили 
эффективность применения BCAA для повышения 
уровня альбумина крови у пациентов с циррозом 
печени, раком печени и другими заболеваниями пе-
чени, требующими проведения оперативных вме-
шательств [12]. Кардиопротективные свойства аль-
бумина включают связывание избытка свободных 
жирных кислот [13], ионизированного кальция [14] 
и свободных радикалов [15], подавление синтеза 
цитокинов [16], ингибирование агрегации тромбо-
цитов [17], а также различные антикоагулянтные 
эффекты – снижение прочности сгустка крови, за-
медление его формирования и повышение актив-

ности антитромбина [17]. Низкая концентрация 
альбумина в крови была ассоциирована с повышен-
ным риском венозной тромбоэмболии [18], инфаркта 
миокарда [18], инсульта [18] и смерти от БСК [19]. 
Таким образом, BCAA служат важными субстрата-
ми для синтеза альбумина в печени [10, 11], поэто-
му контролируемый дополнительный прием BCAA 
может опосредованно реализовывать часть карди-
опротективных эффектов альбумина и влиять на 
сердечно-сосудистый риск за счет изменения аль-
бумин-зависимых механизмов и общего метаболи-
ческого статуса.

Препараты магния, включая цитрат магния 
(MgCit), продемонстрировали определенный по-
тенциал в ингибировании кальцификации артерий 
у крыс с аденин-индуцированной хронической по-
чечной недостаточностью [20], вероятно, за счет 
снижения секреции паратиреоидного гормона [21] 
и проявления противовоспалительного действия, 
отражаемого снижением уровня С-реактивного 
белка [22] и фактора некроза опухоли α [23]. Допол-
нительное употребление магния улучшало эндоте-
лий-зависимую вазодилатацию [24], снижало арте-
риальное давление [25], уменьшало содержание ли-
попротеинов низкой плотности и триглицеридов [26]
и повышало содержание липопротеинов высокой 
плотности [26], тем самым снижая сердечно-сосуди-
стый риск [27]. В то же время гипомагниемия была 
ассоциирована с более высоким риском смерти от 
БСК у пациентов с терминальной стадией почеч-
ной недостаточности [28]. Благоприятные эффекты 
магния могут объясняться его антагонизмом в отно-
шении ионизированного кальция, избыток которого 
связан с повышенным риском инфаркта миокарда и 
инсульта [29], а также смерти от БСК [30]. В сово-
купности эти данные указывают на потенциальную 
пользу BCAA и магния для профилактики атеро-
склероза и снижения сердечно-сосудистого риска.

Ранее было показано, что метаболизм BCAA 
[31, 32] и реакция на дополнительное употребление 
BCAA и магния [33, 34] у мужчин и женщин имеют 
некоторые различия, вероятно, вследствие влияния 
уровня эстрогенов на абсорбцию и распределение 
магния [35] и катаболизм BCAA [36]. Содержание 
BCAA в сыворотке крови сильнее коррелировало с 
индексом массы тела у мужчин и с окружностью 
талии и отношением талии к росту у женщин [32]. 
В аналогичных исследованиях добавки BCAA в 
большей степени снижали восприятие усталости 
при физических тренировках у женщин, тогда как 
у мужчин преимущественно наблюдался прирост 
силы [33]. Употребление препаратов магния оказы-
вало более выраженное влияние на минеральную 
плотность костей у женщин, чем у мужчин [34]. 
Данные результаты подчеркивают необходимость 
учета гендерных различий при изучении эффектов 
BCAA и препаратов магния.
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эквивалентно 13,5 г/сут для человека) или цитрата 
магния (MgCit; 1,85 мг/сут, что эквивалентно 450 мг/
сут для человека). Контрольные животные получали 
питьевую воду без вышеуказанных препаратов. Доза 
BCAA соответствовала средней величине рекомен-
дуемого диапазона (от 5 до 20 г/сут), а доза MgCit – 
рекомендуемому диапазону суточного потребления 
магния (от 400 до 450 мг/сут). Для компенсации объ-
ема непотребленной воды дозы обеих добавок были 
увеличены приблизительно на 10%. Воду (и с препа-
ратами, и без них) заменяли каждые 5 дней.

Для определения оптимального возраста начала 
терапии было проведено три независимых экспери-
мента, в которых лечение начинали в возрасте 1, 3 
и 6 месяцев. Каждый эксперимент включал 90 мы-
шей, равномерно распределенных по группам: 30 
животных в контрольной группе, 30 животных, по-
лучавших BCAA, 30 животных, получавших MgCit. 
Для оценки гендерных различий в ответе на BCAA 
и MgCit каждая группа включала равное количество 
самцов и самок (всего по 45 самцов и 45 самок, по 
15 животных каждого пола в каждой группе). Та-
ким образом, общее количество животных состави-
ло 270 (n = 90 в каждой терапевтической группе), 
включая 135 самцов (n = 45 в каждой группе) и 135 
самок (n = 45 в каждой группе). К моменту заверше-
ния эксперимента (возрасту в 12 месяцев) выжили 
222 мыши (82,2%). На временной точке в 12 меся-
цев животным внутривенно (в хвостовую вену) вво-
дили гепарин (170 мкл, 30 МЕ/мл) для предотвра-
щения свертывания крови. После этого проводили 
эвтаназию путем забора крови из правой почечной 
вены под ингаляционным наркозом (1% изофлуран, 
CAS 26675-46-7, Laboratorios Karizoo).

