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В В Е Д Е Н И Е

Белки, или протеины, - важнейший класс биологически актив­
ных веществ. Они играю т ключевую роль в клетке, присутствуют в ви­
де главных компонентов в любых формах живой материи, будь то 
микроорганизмы, животные или растения. Без белков невозмож но 
представить себе жизнедеятельность, жизнь. Белки чрезвычайно р аз­
нообразны по структуре и выполняю т многочисленные биологические 
функции.

В настоящее время трудно оценить общее число белков во всем 
царстве живой природы , но, учитывая огромное разнообразие о рга­
низмов, следует признать факт существования по крайней мере многих 
миллиардов химически индивидуальных белков. Лиш ь в клетке Es­
cherichia coli содержится более 3000 различных белков.

М олекулярная масса белков варьирует от 5000-10000 до 1 млн. и 
более. Сравнительно небольшие молекулы белковой природы  (с м оле­
кулярной массой условно до 50000) называю тся пептидами. К пепти­
дам относятся многие природные вещества с важными биологическими 
функциями, а также продукты расщепления белков.

Белки - высокомолекулярные природные полимеры, построен­
ные из остатков аминокислот, соединенных амидной (пептидной) свя­
зью (-CO-NH-). Каждый белок характеризуется специфичной ам ино­
кислотной последовательностью. Белковая молекула может состоять 
из одной или нескольких полипептидных цепей, содержащих от 2-3 де­
сятков до нескольких сотен аминокислотных остатков каждая. П рак­
тически все белки построены из 20 а-аминокислот.

По предложению К .У .Линдерстрема-Ланга, различаю т четыре 
уровня организации белковых молекул - первичную, вторичную, тре­
тичную  и четвертичную  структуры. Хотя эти категории в известной 
степени устарели, ими пока продолжают пользоваться [4] . П оследова­
тельность аминокислотных остатков, их качественный и количествен­
ный состав в полипептидной цепи называется первичной структурой. 
Термин “вторичная ст рукт ура’ подразумевает упорядоченное п ро­
странственное расположение отдельных участков полипептидной цепи 
без учета типа и конформации боковых радикалов аминокислот, т.е.
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относится к типу укладки полипептидных цепей. Н аиболее часто 
встречающ иеся типы - правая а-спираль, р-структура  и р-изгиб. Все эти 
типы вторичной структуры образуются за счет замы кания водородных 
связей между пептидными группами. Часть полипептидной цепи не 
имеет упорядоченного строения, такие участки называю тся аморфными 
или бесструктурными  областями. а-С пиральны е и Р-структурные уча­
стки в белках могут взаимодействовать друг с другом и между собой, 
образуя ансамбли. Пространственное строение таких ансамблей вто­
ричной структуры назы ваю т сверхвторичной структурой  белковой 
молекулы. Встречающиеся в нативных белках сверхвторичные струк­
туры - энергетически наиболее предпочтительны[5]. Третичная  струк­
тура белка характеризует пространственное расположение упорядо­
ченных и аморфных участков в полипептидной цепи в целом, которое 
достигается за счет взаимодействия боковых радикалов и зависит от их 
типа и конформации. Таким образом, третичная структура описывает 
пространственную  укладку всей молекулы белка, если она образована 
одной полипептидной цепью. В поддержании третичной структуры 
глобулярных белков, ее закреплении принимаю т участие различные 
типы связей: ковалентные (-S-S-связи), ионные, или солевые, водород­
ные и гидрофобные. Термин “четвертичная ст рукт ура” относится к 
белкам, в состав которы х входит несколько полипептидных цепей 
(субъединиц или протомеров), не связанных между собой ковалентно. 
Такая структура отраж ает характер взаимного располож ения этих 
субъединиц в пространстве. Белки, имеющие четвертичную структуру, 
называю тся олигомернъши.

Изучение белков имеет богатую, славную традицию . Несмотря 
на уже достигнутые значительные результаты, закономерности орга­
низации этих биологических макромолекул остаются еще до конца не 
познанными. К числу одной из основных проблем исследования белков 
относится выяснение закономерностей формирования пространствен­
ной структуры, конформации полипептидных цепей. Благодаря спо­
собности приобретать различные конформации, белкам оказываю тся 
присущи различны е функции.

Ф ункция белка всегда индивидуальна, однако могут быть выде­
лены некоторы е общие принципы молекулярных механизмов действия 
белков, поскольку в них заложены такие фундаментальные этапы, как 
узнавание того  или иного партнера; формирование единой структуры 
комплекса, в которой  так или иначе проступаю т черты взаимодейст­
вующих молекул, действие высоорганизованных ансамблей функцио­
нальных групп, организация микроокружения, глубоко влияю щ его на 
природу протекаю щ их химических превращ ений, передача эффектов 
внутри молекулы или надмолекулярного комплекса и т.д.

В настоящ ее время в области химии и биохимии белка появи­
лись новые направления исследований, связанные с возможностями
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реконструкции белков, исследованиями первичной структуры белков, 
изучением вновь выделенных из различны х живых организмов поли­
пептидов, разработкой  новых и усовершенствованием имеющихся ме­
тодов выделения и очистки белков и пептидов и т.д. [8].

Выделение и очистка белков во многом представляю т собой са­
мостоятельную область белковой химии. Достигнутые здесь успехи в 
значительной мере предопределили тот огромны й прогресс в наших 
знаниях о химии ж ивого, которы й наблюдается в последнее десятиле­
тие. Чтобы  овладеть этой наукой, мало знать теоретические основы 
используемых методов - необходимо также научиться искусно обра­
щаться с белками.

В клетках присутствуют белки очень близкие по своим физико­
химическим характеристикам. Поэтому для получения белка в чистом 
виде приходится использовать не один, а сочетание нескольких мето­
дов. Нужно учитывать также, что белки чрезвычайно лабильны , по­
этому при их выделении и очистке необходимо соблю дать некоторые 
предосторожности: работы  вести при пониженных температурах, по­
стоянно контролировать pH , очищать химические реактивы.

Среди лабораторны х методов очистки, ф ракционирования и 
анализа структуры белков совокупность хроматографических методов 
занимает центральное место. Ни один другой метод не может срав­
ниться с хроматографией по широте количественного диапазона. Вне 
конкуренции остается и разнообразие физико-химических параметров, 
по которы м может осуществляться хроматографическое ф ракциониро­
вание: молекулярные размеры, вторичная или третичная структура 
биополимеров, растворимость, адсорбционные характеристики моле­
кул, степень их гидрофобности, электрический заряд, биологическое 
сродство к другим молекулам и др.

Аналитический контроль за процессом разделения высокомоле­
кулярных пептидов осуществляется с помощ ью  электрофореза в поли­
акриламидном геле. Электрофорез проводится в присутствии додецил- 
сульфата натрия, которы й образует мицеллы с разделяемым вещест­
вом, нивелируя его электрический заряд, в результате чего разделение 
происходит исключительно по молекулярной массе. М етод имеет 
больш ую чувствительность и высокую разреш аю щ ую  способность. 
Если электрофорез проводить без добавления додецилсульфата на­
трия, то белки или пептиды можно разделить по заряду. Электрофорез 
используют и для непосредственного разделения небольших количеств 
пептидов.

М етоды выделения и исследования белков выбираю тся в зави­
симости от их специфических свойств. Эти методы, как правило, без 
соответствующ ей модификации не могут быть использованы для вы­
деления и анализа других белков. Однако существует ряд достаточно 
универсальных методов, применение которы х возможно для разнооб­
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разных белков. Чтобы выделить белок и произвести исследование его 
свойств и функций, обычно используют последовательные этапы, ос­
новными из которы х являются: разруш ение тканей и клеток, содерж а­
щих белки; экстракция белков; фракционирование белков; количест­
венное определение; гель-хроматография; электрофорез и др.
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I. ТЕ О Р Е Т И Ч Е С К А Я  Ч АС ТЬ

1.1. РАЗРУШ ЕНИЕ КЛЕТОК, ТКАНЕЙ, ОРГАНОВ, 
СОДЕРЖАЩИХ БЕЛКИ

М етодов разруш ения много, важно вы брать наилучш ий, так как 
от этого зависит полнота выхода белка. Выбор метода во многом оп­
ределяется разнообразием  объектов исследования.

Ж ивотные ткани ш ироко варьирую т по своей прочности: наря­
ду с легко разруш аемы ми эритроцитами используется и жесткий кол ­
лагеносодержащ ий м атериал, встречающийся в кровеносных сосудах и 
других тканях, содержащих гладкие мышцы. Растительные клетки 
обычно труднее разруш аю тся, чем животные, из-за наличия у них цел­
люлозной оболочки. Среди бактерий есть и довольно хрупкие ор га­
низмы, и более устойчивые, с толстой клеточной стенкой.

Ж ивотные ткани обы чно разруш аю т механически, путем из­
мельчения с помощ ью  ножниц, а затем для более тонкого измельчения 
используют гом огенизаторы  определенных типов. Так же или в ступ­
ках с кварцевым песком измельчаю т зеленые ткани растений. Семена 
и сухие ткани растений измельчаю т с помощью мельниц. Б актериаль­
ные клетки более устойчивы к механическому воздействию. П оэтому 
наиболее эффективным в этом случае является метод механической де­
зинтеграции клеток с помощ ью  стеклобус (“баллотини”) в дезинтегра­
торах различной конструкции. Для особо прочных клеток рекоменду­
ется обработка их ультразвуком. В отдельных случаях довольно эф­
фективным является метод, основанный на чередовании бы строго за ­
мораживания и оттаивания клеток. Для разруш ения некоторы х видов 
клеток используют сочетание методов, в том числе и обработку  клеток 
визирующими ферментами.

1.2. ЭКСТРАКЦИЯ БЕЛКОВ

Одной из важных особенностей этого этапа является быстрое 
использование сырья (исходного материала) для исследований. О бы ч­
но чем быстрее используется ткань, тем лучше, т.е. препарат получает­
ся более соответствующ им нормальному физиологическому состоя­
нию, так как, если ткань некоторое время была “м ертва” , начинаю тся 
естественные процессы разложения. Однако бы ваю т случаи, когда аб ­
солютная свежесть может быть помехой. Возможность получить све­
жий материал не всегда совпадает с возможностью использовать его. 
Как полученный материал, так и экстракт из него следует хранить за ­
мороженными [6].

Важной задачей настоящ его этапа является вы бор соответст­
вующего растворителя. О бычно при решении этой задачи исходят из 
физико-химических свойств белка, который предстоит выделить. При
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правильном выборе экстрагента уже на данном этапе можно осущест­
вить частичное фракционирование. Д ля экстракции белков использу­
ются: дистиллированная вода (для экстракции водорастворимы х бел­
ков), буферные системы с определенным значением pH , часто слабо 
солевые растворы, в которы х подавляю щ ая часть белков хорош о рас­
творима (для экстракции периферических белков), для солюбилизации 
интегральных белков использую т детергенты различной концентрации 
и химической природы (додецилсульфат натрия, тритон, дезоксихолат 
натрия, ТВИ Н  и др.). И ногда для экстракции используют спирто­
солевые смеси, глицерин, бутиловый или этиловый спирт.

Практически экстракцию  осуществляют путем длительного н а­
стаивания гомогената в соответствующем растворителе с периодиче­
ским или постоянным перемешиванием или встряхиванием. Ч асто экс­
тракцию  белков ведут одновременно с измельчением м атериала. По 
окончании экстракции суспензию центрифугируют, а надосадочную  
жидкость (экстракт или супернатант) используют для дальнейш ей р а ­
боты. Последовательные обработки суспензии соответствующ ими реа­
гентами, чередующиеся с центрифугированием, позволяю т из одной 
ткани получить различные пулы белков, начиная от водорастворимы х 
и заканчивая интегральными белками. Каждый экстракт представляет 
собой очень сложный по составу раствор. Он содержит больш ое коли­
чество различных белков и ряд  низкомолекулярных компонентов 
(соли, углеводы, аминокислоты и др.), хорош о растворимы х в избран­
ном растворителе.

Очень часто уже на этом этапе необходимо освободить смесь 
высокомолекулярных веществ от низкомолекулярных примесей. Для 
этого пользуются методом диализа - метода, в основе которого  лежит 
использование полупроницаемых мембран, сквозь поры которы х не 
проходят белковые и свободно диффундирую т прочие молекулы.

