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Изменение содержания гликопротеинов на поверхностях
клеточной культуры эндотелиоцитов EA.hy 926 и интимы
внутренних сонных артерий под влиянием магния оротата
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Цель. Изучить изменения содержания гликопротеинов в гликокаликсе эндотелиоцитов под влиянием магния оротата. 
Материал и методы. Исследовали эндотелиоциты клеточной культуры EA.hy 926 до и после добавления в среду магния оротата. Кроме того,
исследовали эндотелий интимы внутренних сонных артерий, фрагменты которых были получены при последовательно выполненной била-
теральной резекции артерий до и после курса лечения магния оротатом. Для выявления гликопротеинов использован метод Энтони (1931),
разработанный для исследования гликопротеинов в капсуле бактерий, и адаптированный для эукариот Л.В. Диденко (2013). Применен ме-
тод сканирующей электронной микроскопии с одновременным рентгеновским микроанализом. 
Результаты. При картировании исследуемых образцов по химическому элементу «медь», как косвенному показателю содержания протео-
гликанов, в образцах клеточной культуры эндотелиоцитов EA.hy 926 до инкубации с магния оротатом общее количество сигналов меди на
одно поле сканирования составило 6928±124, а в образцах, полученных после инкубации с магния оротатом – 7592±131. На поверхно-
сти интимы внутренних сонных артерий количество сигналов ионов меди до лечения магния оротатом составило в среднем 5015±407, после
лечения – 6100±152 на одно поле сканирования.
Заключение. Выявлено достоверное увеличение содержания гликопротеинов на поверхности клеточной культуры эндотелиоцитов EA.hy 926
(на 10%) и интимы внутренних сонных артерий (на 22%) под влиянием магния оротата.
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Aim. To study changes in the glycoproteins content in the glycocalyx of endothelial cells under the influence of magnesium orotate.
Material and methods. Endotheliocytes of cell culture EA.hy 926 were examined before and after addition of the magnesium orotate to the culture
medium. Intimal endothelium of internal carotid arteries, fragments of which were obtained by sequential execution of bilateral resection of the ar-
teries before and after course of treatment with magnesium orotate was also investigated. Anthony’ method (1931), designed for the study of gly-
coproteins in the bacteria capsule and adapted by L.V. Didenko (2013) for eukaryotes was used to detect glycoproteins. The scanning electron microscopy
with simultaneous x-ray microanalysis was applied.
Results. Total number of Cu2+-signals per one scanning field in the mapping of samples for Cu2+ as the indirect index of proteoglycan content in EA.hy
926 endothelial cell culture before incubation with magnesium orotate was 6928±124, and after incubation with magnesium orotate – 7592±131.
Number of Cu2+-signals on the surface of the internal carotid artery intima before treatment with magnesium orotate was 5015±407, and after treat-
ment – 6100±152 per one scanning field.
Conclusion. A significant increase in the content of glycoproteins on the surface of EA.hy926 endothelial cell culture (+10%) and internal carotid ar-
tery intima (+22%) under the influence of magnesium orotate was found.
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Effect of Magnesium Orotate on the Glycoprotein Content in the Glycocalyx of Endothelial Cells
Влияние магния оротата на содержание гликопротеинов в гликокаликсе эндотелиальных клеток