Для оценки влияния MgCit на формирование 
КПЧ у пациентов с БСК была собрана свежая сыво-
ротка крови у пациентов с ИМпST (n = 27), госпи-
тализированных в Федеральное государственное 
бюджетное научное учреждение «Научно-исследо-
вательский институт комплексных проблем сердеч-
но-сосудистых заболеваний». Исследование прово-
дилось в соответствии с международными прин-
ципами надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice) и последней редакцией Хельсинк-
ской декларации (2013). Протокол исследования 
был утвержден Локальным этическим комитетом 
Федерального государственного бюджетного науч-
ного учреждения «Научно-исследовательский ин-
ститут комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний» (протокол № 8/1, дата утверждения – 
03 июля 2025 г.). Все участники исследования под-
писали информированное согласие после получе-
ния полного объяснения целей и процедур работы.

К 80 мкл сыворотки крови добавляли 50 мкл 
CaCl2 (+2 ммоль/л) и 50 мкл Na2HPO4*12H2O (+ 
2 ммоль/л), после чего добавляли 20 мкл солево-
го раствора цитрата магния 3-основного 9-водного 

Учитывая, что при контролируемом дополни-
тельном приеме BCAA способны улучшать липид-
ный и воспалительный профиль, стимулировать 
синтез альбумина и других сывороточных белков, а 
также уменьшать атеросклеротическое поражение 
у гиперлипидемических животных, можно предпо-
ложить их влияние на формирование кальципро-
теиновых частиц (КПЧ) – комплексов аморфного 
фосфата кальция с белками плазмы, формирую-
щихся в организме при нарушении минерального 
гомеостаза крови. В совокупности эти данные по-
зволили выдвинуть гипотезу о том, что перораль-
ный прием BCAA и цитрата магния может изме-
нять концентрацию КПЧ в циркулирующей крови. 
С учетом потенциальных антиатеросклеротиче-
ских эффектов BCAA и анти-кальцификационных 
эффектов препаратов магния целью данного иссле-
дования стала оценка их воздействия на концентра-
цию КПЧ в крови гиперлипидемических (ApoE-но-
каутных) мышей при пероральном приеме BCAA 
и MgCit, а также в крови пациентов с инфарктом 
миокарда с подъемом сегмента ST (ИМпST) при 
добавлении MgCit ex vivo.

Материалы и методы
В работе были использованы самцы и самки 

ApoE-нокаутных мышей массой 15–25 г, предо-
ставленные виварием отдела экспериментальной 
медицины Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения «Научно-исследо-
вательский институт комплексных проблем сер-
дечно-сосудистых заболеваний» (n = 270). Живот-
ные содержались в отдельных полипропиленовых 
клетках (по одной мыши на клетку), выстланных 
древесной стружкой, и имели свободный доступ к 
воде и корму (стандартный рацион для лаборатор-
ных мышей с содержанием сырого жира 6%). На 
протяжении всего эксперимента поддерживались 
стандартные условия содержания: температура 
воздуха 24 ± 1 °C, относительная влажность 55 ± 
10%, 12-часовой цикл света и темноты. Состояние 
здоровья животных контролировалось ежедневно. 
Рандомизация при распределении животных по 
экспериментальным группам и клеткам не прово-
дилась. Специальные критерии включения или ис-
ключения отсутствовали. Все процедуры проводи-
лись в соответствии с Европейской конвенцией о 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов и иных научных целей (Страсбург, 
1986 г.) и были утверждены Локальным этическим 
комитетом Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения «Научно-исследова-
тельский институт комплексных проблем сердеч-
но-сосудистых заболеваний» (протокол № 8/1, дата 
утверждения – 03 июля 2025 г.).

В качестве вмешательства использовалось до-
бавление в питьевую воду BCAA (55 мг/сут, что 
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пробирку добавляли 8,3 мкл флюоресцентного кра-
сителя PKH67 (липофильный краситель, тропный к 
внеклеточным везикулам, имеющим аналогичную 
с КПЧ размерность), предварительно растворен-
ного в вышеуказанном Tris-буферном растворе в 
соотношении 1:100, с дальнейшим ресуспендиро-
ванием и инкубацией в течение 10 минут при 4 °C. 