1.3. ХАРАКТЕРНЫЕ СВОЙСТВА БЕЛКОВ, НА КОТОРЫХ 
ОСНОВАНО ИХ РАЗДЕЛЕНИЕ

Существующие способы разделения белков основаны на их фи­
зико-химических особенностях. Во-первых, это размер молекулы, ее 
геометрия. Н а использовании этой особенности базирую тся методы 
гель-хроматографии и ультрафильтрации, а отчасти и электрофорез в 
гелях.

Во-вторых, характерное для данного белка распределение заря­
ж енных групп на его поверхности. Соотнош ение катионны х и анион­
ных групп в белке меняется в зависимости от pH , изоэлектрические 
точки белков -pi (значения pH , при котором  положительные и отрица­
тельные заряды белка полностью компенсированы и суммарный заряд 
равен нулю) существенно различаю тся у разных белков. Известны бел­



ки, являющиеся в физиологических условиях катионны ми, анионными 
или молекулами без заметного преобладания того  или иного заряда. 
Н а различии заряда белков при разных pH  основано их разделение ме­
тодами электрофореза, изоэлектрического фокусирования, изоэлек- 
трической и ионообменной хроматографии. Существенно, однако, не 
только соотношение заряженных групп, определяю щее значение pi. 
Белки со сходными изоэлектрическими точками могут различаться 
распределением заряженных функциональных групп по поверхности 
глобулы. Последние размещаются более или менее равномерно либо, 
наоборот, образую т локальные сгущения, гроздья одинаково заряж ен­
ных групп, что сказывается при ионообменной хром атограф ии белка.

В-третьих, белки различаются числом и характером гидрофобных 
участков поверхности, что используется при гидрофобной хром ато­
графии.

Следует отметить, что ни один из рассмотренных выше призна­
ков не может сам по себе обеспечить выделение индивидуального бел­
ка из сложной смеси - они недостаточно характерны , не гарантирую т 
избирательности очистки. Значительно более перспективно в этом о т­
ношении использование для выделения функциональных свойств белка.

Схемы выделения белков, использующие только один какой- 
либо принцип, редки, обычно различные подходы к ф ракционирова­
нию сочетаются и дополняю т друг друга.

1.4. ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ БЕЛКОВ

В распоряжении биохимика имеется больш ое количество мето­
дов ф ракционирования, каждый из которых основан на том или ином 
свойстве белков. К ак правило, первоначально проводят грубое ф рак­
ционирование, в процессе которого освобождаю тся от целых групп 
“балластны х” белков. Чаще всего “балластные" белки осаждаю т, со­
храняя нужный белок в растворенном состоянии, иногда осаждают 
выделяемый белок, а “балластные” после центрифугирования отбра­
сывают.

Одним из используемых для фракционирования методов являет­
ся метод изоэлектрического осаждения. Основан он на различиях в 
зарядах и изоэлектрических точках (ИЭТ) белков. В этом случае к экс­
тракту небольшими порциями добавляю т кислоту, чтобы сместить pH 
среды либо до значений, близких к ИЭТ выделяемого белка (тогда по­
следний можно получить в осадке), либо (чаще) до pH , близком к ИЭТ 
“балластны х” белков (в этом случае после центрифугирования удаля­
ется значительная часть “балластных” белков, а интересующий нас бе­
лок остается в растворе). Кислотную обработку проводят осторожно, 
не допуская резкого изменения pH среды.
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В случае выделения термостабильного белка можно применять в 
качестве предварительной ступени очистки термическую обработку 
экстракта (фракционная денатурация нагреванием). Так как темпера­
тура разруш ения для каж дого белка различна и достаточно четко ог­
раничена, при нагревании экстракта в течение определенного времени 
до температуры немного ниже той, при которой исследуемый белок 
разруш ается, можно вы звать коагуляцию  больш ого количества 
“балластны х” белков. В процессе термической обработки экстракт не­
обходимо нагревать равномерно, не допуская резких перепадов темпе­
ратуры, четко контролируя время действия избранной температуры.

Для осаждения белков в ряде случаев применяют органические 
растворители. М етод осаждения белков смешивающимися с водой ор­
ганическими растворителями применяется с тех самых пор, как начали 
заниматься очисткой белков. Особенно важную роль он играет при 
выделении белков в промыш ленных масш табах, в частности, при 
фракционировании белков плазмы. Добавление к водному экстракту, 
содержащему белки, таких растворителей, как этанол или ацетон, вы ­
зывает различны е эффекты, которы е вместе приводят к осаждению 
белка. О сновной эффект заклю чается в снижении активности воды. По 
мере возрастания концентрации органических растворителей снижает­
ся способность воды к сольватации заряженных молекул белка. Л и­
шенные гидратной оболочки белки агрегирую т и вы падаю т в осадок. 
Причем различны е белки вы падаю т в осадок при разном насыщении 
органического растворителя. О сновная причина агрегации белков за ­
клю чается, вероятно, в электростатических и вандерваальсовых силах, 
сходных с силами, действую щими при высаливании белков в отсутст­
вии органического растворителя. Было установлено, что вблизи изо- 
электрической точки белков осаждение происходит при более низкой 
концентрации органического растворителя. Э го подтверж дает предпо­
ложение о том , что агрегация, происходящ ая в данном случае, сходна с 
агрегацией, наблюдающ ейся при изоэлектрическом осаждении белков. 
Другим парам етром, влияющ им на осаждение белка под действием ор­
ганического растворителя, является размер молекулы. П ри прочих 
равны х условиях чем больш е молекула, тем ниже концентрация орга­
нического растворителя, вы зы ваю щ ая осаждение белка. Т ак как ис­
пользуемые чащ е всего органические растворители (ацетон, этанол) 
обладаю т денатурирую щ им действием на многие белки, важными ус­
ловиями их применения являются: во-первых, работа при очень низких 
температурах с использованием предварительно охлажденных раство­
рителей; во-вторы х, строгое ограничение продолжительности воздей­
ствия.
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1.4. 1. ФРА К Ц И О Н И Р О В А  Н И Е  Б Е Л К О В  
С У Л Ь Ф А Т О М  А М М О Н И Я

Наиболее ш ироко используемый метод ф ракционирования бел­
ков - метод высаливания - осаждение белков с помощ ью  нейтральных 
солей. Н а ранних этапах становления белковой химии единственным 
применяемым на практике способом разделения белков различных ти­
пов было осаждение части белковой смеси за счет изменения некото­
рых свойств растворителя. Далее осадки отфильтровы вали и раство­
ряли в исходном растворителе. Белковые осадки представляю т собой 
достаточно крупные агрегаты  белковых молекул, так что их можно 
отцентрифугировать при относительно низкой центробежной силе. В 
некоторых случаях агрегация идет дальш е и осадок флоккулирует, тем 
не менее размеры агрегатов обычно остаются небольш ими вследствие 
движений и столкновений частиц суспензии.

П ервоначально белки классифицировали в зависимости от их 
растворимости, и, хотя сейчас эта классификация в основном уже за­
быта, соответствующие названия до сих пор используют, когда речь 
идет о сывороточном альбумине или иммуноглобулинах. Глобулинами 
называли белки, нерастворимые при низких концентрациях соли в рас­
творе. Сывороточные глобулины можно осадить, просто разводя сы­
воротку водой, при этом альбумины остаются в растворе.

Распределение гидрофильных и гидрофобных остатков на по­
верхности белковой молекулы является признаком, определяющим 
растворимость белка в различных растворителях. Хотя гидрофобные 
группы стремятся сконцентрироваться внутри белковой молекулы, 
значительная их часть располагается на поверхности и контактирует с 
растворителем. Гидрофобным группам на поверхности молекул наряду 
с заряженными и другими полярными группами принадлеж ит важная 
роль в определении поведения белков. Основным компонентом рас­
творителей всегда является вода, хотя есть основания предполагать, 
что, например, интегральные мембранные белки можно было бы выде­
лять, используя неводные растворители. Д ля изменения растворимости 
белка можно манипулировать свойствами воды как растворителя, из­
меняя ионную силу, pH , количество добавляемых, смешивающихся с 
водой, органических растворителей и других инертных веществ или 
полимеров, а также комбинируя эти изменения с изменениями темпе­
ратуры. Чаще всего для селективного осаждения белков используют 
нейтральные соли.

Наиболее часто применяемой солью является сульфат аммония. 
Во-первых, потому, что он не оказывает денатурирую щ его действия на 
больш инство даже самых лабильных белков; во-вторы х, он характе­
ризуется высокой степенью растворимости, практически не зависящ ей 
от температуры. Последнее имеет очень больш ое значение, так как 
фракционирование больш инства белков осуществляется при понижен­



ных температурах. Для вы саливания используют сульфат аммония вы ­
сокого качества, предварительно перекристаллизованный. Использую т 
также насыщенный раствор сульфата аммония, особенно на последних 
стадиях очистки. Эго имеет то преимущество, что насыщ енный рас­
твор можно предварительно довести до нужного значения pH  и тогда в 
процессе его добавления не нужно будет корректировать pH , как это 
приходится делать при работе с сухим сульфатом аммония. Н асы щ ен­
ный раствор готовят из перекристаллизованного сернокислого ам м о­
ния. Если высаливание осуществляют с помощью кристаллической со­
ли, то она предварительно тонко измельчается. Затем ее добавляю т к 
экстракту небольшими порциями, каждый раз тщательно перемеш ивая 
до полного растворения. Важно не допустить местного перенасыщения 
раствора, так как это может привести к загрязнению выделяемой 
фракции.

Ф ракционное осаждение не обеспечивает достаточно полного 
разделения, необходимого в больш инстве случаев, и поэтому прихо­
дится прибегать к другим методам очистки, в которы х используются 
более тонкие различия - различия в суммарном заряде белков 
(наиболее распространенные методы - ионообменная хром атограф ия и 
электрофорез), в молекулярном весе и размерах (центрифугирование и 
гель-фильтрация).

1.4.2. П Е Р Е К Р И С Т А Л Л И ЗА Ц И Я  СУ ЛЬФ АТА А М М О Н И Я

При работе с белками используют сульфат аммония хорош его 
качества, лучше категории “хч” или ”ч” . Даже чистые препараты  суль­
фата аммония содержат ионы тяжелых металлов, а такж е небольшое 
количество свободной кислоты. Поэтому перекристаллизацию  сульфа­
та аммония проводят, во-первых, в присутствии комплексообразовате- 
лей (например ЭДТА), особенно если выделяемый белок характеризу­
ется повыш енной чувствительностью к ионам тяжелых металлов 
(например ферменты) и, во-вторых, с добавлением в конце перекри­
сталлизации некоторого количества аммиака, чтобы в последующем 
несколько уменьшить закисление среды при растворении соли.

П ри перекристаллизации необходимо установить по таблице 
растворимость сульфата аммония, отвесить соответствующее количе­
ство соли и при медленном нагревании растворить в минимальном 
объеме воды, добавив 2 г ЭДТА  и 10 мл аммиака на каж дый литр рас­
творителя. П олученный насыщенный раствор тотчас же проф ильтро­
вать через воронку Бюхнера. Ф ильтрат помещ ают в холодильник на 
10-12 часов для формирования кристаллов (+4°С).

Выпавш ие кристаллы отделяют от маточного раствора путем 
повторного ф ильтрования под вакуумом, промываю т небольшим ко ­
личеством охлажденного растворителя и сушат на воздухе. О ставш ий­
ся маточный раствор содержит еще большое количество основного



вещества. П оэтому его упариваю т приблизительно до половины, 
фильтруют под вакуумом и т.д., как делали в первый раз. Эти кристал­
лы значительно уступают по чистоте полученным в первый раз, поэто­
му их следует хранить отдельно.

1.5. ГЕЛЬ-ФИЛЬТРАЦИЯ

Для этого метода было предложено несколько названий, в том 
числе и такие, как гелъ-проникающая хроматография и молекулярно­
ситовая хроматография. Однако термин гель-фильтрация в настоящее 
время наиболее ш ироко распространен и общ епризнан. Вместе с тем 
следует отметить, что это название неудачно, так  как используемый 
материал не обязательно должен представлять собой истинный гель, а 
происходящ ий процесс не является на самом деле фильтрацией. О снов­
ные принципы метода просты. Гель состоит из откры той поперечно- 
сшитой трехмерной молекулярной сетки, сформированной в виде ш а­
риков (гранул) для удобства наполнения колонок [6].

