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Произведен поиск белков лейкоцитов, взаимодействующих с церулоплазмином (ЦП) – медьсодержащим
гликопротеином плазмы крови человека. При Ds�Na�ПААГ�электрофорезе белков элюата c ЦП�сефарозы
при аффинной хроматографии экстракта лейкоцитов были выявлены 78, 57, 40, 30, 16 и 12 кДа�зоны. Сре�
ди них с помощью Вестерн�блоттинга выявлены два белка: миелопероксидаза (57, 40 и 12 кДа) и лактофер�
рин (78 кДа). Кроме того, N�концевой аминокислотный анализ 30 кДа�зоны показал наличие последова�
тельности 1I�2I/V�3G�4G�5R/H, которая не исключает наличие нейтрофильной эластазы, катепсина G, про�
теиназы 3 и азуроцидина (CAP 37) – семейство серпроцидинов. Масс�спектрометрия фрагментов трипси�
нолиза показала наличие: эозинофильного катионного белка (16 кДа), катепсина G, азуроцидина, нейтро�
фильной эластазы, протеиназы 3. Таким образом, нами впервые выявлено пять новых белков лейкоцитов,
взаимодействующих с ЦП: эозинофильный катионных белок, катепсин G, нейтрофильная эластаза, проте�
иназа 3 и азуроцидин.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: церулоплазмин, эозинофильный катионный белок, катепсин G, эластаза, протеина�
за 3, азуроцидин, белок�белковые взаимодействия.

Церулоплазмин (ЦП) – медьсодержащий
гликопротеин c M ~132 кДа. Ген ЦП экспресси�
руется гепатоцитами, что приводит к секреции
ЦП в кровь, однако в клетках нервной системы
и клетках Сертоли в результате альтернативного
сплайсинга ЦП синтезируется в виде глицерол�
фосфоинозидзаякоренной мембраносвязанной
изоформы [1]. ЦП – универсальный антиокси�
дант, проявляющий несколько видов оксидаз�
ной активности: посредством четырехэлектрон�
ного переноса на кислород с образованием воды
ЦП окисляет Fe2+ [2], Cu+ [3], O2

� [4], NO и GSH
[5]. ЦП проявляет также глутатионзависимую
пероксидазную активность [6], катализирует
окисление биогенных (норадреналин, серото�
нин) и синтетических (п�фенилендиамин, о�ди�
анизидин) аминов [7]. С начала 90�х годов были

открыты взаимодействия ЦП с другими белка�
ми, что расширило представления о его возмож�
ных функциях: регуляция свертывания крови
при взаимодействии с протеином С [8], участие
в метаболизме железа при взаимодействии с
ферритином [9], ферропортином 1 [10] и лакто�
феррином (ЛФ) [11], участие в регуляции нерв�
ных и воспалительных процессов при взаимо�
действии с нейропептидом PACAP 38 [12] и фак�
тором, ингибирующим миграцию макрофагов
[13], ингибирование прооксидантных свойств
при взаимодействии с миелопероксидазой
(МПО) [14]. Таким образом, на основании приз�
наков различной локализации, множества фер�
ментативных активностей и белок�белковых
комплексов ЦП можно справедливо отнести к
группе «moonlighting» белков [15].

В наших предыдущих исследованиях при
хроматографии на ЦП�сефарозе белков экзок�
ринных секретов: грудного молока и слезной
жидкости мы наблюдали специфическую сорб�
цию катионного ЛФ на отрицательно заряжен�
ном ЦП. Однако, другие катионные белки, нап�
ример лизоцим не сорбировались на ЦП [16].

В опытах по сорбции белков сыворотки крови
на иммобилизованной МПО происходила изби�
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рательная сорбция анионного ЦП на катионном
белке, однако другие белки сыворотки, напри�
мер альбумин и преальбумин со сходным значе�
нием pI не препятствовали этому взаимодей�
ствию [14].