Анализ образцов проводили на проточном ци-
тометре CytoFlex (Beckman Coulter), оснащенном 
тремя лазерами (405, 488, 638 нм) и позволяющим 
детектировать частицы диаметром до 200 нм. В 
качестве отмывочной жидкости использовали уль-
трафильтрованную бидистиллированную воду. Для 
детекции флюоресцентного красителя OsteoSense 
680EX применяли лазер c длиной волны 638 нм 
(фильтр 712/25 BP), для детекции PKH67 – лазер 
c длиной волны 488 нм (фильтр 525/40 BP). В ка-
честве положительного контроля для установки 
напряжения каналов флюоресценции использовали 
искусственно синтезированные КПЧ. В качестве 
отрицательного контроля (холостые пробы) для 
установки напряжения каналов флюоресценции и 
ежедневной проверки сходимости показаний при-
бора использовали рабочие растворы обоих ука-
занных флюоресцентных красителей, смешанные с 
чистым Tris-буферным раствором без внесения сы-
воротки пациентов, а также сыворотку крови паци-
ентов без внесения флюоресцентных красителей. 
КПЧ детектировались как OsteoSense 680EX-поло-
жительные PKH67-отрицательные события.

Целевой гейт событий устанавливали по лога-
рифмической шкале гистограммы FSC-H/SSC-H. 
Далее гейт переносили на гистограммы PKH67/
SSC-H, OsteoSense 680EX/SSC-H и PKH67/
OsteoSense 680EX. По холостой пробе PKH67/
OsteoSense 680EX устанавливали отсекающие гей-
ты и дискриминирующую сетку для разделения по-
ложительных и отрицательных событий. Для сбора 
событий устанавливали минимальную скорость 10 
мкл/мин, что позволяло минимизировать детекцию 
ложноположительных «засвеченных частиц». С це-
лью максимальной стабилизации сигнала начало 
записи событий осуществляли через 30 секунд по-
сле загрузки образца в проточный цитометр. Дли-
тельность регистрации событий в каждом образце 
составила 2 минуты, что позволило собрать доста-
точное количество (не менее 10 000) событий и до-
стоверно измерить концентрацию КПЧ в образце. 
Для повышения точности анализа все измерения 
проводили трижды. Таким образом, итоговая фор-
мула для расчета концентрации КПЧ (в пересчете 
на 1 мкл) имела следующий вид: для мышей – (зна-
чение 1 + значение 2 + значение 3) /3 / 20 × 14,22; 
для пациентов – (значение 1 + значение 2 + значе-
ние 3) /3 / 20 × 5,925. Коэффициенты разведения 
(14,22 для сыворотки мышей и 5,925 для сыворот-
ки людей) были рассчитаны исходя из суммарного 

(итоговая концентрация 80 мг/мл или 130 ммоль/л, 
63067, Sigma-Aldrich) и инкубировали получившу-
юся смесь на термошейкере при 37 °С в течение 10 
минут. Всего было сформировано 3 эксперименталь-
ные группы: 1) без вышеуказанных растворов CaCl2 
и Na2HPO4*12H2O и добавления цитрата магния или 
альбумина; 2) с растворами CaCl2 и Na2HPO4*12H2O 
без добавления цитрата магния или альбумина; 3) с 
растворами CaCl2 и Na2HPO4*12H2O и добавлением 
цитрата магния. Всего в данный анализ было вклю-
чено 27 пациентов, для каждого из которых выпол-
нялись все указанные условия моделирования (всего 
81 измерение).

Сыворотку крови мышей и пациентов с ИМпST 
получали посредством центрифугирования крови 
при 3 000 × g в течение 10 минут (CM-6M, ELMI). 
С целью прямой детекции (определения исходной 
концентрации) КПЧ в сыворотке крови исполь-
зовали флюоресцентно меченный бисфосфонат 
OsteoSense 680EX (NEV10020EX, Perkin-Elmer), 
тропный к фосфату кальция, и липофильный 
флюоресцентный краситель PKH67 (MIDI67-1KT, 
Sigma-Aldrich), связывающийся с липидами. Такое 
сочетание красителей позволило надежно диффе-
ренцировать КПЧ от имеющих схожий спектр ди-
аметров (200–1000 нм) внеклеточных мембранных 
везикул. Кроме того, флюоресцентный спектр дан-
ных красителей не перекрывается, что позволило 
избавиться от настройки компенсации на проточ-
ном цитометре и достичь максимальной точности 
результатов. После разморозки сыворотку крови 
мышей и пациентов с ИМпST центрифугировали 
при 3 500 × g в течение 5 минут (Microfuge 20R, 
Beckman Coulter), после чего аккуратно отбирали 
надосадок без криопреципитата и переносили его в 
новые пробирки с номером исследуемой мыши или 
пациента. Для образцов сыворотки мышей 15 мкл 
надосадка дополнительно разводили в соотноше-
нии 1:5 в дважды отфильтрованном через поры ди-
аметром 220 нм Tris-буферном растворе (TBS, pH 
7,4), затем образцы вновь центрифугировали для 
осаждения нецелевого крупного дебриса при 10 000 
× g в течение 15 минут при 4 °C. Из полученных 75 
мкл смеси отбирали 66,8 мкл надосадка для даль-
нейшего окрашивания. Для образцов сыворотки 
пациентов данный этап разведения не выполняли: 
из исходных 200 мкл реакционной смеси (80 мкл 
сыворотки + 50 мкл раствора CaCl2 + 50 мкл рас-
твора Na2HPO4*12H2O и 20 мкл исследуемого рас-
твора) сразу отбирали 66,8 мкл для окрашивания. 
Для дальнейшего окрашивания 66,8 мкл надосадка 
смешивали с 83,5 мкл флюоресцентного меченного 
бисфосфоната OsteoSense 680EX, тропного к фос-
фату кальция (предварительно разведенного в соот-
ношении 1:75 в вышеуказанном Tris-буферном рас-
творе) и инкубировали в течение 50 минут в тем-
ноте при 4°C. По истечении времени инкубации в 
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самок в контрольной группе медиана и межквар-
тильный интервал КПЧ/мкл составили 644 (353 – 
867), в группе BCAA – 628 (352 – 824, p = 0,99), в 
группе MgCit – 559 (411 – 1047, p = 0,99, рис. 1). 