Известно, что эндотелиальная дисфункция (ЭД)
является инициирующим фактором развития сердеч-
но-сосудистых заболеваний (ССЗ). Исследование ме-
ханизмов ЭД показало, что одним из первых патоге-
нетических механизмов возникновения болезней си-
стемы кровообращения (атеросклероза, гипертониче-
ской болезни, инсульта головного мозга) является по-
вреждение эндотелиального гликокаликса (ЭГ) [1, 2].
Впервые на наличие гликокаликса на внутренней по-
верхности сосудистой стенки указали Danielli J.F. и со-
авт. в начале 40-х годов XX столетия, однако наблюдать
гликокаликс как морфологическую единицу удалось
лишь в 1966 г. (на поверхности эндотелия сосудов кры-
сы), когда широкое применение получил метод транс-
миссионной электронной микроскопии [3-5]. На основе
теоретических моделей и экспериментальных иссле-
дований было показано, что гликокаликс эндотелио-
цитов представляет собой совокупность протеоглика-
нов, гликопротеинов, гликозаминогликанов и ассо-
циированных с ними белков плазмы с суммарным от-
рицательным зарядом [6,7]. Благодаря своему био-
химическому составу и расположению на границе с цир-
кулирующей кровью, гликокаликс эндотелия участву-
ет в регуляции сосудистого гомеостаза, тонуса сосудов,
поддержании интерстициального жидкостного рав-
новесия, регуляции взаимодействия клеток крови и сиг-
нальных соединений с сосудистой стенкой, сосудистой
проницаемости, адгезии лейкоцитов и тромбоцитов,
преобразовании напряжения сдвига и модуляции вос-
палительных процессов [8-10]. Полная или частичная
потеря ЭГ приводит к нарушению функции эндотелия
с последующим запуском цепочки патологических со-
бытий. 

В многочисленных исследованиях последних деся-
тилетий показано, что одним из наиболее существен-
ных факторов, способствующих развитию патологии со-
судов и сердца, является недостаток в организме маг-
ния [11,12]. Тем не менее, влияние магния на гисто-
физиологию эндотелия и его гликокаликса, как и значе-
ние магния в развитии ЭД, остаются мало изученными.
Определенную помощь в решении этого вопроса мо-
жет оказать исследование влияния магния оротата, как
одного из наиболее часто применяемых в клинике маг-

ний-содержащих препаратов, на структурные компо-
ненты гликокаликса эндотелия.

Целью исследования явилось изучение изменения
содержания гликопротеинов в гликокаликсе эндоте-
лиоцитов под влиянием магния оротата.

Материал и методы
Исследование проведено параллельно на переви-

ваемой клеточной культуре эндотелиоцитов EA.hy 926
(ATCC CRL-2922; условия in vitro) и эндотелии интимы
внутренних сонных артерий (условия in vivo). В рабо-
те были использованы эндотелиальные клетки человека
перевиваемой линии EA.hy926, которая была любез-
но предоставлена отделом иммунологии ФГБУ «Научно-
исследовательский институт экспериментальной ме-
дицины» Северо-западного отделения РАН (Санкт-
Петербург; приобретена в Университете Северной Ка-
ролины, США). Культура получена путем гибридизации
первичной эндотелиальной линии HUVEC с клетками
карциномы легкого A-549 в 1983 г. Dr. Cora-Jean
Edgell. Клетки линии EA.hy926 воспроизводят основ-
ные морфологические, фенотипические и функцио-
нальные характеристики, присущие эндотелиальным
клеткам макрососудов человека [13]. Культура выра-
щивалась на покровных стеклах, помещенных в пита-
тельную среду DMEM с добавлением 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (FCS; Биолот, Россия) по
стандартной методике [14,15]. Пересев клеточной ли-
нии EA.hy926 осуществляли 1 раз в 3 дня по обще-
принятой методике в лаборатории культур тканей ФГБУ
«ФНИЦЭМ им Н.Ф. Гамалеи», в эксперименте клетки
использовали между 4-5 пассажами.

