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Íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç â ïðîòåîìèêå êëåòêè: BN- è CN-PAGE

Öåëüþ ïðåäñòàâëåííîãî ìèíè-îáçîðà ÿâëÿåòñÿ ïðèâëå÷åíèå âíèìàíèÿ îòå÷åñòâåííîãî ÷èòàòåëÿ ê
áûñòðîìó, äåøåâîìó è ëåãêî âîñïðîèçâîäèìîìó ìåòîäó íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (PAGE), êîòîðûé ïî íåïîíÿòíûì ïðè÷èíàì äî ñèõ ïîð íå ïðèìåíÿåòñÿ â íàøåé ñòðàíå. Â îáçîðå
ïðèâåäåíû íàèáîëåå èíòåðåñíûå ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ òðåõ òèïîâ íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà — «ãîëó-
áîãî íàòèâíîãî» (BN-PAGE), «íåîêðàøåííîãî íàòèâíîãî» (CN-PAGE) è «íåîêðàøåííîãî íàòèâíîãî âû-
ñîêîãî ðàçðåøåíèÿ» (hrCN-PAGE) äëÿ èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé ïðîòåîìîâ êëåòîê æèâîòíûõ, ðàñòåíèé è
áàêòåðèé. Ïðèâåäåíû ññûëêè íà ôóíäàìåíòàëüíûå îáçîðû, îñíîâíûå ïðîòîêîëû, ìîäèôèêàöèè èñõîä-
íûõ ìåòîäîâ è íà ïðèìåðû êîìáèíàöèè íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà ñ äðóãèìè ôèçè÷åñêèìè èëè õèìè÷å-
ñêèìè ìåòîäàìè. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî ïðèíöèïàì BN-, CN- è hrCN-PAGE è ïðåèìóùåñòâàì è íå-
äîñòàòêàì ýòèõ ìåòîäîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç, BN-PAGE, CN-PAGE, hrCN-PAGE, äåòåðãåíòû, êó-
ìàññè G-250.

Ïðèíöèï ìåòîäà íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà

Ïîä òåðìèíîì ïðîòåîìèêà (proteomics) ïîäðàçóìå-
âàåòñÿ èññëåäîâàíèå ñòðóêòóðû è ôóíêöèè áåëêîâ. Îí
âîçíèê ïî àíàëîãèè ñ òåðìèíîì ãåíîìèêà (genomics), êî-
òîðûé îçíà÷àåò èçó÷åíèå ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ãåíîâ (Ja-
mes, 1997). Òåðìèí ïðîòåîì (proteome), âïåðâûå ïðîçâó-
÷àâøèé â 1996 ã. (Wilkins et al., 1996), ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîä-
íûì îò ñëîâ «protein» è «genome» è îáîçíà÷àåò ïîëíûé
íàáîð âñåõ áåëêîâ îðãàíèçìà, îðãàíà èëè ôóíêöèîíàëü-
íîé ñèñòåìû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîíÿòèÿ ïðîòåîìèêà è
ïðîòåîì ïðî÷íî âîøëè â îáèõîä ìèðîâîé íàó÷íîé ëèòå-
ðàòóðû. Áîëüøàÿ ÷àñòü ðàáîò ïî ïðîòåîìèêå âûïîëíÿåòñÿ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ âèäîâ íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà
â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (PAGE), íà ñâîéñòâàõ êîòîðîãî
ìû îñòàíîâèìñÿ äàëåå.

Â îñíîâå íàòèâíîãî PAGE ëåæèò äâèæåíèå â ýëåêòðè-
÷åñêîì ïîëå ñîëþáèëèçèðîâàííûõ ìÿãêèìè äåòåðãåíòàìè
âîäîðàñòâîðèìûõ èëè ìåìáðàííûõ áåëêîâ â âèäå áåëîê-
ëèïèä-äåòåðãåíòíûõ êîìïëåêñîâ (ðèñ. 1, 2). Ìèãðàöèÿ
áåëêîâ ïðè PAGE ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò èõ ñîáñòâåííîãî îò-
ðèöàòåëüíîãî çàðÿäà èëè áëàãîäàðÿ ñîçäàííîìó íà èõ ïî-
âåðõíîñòè èñêóññòâåííîìó îòðèöàòåëüíîìó çàðÿäó. Êàê
ïðàâèëî, áîëüøèíñòâî áåëêîâ (â îñîáåííîñòè îñíîâíûå
áåëêè) èìåþò íèçêèé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä è ïðè ýëåêò-
ðîôîðåçå â óñëîâèÿõ íåéòðàëüíîãî ðÍ äâèæóòñÿ êðàéíå
ìåäëåííî. Ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå ñóììàðíîãî îòðèöà-
òåëüíîãî çàðÿäà íà áåëêàõ è ñîîòâåòñòâåííî âîçðàñòàíèå
ñêîðîñòè èõ ìèãðàöèè äîñòèãàþòñÿ ñâÿçûâàíèåì èìè àíè-
îííîãî êðàñèòåëÿ, Comassie brilliant blue G-250 (CBB) èëè
ñìåñè àíèîííûõ è íåèîííûõ äåòåðãåíòîâ, òàêèõ êàê äåç-
îêñèõîëàò (ÄÎÕ) + äîäåöèëìàëüòîçèä (ÄÄÌ) èëè ÄÎÕ +
Òðèòîí Õ-100 (ÒÕ).

Ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ èñïîëüçî-
âàíèåì CBB äëÿ ñîçäàíèÿ äîïîëíèòåëüíîãî çàðÿäà íà
áåëêàõ ïîëó÷èë íàçâàíèå ãîëóáîé íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç
(BN-PAGE). Äâèæåíèå â ãåëå êèñëûõ áåëêîâ c pI ~5.5 çà
ñ÷åò èõ âíóòðåííåãî îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà íàçûâàåòñÿ
áåñöâåòíûé (èëè íåîêðàøåííûé) íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç
(ÑN-PAGE). Ðàçíîâèäíîñòüþ ÑN-PAGE ÿâëÿåòñÿ áåñ-
öâåòíûé íàòèâíûé ýëåêòðîôîðåç âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ
(hrCN-PAGE), ãäå äîïîëíèòåëüíûé çàðÿä íà áåëêàõ ñîçäà-
åòñÿ ñìåñüþ íåîêðàøåííûõ àíèîííûõ è íåèîííûõ äåòåð-
ãåíòîâ (ñì. âûøå), äîáàâëÿåìûõ â êàòîäíûé áóôåð.

Ïðè íàòèâíîì ýëåêòðîôîðåçå â ãðàäèåíòíîì ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå áåëêè ðàçäåëÿþòñÿ ñîãëàñíî ñâîåìó
ðàçìåðó, à íå áëàãîäàðÿ ñîîòíîøåíèþ çàðÿä : ìàññà. Èí-
äèâèäóàëüíûå áåëêè èëè áåëêîâûå êîìïëåêñû, êîòîðûå
íå ìîãóò ðàçäåëèòüñÿ ïðè îäíîìåðíîì ýëåêòðîôîðåçå
(1D PAGE), îñòàíàâëèâàþòñÿ, êîãäà ïðèáëèçÿòñÿ ê ðàçìå-
ðó òåõ ïîð ãðàäèåíòíîãî ãåëÿ, êîòîðûå áóäóò ïðåïÿòñòâî-
âàòü èõ äàëüíåéøåé ìèãðàöèè (ýôôåêò ìîëåêóëÿðíîãî
ñèòà). Â äàëüíåéøåì íåðàçäåëèâøèåñÿ áåëêîâûå êîìï-
ëåêñû èëè àãðåãàòû ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû â ãåëÿõ ñ äðó-
ãîé ïîðèñòîñòüþ ïðè èñïîëüçîâàíèè 2, 3 è 4 D PAGE.

Òåîðèÿ íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà ïðåäïîëàãàåò, ÷òî
îáëàñòü ïîâåðõíîñòè áèîëîãè÷åñêîé ìåìáðàíû èëè ñàìè
ñîëþáèëèçèðîâàííûå áåëêè, ïðèîáðåòàÿ íåãàòèâíûé çà-
ðÿä áëàãîäàðÿ ñâÿçûâàíèþ êðàñêè èëè äîáàâî÷íîãî äåòåð-
ãåíòà, òåðÿþò ñâîé ãèäðîôîáíûé õàðàêòåð. Áîëåå òîãî,
ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî íåãàòèâíî çàðÿæåííàÿ ïîâåðõíîñòü ñîëþ-
áèëèçèðîâàííûõ áåëêîâ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ àíèîííîé êðà-
ñêè èëè äåòåðãåíòà âûçûâàåò îòòàëêèâàíèå ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ äðóã îò äðóãà. Ïðè ýòîì òåíäåíöèÿ ìåìáðàííûõ
áåëêîâ àãðåãèðîâàòü ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ, è îíè ïðå-
âðàùàþòñÿ ôàêòè÷åñêè â âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè. Ïðè-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà èñïîëüçîâàíèÿ 1D BN-PAGE â ñî÷åòàíèè ñ 2D SDS-PAGE.