При начале терапии в возрасте 1 месяца в кон-
трольной группе медиана и межквартильный ин-

соотношения объемов исходной сыворотки, добав-
ленных растворов и используемых красителей на 
стадии инкубации. Стабильность измерений оце-
нивали с помощью графика зависимости SSC-H 
от времени. Для исключения кросс-контаминации 
между различными образцами после анализа каж-
дого образца дважды выполняли короткую про-
мывку прибора (функция Backflush).

Статистическая обработка данных 
Статистическую обработку результатов осу-

ществляли в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad 
Software). Межгрупповые различия в исследовании 
на мышах анализировали при помощи критерия 
Краскела-Уоллиса с поправкой на множественные 
сравнения по критерию Данна. Межгрупповые 
различия в исследовании на пациентах с ИМпST 
анализировали при помощи критерия Фридмана с 
поправкой на множественные сравнения по кри-
терию Данна. Значения p менее 0,05 (вероятность 
отвергнуть верную нулевую гипотезу в менее чем 
5%) признавали статистически значимыми.

Результаты
В рамках данного исследования было проведено 

три независимых эксперимента, в которых употре-
бление BCAA (55 мг/сут, что соответствует анало-
гичной дозе для человека в 13,5 г/сут) или MgCit 
(1,85 мг/сут, что соответствует аналогичной дозе 
для человека в 450 мг/сут) ApoE-нокаутными мы-
шами начиналось в возрасте 1, 3 или 6 месяцев. В 
возрасте 12 месяцев мыши были выведены из экс-
перимента с последующим измерением концентра-
ции КПЧ в их сыворотке крови. Показатели выжи-
ваемости оказались сопоставимыми между самца-
ми (113/135; 83,7%) и самками (109/135; 80,8%; p = 
0,52). В контрольной, BCAA- и MgCit-группах до 
конца наблюдения дожили соответственно 78/90 
(86,7%), 76/90 (84,4%) и 68/90 (75,5%) животных 
(p = 0,12). Эти различия не были статистически 
значимыми между самцами и самками: контроль: 
41/45 (91,1%) и 37/45 (82,2%), p = 0,21; BCAA: 
39/45 (86,7%) и 37/45 (82,2%), p = 0,56; MgCit: 
33/45 (73,3%) и 35/45 (77,8%), p = 0,63.

Пероральное употребление BCAA и цитрата 
магния не приводило к устойчивому снижению 
концентрации КПЧ в сыворотке крови ApoE-нока-
утных мышей вне зависимости от их пола. Медиа-
на и межквартильный интервал концентрации КПЧ 
на 1 мкл сыворотки крови (КПЧ/мкл) в контроль-
ной группе составили 750,2 (490 – 1144), в группе 
BCAA – 755,6 (471 – 1004, p = 0,99), в группе MgCit 
– 886 (465 – 1477, p = 0,54, рис. 1). Среди самцов 
в контрольной группе медиана и межквартильный 
интервал КПЧ/мкл составили 973 (610 – 1664), в 
группе BCAA – 940 (578 – 1448, p = 0,99), в группе 
MgCit – 1217 (741 – 2059, p = 0,24, рис. 1). Среди 