После получения монослоя эндотелиальных клеток
часть покровных стекол с монослоем были отобраны как
опытные образцы: в инкубационную среду с этими об-
разцами добавляли по 30 мкл 0,33% раствора магния
оротата и продолжали инкубацию в условиях СО2 при
температурном режиме 37°С в течение 1 сут. Кон-
центрация раствора магния оротата рассчитывалась, ис-
ходя из максимальных суточных дозировок на кило-
грамм веса, которые назначают пациентам в клинике.
Другую часть покровных стекол с монослоем эндоте-
лиоцитов (контрольные образцы) магния оротатом
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не обрабатывали. После инкубации контрольные и
опытные образцы фиксировали 10%-ным раствором
формалина, отмывали стерильной водой и окрашивали
20%-ным водным раствором сульфата меди (исход-
ное веществоCuSO4×5H2O, медь (II) сернокислая 5-вод-
ная. РЕАХИМ, Россия) в течение 1 мин для детекции гли-
копротеинов. Метод детекции гликопротеинов суль-
фатом меди был разработан Энтони (1931) для вы-
явления гликопротеинов капсулы бактерий, и затем мо-
дифицирован в лаборатории Л.В.Диденко (ФГБУ 
НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи) в 2013 г. применительно к
гликокаликсу эукариот [16-18]. Далее образцы отмы-
вали стерильной водой, высушивали при комнатной
температуре в течение 5 мин, крепили к алюминиевым
столикам с помощью карбонового скотча, напыляли зо-
лотом (7 нм) 999 пробы и помещали в камеру дву-
лучевого сканирующего ионно-электронного микроскопа
Quanta 200 3D (FEI Company, USA) с приставкой 
Genesis XM2 (EDAX, USA) для рентгеновского микро-
анализа (РМА). 

Параллельно проводили аналогичный анализ ин-
тимы внутренних сонных артерий. Образцы сосудов по-
лучали в ходе последовательной билатеральной ре-
зекции внутренних сонных артерий (ВСА) у 5 пациен-
ток с двусторонней патологической извитостью ВСА, вы-
явленной впервые в ходе скринингового обследования
для включения в группу по исследованию сосудов у
практически здоровых женщин под влиянием факто-
ров риска (возраста и курения). 

Операции по реконструкции ВСА (резекция с ред-
рессацией и реимплантацией артерии в старое устье)
проводились в городской клинической больнице им.
В.В. Вересаева Департамента здравоохранения города
Москвы (ГКБ №81) в отделении сосудистой хирургии.
Показаниями к хирургическому лечению явились: уве-
личение линейной скорости кровотока в зоне дефор-
мации до 220 см/с, регистрация турбулентного кро-
вотока в просвете ВСА (согласно Национальным реко-
мендациям по ведению пациентов с заболеваниями бра-
хиоцефальных артерий, 2013) [19].

Операции проводились в два этапа: на первом эта-
пе удаляли извитой участок ВСА с одной стороны; на вто-
ром (через 12 нед после первой операции) – с проти-
воположной. Между первой и второй операциями (в
течение 12 нед) пациентки получали магния оротат в
суточной дозе 2,0 г (по 2 таблетки 2 р/д). Во время опе-
раций были получены фрагменты сосудов 1,5-2 см,
включая атеросклеротические бляшки (АБ), обнару-
женные на высоте извитости артерий во время цвето-
вого дуплексного сканирования у 2 пациенток (гемо-
динамически незначимые, занимающие около 20% про-
света сосуда). Резекция сосудов проводилась в преде-
лах визуально неизмененных (без атеросклеротических
бляшек) участков ВСА, и морфологическому исследо-

ванию подвергались именно эти участки артерий, взя-
тые до и после лечения магния оротатом.

Выбор такой тактики для исследования in vivo про-
диктован двумя причинами: невозможностью получе-
ния фрагментов сосудов у здоровых пациентов и по-
казаниями к оперативному лечению больных с дву-
сторонней патологической извитостью ВСА. Включение
пациентов в исследование проводилось после подпи-
сания добровольного информированного согласия.
Протокол исследования был одобрен локальным эти-
ческим комитетом. 