Учитывая то, что в составе некоторых откры�
тых ранее белков взаимодействующих с ЦП:
ЛФ, МПО, протамин [17] и нейропептид PACAP
38, преобладают основные аминокислоты, мы
произвели поиск партнеров ЦП среди белков
лейкоцитов, для которых выполнение защитных
функций непосредственно связано с катионны�
ми свойствами. В данной работе выполнен по�
иск новых белков лейкоцитов, взаимодействую�
щих с ЦП.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали следующие реактивы:
окрашенные маркеры молекулярной массы
(«BioRad», США); бромциан («Fluka», Швейца�
рия); триэтиламин ((C2H5)3N), ЭДТА («Merck»,
Германия); сефароза 4B, DEAE�сефадекс A�50,
QAE�сефадекс A�50 («Pharmacia», Швеция);
полный и неполный адъюванты Фрейнда, азид
натрия, альбумин сыворотки человека, глице�
рин, Кумасси R�250, меркаптоэтанол, персуль�
фат аммония, сывороточный альбумин челове�
ка, Tris («Serva», Германия); антитела к IgG кро�
лика меченные пероксидазой хрена, глицин, Ds�
Na, протамин кеты, реактив Фолина, фенилме�
тилсульфонилфторид (PMSF), 4�хлор�1�нафтол
(«Sigma», США); акриламид, аргинин, N,N'�ме�
тиленбисакриламид, N,N,N'N'�тетраметилэти�
лендиамин («Лаборатория МЕДИГЕН», Рос�
сия); гепарин («СПОФА», Польша).

Препарат мономерного и стабильного ЦП был
выделен из плазмы крови с помощью аффинной
хроматографии на протамин�сефарозе [17].

ЛФ выделяли из грудного молока с помощью
ионообменной хроматографии на СМ�сефарозе и
гель�фильтрации на сефадекс G�100 Superfine [18].

Экстрацию белков из лейкоцитов, любезно
предоставленных профессором В.Н. Кокряко�
вым (Отдел общей патологии и патофизиологии
НИИЭМ РАМН, Санкт�Петербург), проводили
без применения катионных детергентов. Осадок
лейкоцитов (40 г) суспендировали в 100 мл 0,05 М
натрий�ацетатного буфера, рН 4,7 и подвергали
замораживанию и оттаиванию с последующей
трехкратной обработкой ультразвуком (44 кГц)
по 30 с с перерывами 1 мин при охлаждении во
льду. Полученный экстракт лейкоцитов центри�
фугировали в течение 30 мин при 15 000 g (4°).
Супернатант использовали для выделения МПО
человека и белков взаимодействующих с ЦП.

МПО человека выделяли из экстракта лейко�
цитов по описанной нами ранее схеме с по�
мощью хроматографии на гепарин�сефарозе,
фенил�сефарозе и гель�фильтрации на сефадек�
се G�150 [19].

ЦП, гепарин и протамин (10, 20 и 4 мг на 1 мл
влажного геля соответственно) иммобилизова�
ли на BrCN�активированной сефарозе 4B [17].
Антитела к ЛФ и МПО получали трехкратной
иммунизацией кроликов соответствующими
белками [20]. Содержание белка определяли по
методу Фолина–Лоури [21] с тремя параллель�
ными пробами с использованием альбумина сы�
воротки человека в качестве стандарта.