Рисунок 1. Измерение концентрации кальципротеиновых 
частиц (КПЧ) в сыворотке крови ApoE-нокаутных мышей, 
получавших BCAA (55 мг/сут, что эквивалентно 13,5 г/сут 
для человека) или цитрат магния (MgCit; 1,85 мг/сут, что 
эквивалентно 450 мг/сут для человека в возрасте с 1 до 12 
месяцев (продолжительность терапии – 11 месяцев), в воз-
расте с 3 до 12 месяцев (9 месяцев терапии) и в возрасте с 6 
до 12 месяцев возраста (6 месяцев терапии). На нижней па-
нели представлена совокупная выборка всех животных. Зе-
леные точки обозначают мышей контрольной группы (H₂O), 
синие точки – мышей, получавших BCAA, красные точки 
– мышей, получавших MgCit. Каждая точка на диаграмме 
соответствует индивидуальному измерению, выполненному 
у одной мыши. «Усы» обозначают диапазон значений; гра-
ницы прямоугольников – 25–75-й процентили; центральные 
линии – медиану. Значения p указаны над блоками диаграм-
мы. Статистическая обработка данных выполнена с исполь-
зованием критерия Краскела–Уоллиса с поправкой на мно-
жественные сравнения по критерию Данна
Figure 1. Measurement of calciprotein particles in the serum 
of ApoE-knockout mice treated with BCAA (55 mg/day, which 
corresponds to a human equivalent dose of 13.5 g/day) or MgCit 
(1.85 mg/day, which corresponds to a human equivalent dose of 
450 mg/day) from 1 to 12 months of age (11-month treatment 
duration), from 3 to 12 months of age (9-month treatment 
duration), or from 6 to 12 months of age (6-month treatment 
duration). Combined analysis of pooled sample is pro-vided at 
the bottom. Green, blue, and red dots correspond to mock (H2O), 
BCAA, and MgCit-treated mice, respectively. Each dot on 
the plots represents a measurement from one mouse. Whiskers 
indicate the range, box bounds indicate the 25th–75th percentiles, 
and centre lines indicate the median. p values are provided above 
boxes, Kruskal–Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test
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383 (208 – 594), в группе BCAA – 304 (215 – 638, p 
= 0,99), в группе MgCit – 426 (171 – 508, p = 0,99, 
рис. 1 и рис. 2). 

При начале терапии в возрасте 3 месяца в кон-
трольной группе медиана и межквартильный ин-
тервал КПЧ/мкл составили 862 (694 – 1278), в 
группе BCAA – 868 (764 – 986, p = 0,99), в группе 
MgCit – 1491 (1048 – 2605, p = 0,0001, рис. 1 и рис. 
3). Среди самцов в контрольной группе медиана и 

тервал КПЧ/мкл составили 736 (279 – 1866), в груп-
пе BCAA – 490 (293 – 1160, p = 0,68), в группе MgCit 
– 524 (396 – 1644, p = 0,99, рис. 1 и рис. 2). Среди 
самцов в контрольной группе медиана и межквар-
тильный интервал КПЧ/мкл составили 1934 (1430 
– 3199), в группе BCAA – 633 (468 – 2058, p = 0,03), 
в группе MgCit – 1644 (840 – 2808, p = 0,63, рис. 1 и 
рис. 2). Среди самок в контрольной группе медиана 
и межквартильный интервал КПЧ/мкл составили 

Рисунок 2. Репрезентативные проточно-цитометрические гра-
фики, отражающие долю КПЧ (OsteoSense 680EX-положитель-
ных PKH67-отрицательных событий, слева), распределение 
размерности данных событий (в центре) и стабильность детек-
ции КПЧ между тремя различными образцами (справа) при на-
чале терапии BCAA и MgCit в возрасте 1 месяца
Figure 2. Representative flow cytometry plots illustrating the 
proportion of CPPs (OsteoSense 680EX–positive, PKH67–
negative events; left), the size distribution of these events (center), 
and the reproducibility of CPP detection across three independent 
samples (right) in ApoE-knockout mice receiving BCAA or MgCit 
supplementation initiated at 1 month of age

Рисунок 3. Репрезентативные проточно-цитометрические гра-
фики, отражающие долю КПЧ (OsteoSense 680EX-положитель-
ных PKH67-отрицательных событий, слева), распределение 
размерности данных событий (в центре) и стабильность детек-
ции КПЧ между тремя различными образцами (справа) при на-
чале терапии BCAA и MgCit в возрасте 3 месяцев
Figure 3. Representative flow cytometry plots illustrating the 
proportion of CPPs (OsteoSense 680EX–positive, PKH67–
negative events; left), the size distribution of these events (center), 
and the reproducibility of CPP detection across three independent 
samples (right) in ApoE-knockout mice receiving BCAA or MgCit 
supplementation initiated at 3 months of age
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Рисунок 4. Репрезентативные проточно-цитометрические 
графики, отражающие долю КПЧ (OsteoSense 680EX-поло-
жительных PKH67-отрицательных событий, слева), распре-
деление размерности данных событий (в центре) и стабиль-
ность детекции КПЧ между тремя различными образцами 
(справа) при начале терапии BCAA и MgCit в возрасте 6 
месяцев
Figure 4. Representative flow cytometry plots illustrating the 
proportion of CPPs (OsteoSense 680EX–positive, PKH67–
negative events; left), the size distribution of these events 
(center), and the reproducibility of CPP detection across three 
independent samples (right) in ApoE-knockout mice receiving 
BCAA or MgCit supplementation initiated at 6 months of age