à — 1D BN-PAGE, ðàçäåëåíèå ñîãëàñíî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå; á — èíêóáàöèÿ âûðåçàííîé ïîëîñêè ãåëÿ ïîñëå BN-PAGE â ñìåñè 1 % SDS + ìåðêàïòî-
ýòàíîë èëè äèòèîòðåèòîë, ïðèâîäÿùàÿ ê ðàçâåðòûâàíèþ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ è äèññîöèàöèè èõ äî ñîñòàâëÿþùèõ ïîëèïåïòèäîâ; â — 2D SDS-PAGE
äèññîöèèðîâàííûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ïîñëå âêëþ÷åíèÿ âûðåçàííîé ïîëîñêè ãåëÿ â ñïåéñåð-ãåëü íîâîãî ãåëÿ. Áëàãîäàðÿ îñòàþùåìóñÿ CBB è ñâÿ-

çûâàíèþ ñ SDS ïîëèïåïòèäû ïðèîáðåòàþò ìîùíûé ñóììàðíûé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä è ðàçäåëÿþòñÿ ñîãëàñíî èõ ìîëåêóëÿðíîé ìàññå.

Ðèñ. 2. Ñõåìàòè÷åñêèé ïðèíöèï ðàáîòû CN-PAGE è hrCN-PAGE.

à — CN-PAGE, ðàçäåëåíèå ñîãëàñíî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå; á — hrCN-PAGE, áåëêîâûå êîìïëåêñû èëè îòäåëüíûå áåëêè ïîëó÷àþò äîïîëíèòåëüíûé
ñóììàðíûé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä áëàãîäàðÿ âçàèìîäåéñòâèþ ñ ðàñòâîðåííûìè â êàòîäíîì áóôåðå àíèîííûìè (äåçîêñèõîëàò) è íåèîííûìè (Òðèòîí
Õ-100 èëè äîäåöèëìàëüòîçèä) äåòåðãåíòàìè è ðàçäåëÿþòñÿ ñîãëàñíî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå. Â ñëó÷àÿõ à è á ðàçäåëèâøèåñÿ áåëêè âûÿâëÿþòñÿ îêðàñêîé

CBB.



íÿòî òàêæå ñ÷èòàòü, ÷òî ñîëþáèëèçàöèÿ ìÿãêèìè äåòåð-
ãåíòàìè, ñâÿçûâàíèå êðàñêè èëè äåòåðãåíòîâ äëÿ ñîçäàíèÿ
çàðÿäà äà è ñàìî äâèæåíèå èñêóññòâåííî çàðÿæåííûõ áåë-
êîâ èëè èõ ìóëüòèêîìïëåêñîâ â ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå íå
ìåíÿþò ñâîèõ íàòèâíûõ ñâîéñòâ, â ÷àñòíîñòè ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëÿòü
ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ðàçäåëèâøèõñÿ áåëêîâ íåïî-
ñðåäñòâåííî â ãåëå. Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäû BN- è CN
(hrCN)-PAGE, ñîõðàíÿþùèå íàòèâíîå ñîñòîÿíèå áåëêà,
âûãîäíî îòëè÷àþòñÿ îò øèðîêî èçâåñòíîãî ìåòîäà ýëåêò-
ðîôîðåçà â SDS (SDS-PAGE), ãäå àíàëèçèðóåìàÿ ïðîáà
äåíàòóðèðîâàíà, ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòà è ÷àñòî íàõîäèòñÿ
â íååñòåñòâåííîì äëÿ íàòèâíîé ñòðóêòóðû ïîëíîñòüþ
âîññòàíîâëåííîì ñîñòîÿíèè.

Êàê ñâèäåòåëüñòâóåò àíàëèç îòå÷åñòâåííîé ëèòåðàòó-
ðû ïî ïðîòåîìèêå, íè BN-, íè ÑN (hrCN)-PAGE äî íåäàâ-
íåãî âðåìåíè íå ïðèìåíÿëèñü â íàøåé ñòðàíå. Ïåðâûå ðà-
áîòû ïî èñïîëüçîâàíèþ ýòèõ ìåòîäîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåìá-
ðàííîãî áåëêà — ðîäîïñèíà — ïîÿâèëèñü ëèøü íåäàâíî
(Shukolyukov, 2009, 2010). Íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî â íàñ-
òîÿùåå âðåìÿ âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü äåòàëüíî ïðîèí-
ôîðìèðîâàòü îòå÷åñòâåííîãî ÷èòàòåëÿ îòíîñèòåëüíî ýòèõ
ñðàâíèòåëüíî íåäîðîãèõ, òî÷íûõ è áûñòðûõ ìåòîäîâ.
Â ñâÿçè ñ ãðîìàäíûì ìàññèâîì ðàáîò â ìåäèöèíå è áèî-
ëîãèè, ãäå óñïåøíî áûëè ïðèìåíåíû ìåòîäû íàòèâíîãî
ýëåêòðîôîðåçà, íàøå âíèìàíèå ïî ïîíÿòíûì ïðè÷èíàì
áóäåò ñîñðåäîòî÷åíî òîëüêî íà îñîáî èíòåðåñíûõ ðàáîòàõ
ñ òî÷êè çðåíèÿ ìåòîäîâ è ðåçóëüòàòîâ.