Аффинная хроматография белков из экстракта
лейкоцитов на ЦП@сефарозе. 10 мл экстракта на�
носили на ЦП�сефарозу (4 мл) и отмывали не�
связавшиеся белки 0,15 M NaCl, pH 7,4, 1,9 мМ
Na2HPO4/8,1 мМ NaH2PO4 до А280 < 0,002 в элю�
ате. Затем проводили элюцию 0,5 M NaCl с 10 мМ
Tris�HCl, рН 7,4 и анализировали полученную
фракцию. Определение молекулярной массы
белков производили методом Ds�Na�ПААГ�
электрофореза [22]. После Ds�Na�ПААГ�элект�
рофореза для выявления полос, соответствую�
щих ЛФ и МПО, проводили Вестерн�блоттинг
[23]. Идентификацию белков осуществляли ме�
тодом масс�спектрометрии фрагментов трипси�
нолиза. Для приготовления образцов белки раз�
деляли Ds�Na�ПААГ�электрофорезом и выреза�
ли из геля участки, содержавшие белковые зо�
ны. Анализ проводили на масс�спектрографе
Bruker. Полученные пептидные фингерпринты
белков анализировали при помощи программы
MASCOT http://www.matrixscience.com. N�кон�
цевой аминокислотный анализ по Эдману про�
изведен в Институте биоорганической химии
им. академиков М.В. Шемякина и Ю.А. Овчин�
никова (г. Москва). Белок после Ds�Na�ПААГ�
электрофореза был перенесен на мембрану
Immobilon P [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При аффинной хроматографии экстракта
лейкоцитов (1500 ± 50 мг общего белка) на ко�
лонке с ЦП�сефарозой (около 40 мг иммобили�
зованного ЦП) после элюции 0,15 M NaCl, pH 7,4,
1,9 мМ Na2HPO4/8,1 мМ NaH2PO4 балластных
белков в элюате 0,5 M NaCl (10 мМ Tris�HCl,
рН 7,4) содержалось 0,20 ± 5 мг белка. Повтор�
ная хроматография балластных белков на ЦП�
сефарозе не привела к сорбции каких�либо бел�
ков. При анализе с помощью Ds�Na�ПААГ�элект�
рофореза белков элюата 0,5 M NaCl с ЦП�сефа�
розы при аффинной хроматографии экстракта
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Начало–конец

1

1–8 

34–54 

73–84 

85–108

2–8 

9–23 

30–35 

40–46 

99–106 

119–134 

123–134 

6–28 

63–72 

74–83 

77–83 

84–96 

101–111 

103–111 

155–162 

155–163 

200–210 

211–219 

1–16 

17–30 

35–47 

48–85 

147–156 

161–166 

223–229 

230–249 

36–50 

82–92 

97–103 

145–163 

184–191 

184–193 

194–220 

Таблица 1. Пептидный фингерпринт белков, взаимодействующих с ЦП. Результаты поиска с помощью программы MAS�
COT http://www.matrixscience.com (нумерация а.о. приводится в соответствии с первичной структурой полноразмерных
белков)