П оры  внутри гранул имеют такие размеры , что некоторы е из 
них недоступны для крупных молекул, тогда как более мелкие молеку­
лы могут проникать во все поры. Недоступность пор обусловлена тем, 
что они или слишком узки для молекул, или если даж е достаточно ш и­
роки, то не имею т каналов, выходящих на поверхность гранул.

В настоящее время принято считать оптимальными такие усло­
вия потока, при которы х все доступные поры заполнены молекулами 
проходящего по колонке белка. Таким образом , здесь действую т р ав ­
новесные, а не кинетические эффекты. М атериалы  различны х типов 
имеют какую-то определенную долю пор, доступных для м акром оле­
кул данного размера с вероятностью от 0 до 100%. В настоящ ее время 
не представляется возможным изготовить м атериал с порам и только 
одного размера, что позволило бы получить очень узкий диапазон 
фракционирования.

Неподвижная фаза при гель-фильтрации представлена жидко­
стью, находящейся внутри пористых, хорош о смачиваемых гранул, 
заполняю щ их хроматографическую колонку. Если на такую  колонку 
подается растворенная в элюенте смесь молекул различны х размеров, 
то крупные молекулы, неспособные проникнуть внутрь гранул, будут 
двигаться вдоль колонки вместе с подвижной фазой. Для них коэффи­
циент распределения К=0. В то же время наиболее мелкие молекулы, 
размеры которы х заведомо меньше диаметра пор в гранулах, будут 
равномерно распределяться между подвижной и неподвиж ной фазами. 
Для них будет осуществляться хроматографический процесс с прису­
щим ему замедлением миграции хроматографической зоны. Значение 
К  при этом близко к единице. Для молекул промеж уточной величины
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благодаря статистическому распределению размеров пор окажется 
доступной только часть объема неподвижной фазы. Д ля них 0 < К  < 1, 
поэтому зона или зоны таких молекул будут м игрировать вдоль ко ­
лонки быстрее, чем мелкие молекулы, но медленнее, чем крупные. В 
результате произойдет фракционирование исходной смеси молекул на 
зоны в зависимости от их размеров. Зоны выходят из колонки в поряд­
ке убывания этих размеров.

Смесь молекул различных размеров в ходе гель-фильтрации 
разделяется на ряд дискретных групп, различаю щ ихся между собой по 
степени доступности для них объема внутри гранул. Соответствую щ ие 
хроматографические зоны мигрирую т с различными скоростями и вы ­
ходят из колонки в виде разделившихся “пиков” .

Д ля гель-фильтрации применяют различные материалы , напри­
мер сефадекс (поперечно-сш итый декстран), который используется уже 
более 20 лет. Он будет использоваться и дальш е, особенно при работе в 
промыш ленных масш табах, когда необходимо учитывать быстроту, 
стоимость и удобство выполнения операций. П оперечно-сш итые поли­
акриламидные гранулы (биогели) также находят ш ирокое применение 
и имеют сходные с сефадексом интервалы фракционирования. Для 
очень больш их молекул белков, вплоть до агрегатов, приближ ающ ихся 
по размерам  к вирусам, наиболее предпочтительны агарозны е гели. 
Основная проблем а, связанная с использованием сефадекса и полиак­
риламида, заклю чается в мягкости их гранул. Д аже очень слабое дав­
ление, в том числе осмотическое давление, возникаю щ ее в колонке во 
время хром атограф ического разделения, вызывает деф ормацию  гра­
нул, приводит к неравномерной упаковке материала и в конечном сче­
те служит причиной плохих характеристик потока. Всех этих недостат­
ков, в основном, лиш ены декстраны, содержащие дополнительны е по­
перечные сшивки, образованны е акриламидом. Э тот материал, назы ­
ваемый сефакрилом, дает более жесткие гранулы, с которы м и можно 
оперировать при повыш енном давлении и, следовательно, при более 
высокой скорости потока. Ультрагели представляю т собой агарозные 
гели с вкрапленными в них цепями акриламидного полимера, что при­
дает им больш ую  жесткость и меньшую пористость по сравнению  с 
чистой агарозой . Они пригодны для разделения больш инства белков. 
Список имеющихся в продаже и часто используемых м атериалов для 
гель-фильтрации приведен в таблице 1.
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Таблица 1

МАТЕРИАЛЫ ДЛЯ ГЕЛЬ-ФИЛЬТРАЦИИ

Ф ирма
и название геля

Код
геля Тип геля

И спользуемый ин­
тервал ф ракциони­
рования

Bio-Rad
Биогели

Р-60
Р-100
Р-150
Р-200
Р-300
А-0,5
А-1,5
А-5,0

П олиакрилам ид
»
»
»
»

А гароза
»
»

3000-60000 
5000-100000 

15000-150000 
30000-200000 
60000-400000 

1000-0,5. 10s 
2000-1,5. Ю« 
4000-5 .106

LKB

Ультрагели

АсА22

АсА34
АсА44
АсА54

А гароза/полиак­
риламид

»
»
»

60000-1 .10s

20000-400000
12000-1300000
6000-70000

Pharmacia
Сефадексы

G-50 
G-75 
С.-100 
G-150 
G-200

Декстрин
»
»
»
»

1500-30000
3000-70000
4000-150000
5000-300000
5000-600000

Pharmacia
Сефарозы

6В
4В
CL-6B

CL-4B

А гароза
»

П оперечно- 
сшитая агароза

»

10000-4. 10s 
6 0 0 0 0 -2 0 .10s 
10000-4. 10s

60000-20. 10s
Pharmacia
Сефакрилы

S-200

S-300
S-400
S-500

Д екстран/
бисакриламид

»
»
»

5000-300000 
10000-800000 
20000-2. 10s 

М ультиферментные 
комплексы с мол. 
массой больш е 106

Очень часто в гель-хроматографии используют сефадексы. П од 
этим торговы м названием выпускается восемь типов матриц на основе 
декстрана - от наиболее м елкопористого сефадекса G-10 до самого 
крупнопористого G-200. Чем крупнее поры , тем больш е воды связыва­
ется в гранулах при их набухании. Н омер в маркировке сефадекса ха­
рактеризует его пористость - он означает количество воды в милли­
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литрах, которое связывают 10 г сухого геля (“water regain”). По разме­
рам сферические гранулы сефадексов делятся в большинстве случаев на 
две категории: обычные (без дополнительны х обозначений) материалы 
(интервал диаметров 40-120 мкм) и мелкозернистые (10-40 мкм). П о­
следним присвоено обозначение “Superfine” , которое фигурирует в на­
звании типа сефадекса. Д ва наиболее распространенны х типа сефадек­
сов (G-25 и G-50), помимо категории “Superfine” , имеют еще три диапа­
зона размеров: “Fine” (20-80 мкм), “Medium” (50-150 мкм) и “Coarse” 
(100-300 мкм). Зато мелкопористые типы (G-10 и G-15) выпускаются 
только в виде гранул обычного размера (40-120 мкм). В аналитических 
вариантах колоночной гель-хроматографии обычно используют кате­
гории “Fine” и “Superfine” . “Medium” следует предпочесть для препара­
тивных опытов, в “Coarse” - для фракционирования в свободном объе­
ме. Для гель-фильтрации в тонком слое использую т только сефадексы 
категории “Superfine” .

1.5.1. П О Д Г О ТО В К А  М А Т Р И Ц Ы

Для гель-фильтрации при высоком давлении используются уже 
готовые фирменные колонки. Больш инство м атриц для гель- 
фильтрации при низком давлении поставляется в виде водных суспен­
зий. Их подготовка сводится к замене буфера и удалению консерви­
рующих добавок декантацией. Сефадексы и биогели серии Р постав­
ляются в сухом виде, так что им нужно дать  хорош о набухнуть в воде 
или буфере. Рассчитанное с учетом объема упакованной набухшей 
матрицы количество порош ка вы сы паю т тонкой струей в стакан с 
жидкостью (ее следует взять с запасом), перемеш ивая стеклянной па­
лочкой. Нельзя приливать жидкость к порошку - это может привести к 
образованию  комков. Перемешивать надо осторожно, чтобы не раз­
руш ать гранул. П ользоваться для этого магнитной мешалкой не следу­
ет. П ри комнатной температуре для полного набухания сефадексов G- 
10 - G-50 требуется 3 часа, G-75 рекомендуется оставить для набухания 
на сутки, а более крупные номера - на 3 суток. Эту процедуру можно 
существенно ускорить, если проводить ее на кипящей водяной бане: 
для названны х групп сефадексов она займ ет тогда соответственно 1, 3 
и 5 часов. Одновременно произойдет и деаэрация жидкости. Однако 
биогели серии Р долгое время держать в горячей воде не следует. За­
вершение процесса набухания геля до его внесения в колонку - необхо­
димое условие ее нормальной работы . В противном случае гель про­
долж ает набухать в колонке, гранулы деформирую тся и скорость тече­
ния элюента сильно падает.

Сухие гели истираются при транспортировке, поэтому от мел­
ких частиц надо освобождаться повторной декантацией (“отму- 
чиванием”). Одновременно гель переводят в нужный для элюции бу­
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фер. Если набухание геля проходило при комнатной температуре, то 
его суспензию после отмучивания необходимо деаэрировать, как 
обычно, в колбе Бунзена. Не следует ее при этом интенсивно переме­
шивать во избежание дальнейшего истирания. Элюирую щ ий буфер 
также деаэрируют.

Заполненную гелем колонку, хранившуюся на холоде, не следует 
перед использованием держать при комнатной температуре. Э то может 
привести к образованию  микропузырьков воздуха в материале колон­
ки за счет выхода ранее растворенного в жидкости газа. Если охлаж ­
денную колонку надо использовать при комнатной температуре, ее 
следует сразу же промыть деаэрированным при комнатной температу­
ре буфером.

1.5.2. О Б Щ И Е  М Е Т О Д И Ч Е С К И Е  В О П Р О С Ы

Важное значение имеют размеры колонки, в том числе ее общий 
объем, а также соотношение длины и диаметра. В идеальных условиях 
последний параметр не должен был бы играть существенной роли. 
Действительно, толстая и короткая колонка имеет то преимущество, 
что она позволяет достичь больших скоростей потока и уменьшить его 
турбулентность, что приводит к меньшему размыванию  пиков. С дру­
гой стороны, разрешение у такой колонки может быть ниже, посколь­
ку число гранул, а следовательно, и число элементарных актов гель- 
фильтрации, совершающихся по мере того, как белки входят в части­
цы геля и выходят из них, в расчете на каждую молекулу, будет мень­
ше. Н о главный недостаток короткой и толстой колонки заклю чается в 
том, что в ней трудно добиться равномерного нанесения образца и 
равномерного потока буфера.

В длинной и тонкой колонке белковые зоны менее подвержены 
искажениям в горизонтальной плоскости. Во всяком случае такие ис­
кажения здесь не столь важны, так как образец занимает больш ее рас­
стояние по высоте колонки. В повседневной практике гель- 
хроматографию  проводят в колонках, длина которых в 20-40 раз пре­
вышает их диаметр. Неравномерное нанесение образца, искажение 
хроматографического слоя и другие причины, приводящ ие к неравно­
мерности потока, в таких колонках оказываю тся менее существенны­
ми, чем в коротких и толстых колонках того же объема.

1.5.5. Н А БИ В К А  К О Л О Н К И

Колонку закрепляю т в вертикальном положении. Заполняю т 
“мертвое пространство” и нижнюю часть колонки элю антом. Выре­
занный из фильтровальной бумаги фильтр, соответствующий по диа­
метру внутреннему диаметру колонки, опускают на перфорированный 
стеклянный диск, впаенный в колонку. О ткры ваю т кран снизу колон­
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ки для движения элю анта. К олонку необходимо заполнять по возмож ­
ности в один прием, чтобы предотвратить разделение гранул по разм е­
рам в процессе оседания. С  этой целью используют суспензию, объем 
которой не более чем в два раза превыш ает объем осевшего материала. 
Заполнение колонки следует производить как можно быстрее без ис­
пользования давления. Х орош ий способ создать более высокую ско­
рость потока - это присоединить снизу к колонке длинную, но не 
слишком узкую трубку, с тем, чтобы увеличить общую высоту столба 
жидкости. Тогда падение давления в самой колонке окажется выше.