Полученные фрагменты артерий фиксировали в
10%-ном растворе нейтрального формалина в течение
1 суток, обрабатывали 20%-ным раствором сульфата
меди в течение 1 мин, отмывали от красителя сте-
рильной водой 3 раза по 1 мин [17]. Окрашенные об-
разцы фрагментов артерий просушивали в течение 5
мин при комнатной температуре и крепили интимой
вверх к алюминиевым столикам с помощью карбоно-
вого клея (SPI Supplies, USA). Образцы напыляли золотом
(проба 999), толщина слоя которого составила 7 нм.
После обработки в напылительной установке SPI Sput-
ter Coater (SPI Supplies, USA) образцы анализировали
в двулучевом сканирующем ионно-электронном мик-
роскопе Quanta 200 3D (FEI Company, USA) с пристав-
кой Genesis XM2 (EDAX, USA) для рентгеновского мик-
роанализа в режиме высокого вакуума. Ниже приво-
дятся спектрограммы данного микроанализа.

В обоих опытах (in vitro и in vivo) проводили карти-
рование исследуемых образцов по химическому эле-
менту «медь» для уточнения характера распределения
ионов меди как косвенного детектора содержания
гликопротеинов в составе гликокаликса. В опыте in vit-
ro картирование проводили в условиях высокого ва-
куума, при увеличениях 2500×-7000×, в режимах
полной и малой рамки, при ускоряющем напряжении
25 кВ, силе тока 2,4 нА, пятне 5,5, скорости счета 2500-
5000. В опыте in vivo картирование проводили в усло-
виях высокого вакуума, ускоряющем напряжении 25 кВ,
при увеличении 2400×, пятне 6,5, скорости счета
5000-10000. В процессе РМА во всех образцах учи-
тывали пики всех элементов (в том числе – неспеци-
фические пики золота). Подсчет сигнала меди прово-
дили с помощью программы Scandium, используемой
при работе со сканирующим ионно-электронным мик-
роскопом Quanta 200 3D.

Картирование заключалось в анализе распределе-
ния ионов меди на заданной площади поверхности об-
разца (заданном «поле сканирования»). Площади ска-
нирования составили: 347,5 кв. мкм при увеличении
7000; 2565,4 кв. мкм при увеличении 2500; 669,8 кв.
мкм при увеличении 5000; 2803, 7 кв. мкм при уве-
личении 2400). В каждом образце было проанализи-
ровано по 10 полей.
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Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием статистического пакета Statistica 6.0
(StatSoft Inc., USA) с представлением данных в виде сред-
ней величины и стандартного отклонения (M±SD).

Результаты и обсуждение
Рентгеновский микроанализ образцов клеточной культуры
EA.hy 926 до и после инкубации с магния оротатом

Перед рентгеновским микроанализом (РМА) конт-
рольных и опытных образцов клеточной культуры
EA.hy 926 было исследовано содержание магния в ин-
кубационных средах без добавления магния оротата
(контрольная среда) и с его добавлением (опытная сре-
да). РМА контрольной среды показал, что, помимо хи-
мических элементов (углерода, азота, кислорода, нат-
рия, кремния, калия, серы, хлора), входящих в состав
среды, весовое процентное содержание (Wt%) магния
в ней составляет 0,03%. Зарегистрированный пик зо-
лота не является специфичным для данных образцов
среды, т.к. золото привнесено в образец в процессе на-
пыления. РМА опытной инкубационной среды показал

увеличение содержания магния до 0,14%, что при-
близительно в 4,7 раза выше по сравнению с таковым
в контрольной инкубационной среде. Таким образом,
условия опыта in vitro, требовавшие инкубации образ-
цов клеточной культуры EA.hy 926 при повышенной кон-
центрации магния оротата, были выполнены. В образцах
до инкубации с магния оротатом общее количество сиг-
налов меди составило 6928±124 на одно поле ска-
нирования, а в образцах, полученных после инкубации
с магния оротатом – 7592±131 на одно поле скани-
риования (рис. 1, 2). 

Таким образом, при картировании распределения
ионов меди на поверхности клеточной культуры эндо-
телиоцитов EA.hy 926 до и после инкубации с магния
оротатом выявлено достоверное возрастание интен-
сивности сигнала на 10% (р<0,05). Следует заметить,
что как в контрольных, так и в опытных образцах при-
сутствовали отдельные небольшие участки более ин-
тенсивного накопления ионов меди, что, вероятно, свя-
зано с разным количеством гликопротеинов на по-
верхностях клеток.