Пептид 

5

VTCPEQDK

WLPAEYEDGFSLPYGWTPGVK

FPTDQLTPDQER

SLMFMQWGQLLDHDLDFTPEPAAR

PPQFTR

AQWFAIQHISLNPPR

AINNYR

NQNTFLR

YADRPGRR

DSPRYPVVPVHLDTTI

YPVVPVHLDTTI

ESRPHSRPYMAYLQIQSPAGQSR

ENTQQHITAR

AIRHPQYNQR

HPQYNQR

TIQNDIMLLQLSR

NRNVNPVALPR

NVNPVALPR

IFGSYDPR

IFGSYDPRR

SSGVPPEVFTR

VSSFLPWIR

RLTVLALLAGLLASSR

AGSSPLLDIVGGRK

QFPFLASIQNQGR

HFCGGALIHARFVMTAASCFQSQNPGVSTVVLGAYDLR

CQVAGWGSQR

LSRFPR

GPDFFTR

VALFRDWIDGVLNNPGPGPA

ARPHAWPFMVSLQLR

VVLGAHNLSRR

QVFAVQR

LGNGVQCLAMGWGLLGRNR

SNVCTLVR 

SNVCTLVRGR

QAGVCFGDSGSPLVCNGLIHGIASFVR

|Δ|, Да

4

0,02 

0,02 

0,02 

0,02 

0

0,05

0,04

0,02

0,02

0,04

0,06

0,05 

0,05 

0,04 

0,02 

0,04 

0,04 

0,02 

0,03 

0,04 

0,04 

0,04 

0,01

0,02

0,05

0,26

0,08

0,01

0,05

0,01

0,01

0,02

0,01

0,01

0

0,06

0,04

Вычисленное
значение M, Да

3

918,41 

2411,15 

1445,68 

2817,33 

900,49 

1776,94 

749,38 

891,46 

989,52 

1807,95 

1352,73

2658,31 

1196,59 

1281,67 

941,45 

1543,84 

1248,71 

978,56 

953,46 

1109,56 

1174,60 

1103,61

1653,03 

1368,77 

1504,78 

4022,97 

1090,50 

774,45 

838,40 

2107,09 

1807,97 

1220,71 

846,47 

2014,04 

890,46 

1103,59 

2703,33 

Ожидаемое
значение M, Да

2

918,39 

2411,13 

1445,66 

2817,35 

900,49 

1776,99 

749,34 

891,44 

989,54 

1807,99

1352,79

2658,26 

1196,64

1281,71 

941,47

1543,88

1248,75 

978,58

953,49

1109,60

1174,64 

1103,65

1653,04

1368,75 

1504,83 

4022,71 

1090,58 

774,44 

838,45 

2107,08 

1807,96

1220,69 

846,46 

2014,03 

890,46 

1103,65 

2703,29 

Легкая цепь миелопероксидазы (12 кДа, найдено 60% последовательности)

Эозинофильный катионный белок (16 кДа, найдено 44% последовательности)

Катепсин G (27 кДа, найдено 42% последовательности)

Азуроцидин (27 кДа, найдено 49% последовательности)

Нейтрофильная эластаза (29 кДа, найдено 33% последовательности)
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лейкоцитов были выявлены зоны, соответству�
ющие молекулярным массам 78, 57, 40, 30, 16 и
12 кДа (рисунок, а). Вестерн�блоттинг с антите�
лами к ЛФ и к МПО показал принадлежность 78
кДа�зоны к ЛФ и 57, 40 и 12 кДа�зоны к МПО
(рисунок, б, в). Наличие в препаратах МПО на�
ряду с 57 и 12 кДа�цепями протомеров, фраг�
мента деградации с молекулярной массой около
40 кДа было описано ранее [24]. Следует также
отметить, что среди балластных белков экстрак�
та, элюированных с ЦП�сефарозы PBS, не было
обнаружено иммунореактивности ЛФ и МПО. 

Деградация N�концевых аминокислотных
остатков по Эдману белков 30 кДа�зоны выяви�

ла последовательность: 1I�2I/V�3G�4G�5R/H, что
не исключает наличие катепсина G (1I�I�G�G�
R5), нейтрофильной эластазы (1I�V�G�G�R5),
протеиназы 3 (1I�V�G�G�H5) и азуроцидина (1I�
V�G�G�R5), которые на основе гомологии пер�
вичной структуры и проявляемой ими антимик�
робной активности объединены в единую струк�
турно�функциональную группу белков, полу�
чивших название серпроцидины (serine protease
cidins) [25].

Для более точного выявления белков взаи�
модействующих с ЦП был проведен анализ ме�
тодом масс�спектрометрии фрагментов трипси�
нолиза (табл. 1). Анализ показал наличие эози�

1

1–21 

48–64 

53–64 

133–166

201–208 

209–217 

164–169 

197–202 

212–221 

252–258 

259–270 

282–291 

301–312 

315–325 

400–423 

414–423 

18–24 

164–169 

196–202 

197–202 

212–221 

238–246 

252–258 

259–270 

282–291 

301–312 

313–325 

315–325 

414–423 

Окончание табл. 1

5

IVGGHEAQPHSRPYMASLQMR

DIPQRLVNVVLGAHNVR

LVNVVLGAHNVR

VGAHDPPAQVLQELNVTVVTFFCRPHNICTFVPR

LFPDFFTR

VALYVDWIR

LYQEAR

YLPTYR

IANVFTNAFR

VFFASWR

VVLEGGIDPILR

QNQIAVDEIR

IGLDLPALNMQR

DHGLPGYNAWR

FWWENEGVFSMQQRQALAQISLPR

QALAQISLPR

IPPNDPR

LYQEAR

KYLPTYR

YLPTYR

IANVFTNAFR

YQPMEPNPR

VFFASWR

VVLEGGIDPILR

QNQIAVDEIR

IGLDLPALNMQR

SRDHGLPGYNAWR

DHGLPGYNAWR

QALAQISLPR

4

0,01

0,02

0

0,01

0,03

0

0,03

0,01

0,01

0

0,01

0,01

0

0,02

0,08

0

0,02

0,02

0,02

0

0,05

0,05

0,02

0,04

0,06

0,04

0,07

0,06

0,04

3

2364,16 

1899,08 

1289,76 

3803,94 

1041,53 

1133,62 

778,40

811,42 

1151,61 

911,47 

1279,75 

1184,61 

1339,73 

1284,60 

2920,44 

1095,64 

807,42 

778,40 

939,52 

811,42 

1151,61 

1130,52 

911,47 

1279,75 

1184,61 

1339,73 

1527,73 

1284,60 

1095,64 

2

2364,15 

1899,06 

1289,76 

3803,93 

1041,50 

1133,62 

778,37 

811,41 

1151,62 

911,47

1279,76 

1184,62

1339,73

1284,62

2920,36

1095,64

807,40 

778,38 

939,54

811,42

1151,66

1130,57

911,49

1279,79

1184,67

1339,77

1527,80

1284,66

1095,68

Протеиназа 3 (27 кДа, найдено 40% последовательности)

Фрагмент тяжелой цепи миелопероксидазы (40 кДа, найдено 21% последовательности)

Тяжелая цепь миелопероксидазы (57 кДа, найдено 22% последовательности)



СОКОЛОВ и  др.

нофильного катионного белка (16 кДа, 7 пепти�
дов), катепсина G (25 кДа, 11 пептидов), азуро�
цидина (27 кДа, 8 пептидов), нейтрофильной элас�
тазы (29 кДа, 7 пептидов), протеиназы 3 (27 кДа,
6 пептидов), миелопероксидазы (57, 40 и 12 кДа,
13, 10 и 4 пептида). Тот факт, что взаимодей�
ствие ЦП (рI 4,7) с выявленными белками лей�
коцитов разобщалось 0,5 M NaCl и, вероятно,
носит ионный характер, подтверждается щелоч�
ными значениями их pI (табл. 2).

Среди обнаруженных нами катионных бел�
ков лейкоцитов не оказалось таких специфичес�
ких катионных белков лейкоцитов, как лизо�
цим, дефенсины и бактерицидный увеличиваю�
щий проницаемость белок, а также других кати�

онных белков, потенциально способных взаи�
модействовать с ЦП, что указывает на селектив�
ность паттернов в катионных белках для взаи�
модействия с ЦП.

Взаимодействия ЦП с белками лейкоцитов,
МПО и ЛФ, были открыты ранее, соответствен�
но, в 1997 г. группой Сегелмарка [14] и в 2000 г. в
нашей лаборатории [18]. Однако в 1999 г. в опы�
тах по выявлению способности ЦП взаимодей�
ствовать с МПО, протеиназой 3 и ЛФ, связан�
ными с поверхностью лунок планшета для им�
муноферментного анализа, иммунореактив�
ность ЦП выявлена только при сорбции в лун�
ках МПО [26]. Эти противоречия с результата�
ми, полученными нами, можно объяснить ра�
зобщением взаимодействия ЦП с протеиназой 3
и ЛФ антителами против ЦП при последующем
определении связавшегося ЦП. Нельзя исклю�
чить также экранирования участков для взаимо�
действия с ЦП при связывании ЛФ и протеина�
зы 3 с поверхностью планшета для ИФА, что,
вероятно, не критично для димерной молекулы
МПО.