Во время заполнения колонки надо проверить, нет ли односто­
роннего ее нагревания близко расположенным источником тепла, 
солнцем или же охлаждения сквозняком. Тотчас после наполнения 
колонки к ней присоединяю т резервуар с соответствующим буфером и 
для стабилизации колонки пропускаю т один-два объема жидкости.

Для проверки качества набивки колонки соответствующ ими 
матрицами, через колонку пропускаю т раствор окраш енного и заведо­
мо высокомолекулярного вещества. Часто для этой цели используют 
голубой декстран (“Blue Dextran 2000”) фирмы “Pharmacia” (можно так ­
же использовать тушь). Его молекулярная масса (около 2 .106) превы ­
шает предел исключения для больш инства матриц 0,2%-й раствор го­
лубого декстрана, объем которого  составляет 1-2% от объема колонки, 
вносят в рабочем буфере и элю ирую т с выбранной для опы та скоро­
стью, наблю дая форму хроматографической зоны на всем пути ее сле­
дования по колонке. И скривление, перекос или негладкие границы ок­
рашенной зоны указы ваю т на несовершенство набивки колонки. В 
очень тонких колонках искривление - почти неизбежное следствие 
торможения течения жидкости у стенок. Перекос зоны мож ет быть 
обусловлен односторонним нагревом или охлаждением колонки во 
время заполнения, а такж е не строго вертикальным ее расположением. 
Неровные границы указы ваю т на наличие крупных неоднородностей в 
набивке колонки, скорее всего - загрязнений и пузырьков газа. Эти не­
однородности и каналы  нередко можно наблю дать на просвет, осве­
щая колонку сзади лампой.

Следует пользоваться свежеприготовленным раствором  голубо­
го декстрана. П ри хранении молекулы голубого красителя постепенно 
отщепляются от декстрана и могут сорбироваться на материале мат­
рицы. Одновременно с оценкой качества набивки пропускание через 
колонку голубого декстрана позволяет определить свободный объем 
колонки.

1.5.4. Н А Н Е С Е Н И Е  О Б РАЗЦ А Н А К О Л О Н К У

Тщ ательность выполнения этой операции при гель-фильтрации 
играет особо важную роль. Исходный препарат в больш инстве случаев
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вносят на хроматографическую  колонку растворенным в том же буфе­
ре, каким уравновеш ена сама колонка.

В открытую колонку препарат вносят вручную из пипетки. Н а­
чинаю т с того, что спускаю т жидкость из колонки так, чтобы откры л­
ся (но не начал обсыхать!) слой сорбента. Затем сливную трубку заж и­
мают. Раствор препарата осторожно, чтобы не взмутить сорбент, за ­
ливаю т по стенке колонки, начиная от расстояния в 1 мм над поверх­
ностью сорбента и постепенно вместе с уровнем раствора препарата 
продвигая кончик пипетки вверх по стенке. После того как весь объем 
препарата внесен в колонку, сливную трубку освобож даю т от зажима 
и даю т слою препарата войти в сорбент до того момента, когда его 
поверхность снова обнажится. Так же, как описано, вносят объем элю- 
ента, равный объему препарата, а затем спускают его в сорбент. Такую 
промывку стенок колонки целесообразно повторить еще раз. После 
этого заливаю т (так же) некий объем элгоента (на высоту 1-2 см) и 
вставляю т верхнюю пробку с капельницей.

Гравитационная неустойчивость, возникаю щая в ходе нанесения 
образца, особенно велика, когда используются очень плотные раство­
ры, такие как растворенны е осадки, полученные при ф ракционирова­
нии сульфатом аммония. Это особенно трудная проблема в случае 
применения мягких гелей типа сефадекса G-200.

Ниже суммированы практические рекомендации. Размеры ко ­
лонки должны в 30-100 раз превыш ать объем образца. И сходная кон­
центрация белка в идеале долж на составлять 10-20 мг.мл*1, самое боль­
шее - 30 мг.мл'1. Таким образом, 100 мг белка следует растворить в 
объеме не меньшем, чем 3,5 мл, лучше 5-6 мл, и использовать колонку 
объемом 200-250 см3. Д лина колонки должна в 20-40 раз превыш ать ее 
диаметр, т.е. для указанного количества белка подходящ ими будут ко­
лонки диаметром 2,5 и длиной 50 см или соответственно 1,8 и 100 см.

1.5.5. Р Е Г Е Н Е Р А Ц И Я  К О Л О Н К И

В ходе длительной эксплуатации, даже при условии выполнения 
этих мер предосторож ности, верхний слой столба матрицы в колонке 
может постепенно загрязниться. Его можно удалить так: взмутить
верхние 1-2 см столба матрицы и отсосать суспензию. Затем следует 
дополнить колонку буфером или жидкой суспензией геля, взмутить еще 
небольшой слой матрицы  и уравновесить колонку прокачкой буфера, 
как при первоначальном заполнении. Если загрязнена значительная 
часть матрицы, колонку лучше набить заново.

Обычно осуществление регенерации не требует других мер, 
кроме промывки буфером (2-3 объема колонки). Если есть опасение, 
что некоторое количество материала сорбировалось на матрице и не 
отмывается буфером, то через колонку можно пропустить порцию 1М

19



раствора  NaCl, 8м мочевины, детергента или, наконец, 0,5н. NaOH для 
тех матриц, которые, как сефадексы или биогели Р, не боятся такой 
обработки. Об удалении загрязнения верхнего слоя колонки было ска­
зано выше. П ри тщательном уходе колонки для гель-фильтрации могут 
служить в течение нескольких месяцев, даже года. Разумеется, в про­
межутках между опытами колонку следует уравновесить буфером с 
растворенны м в нем консервантом, например 0,02%-м раствором  азида 
натрия. К олонки сефадекса можно сохранять в 2М  растворе NaCl. Для 
этого его надо обильно промыть на фильтре сначала водой, потом 
50%-м и 96%-м этанолом и высушить. Каждую промывку надо п рово­
дить в течение достаточно длительного времени, каж дый раз давая 
постоять, чтобы растворители проникли вглубь глобул матриц. П р о ­
мытую таким  образом матрицу сушат при температуре 60° в терм оста­
те.

1.5.6. В Ы Б О Р  М А  Т Р И Ц Ы

В зависимости от конкретных задач, стоящих перед исследова­
телем, и свойств разделяемых молекул белков, в первую очередь от их 
масс, выбираю тся матрицы определенного типа. Д ля обессоливания 
раствора макромолекул естественно использовать жесткие, достаточно 
мелкопористые матрицы с крупными гранулами (последнее - для уве­
личения скорости течения), например сефадекс G-25 или биогель Р-6. 
Д ля обессоливания более мелких молекул можно воспользоваться се- 
фадексами G-10 и G-15 или биогелями Р-2 и Р-4. Н азванны е матрицы 
удобны и для смены буфера, в котором  первоначально находится пре­
парат, на тот, которы м уравновеш ена колонка и производится элюция, 
или для освобож дения биополимеров от радиоактивны х низком олеку­
лярных предшественников. Близка к описанным и задача рассорти ров­
ки смеси на две группы веществ - высокомолекулярных и низкомолеку­
лярных (например, отделение белков от пептидов или нуклеиновых 
кислот от белков). В данном случае следует вы брать матрицу с преде­
лом исключения, лежащим между теми значениями молекулярной мас­
сы, которы е в данной задаче следует считать высокими и низкими.

Д ля аналитического ф ракционирования следует использовать 
гранулы наименьших возможных размеров (категорий “Fine” и 
“Superfine”) для сефадексов, 200-400 М ЕШ  для биогелей серии Р. Для 
препаративного фракционирования можно вы брать рредние и грубые 
сефадексы. Зная молекулярную массу выделяемого белка, можно вы ­
брать нужную матрицу, руководствуясь рекомендациями фирмы. Если 
молекулярный вес не известен, нужно посмотреть, как будет вести себя 
исследуемый белок на различных сефадексах.
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1.5.7. ВЫ БОР ЭЛЮ ЕНГА

Выбор это ен та  определяется, в первую очередь, условиями 
растворимости и сохранности м атериала препарата. Эти соображ ения 
могут диктовать pH  и ионную силу буфера, наличие в нем мочевины и 
детергентов. Однако надо иметь ввиду и возможное воздействие вы бо­
ра элюента на ход самого хроматографического процесса. Во-первых, 
такое воздействие может проявляться в изменениях конформ ации или 
плотности упаковки макромолекул, диссоциации белков на субъеди­
ницы, диссоциации коф акторов от ферментов и др. В о-вторых, следует 
проверить устойчивость м атериала матрицы  к вы бранному значению 
pH  и диссоциирующим добавкам . Н аконец, не следует упускать из ви­
ду возможности влияния элю ента на взаимодействие разделяемых ве­
ществ с материалом матрицы, т.е. принимать меры для защ иты  от 
сорбции (а иногда - для усиления). Если впоследствии предполагается 
лиофилизировать препарат, то имеет смысл воспользоваться легко ле­
тучим буфером, например ацетатом или бикарбонатом  аммония.

1.6. ЭЛЕКТРОФОРЕЗ БЕЛКОВ

Электрофорез занимает по-прежнему одно из центральных мест 
среди методов исследования белков. М етод позволяет разделять м ак­
ромолекулы, различающ иеся по таким важнейшим парам етрам , как 
размеры (или молекулярная масса), пространственная конфигурация, 
вторичная структура и электрический заряд, причем эти параметры 
могут выступать как порознь, так и в совокупности.

Физический принцип метода заклю чается в следующем. Н ахо­
дящиеся в буферном растворе макромолекулы обладаю т некоторым 
суммарным электрическим зарядом , величина и знак которого  зависят 
от pH среды. Если через этот раствор, заклю ченный в стеклянную 
трубку или между стеклянными пластинами, начать пропускать элек­
трический ток, то сформируется электрическое поле. Его напряж ен­
ность измеряется разностью потенциалов по краям рабочего слоя, от­
несенной к его длине (В/см). П од действием поля макромолекулы в 
соответствии со своим суммарным зарядом мигрирую т в направлении 
катода или анода, причем их трение об окружаю щ ую среду ограничи­
вает скорость миграции. В зависимости от величины заряда и размеров 
молекулы приобретают разные скорости, и в этом  - сущность прогресса 
электрофореза. Постепенно исходный препарат, состоявш ий из раз­
личных молекул, разделяется на зоны одинаковых молекул, мигри­
рующих с одной и той же скоростью.

В настоящее время почти исклю чительно используются полиак­
риламидные гели (ПААГ) и гели агарозы . Варьируя концентрацию  по­
лимера, можно получать гели с очень широким диапазоном  размеров 
пор. Кроме того, можно изменять электрические заряды  макромолекул
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путем вариации pH  буфера, а их конфигурацию путем введения в бу­
фер денатурирую щ их агентов или детергентов. Все это придает методу 
электрофореза исклю чительную гибкость.

В ходе электроф ореза зоны  растворенных макромолекул оста­
ются невидимыми. Д ля наблю дения за процессом в исходный препарат 
добавляю т краситель, молекулы которого несут электрический заряд 
того же знака, что и фракционируемы е макромолекулы, но не взаим о­
действуют с ним. К раситель тож е передвигается в электрическом поле, 
но уже в виде окраш енной зоны. Его подбираю т таким образом , чтобы 
скорость миграции наиболее подвижных макромолекул была несколь­
ко ниже, чем у молекул красителя. К огда окраш енная зона доходит до 
конца поля П А А Г, электрофорез прекращ аю т.

1.6.1. Р А З Д Е Л Е Н И Е  Б Е Л К О В  П О  Р А ЗМ Е Р У  И  ЗА Р Я Д У

В этом случае в электродны х резервуарах и для полимеризации 
ПА А Г используют один и то т  же буфер, поэтому такую систему иногда 
называю т непрерывной, или простой. Строго говоря, непрерывность 
нарушается тем, что буфер, в котором  вносят белковый препарат, с 
целью концентрирования исходной зоны разбавляю т в 5-10 раз водой.

П одбор оптимальны х условий электрофореза сводится к выбору 
следующих параметров: пористости геля и степени его сшивки; приро­
ды, концентрации и pH  буфера; диссоциирующих добавок (если это 
необходимо); м аксимально допустимой мощности, напряжения и силы 
тока, а также продолж ительности разделения; объема и концентрации 
исходного препарата; процедуры предварительной обработки  препа­
рата.