трольной группе медиана и межквартильный ин-
тервал КПЧ/мкл составили 756 (562–991), в группе 
BCAA – 678 (470–1 091, p = 0,99), в группе MgCit 
– 654 (558–975, p = 0,99, рис. 1 и рис. 4). Среди 
самцов в контрольной группе медиана и межквар-
тильный интервал КПЧ/мкл составили 885 (596–1 
236), в группе BCAA – 990 (587–1 524, p = 0,99), 
в группе MgCit – 975 (675–1 208, p = 0,99, рис. 1 и 
рис. 4). Среди самок в контрольной группе медиана 
и межквартильный интервал КПЧ/мкл составили 
718 (510–868), в группе BCAA – 562 (412–700, p = 
0,33), в группе MgCit – 560 (454–667, p = 0,43, рис. 
1 и рис. 4). Таким образом, наблюдаемые измене-
ния концентрации КПЧ при приеме BCAA и MgCit 
носили скорее стохастический, чем устойчивый 
характер (снижение концентрации КПЧ у самцов 
при начале употребления BCAA в возрасте 1 ме-
сяца, повышение концентрации КПЧ у самцов и у 

межквартильный интервал КПЧ/мкл составили 834 
(642 – 1528, в группе BCAA – 957 (766 – 1196, p = 
0,99), в группе MgCit – 2318 (1423 – 2984, p = 0,001, 
рис. 1 и рис. 3). Среди самок в контрольной группе 
медиана и межквартильный интервал КПЧ/мкл со-
ставили 870 (748 – 941), в группе BCAA – 844 (756 
– 909, p = 0,95), в группе MgCit – 1049 (1012 – 1687, 
p = 0,005, рис. 1 и рис. 3).

При начале терапии в возрасте 6 месяцев в кон-

Рисунок 6. Репрезентативные проточно-цитометрические 
графики, отражающие долю КПЧ (OsteoSense 680EX-поло-
жительных PKH67-отрицательных событий, слева), распре-
деление размерности данных событий (в центре) и стабиль-
ность детекции КПЧ между тремя различными образцами 
(справа) в контрольной сыворотке крови пациентов с ИМ-
пST без ее перенасыщения CaCl2 и Na2HPO4*12H2O, в сы-
воротке крови этих же пациентов после ее перенасыщения 
CaCl2 и Na2HPO4*12H2O и в сыворотке крови этих же паци-
ентов после ее перенасыщения CaCl2 и Na2HPO4*12H2O и 
добавления MgCit
Figure 6. Representative flow cytometry plots illustrating the 
proportion of CPPs (OsteoSense 680EX–positive, PKH67–
negative events; left), the size distribution of these events 
(center), and the reproducibility of CPP detection across three 
independent samples (right) in the control serum of patients with 
ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI) without 
supersaturation with CaCl2 and Na2HPO4*12H2O, in the 
serum of the same patients after supersaturation with CaCl2 and 
Na2HPO4*12H2O, and in the serum of the same patients after 
supersaturation with CaCl2 and Na2HPO4*12H2O followed by 
the addition of MgCit
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рого стимулируется приемом BCAA [10, 11], связан 
с риском венозных тромбоэмболических ослож-
нений [18], инфаркта миокарда и инсульта [18] и 
смерти от БСК [19]. По аналогии с альбумином, 
сниженный уровень магния в сыворотке крови был 
ассоциирован с развитием артериальной гипертен-
зии [47], ишемической болезни сердца [48], инфар-
кта миокарда и инсульта [49] и смерти от БСК [28]. 
В данном исследовании был оценен потенциал 
BCAA (55 мг/сут, что соответствует аналогичной 
дозе для человека в 13,5 г/сут) и MgCit (1,85 мг/
сут, что соответствует аналогичной дозе для чело-
века в 450 мг/сут) в снижении концентрации КПЧ 
в крови гиперлипидемических (ApoE-нокаутных) 
мышей. В соответствии с современными руковод-
ствами по проведению исследований на животных, 
предусматривающими равное количество самцов и 
самок [50], а также с учетом эстроген-зависимых 
эффектов BCAA [31-36] и препаратов магния [34, 
35], в данном исследовании был проведен и объе-
диненный, и гендерно-специфичный анализ. Кро-
ме того, было исследовано влияние начала тера-
пии (в возрасте 1, 3 и 6 месяцев, что соответствует 
16−19, 20−34 и 35−44 годам у человека) на ее исход 
в 12-месячном возрасте (что соответствует 60−74 
годам у человека).