Figure 1. EAhy926 endothelial cell culture before incubation

with a solution of magnesium orotate
A. X-ray spectrogram of culture; B. Mapping the Cu2+ distribution on the

surface of EAhy 926 endothelial cells

Рисунок 1. Культура эндотелиоцитов EAhy 926 до инкуба-

ции с раствором магния оротата
A. Рентгеновская спектрограмма культуры; B. Картирование распре-

деления меди на поверхности эндотелиоцитов EAhy 926

Figure 2. EAhy926 endothelial cell culture after incubation

with a solution of magnesium orotate
A. X-ray spectrogram of culture; B. Mapping the Cu2+ distribution on the

surface of EAhy 926 endothelial cells

Рисунок 2. Культура эндотелиоцитов EAhy 926 после инку-

бации с раствором магния оротата
А. Рентгеновская спектрограмма культуры; B. Картирование распре-

деления меди на поверхности культуры эндотелиоцитов EAhy 926
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Рентгеновский микроанализ образцов интимы внутренних
сонных артерий до и после лечения магния оротатом

При РМА образцов ВСА до и после лечения магния
оротатом (рис. 3,4) на поверхности интимы были вы-
явлены следующие химические элементы: углерод, азот,
кислород, сера, кальций, медь и золото (золото, как ука-
зывалось выше, напылялось на поверхность образцов
для создания слоя, проводящего электроны). 

При картировании количество сигналов ионов меди
на поле образца до лечения магния оротатом состави-
ло в среднем 5015±407, после лечения – 6100±152
(рис. 5). Хотя в этой части опыта также была отмечена
некоторая неравномерность распределения сигналов
меди, однако суммарно интенсивность сигнала меди
после лечения магния оротатом значимо возрастала на
22% (р<0,05).

Использованный в представленном исследовании
метод РМА в двулучевом сканирующем ионно-элек-
тронном микроскопе Quanta 200 3D (FEI Company, USA)
с приставкой Genesis XM2 (EDAX, USA) характеризуется
важным преимуществом перед другими методами ис-
следования (в том числе – трансмиссионной элек-
тронной микроскопией), которые используются при ана-
лизе гликокаликса и его химических ингредиентов. Су-
щественная особенность примененного нами метода за-

ключается в минимальном химическом воздействии на
образцы при подготовке к исследованию, в первую оче-
редь, по причине отсутствия этапа дегидратации, вы-
зывающей выраженную деформацию (и в опреде-
ленной степени – деструкцию) биоматериала, что
приводит к искажению результатов. Из воздействий в
процессе подготовки образцов была применена лишь
химическая фиксация, что позволяет говорить о малой
инвазивности метода пробоподготовки и, соответ-
ственно, о достаточной степени достоверности полу-
ченных фактов. В отечественной и зарубежной лите-
ратуре мы не встретили каких-либо методических ана-
логов, которые позволяли бы детально обсуждать по-
лученные нами результаты. Вместе с тем, общепри-
знанное участие катионов магния в подавляющем
большинстве внутриклеточных биохимических реакций,
благодаря их свойству формировать обратимые хе-
латные соединения с органическими молекулами, поз-
воляет характеризовать катионы магния как высоко-
эффективные факторы клеточного метаболизма [20, 21].
Входящая в состав магния оротата оротовая кислота яв-
ляется химическим предшественником пиримидино-
вых оснований и, соответственно, служит ключевым