1.6.2. Р А З Д Е Л Е Н И Е  БЕЛ К О В П О  Р А З М Е Р У  
С  И С П О Л Ь З О В А Н И Е М  Д О Д Е Ц И Л С У Л Ь Ф А  ТА Н А Т Р И Я

Э лектрофорез белков в простой системе удобно использовать 
для их разделения, но не для характеристики. Электрофоретическая 
подвижность каж дого белка в простой системе зависит одновременно и 
от его суммарного заряда, и от молекулярной массы, и от конф игура­
ции, и, наконец, от жесткости упаковки полипептидной цепи. Вклад 
каж дого из этих ф акторов неизвестен и может существенно изменяться 
в зависимости от условий электрофореза. Для установления строгой 
количественной корреляции между каким-либо одним из перечислен­
ных параметров и электрофоретической подвижностью белка надо ис­
ключить влияние всех остальных.

Э лектрофорез в П А А Г с использованием Д Д С -Na (доде- 
цилсульфат натрия) позволяет фракционировать белки в зависимости 
от значений только  одного парам етра - их молекулярной массы. Для 
этого белки в исходном растворе препарата обрабаты ваю т не менее
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чем трехкратным избытком Д Д С -Na. За счет гидроф обны х взаимодей­
ствий детергент примерно одинаково связывается с подавляю щ им 
больш инством белков в соотношении 1,4 мг Д Д С -Na на 1 м г белка. О г­
ромный избыток полностью  диссоциированных остатков сульфокис­
лоты, привносимых с детергентом, в больш инстве случаев делает не­
существенной роль собственного заряда белка. П остоянство соотно­
шения детергент/белок делает практически одинаковы м  отнош ение 
отрицательного заряда к массе для лю бого белка, даж е для гистонов с 
их заметным собственным положительным зарядом.

По окончании электрофореза, измерив пути миграции красителя 
и каж дого из м аркеров (белков), можно рассчитать значения электро­
форетической подвиж ности и, зная молекулярные массы маркеров, 
построить экспериментальную зависимость lg М (молекулярной массы) 
от электрофоретической подвижности для данного опыта. Если порис­
тость геля вы брана удачно, такая зависимость получается линейной. 
Определив электрофоретическую подвижность для исследуемого бел­
ка, из графика можно найти для него величину lg М  и подсчитать мо­
лекулярную массу.
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2. Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н А Я  Ч АСТЬ

2.1. ВЫДЕЛЕНИЕ КАЗЕИНОГЕНА ИЗ МОЛОКА

Казеиноген обладает свойствами кислоты и в молоке находится 
в виде анионов, растворенных в воде (кальцинат казеиногена). Недис- 
социированны е молекулы казеиногена малорастворимы  в воде. Изо- 
электрическая точка казеиногена находится при pH 4,7 молоко сверты­
вается в результате выпадения в осадок казеиногена. Не следует до­
бавлять в молоко избыток кислоты, т.к. молекулы казеиногена переза­
ряж аю тся и вновь переходят в раствор, что мешает осаждению [3].

О борудование и реактивы. М олоко. Уксусная кислота, концен­
трированная. Конические колбы на 50 или 100 мл. Воронки. П робир­
ки. Стеклянные палочки. М ерный цилиндр на 50 или 100 мл. Ф ильтры.

Ход работы . К 20 мл молока приливаю т равный объем дистил­
лированной воды. Д обавляю т 10-12 капель концентрированной уксус­
ной кислоты. Осторожно перемешивают. Выпадает осадок казеиноге­
на. Выпавш ий осадок казеиногена отфильтровы ваю т и промы ваю т на 
фильтре дистиллированной водой два раза.

2.2. ВЫДЕЛЕНИЕ МУЦИНА ИЗ СЛЮНЫ

М уцин представляет собой гликопротеид. Простетическая груп­
па муцина представлена нейтральным мукополисахаридом [3].

Оборудование и реактивы. Слюна. Уксусная кислота, концен­
трированная. Конические колбы на 50 мл. Воронки. П робирки. Стек­
лянные палочки. Мерный цилиндр на 50 мл. Пипетки. Ф ильтры.

Х од работы . В колбу собираю т 10 мл слюны и небольшими 
порциями приливаю т концентрированную  уксусную кислоту (1,5-2,0 
мл). Выпадает осадок муцина. О сторожно сливают жидкость из колбы, 
а сгусток переносят на фильтровальную  бумагу.

2.3. ВЫДЕЛЕНИЕ МИОЗИНА ИЗ МЫШЦ

Выделение миозина должно проводится как можно быстрее при 
температуре не выше 4°С в предварительно охлажденной посуде и с 
растворам и, приготовленными на деионизированной или бидистилли- 
рованной воде. Необходимо вводить во все растворы  ЭДТА и жела­
тельно протекторы  тиоловых групп (2-меркаптоэтанол, цистеин) в 
концентрации 1-10 мМ [1].

Отделение миозина от примесей основывается главным образом 
на способности миозина осаждаться из растворов КС1 (/=0,3-0,6) при 
понижении его концентрации ниже физиологической (7=0,03-0,10). Так, 
одним-двумя переосаждениями миозина можно практически полно-
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стыо освободить его препараты от саркоплазматических белков и бел­
ков крови.

П редлагаемая пропись выделения миозина является модифици­
рованным методом Перри [1]. Срезанные мышцы кролика (можно ис­
пользовать скелетные мышцы других животных) сразу помещ аю т в 
молотый лед. Охлажденные и очищенные от ж ировой и соединитель­
ной ткани, мышцы пропускаю т 2 раза через предварительно охлаж ­
денную мясорубку с диаметром отверстий не более 2 мм (для предот­
вращения контакта мышцы с металлом мясорубку рекомендуется п о­
крыть слоем селикона). Чем больше степень измельчения ткани , тем 
выше выход миозина. М ышечный фарш взвеш иваю т и заливаю т 3- 
кратным объемом раствора 0,3 М КС1, 0,1 М К Н 2РО 4 , 0,05 М К 2Н Р О 4, 
10 мМ Na4P20 7, 0,001 М MgCl2, pH 6,5. Экстракцию  проводят 15-20 мин с 
перемешиванием стеклянной палочкой и заканчиваю т центрифугиро­
ванием при 1000-5000 g в течение 10-15 мин.

Надосадочную  жидкость быстро фильтрую т через промытую 
экстрагирующим раствором бумажную мязгу или вату. М иозин осаж ­
даю т, вливая ф ильтрат в 14 объемов 5 мМ  ЭДТА , pH  6,6-6,8 и осто­
рожно перемеш ивают получаемую смесь. Суспензию оставляю т на хо­
лоде. Через 2-3 часа надосадочную жидкость декантирую т и остав­
шуюся густую суспензию центрифугируют. П родолж ительность (1-30 
мин) и скорость (1000-5000 g) центрифугирования должны быть доста­
точны для того, чтобы в надосадочной жидкости не было видно хлопь­
ев, однако не следует сильно уплотнять осадок, так как это затруднит 
его последующее растворение. Обычно этим требованиям  удовлетво­
ряет центрифугирование при 2000 g в течение 20 мин. О садок переносят 
в мерный цилиндр, охлажденный льдом, и растворяю т добавлением 3 
М КС1, 5 мМ ЭДТА , pH  7,0 до конечной концентрации 0,5 М КС1. В 
результате получаю т раствор неочищ енного миозина.

К этому раствору приливаю т 5 мМ ЭДТА , pH 6,8, понижая кон­
центрацию КС1 до 0,3 М. Актомиозин осаждаю т центрифугированием 
при 20000 g в течение двух часов. К надосадочной жидкости, содержа­
щей миозин, приливаю т 5 мМ ЭДТА, pH  6,8, понижая концентрацию  
КС1 до 0,04 М. Сбор и растворение осадка миозина, осаждение акто- 
миозина, а затем миозина снова повторяют. Раствор миозина в 0,5 М 
КС1, 5 мМ ЭД ТА , pH  7,0 осветляют центрифугированием при 20000 g 
в течение двух часов.

Выделяя миозин (по описанному выше методу) из скелетных 
мышц рыб, следует актомиозин осаждать центрифугированием в 0,23- 
0,28 М КС1. Кроме того, перед экстракцией миозина рекомендуется 
промыть мышцу раствором с низкой ионной силой (0,05), содержащим 
ЭДТА.



2.4. ВЫДЕЛЕНИЕ ФИТОГЕМЛГГЛЮТИНИНА ИЗ СЕМЯН ФАСОЛИ

Ф итогемагппотинин представляет собой биологически актив­
ный белок растительного происхождения. Он вызывает агглю тинацию  
эритроцитов человека и животных, а также бласттрансформацию  и 
митозы периферических лимфоцитов.

П роцедура выделения вклю чает экстракцию кислотой, фрак­
ционирование сульфатом аммония, диализ и фракционирование аце­
то н о м ^].

Реактивы: концентрированная соляная кислота; 0,1 М  раствор 
НС1; 0,15 М раствор NaCl; насыщенный раствор сульфата аммония (pH 
1,0) (1 л раствора содержит 508 г сульфата аммония и 85 мл концен­
трированной соляной кислоты; ацетон; 1 М  раствор NaOH.

2.4.1. Э К С Т Р А К Ц И Я  И  Ф Р А К Ц И О Н И Р О В А Н И Е  Б Е Л К О В  
С У  Л Ь  ФА Т О М  А М М О Н И Я

Семена фасоли измельчают на ш аровой мельнице или электри­
ческой кофемолке. Полученную муку (200 г) экстрагирую т 1 л 0,1 М 
раствора НС1. Экстракцию проводят при постоянном перемеш ивании в 
течение 24 часов при 4°С. Добавлением концентрированной соляной 
кислоты поддерж иваю т pH  экстракта, равным 1,0. И зм еряю т объем 
экстракта (около 1200 мл) и прибавляю т к нему при постоянном пере­
мешивании равный объем насыщенного раствора сульфата аммония 
(pH 1,0). Суспензию оставляю т на 24 часа при 4°С. Грубые хлопья за 
это время оседаю т на дно, надосадочную суспензию собираю т сифони- 
рованием и центрифугируют при 54000g в течение 60 минут при 4°С. 
Осадок отбрасы ваю т, прозрачную надосадочную жидкость собирают, 
измеряют ее объем (около 1400 мл) и смешивают с равны м объемом 
насыщ енного раствора сульфата аммония (pH 1,0). Полученную сус­
пензию выдерж иваю т в течение 24-48 часов при -10°С и затем центри­
фугируют при 35000g в течение 30 минут при -5°С. Н адосадочную  жид­
кость отбрасы ваю т, осадок суспендируют в двойном объеме дистилли­
рованной воды.

Полученную суспензию диализуют против дистиллированной 
воды при 4°С до тех пор, пока в диализате не установится pH  3,9. Для 
ускорения диализа его проводят против проточной дистиллированной 
воды. К концу диализа объем суспензии возрастает на 60-70%. Суспен­
зию центрифугируют при 40000g в течение 40 минут при 4°С.
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2.4.2. Ф Р А К Ц И О Н И Р О В А Н И Е  БЕ Л К О В  А Ц Е Т О Н О М

В очищенном центрифугированием диализате определяют кон­
центрацию белка по поглощению раствора при 280 нм, принимая, что 
у суммарного белка диализата £ 280= 10,0. Обычно концентрация белка 
составляет 30-32 мг/мл. Перед тем как приступить к ф ракционирова­
нию ацетоном, диализат разбавляю т с помощ ью 0,15 М раствора NaCl 
до концентрации белка 5 мг/мл, после чего добавлением 1М раствора 
NaOH доводят pH  до 5,8.