Можно предположить, что взаимодействие
катионных антимикробных белков с анионным
ЦП будет препятствовать их антимикробным
свойствам, а также цитотоксическому эффекту в
случае их локализации в кровотоке. Тот факт,
что с ЦП взаимодействуют четыре члена семей�
ства серпроцидинов, свидетельствует в пользу
консервативности данных белок�белковых комп�
лексов. Выявленные нами белки являются ауто�
антигенами, провоцирующими развитие сис�
темных васкулитов [28], возможно их взаимо�
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Белок

Миелопероксидаза 
(МПО, К.Ф. 1.11.1.7)

Лактоферрин (ЛФ)

Катепсин G (К.Ф. 3.4.21.20)

Нейтрофильная эластаза 
(К.Ф. 3.4.21.37)

Азуроцидин (CAP 37)

Протеиназа 3 
(Миелобластин, К.Ф. 3.4.21.76)

Эозинофильный катионный белок
(Рибонуклеаза 3, К.Ф. 3.1.27.)

M, кДа

150

78

27

29

27

27

16

рI

9,2

8,4–9,0

11,3

9,7

9,8

7,8

10,7

Таблица 2. Свойства белков лейкоцитов, взаимодействую�
щих с ЦП (http://www.matrixscience.com)

Анализ белков элюата 0,5 М NaCl (по 20 мкг белка на пробу)
с ЦП�сефарозы при аффинной хроматографии экстракта
лейкоцитов. Панель а – электрофореграмма после Ds�Na�
ПААГ�электрофореза (окраска кумасси R�250), панели б и
в – Вестерн�блоттинг с антителами против ЛФ (1 : 10 000,
панель б) и МПО (1 : 10 000, панель в), разведение вторич�
ных антител меченых пероксидазой хрена – 1 : 10 000 (ок�
раска 4�хлор�1�нафтолом и H2O2). Стрелками указаны зна�
чения M, кДа

а

78 →

б в

57 →

40 →

30 →

16 →

12 →



ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА С БЕЛКАМИ ЛЕЙКОЦИТОВ

действие с ЦП является частью механизма
участвующего в патогенезе этих заболеваний. 

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ (гранты 06�04�48602, 05�04�

48765). Выражаем благодарность В.Н. Кокряко�
ву и М.М. Шавловскому (ГУ НИИ эксперимен�
тальной медицины РАМН, г. Санкт�Петербург)
за предоставленные материалы, ценные советы
и полезное обсуждение результатов. 
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Proteins from leukocytes having ability to interact with the copper�containing glycoprotein of human plasma cerulo�
plasmin (Cp) were searched for. Extract from leukocytes was subjected to affinity chromatography on Cp�Sepharose,
after which proteins were eluted from the resin with 0.5 M NaCl in Tris�HCl, pH 7.4. SDS�PAGE of the eluate
revealed protein bands with Mr 78, 57, 40, 30, 16 and 12 kD. Among these, Western blotting detected myeloperoxi�
dase (57, 40, and 12 kD) and lactoferrin (78 kD). Besides, the 30�kD component had a sequence 1I�2I/V�3G�4G�
5R/H at the N�terminus that is likely to indicate the presence of neutrophilic elastase, cathepsin G, proteinase 3 and
azurocidin (CAP 37) – all from the family of serpocidines. Mass spectrometry of tryptic fragments indicated the pres�
ence of the 16�kD eosinophilic cationic protein (seven peptides), 25�kD cathepsin G (eleven peptides), 27�kD azuro�
cydin (eight peptides), 29�kD neutrophilic elastase (seven peptides) and 27�kD proteinase 3 (six peptides).
Myeloperoxidase was represented by 57�, 40�, and 12�kD fragments (thirteen, ten, and four peptides, respectively).
Thus, interaction with Cp of five cationic proteins, i.e., of eosinophilic cationic protein, cathepsin G, neutrophilic
elastase, proteinase 3, and azurocydin, is reported for the first time.

Key words: ceruloplasmin, eosinophilic cationic protein, cathepsin G, neutrophilic elastase, proteinase 3, azurocidin,
serprocidin, protein�protein interactions