Figure 3. X-ray spectrogram of artery intima before magne-

sium orotate use

Рисунок 3. Рентгеновская спектрограмма интимы арте-

рии до лечения магния оротатом
Figure 4. X-ray spectrogram of artery intima after magne-

sium orotate use

Рисунок 4. Рентгеновская спектрограмма интимы арте-

рии после лечения магния оротатом
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участником в биосинтезе нуклеиновых кислот и бел-
ковых соединений в клетке [22,23]. На этом основании
можно предполагать, что обнаруженное увеличение со-
держания гликопротеинов на поверхности интимы
внутренних сонных артерий пациентов, как и уве-
личение содержания гликопротеинов на поверхности
культуры эндотелиоцитов EA.hy 926 под влиянием
магния оротата может быть не только результатом ак-
тивации секреции гликопротеинов эндотелиоцитами,
но и следствием увеличения интенсивности их синте-
за. Отмеченное увеличение содержания гликопротеи-
нов на поверхности эндотелия после лечения магния
оротатом свидетельствует о восстановлении гликока-
ликса, что позволяет прогнозировать восстановление
функции интимы и сосудистой стенки.

Ограничения исследования. Выявление и отбор
пациентов с двусторонней извитостью ВСА, практиче-
ски симметричной по форме с обеих сторон, отсутствием
асимметрии диаметра внутренних сонных артерий за-
няло более года, несмотря на большое количество
больных с заболеваниями брахиоцефальных арте-
рий, поступающих в отделение сосудистой хирургии ГКБ
им. В.В. Вересаева. С помощью тщательно проведенного
ультразвукового дуплексного сканирования сосудов
были отобраны пациенты с патологической извитостью
ВСА с одинаковыми морфо-функциональными изме-
нениями артерий с обеих сторон: минимальным от-
личием гемодинамических показателей внутрисосу-
дистого кровотока, показателей периферического со-
противления, с одинаковой толщиной комплекса ин-
тима-медиа; из них 3 больных были с патологической
извитостью ВСА без атеросклеротического поражения

сосудов, а 2 имели на высоте извитости с обеих сторон
гемодинамически незначимые АБ, занимающие око-
ло 20% просвета сосуда. Тщательность отбора пациентов
была продиктована необходимостью исключить влия-
ние других факторов на возможные изменения со-
стояния сосудистой стенки.

Заключение
Проведенный рентгеновский микроанализ клеточ-

ной культуры эндотелиоцитов EA.hy 926 и интимы
внутренних сонных артерий подтверждает, что воз-
действие магния оротата приводит к увеличению со-
держания гликопротеинов в составе гликокаликса эн-
дотелия:

• на поверхности культуры эндотелиоцитов после ин-
кубации с магния оротатом интенсивность сигнала
меди (как детектора присутствия гликопротеинов) до-
стоверно возрастает на 10% по сравнению с конт-
рольными образцами (без инкубации с магния орота-
том);

• на поверхности эндотелия интимы внутренних сон-
ных артерий пациенток, получивших курс терапии
магния оротатом, интенсивность сигнала меди досто-
верно увеличивается на 22% по сравнению с конт-
рольными образцами (участками внутренних сонных
артерий, полученными в ходе первого этапа операции,
т.е. до лечения магния оротатом).

Зарегистрированное количественное увеличение
интенсивности сигнала меди после воздействия магния
оротата свидетельствует о положительном влиянии
последнего на содержание гликопротеинов в гликока-
ликсе эндотелия. Это, предположительно, может быть

Figure 5. Mapping of Cu2+-distribution (green signal) as a marker of proteoglycans on the surface of the internal carotid 

artery intima
A. Intimal surface before applying magnesium orotate; B. Surface intima internal carotid artery after using magnesium orotate

Рисунок 5. Картирование распределения меди (зеленый сигнал) как маркера протеогликанов на поверхности интимы

внутренней сонной артерии
A. Поверхность интимы до применения магния оротата; B. Поверхность интимы внутренней сонной артерии после применения магния оротата
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связано как с активацией секреции гликопротеинов, так
и с повышением активности их синтеза эндотелиаль-
ными клетками. 

Полученные результаты обосновывают примене-
ние магния оротата для коррекции эндотелиальной дис-
функции и сосудистой патологии в целом.
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