К полученному разведенному диализату по каплям при посто­
янном перемешивании при 4°С добавляю т охлажденный до 4°С ацетон 
из расчета 1,4 мл ацетона на 5 мл разведенного диализата. О бразовав­
шуюся в результате добавления ацетона суспензию разливаю т в цен­
трифужные пробирки, плотно закры ваю т крыш ками и спустя 2 часа 
центрифугируют при 20000g в течение 20 мин. К прозрачной надоса­
дочной жидкости прибавляю т охлажденный до 4°С ацетон из расчета
1,8 мл ацетона на 5 мл исходного разведенного диализата и через 30 
мин полученную суспензию центрифугирую т при 20000g в течение 20 
мин при 4°С. Осадок растворяю т в 0,15М растворе NaCl, затем диали- 
зуют против дистиллированной воды и высушивают (желательно лио- 
филизацией). Выход составляет 300-400 мг фитогемагглю тинина из 
100 г фасоли. М ожно оставить выделенный белок в растворенном со­
стоянии, но в таком  виде он сравнительно быстро инактивируется. Фи- 
тогемагглютинин не растворяется в воде, однако хорош о растворим в 
солевых растворах с ионной силой 0,1.

2.5. ВЫДЕЛЕНИЕ ВОДОРАСТВОРИМЫХ БЕЛКОВ

2.5 . / . В Ы Д Е Л Е Н И Е  ВО ДО РА С Т В О Р И М Ы Х  БЕЛ К О В  
И З Ж И В О Т Н Ы Х  Т К А Н Е Й

Все многообразие белков, встречающихся в животных тканях, 
можно разделить на водорастворимые (экстрагируемые водой, раство­
рами солей, буферными растворами, разбавленными кислотами и ще­
лочами) и мембранные (солюбилизируемые детергентами).

Оборудование и реактивы. Печень крысы или мышей. Лед. Го­
могенизатор. Ч аш ка Петри. Весы. Центрифуга. П робирки. Колбы на 
100-200 мл. Стеклянные стаканчики. Ф ильтровальная бумага.

Ход работы. 2-3 г печени помещ ают в чашку П етри, стоящую на 
льду, и отмываю т от крови в дистиллированной воде. Кроме того, 
ткань освобож даю т от оболочек, соединительной ткани, жира. После 
обработки ткань подсушивают с помощ ью фильтровальной бумаги и 
взвешивают.
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П ервоначально ткань измельчаю т ножницами, а затем гомоге­
низируют с 15-20-кратным объемом (по отнош ению к весу ткани) ох­
лажденной дистиллированной воды (+4°С) в гомогенизаторе с тефло­
новым или стеклянным пестиком. Гомогенизацию проводят до образо­
вания гомогенной суспензии.

Гомогенат центрифугирую т в течение 60 мин на центрифуге РС- 
6 при 18000 об/мин (такой режим центрифугирования предлагается с 
целью максимального осаждения внутриклеточных органелл и мем­
бранных фрагментов). Н адосадочную  жидкость (супернатант) осто­
рожно сливают в стеклянную колбу и хранят на холоду. Осадок сус­
пендируют в 10-кратном объеме (по отнош ению к весу взятой ткани) 
дистиллированной воды и замораж иваю т. После размораж ивания 
суспензию дополнительно растираю т в гомогенизаторе со стеклянным 
пестиком и центрифугирую т при тех же режимах. П одобную  процеду­
ру можно повторить еще раз. Таким образом  возможно максимально 
экстрагировать водорастворимы е белки. Все супернатанты объединя­
ют и в полученном экстракте определяю т количество содержащегося 
там белка, проводят ф ракционирование смеси белков с помощ ью гель- 
хроматографии, разделение белковой смеси электрофорезом в ПААГ, 
определение наличия SH-групп и S-S-связей в белках.

2.5.2. В Ы Д Е Л Е Н И Е  В О Д О Р А С Т В О Р И М Ы Х  БЕЛ К О В  
И З Р А С Т И Т Е Л Ь Н Ы Х  Т К А Н Е Й

Описанным ниже методом можно выделять водорастворимые 
белки из любых тканей растений. Определенную навеску тканей тщ а­
тельно растираю т в фарфоровой ступке с добавлением 10 мл 0,01 М 
раствора трис-глицинового буфера (pH 8,3). Буфер готовится непо­
средственно перед работой.

Полученный таким образом гом огенат помещ ают в холодиль­
ник на 40 мин для экстракции белков. После экстракции гомогенат 
центрифугируют при 75000 g • мин. Осадок отбрасываю т, а в суперна­
танте определяют содержание водорастворимы х белков.

2.6. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА

Существует достаточно больш ое количество разнообразны х ме­
тодов определения содержания белков в растворе. Н екоторые из этих 
методов в настоящее время применяются достаточно редко 
(определение азота по Кьельдалзо, рефрактометрия). К наиболее ш и­
роко применяемым методам относятся: 1) биуретовая реакция с ис­
пользованием щ елочного раствора соли меди; 2) метод Л оури с приме­
нением реактива Л оури-Ф олина-Чокальтео; 3) измерение оптической 
плотности в ультрафиолетовой области спектра при 280 нм (полоса
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поглощения ароматических групп) или при 205-220 нм (полоса погло­
щения пептидных групп); 4) связывание красителей.

Каждый из этих методов имеет свои достоинства и недостатки, 
но важно отметить, что ни один метод, за исключением взвешивания 
сухого белка, не дает однозначных и точных результатов в пределах 
нескольких процентов, если только он не калиброван по белковому 
раствору того же состава. Практически это означает, что истинно то ч ­
ное измерение можно провести лишь для чистых белков, после того как 
метод будет стандартизован. Для этого определяют сухой вес этих чис­
тых белков и строят соответствующую калибровочную кривую. О дна­
ко если белок содержит небелковые простетические группы (углеводы, 
нуклеиновые кислоты), то определение сухого веса дает значение для 
всей молекулы, а не для ее белковой составляющей.

2.6.1. О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  БЕЛКА М И К Р О Б И У Р Е Т О В Ы М  М Е Т О Д О М

В основе метода лежит образование фиолетового комплексно­
го соединения Си2+ и пептида при обработке белка щелочным рас­
твором C uS04. Для развития окраски необходимо наличие, по край ­
ней мере, двух пептидных связей. Чувствительность метода 0,1-2 мг 
белка в пробе [9].

Реактивы : стандартный раствор альбумина 2 мг/мл; раствор 
NaOH, 6%-й; реактив Бенедикта: 17,3 г цитрата натрия и 10 г карбо­
ната натрия растворяю т в 50 мл воды при подогревании (не доводя 
до кипения). Затем к раствору при перемешивании добавляю т 1,73 г 
сульфата меди, предварительно растворенного в 10 мл воды. Смесь 
доводят до 100 мл.

Ход работы. Исследуемый раствор белка, содержащий 0,1-2 
мг белка, доводят водой до объема 2 мл. Затем добавляю т 2 мл 6%-го 
раствора едкого натра и 0,2 мл реактива Бенедикта. Через 15 мин. 
измеряют экстинкцию при длине волны 330 нм на спектрофотометре 
или фотоэлектроколориметре. В качестве контроля используют рас­
твор, содержащий 2 мл воды, 2 мл раствора щелочи и 0,2 мл реак­
тива Бенедикта.

Для построения калибровочной кривой используют, как пра­
вило, стандартный раствор альбумина. Для каждой концентрации 
белка готовят не менее трех повторов. В таблице 2 приведен порядок 
заполнения проб и количество белка в каждой пробе.
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Таблица 2

Заполнение проб при построении калибровочной кривой 
микробиуретовым методом

Количество 
белка в про­
бе, мг

С тандартны й 
раствор бел­
ка, мл

Вода,
мл

6%-ый рас­
твор NaOH, 
мл

Реактив Бе­
недикта, мл

0,1 0,1 1,9 2 0,2
0,4 0,4 1,6 2 0,2
0,7 0,7 1,3 2 0,2
1.0 1,0 1.0 2 0.2
1.5 1.5 0.5 2 0.2
2.0 2.0 - 2 0.2

2.6.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА ПО МЕТОДУ ЛОУРИ

Н астоящ ий метод сочетает биуретовую реакцию  и реакцию  на 
тирозин и триптофан. Чувствительность метода 10-100 мкг белка в 
пробе.

Реактивы/ стандартный раствор альбумина, 0,25 мг/мл;
0.5%-й раствор карбоната натрия в 0,1М растворе едкого натра 
(реактив №1); 0,5%-й раствор сернокислой меди в 1%-м растворе 
цитрата натрия (реактив №2) (непосредственно перед употреблением 
1 мл реактива №2 смешивают с 50 мл реактива №1 - реактив №3); ре­
актив Ф олина-Чокальтео: 50 г вольфрамата натрия (двухводного) и
12,5 г молибдата натрия (двухводного) растворяю т в 350 мл воды. К 
полученной смеси добавляю т при перемешивании 25 мл 85%-го рас­
твора фосфорной кислоты и 50 мл концентрированной соляной ки ­
слоты. П олученный раствор кипятят в колбе на 1 л с обратны м  хо­
лодильником в течение 10 часов. Затем добавляю т 75 г сернокислого 
лития, 25 мл воды, 3 капли брома и кипятят без холодильника 
15 мин. для удаления избытка брома. Охлажденный раствор доводят 
водой до 500 мл и фильтруют. Полученный реактив титрую т 0,1 н 
раствором натриевой щелочи и разбавляю т водой до конечной кон­
центрации кислоты 1н.

Ход работы. Исследуемый раствор, содержащ ий 10-100 мкг 
белка, доводят водой до 0,4 мл, смешивают с 2 мл реактива №3 и 
спустя 10 мин. добавляю т 0,2 мл реактива Ф олина-Ч окальтео. Через 
40 мин. пробы колориметрирую т при длине волны 750 нм.

Для построения калибровочной кривой использую т стандарт­
ный раствор альбумина. П орядок заполнения проб приведен в таб ­
лице 3.
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Таблица 3
Заполнение проб для построения калибровочной кривой 

методом Лоури

Количество 
белка в 
пробе, мкг

Стандартный 
раствор бел­
ка, мл

Вода,
мл

Реактив 
№3, мл

Реактив
Фолина-
Чокальтео,
мл

10 0,04 0,36 2 0,2
20 0,08 0,32 2 0,2
40 0,16 0,24 2 0,2
60 0,24 0,16 2 0,2
80 0,32 0,08 2 0,2
100 0,40 - 2 0,2

Присутствие в пробе глицина, 0,1М  фосфатного буфера, хлори­
стого калия и Р-меркаптоэтанола затрудняет проведение анализа. При 
определении белка в экстрактах тритона Х-100 после добавления ре­
актива Ф олина-Ч окальтео образуется зеленоватый осадок, который 
следует удалять центрифугированием при 8000 об/мин 15 минут.

2.6.3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА С ПОМОЩЬЮ  АМИДО-ЧЕРНОГО

Н астоящ ий метод используют для определения водораство­
римых белков растительных тканей.

Реактивы : осаждающий реагент (37,65 г лимонной кислоты, 
1,136 г Na2H P 04 12Н20 , 0,6 г амидо-черного 10В растворяю т в биди- 
стиллированной воде и доводят объем до 1 л).

Ход р або ты . К 4 мл гомогената растительных тканей приливают 
0,5 мл осаждаю щ его реагента. Суспензию центрифугирую т при 
17500 g-мин. После центрифугирования определяю т оптическую плот­
ность супернатанта на КФК-3 при длине волны 615 нм. Содержание 
водорастворимых белков определяли с помощ ью калибровочной кри­
вой, построенной по человеческому сы вороточному альбумину. При 
построении калибровочной кривой для определения водорастворимых 
белков растительных тканей целесообразно сначала выделить пул этих 
белков (осаждением с помощью трихлоруксусной кислоты), высушить 
и только затем строить кривую по выделенным белкам.
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2.6.4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА ХЛОРОПЛАСТОВ 
ПО МЕТОДУ ЛОУРИ В МОДИФИКАЦИИ ХАРТИ

Особенностью данного метода является возможность определения 
содержания белка в суспензии хлоропластов без получения бесцветно­
го раствора белка с помощ ью щелочи.

Реактивы. Раствор А (2 г К,На-виннокислого и 100 г Na2C 0 3 раство­
ряют в 500 мл 1н раствора NaOH и доводят дистиллированной водой 
до 1000 мл); раствор В (2 г К,1Ма-виннокислого и 1 г C11SO4.5 H 2O рас­
творяю т в 90 мл дистиллированной воды и добавляю т 10 мл 1н раство­
ра NaOH); раствор С (концентрированный реактив Ф олина-Ч окальтео 
разводят водой до 0,15-0,18н. Э тот раствор готовят каждый раз непо­
средственно перед работой). Растворы А и В хранятся в полиэтилено­
вых емкостях в течение месяца при комнатной температуре.