В данном исследовании было установлено от-
сутствие устойчивого влияния BCAA и MgCit на 
концентрацию КПЧ в сыворотке крови ApoE-нока-
утных мышей, однако при этом добавление MgCit 
к сыворотке крови пациентов с ИМпST, перена-
сыщенной ионами кальция и фосфора, приводи-
ло к снижению концентрации КПЧ в 74% случаев 
(20/27), а в 81% случаев (22/27) концентрация КПЧ 
снижалась даже более, чем в сыворотке без перена-
сыщения ионами кальция и фосфора. Таким обра-
зом, можно предположить терапевтический эффект 
MgCit, обладающего определенным хелатирующим 
действием и растворяющим циркулирующие в кро-
ви КПЧ. Полученные результаты указывают на обо-
снованность проведения рандомизированных кон-

самок при начале употребления BCAA в возрасте 3 
месяцев).

Добавление MgCit к перенасыщенной солями 
кальция и фосфора (+2 ммоль/л CaCl2 и +2 ммоль/л 
Na2HPO4*12H2O) сыворотке крови 27 пациентов с 
ИМпST приводило к статистически значимому сни-
жению концентрации КПЧ (рис. 5 и рис. 6). Медиана 
и межквартильный интервал концентрации КПЧ на 
1 мкл сыворотки крови (КПЧ/мкл) в перенасыщен-
ной ионами кальция и фосфора сыворотке крови с 
MgCit и без MgCit соответственно составили 72 (50–
87) и 80 (57–96), а в контрольной сыворотке крови 
без перенасыщения ионами кальция и фосфора – 77 
(70–90) КПЧ/мкл (рис. 5 и рис. 6). При этом добав-
ление MgCit к сыворотке крови, перенасыщенной 
ионами кальция и фосфора, приводило к снижению 
концентрации КПЧ в 74% случаев (20/27), а в 81% 
случаев (22/27) концентрация КПЧ снижалась даже 
более, чем в сыворотке без перенасыщения ионами 
кальция и фосфора (рис. 5 и рис. 6).

Обсуждение
Рандомизированные клинические исследова-

ния и мета-анализы показали, что прием BCAA 
обладает рядом благоприятных эффектов, стиму-
лируя синтез белка [37] и уменьшая болезненность 
в мышцах [38], а также предотвращая мышечную 
атрофию [39] у пожилых лиц и пациентов с цирро-
зом печени, страдающих гипоальбуминемией. Ряд 
исследований также продемонстрировал, что при-
ем BCAA повышает выживаемость у мышей [40] и 
продолжительность жизни у человека [41], в част-
ности, у пациентов с циррозом печени [42]. Пре-
параты магния, включая цитрат магния (MgCit), 
также продемонстрировали эффективность в улуч-
шении качества жизни у взрослых с хроническим 
стрессом [43], а также у пациентов с клинической 
депрессией [44] и сахарным диабетом 2 типа [45], 
что может быть обусловлено их противовоспали-
тельными свойствами [46]. 

Низкий уровень альбумина крови, синтез кото-

Рисунок 5. Измерение концентрации КПЧ после добавления цитрата магния 
(MgCit; +90 мкг/мл) в свежую сыворотку пациентов с инфарктом миокарда с подъ-
емом сегмента ST (STEMI). Синие, красные и зеленые точки на графиках соответ-
ствуют контрольной сыворотке, перенасыщенной ионами кальция и фосфора сыво-
ротке (+2 ммоль/л CaCl2 и +2 ммоль/л Na2HPO4*12H2O) и перенасыщенной ионами 
кальция и фосфора сыворотке после добавления цитрата магния (MgCit). Каждая 
точка на диаграмме соответствует индивидуальному измерению, выполненному у 
одного пациента. «Усы» обозначают диапазон значений; границы прямоугольников 
– 25–75-й процентили; центральные линии – медиану. Значения p указаны над бло-
ками диаграммы. Статистическая обработка данных выполнена с использованием 
критерия Фридмана с поправкой на множественные сравнения по критерию Данна
Figure 5. Measurement of calciprotein particles following the addition of MgCit (+90 
µg/mL) to the fresh serum of patients with ST-segment elevation myocardial infarction. 
Blue, red, and green dots correspond to control serum, Ca/P-supersaturated (+2 mmol/L 
CaCl2 and +2 mmol/L Na2HPO4*12H2O) serum, and MgCit-treated Ca/P-supersaturated 
serum, respectively. Each dot on the plots represents a measurement from one patient. 
Whiskers indicate the range, box bounds indicate the 25th–75th percentiles, and centre 
lines indicate the median. p values are provided above boxes, Friedman test with Dunn’s 
multiple comparisons test
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Результаты исследования могут быть воспро-
изведены на другой линии гиперлипидемических 
мышей (например, Ldlr-нокаутных), с использова-
нием богатой жирами диеты (≈ 22% жира), либо с 
использованием более ранней конечной точки (9 
месяцев, что соответствует 45–59 годам у челове-
ка), что может повысить чувствительность живот-
ной модели в сравнении с 12-месячной конечной 
точкой, примененной в данном исследовании. Кро-
ме того, различные формы магния могут обладать 
разной эффективностью в снижении концентрации 
КПЧ в крови, что также требует проверки. Такие 
исследования могут включать широкий спектр 
пациентов, не ограничиваясь БСК и хронической 
болезнью почек. Еще одним возможным направ-
лением является изучение эффективности BCAA 
и MgCit у гиперлипидемических мышей с сопут-
ствующими состояниями – хронической болезнью 
почек (например, после частичной нефрэктомии), 
ожирением или сахарным диабетом. Ограничением 
исследования является отсутствие расширенного 
биохимического анализа (например, уровней эстро-
генов и андрогенов) вследствие малого объема сы-
воротки у мышей, однако этот недостаток может 
быть устранен в последующих работах. Вероятно, 
в последующем также потребуется изучение влия-
ния BCAA и препаратов магния на уровни железа, 
цинка и других электролитов как у самцов, так и у 
самок гиперлипидемических мышей. Тем не менее, 
оба вида терапии считаются относительно безопас-
ными и не вызывают значимых побочных эффектов 
при соблюдении рекомендуемых дозировок.