Ход работы. К 1 мл белка (находящемуся в пробирке с притертой 
пробкой) или водной суспензии хлоропластов добавляю т 0,9 мл рас­
твора А. П робирки помещ аю т на 10 мин в водяную баню при +50°С, 
затем пробирки вынимаю т и охлаждаю т до комнатной температуры 
(21-25°С) и при встряхивании добавляю т 0,1 мл раствора В. После это­
го смесь выдерживают при комнатной температуре 10 мин. Затем к со­
держимому пробирок добавляю т 3 мл раствора С и смесь энергично 
кратковременно (1-2 сек) встряхивают. П робирки снова выдерж иваю т 
при +50°С в течение 10 мин и затем охлаждают до ком натной темпера­
туры. Контрольную пробу готовят таким же образом, но вместо рас­
твора белка используют 1 мл дистиллированной воды. Измерение оп­
тической плотности раствора проводят на СФ-26 при 650 нм. К онцен­
трацию белка определяют по калибровочному графику, построенному 
с использованием бычьего альбумина.

2.7. ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ ВОДОРАСТВОРИМЫХ БЕЛКОВ 
МЕТОДОМ ГЕЛЬ—ФИЛЬТРАЦИИ

Ж идкостная хроматография методом гель-фильтрации явля­
ется эффективным методом разделения и очистки белков. С корость 
движения белков в колонке определяется молекулярным весом, 
формой и химическим строением молекул. .Элюирование ком понен­
тов белковой смеси происходит в порядке уменьшения их молеку­
лярного веса.

Как уже отмечалось ранее, в качестве молекулярных сит при 
гель-хроматографии ш ироко используют сефадексы. Сефадексы - это 
сильно гидрофильные гели, состоящие из поперечносш итых полиса­
харидных цепочек декстрана. Сефадексы устойчивы к щ елочам и 
слабым кислотам, но неустойчивы к сильным кислотам и сильным 
окислителям .При длительном хранении геля в набухшем состоянии
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в сефадекс необходимо вводить антисептик - 0,02% азид натрия 
или 0,001% мертиолат.

М арки сефадекса различаю тся между собой по степени по­
ристости гранул геля, что определяет их свойства (таблица 1).

Объем столбика геля в колонке складывается из трех вели­
чин: объема между набухшими гранулами геля /Vh /, объема раство­
рителя внутри набухшего геля /Vb / и объема сухого сефадекса /Vc /, 
т.е.

V общ ий  = V h  + V b  +  V c .

Vобщий можно рассчитать, зная высоту столбика сефадекса в 
колонке и внутренний диаметр колонки. Vh и Vb рассчитываются 
по ф о рм улам :

V  . V  - а ( 1  +  М1 -h общий , ’а

Vb = а  М = (Уобшин - V,,) —  ,
1 + м

где а  - сухой вес, М - степень набухания сефадекса, d - плотность 
набухшего геля.

Объем элю ата, собранного с момента внесения образца на 
колонку, до момента выхода белка с колонки назы ваю т объемом 
выхода - Vd. Объем выхода не зависит от скорости элю ирования, 
концентрации вещества, температуры и прямо пропорционален л о ­
гарифму молекулярного веса. Это служит предпосылкой для опре­
деления молекулярного веса белков путем измерения объема выхо­
да.

Эффективность разделения белков определяется такж е разме­
рами колонки и скоростью элю ирования. Отношение диаметра ко ­
лонки к ее длине обычно составляет 1:10 , 1:20 . Объем наносимого 
образца не может быть больше 1 -2% объема геля, а концентрация 
белка не более 4% .

Внешний вид установки для гель-хроматографии приведен на 
рисунке 1.
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Рис. 1. Схема установки для гель-хроматографии: 1 - стеклянная 
колонка; 2 - стеклянный фильтр; 3- полиэтиленовые шланги; 4 - рези­
новая пробка; 5 - емкость с буферным раствором; 6 - эффективное гид­
ростатическое давление; 7 - кран

Реактивы : сефадекс Г -150 ( зернение 40 -120 мм ); 0.05М т р и с - 
НС1 буфер pH 8.0, содержащий 0,5 М NaCl.

Ход работы . 16 г сухого сефадекса помещ ают в химический 
стакан и заливаю т буфером на 72 часа. Мелкие частицы удаляют 
декантацией до просветления жидкости над осадком (3-4 раза).

В работе используют колонку с внутренним диаметром
1,5 см. Перед заполнением колонки на стеклянный фильтр помещ а­
ют кружок из фильтровальной бумаги и заполняю т буфером на 
1/3 длины. П ри этом следует обратить внимание на отсутствие пу­
зырей воздуха под стеклянным фильтром. Наличие пузырей воздуха 
препятствует эффективному разделению белков. Затем в трубку за­
ливаю т суспензию геля. К огда сформируется слой сефадекса вы со­
той в 3 - 4 см, кран (7) откры ваю т и по мере вытекания растворите­
ля в колонку добавляю т гель. Заполнение колонки прекращ аю т,
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когда высота сформировавш егося столбика геля достигает 45 см. 
На поверхности геля помещ аю т кружочек фильтровальной бумаги.

Перед нанесением образца слой буфера из колонки спуска­
ют почти полностью. Н а поверхность геля пипеткой наносят 3 мл 
экстракта белка. Кран откры ваю т и даю т возможность раствору 
белка полностью впитаться. Затем на поверхность геля наслаиваю т 
буферный раствор толщ иной несколько сантиметров и закры ваю т 
пробкой.

Эффективное гидростатическое давление составляет 15-20 см. 
Скорость элю ирования 10-15 мл / час. Ф ракции собираю т на авто­
матическом коллекторе объемом 2,5 -3 мл. Белок, содержащийся в 
вытекающей жидкости, определяют по методу Л оури или микро- 
биуретовым методом.

Для определения объема выхода Vd строят график зависи­
мости содержания белка в элюатах от объема элю ата (рисунок 2).

Рис. 2. Схема расчета объема выхода Vd на основании кривой 
элюирования

М олекулярный вес элюированных белков можно оценить по 
формуле:

lg MB = 6,040 - 0,803 (Vd/V„).

2.8. ОБЕССОЛИВ АННЕ БЕЛКА НА СЕФАДЕКСЕ G-25

Эффект “молекулярного сита” ш ироко используют для быст­
рого отделения веществ с низким молекулярным весом от вы соком о­
лекулярных соединений, молекулы которых не способны проникнуть 
в глобулы сефадекса [9].
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Для обессоливания используются обычно сефадексы с низки­
ми номерами и грубо измельченные. Больш инство исследуемых бел­
ков проходит через колонку, заполненную сефадексом (G-25, G-50), 
не проникая внутрь гранул. Эффективность разделения не зависит ог 
концентрации белка. К олонки, используемые для подобных целей 
могут быть небольшие: диаметр - ] ,5-2,0 см, высота - 10-15 см.

Освобождение от низкомолекулярных веществ с помощ ью  се­
фадекса происходит гораздо быстрее и с меньшими потерями, чем 
при диализе.

Х од работы . Колонку заполняю т набухшим в дистиллиро­
ванной воде сефадексом. После формирования и стабилизации ко ­
лонки определяют ее внешний и внутренний объемы. Затем на к о ­
лонку наносят 1 мл солевого раствора белка и начинаю т собирать 
элю ат порциями по 3 мл. В каж дой определяют содержание белка и 
соли. На основе полученных данных строят график калибрования 
колонки и график элюции при обессоливании.

Для белков объем выхода должен быть немногим больш е н а­
ружного объема колонки, а ионы соли элюируются приблизительно 
в объеме, равном сумме наружного и внутреннего объемов колонки.

2.9. КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ РАСТВОРОВ БЕЛКОВ

Если концентрация белков в растворе небольш ая, а для п о ­
следующих исследований требуется значительное их количество, то 
для этих целей используют сефадексы марок G-25 грубый, G-50 гру­
бый, а также G-75. G-100 и G-200, если молекулярный вес белков дос­
таточно высок.

Ход работы . К 1 мл раствора, содержащего 1-10 мг белка, до­
бавляю т сухой сефадекс до получения густой суспензии. П еремеш и­
вают. Сухой сефадекс набухает, впитывает воду. Вы сокомолекуляр­
ные вещества остаются вне гранул. Суспензию центрифугирую т 
5 мин при 5000g. И змеряют объем фильтрата и концентрацию  белка. 
О бработку сефадексом можно повторить, если нужная степень кон­
центрирования не была достигнута. Поскольку низкомолекулярные 
компоненты распределяются равномерно между внутренним и н а­
ружным объемами, изменения ионной силы, pH , ионного состава 
белкового раствора при концентрировании не происходит. П отери 
белка обычно не происходит.

2.10. АНАЛИЗ БЕЛКОВ ЭЛЕКТРОФОРЕЗОМ В 
ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

Электрофорез в полиакриламидном геле ( П А А Г ) использу­
ется для анализа белков в их смесях. Поддерживающ ей средой при
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электрофорезе служит сополимер акриламидных и метилен-бис- 
акриламидных мономеров. Разделение белковых молекул происхо­
дит при движении под действием внешнего электрического поля и 
определяется величиной заряда, молекулярным весом и размерами[2].

2.10.1. ЭЛЕКТРОФОРЕЗ ВОДОРАСТВОРИМЫХ БЕЛКОВ

I. Электрофорез водорастворимы х белков в 7,5% П А А Г pH  8,7 
применяется для разделения белков с молекулярным весом 10000- 
1000000 дальтон.

Реактивы Сна 100 мл раствора): А - трис 4,48 г, pH 8,7; Б - акри- 
ламид 30 г, метилен-бис-акриламид 0,8 г; В - тетраметил-этилен- 
диамин 1 мл; Г - аммоний надсернокислый 0,3 г; Д  - трис 0,726, pH 6,7; 
Е - акриламид 10 г, метилен-бис-акриламид 2,5 г; Ж  - сахароза 43 г; 3 - 
рибофлавин 4 мг; бромтимоловы й синий 0,001 г; амидочерный 10Б в 
7%-й уксусной кислоте 1 г; сахароза 55 г; трихлоруксусная кислота 10 г. 
Электродный буфер pH  8,3 (на 1000 мл): трис 6 г, глицин 28,8 г. 1000 мл 
7%-й уксусной кислоты.

П риготовленные растворы  хранить в темных склянках при 
+4°С. Растворы персульфата аммония и сахарозы хранить не более не­
дели.

Ход работы . Разделяю щий П А А Г готовят смешиванием раство­
ров А-Б-НгО-В-Г в объемных отношениях 2:2:2:1:1. Из раствора разде­
ляющего геля удаляю т воздух. В стеклянные трубки внутренним диа­
метром 5 мм и длиной 100 мм вносят по 2 мл разделяющего геля. На 
его поверхность наслаиваю т 0,2-0,3 мл раствора А, разбавленного в 10 
раз. Время полимеризации геля 20-25 минут, о чем можно судить по 
образованию  границы раздела между гелем и наслоенным раствором. 
С поверхности геля удаляю т наслоенный раствор с помощ ью тонких 
полосок ф ильтровальной бумаги. Аналогичную процедуру проводят и 
в случае использования не трубочек, а пластинок. Но в этом случае 
количество вносимого между стеклянными пластинами концентри­
рующего геля будет определяться шириной зазора между пластинами.

Концентрирую щ ий гель готовят смешиванием растворов Д-Е-В- 
Ж-3 в отнош ении 1:4:1:7:2. В каждую трубку вносят по 0,2 мл раствора 
геля и сверху наслаиваю т 0,1-0,2 мл раствора Д , разбавленного в 10 
раз. Ф отополимеризация завершается через 20-30 минут при использо­
вании ультрафиолетовой лампы , о чем можно судить по помутнению 
геля и появлению границы раздела. Количество вносимого геля между 
стеклянными пластинами будет, как и в первом случае, определяться 
шириной зазора между пластинами. Если электрофорез будет прово­
диться в пластине П А А Г, то формируют в концентрирующем геле 
ячейки, помещая между стеклянными пластинами “гребенку” . После 
завершения полимеризации “гребенку” осторожно вынимают. Насло­
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енный раствор удаляют и в каждую трубку (или ячейку) вносят по 0,01- 
0,03 мл бромтимолового синего.

1 мл исследуемого раствора белка смешивают с 0,1 мл 55%-го 
раствора сахарозы. В каждую трубку (или ячейку) вносят полученную 
смесь, содержащую не более 150-200 мкг белка.

Если электрофорез проводят в трубках, то их устанавливаю т в 
верхний буферный резервуар. Нижний буферный резервуар заполняю т 
1 л разбавленного в 10 раз электродного буфера. Трубки опускают т а ­
ким образом, чтобы они были погружены не более, чем на 5 мм в рас­
твор буфера. Поверх раствора белка в трубках наслаиваю т раствор 
разбавленного в 10 раз электродного буфера так, чтобы над краями 
наблюдался выпуклый мениск. Верхний резервуар заполняю т 1 л раз­
бавленного в 10 раз электродного буфера. Электроды подклю чаю т к 
источнику питания: верхний (-), нижний (+).

Электрофорез проводят при токе 2 мА/трубку первые 30 минут, 
затем повыш аю т до 5 мА/трубку. Опыт прекращ аю т (т.е. прекращ аю т 
подачу тока), когда окраш енная полоса маркера отстоит от конца геля 
на 5 мм.

После завершения электрофореза гели обрезаю т по линии м ар­
керной полосы и фиксируют в трихлоруксусной кислоте 2 часа. Белки 
окраш иваю т раствором амидочерного 30 минут. И збы ток красителя 
отмываю т 7% уксусной кислотой.

Относительную электрофоретическую подвижность (R m) обна­
руженных белковых полос рассчитываю т по формуле:

Расстояние, пройденное зоной белка
Вт = ------------------------------------------------------------

Расстояние, пройденное зоной маркерного красителя

2. Электрофорез водорастворимых белков в 7,5% П А А Г pH  4,3 
применяется для разделения основных белков с молекулярным весом 
более 20000 дальтон.

Реактивы (на 100 мл раствора): А - 1н КО Н  48 мл, ледяная ук­
сусная кислота 17,2 мл, тетраметил-этилен-диамин 4 мл; Б - акриламид 
30 г, метилен-бис-акриламид 0,8 г; В - персульфат аммония 0.28 г; Г - 
1н КО Н  48 мл, ледяная уксусная кислота 2,87 мл, тетраметил-этилен- 
диамин 0,46 мл; Д  - акриламид 10 г, метилен-бис-акриламид 2,5 г; Е - 
рибофлавин 4 мг; Ж  - сахароза 40 г; трихлоруксусная кислота 10 г; ме­
тиловый зеленый 0,1 г; сахароза 55 г; амидочерный 10Б в 7%-й уксус­
ной кислоте 1 г. Электродный буфер pH 4,3 на 1000 мл раствора со­
держит: аланин 31,2 г, ледяная уксусная кислота 8 мл. Перед употреб­
лением исходный раствор разводят в 10 раз. 7%-й раствор уксусной 
кислоты 1000 мл.



Ход работы . Разделяющий гель готовят смешиванием растворов 
А-Б-НгО-В в соотношении 1:2:1:4. Концентрирующ ий гель готовят 
смешиванием растворов Г-Д-Е-Ж  в соотношении 1:2:1:4. В качестве 
маркера используют метиловый зеленый. Верхний электрод подклю ­
чают к (+), нижний к (-).

Ход приготовления гелей и проведение электрофореза анало­
гичны описанным выше (электрофорез водорастворимы х белков pH 
8,7).

2.11. КОЛОРИМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ SH-ГРУПП 
И -S-S-СВЯЗЕЙ В БЕЛКАХ ПРИ ПОМОЩИ 

5,5'-ДИТИОБИС(2-НИТРОБЕНЗОЙНОЙ) КИСЛОТЫ

2.11.1. О П Р ЕД Е Л ЕН И Е  С У Л Ь Ф Г И Д Р И Л Ь Н Ы Х  Г Р У П П  В Б Е Л К А Х

Взаимодействие 5,5'-дитиобис(2-нитробензойной) кислоты 
(Д ТН БК ) со свободными SH -группами белков протекает при pH  8,0. В 
процессе этой реакции происходит освобождение тионитрофенильного 
аниона (ТНФА). Количество образовавш егося Т Н Ф А  прямо пропор­
ционально количеству свободных S H -групп белков, прореагировавш их 
с Д ТН БК . Коэффициент молярной экстинкции Т Н Ф А  при 412 нм ра­
вен 11400.

Реактивы: реактив Э ллмана (39,6 мг Д Т Н Б К  в 10 мл 0 ,0 1М фос­
ф атного буфера, pH  7,0); 0,2М  калий-натрий-фосфатный буфер (pH 
8,0).

Ход определения SH -групп в белках. В пробу (конечный объем 
10 мл) вносят 3 мл белкового раствора, 2 мл 0,2М  фосфатного буфера 
(pH 8) и 5 мл воды (проба А). Количество вносимого в пробы  белка 
зависит от содержания в нем SH -групп. Так, при работе с очищенным 
препаратом моноаминоксидазы печени крысы, содержащим около 8М 
SH -групп/Ю 5 г белка, в пробу А вносили 1-0,5 мг белка.

Из пробы А отбираю т 3 мл и добавляю т к ним микропипеткой 
0,02 мл реактива Эллмана. П робу быстро перемеш ивают, при этом 
развивается желтая окраска. Через 2 минуты оптическую плотность 
проб измеряют на спектрофотометре при 412 нм. Таким образом  мож ­
но определить быстрореагирую щ ие SH -группы белка. Если в иссле­
дуемом белке имеются медленно реагирующ ие SH -группы, то окраска 
может развиваться в течение более продолжительного времени. И зме­
рения оптической плотности производят через каждые 5 минут до тех 
пор, пока ее значение не будет постоянным. Измерение величины оп­
тической плотности опытной пробы  производят против контрольной 
пробы, в которую вместо реактива Эллмана добавлено 0,02 мл воды.

Содержание тиоловых групп находят по формуле:
А

Со = • Д,
£
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где С0 - искомая концентрация SH -групп (моль/л); А - прирост оптиче­
ской плотности опытной пробы за время, достаточное для завершения 
реакции; в - коэффициент молярной экстинкции Т Н Ф А  (в=11400); Д  - 
фактор разведения.

Так, например, если прирост оптической плотности после инку­
бации пробы с реактивом Эллмана составил 0,087, то

0,087 10 3,02
Со  ----------. --------- . ------------

11400 3 3
Со = 2.54. 10-5 М.

Д алее проводят расчет содержания SH -групп на моль белка или, 
если относительная молекулярная масса белка неизвестна, на 105 г бел­
ка. Если в нашем случае в 1 л исследуемого раствора содержалось 
0,31 г белка, то соответственно содержание SH -групп в 105 г белка бу­
дет равно

2,54. 10-5 М . 105 г
 = S.2M SH -групп/Ю 5 г белка.

0,31 г
П ри работе с нерастворимыми белками (например, суспензиями 

митохондрий или микросом) предварительно необходимо солю били­
зировать белок. Для этого суспензию белка разводят так, чтобы  в 1 мл 
содержалось приблизительно 2 мг белка и добавляю т 25% раствор не­
ионного детергента ОП-Ю до 1% концентрации в пробе. П робу пере­
мешивают и оставляю т при комнатной температуре на 1 час. П рисут­
ствие в пробах более высоких концентраций детергента ОП-Ю  (2% и 
более) или 1% тритона Х-100 снижает число титруемых реактивом 
Эллмана SH -групп. М етод Эллмана не рекомендуется применять:
1) при титровании замаскированных SH -групп, так как при продолж и­
тельной инкубации белка с реактивом Эллмана может произойти ау­
тоокисление последнего. В этом случае рекомендуется при составлении 
пробы А вводить мочевину в конечной концентрации 8 М. Для этого
4,8 г перекристаллизованной мочевины растворяю т в 2 мл 0,2 М трис- 
буфера (pH 8,0), вносят 3 мл исследуемого белкового раствора и объем 
пробы доводят водой до 10 мл. Далее определение проводят, как опи­
сано выше; 2) при работе с окраш енными белками, особенно с гемо­
протеидами; 3) в тех случаях, когда для стабилизации или активации 
ферментов используют тиоловые соединения (например, 2-меркап- 
тоэтанол), титрование SH -групп возможно только после удаления тио- 
ловых соединений.
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2.11.2. О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  Д И С У Л Ь Ф И Д Н Ы Х  Г Р У П П  В Б Е Л К А Х

Если в белках, кроме SH-групп, присутствуют и -S-S-группы, то 
Д Т Н Б К  может взаимодействовать и с последними. В этом случае реак­
ция протекает по следующей схеме [7]:

1) RS-

-> R—S—S- N 0 2 + S _ —̂  N 02

^СООН V o O H

2) R - S - S - R + S - /  NOa  >

\ с о о н

н »  R — S — S — $  \ — N 0 2 +  R S ~w
V o o h

\ _ J  N0a
\ с о о н  - — *-

S—^  \ —NO,

3) RS~ +

COOH

-> R _ s - s - O - N 0 2 +  s - - <

\ с о о н  4COOH

-NO.



В присутствии дитиотреитола или при pH 10,5 образовавш иеся 
дисульфиды (правая часть уравнений 1-3) диссоциируют с образован и­
ем ТНФ А. С опоставляя содержание свободных ТН Ф А  до и после до ­
бавления дитиотреитола (или доведения pH  до 10,5), определяю т коли­
чество дисульфидных групп в белке.

Реактивы. Трис-фосфатный буфер (pH 8,1), 1 М как по трис, так 
и по фосфату; 0,01 М K-Na-фосфатный буфер (pH 8,1); 0,1 н раствор 
НС1; 0,1 н раствор NaOH; 2 мМ  раствор реактива Эллмана (Д ТН БК , 
относительная молекулярная масса 396.4, 7,93 мг на 10 мл) в 0,01 М 
фосфатном буфере (pH 8,1); 0,2 мМ раствор 2-меркаптоэтанола.

Ход работы. Если белок содержит тиоловые и дисульфидные 
группы, то к 2 мл раствора белка с концентрацией SH-групп примерно 
0,5-10-10 5 добавляю т 0,1 мл 1 М трис-фосфатного буфера (pH 8,1) и 0,5 
мл реактива Эллмана. После развития окраски определяют концентра­
цию ТН Ф А , образовавш егося согласно реакции, приведенной в разде­
ле определения SH-групп. Затем pH  пробы тщательно доводят до 10,5 
02 н раствором NaOH и через 1-2 мин, в течение которых происхо­
дит отщепление ТН Ф А  от дисульфидов (см. реакции 1-3), добавляю т 
0,1 н раствор НС1 до pH  8,1. Контролировать изменения pH  пробы не­
обходимо при помощ и p H -метра, перемешивая содержимое пробы 
магнитной мешалкой. Доведение pH  следует производить быстро, по­
этому рекомендуется предварительно оттитровать необходимые коли­
чества NaOH и НС1. Так как при pH  10,5 происходит спонтанное рас­
щепление Д Т Н Б К , необходимо иметь контрольную пробу, содержа­
щую только реактив Эллмана. После расчета общего содержания SH- 
групп белка (свободные SH-группы + SH-группы, образовавш иеся из - 
S-S-связей), число -S-S-связей можно вычислить по следующей форму­
ле:

К он ц ен трац и я-S-S-rpynn =
(Концентрация ТН Ф А ) - 2(Концентрация ТН Ф А ) 

при pH 10,5 до pH 10,5

2

Эта формула выводится следующим образом. Если белок со­
держит одну SH -rpynny и одну -S-S-связь, то сначала образуется 1 моль 
ТНФ А на моль белка. После доведения величины p H 'до 10,5 освобож ­
дается еще 3 моля Т Н Ф А , из которых 1 моль принадлежит свободной
SH-группе (см. реакцию 1), поэтому перед вычитаемым в формуле сто­
ит коэффициент 2.

При определении числа -S-S-связей в белках, не содержащих SH- 
групп, в опытную пробу добавляю т 0,1 мл 0,2 мМ раствора 2- 
меркаптоэтанола и проводят реакцию, как описано выше. Контроль-
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ная проба содержит только реактив Эллмана, 2-меркаптоэтанол, буфер 
и воду. Содержание -S-S-групп в растворе белка определяют по фор­
муле:

К онцентрация -S-S-rpynn =
(Концентрация ТН Ф А ) при pH  10,5 - (Контроль)

2
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