Заключение
Пероральное употребление BCAA и MgCit ги-

перлипидемическими (ApoE-нокаутными) мыша-
ми не оказывает влияния на концентрацию КПЧ в 
сыворотке крови, однако добавление MgCit к пере-
насыщенной ионами кальция и фосфора сыворотке 
крови пациентов с ИМпST приводит к статистиче-
ски значимому снижению концентрации КПЧ. Та-
ким образом, можно предположить потенциальную 
полезность MgCit для снижения циркуляции КПЧ 
в крови после выполнения ими своей физиологи-
ческой функции (агрегации избыточного кальция и 
фосфора).
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тролируемых исследований, направленных на про-
верку антикальцифицирующего действия MgCit.

Проведенные ранее исследования показали, 
что прием BCAA снижает площадь атеросклеро-
тических поражений у ApoE-нокаутных мышей, 
предположительно за счет уменьшения содержа-
ния триглицеридов и липопротеинов низкой плот-
ности, снижения выделения провоспалительных 
цитокинов, подавления миграции макрофагов и 
усиления экскреции желчных кислот [8]. Анало-
гично, пероральное введение магния ApoE-но-
каутным мышам сопровождалось уменьшением 
площади бляшек и снижением содержания общего 
холестерина и триглицеридов [51]. В предыдущих 
исследованиях склонность сыворотки крови к пре-
ципитации КПЧ была ассоциирована с развитием 
инфаркта миокарда [52, 53] и смерти от БСК [54] 
независимо от коморбидных факторов сердеч-
но-сосудистого риска, включая скорость клубоч-
ковой фильтрации [52–54], с инфарктом миокарда 
и инсультом у пациентов с хронической болезнью 
почек (2–4 стадии) [55], а также со смертностью 
от БСК после трансплантации почки [56]. Кроме 
того, склонность сыворотки крови к преципитации 
КПЧ также была ассоциирована с прогрессирова-
нием кальцинирующего аортального стеноза [57], 
кальцификацией коронарных артерий [58] и каль-
цификацией аорты [59], а также с тяжелым течени-
ем эластической псевдоксантомы, сопровождаю-
щейся ускоренной кальцификацией кровеносных 
сосудов [60].

К преимуществам нашего исследования следует 
отнести равное количество самцов и самок среди 
экспериментальных животных (что позволило вы-
явить гендерные различия в эффективности BCAA 
и MgCit), а также сравнение эффективности прие-
ма данных препаратов в зависимости от возраста 
начала терапии (1, 3 и 6 месяцев), что позволило 
показать преимущества раннего начала терапии 
(1–3 месяца, соответствующие 16–34 годам у чело-
века) по сравнению с поздним (6 месяцев, ≥ 35 лет 
у человека). Достаточная статистическая мощность 
была обеспечена за счет больших выборок (135 
мышей каждого пола, 90 на группу лечения, 90 на 
каждый срок начала терапии) и высокой доли вы-
живших к 12-месячной точке анализа (222 из 270, 
≈ 82%). С целью приближения экспериментальной 
модели к клинической картине гиперлипидемии 
без чрезмерного повышения содержания атероген-
ных фракций липидов в данном исследовании со-
знательно не была использована диета с высоким 
содержанием жиров (≤ 6%). Выбранные дозиров-
ки соответствовали рекомендуемым для человека 
(BCAA 4–20 г/сут, в среднем 12–14 г/сут; MgCit 
≈ 400–450 мг/сут), и были несколько завышены 
(≈ 10%) для компенсации неполного потребления 
питьевой воды с вышеуказанными препаратами. 
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