Â çàäà÷ó íàñòîÿùåãî ìèíè-îáçîðà âõîäèò: äîñòóïíî
èçëîæèòü ñïåöèôèêó ìåòîäîâ íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà,
ðàññêàçàòü îá èõ äîñòîèíñòâàõ è íåäîñòàòêàõ, ñíàáäèòü
ýòó èíôîðìàöèþ îñíîâíûìè ññûëêàìè ïî ðàçíîîáðàçíî-
ìó ïðèìåíåíèþ, à òàêæå îáðàòèòü âíèìàíèå ÷èòàòåëÿ íà
ïîñëåäíèå îáçîðû è íà íîâûå ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû è
ðåêîìåíäàöèè. Íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî âûïîëíåíèå ýòîé
ñêðîìíîé çàäà÷è ñîçäàñò îïðåäåëåííóþ îñíîâó äëÿ ïðî-
ïàãàíäû è ìàññîâîãî èñïîëüçîâàíèÿ â íàøåé ñòðàíå BN-
èëè CN (hrCN)-PAGE ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ïðî-
òåîìîâ â ñàìûõ ðàçíîîáðàçíûõ ðàçäåëàõ ìåäèöèíñêîé è
áèîëîãè÷åñêîé íàóêè.

Ìåòîä BN-PAGE

Ï ð è ì å í å í è å B N - P A G E. Ýòîò ìåòîä áûë ïåðâî-
íà÷àëüíî ðàçðàáîòàí êàê 1D PAGE äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâ ìèòîõîíäðèàëüíûõ äûõàòåëüíûõ êîìï-
ëåêñîâ, èìåþùèõ äèàïàçîí êàæóùåéñÿ ìîë. ìàññû
(M app) 10 êÄà—10 ìÄà (Schägger, von Jagow, 1991;
Schägger et al., 1994; Schägger, 2001). Âïîñëåäñòâèè ìåòî-
äîëîãèÿ áûëà ðàñøèðåíà äî 2D è 3D BN-PAGE ñ äîïîëíå-
íèåì êîìáèíàöèè ñ SDS-PAGE è èçîýëåêòðîôîêóñèðîâà-
íèåì (Wittig et al., 2006). Ñ öåëüþ âûäåëèòü òðóäíî ðàçäå-
ëÿåìûå ãèäðîôîáíûå áåëêè, ñêëîííûå ê àãðåãàöèè, ïîçæå
ïðîòîêîë áûë óñëîæíåí ââåäåíèåì 4D-ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ñèñòåìû (äâà íàòèâíûõ è äâà äåíàòóðèðóþùèõ ðàç-
äåëåíèÿ) (Burré et al., 2009; Wumaier et al., 2009). Ìåòîä
BN-PAGE íàøåë ñàìîå ðàçíîîáðàçíîå ïðèìåíåíèå âî
ìíîãèõ îáëàñòÿõ áèîëîãèè è ìåäèöèíû. Ïðèâåäåííûé íè-
æå ñïèñîê åãî èñïîëüçîâàíèÿ äàëåêî íå èñ÷åðïûâàåò âñåõ
åãî âîçìîæíîñòåé â ïðîòåîìèêå. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü
BN-PAGE èñïîëüçóåòñÿ: ïðè âûäåëåíèè ìåìáðàííûõ áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ èç áèîëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí (Schägger,
1995, 2001; Ludwig et al., 1998; Pfeiffer et al., 2003), öåëûõ
êëåòîê, ëèçàòîâ êëåòîê è òêàíåâûõ ãîìîãåíàòîâ (Vahsen et

al., 2004; Remmerie et al., 2009); äëÿ êëèíè÷åñêîé äèàãíîñ-
òèêè ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïàòîëîãèé (Schägger et al., 1996,
2004; Murayama et al., 2009); äëÿ òîãî ÷òîáû èäåíòèôèöè-
ðîâàòü ôèçèîëîãè÷åñêèå áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ
(Carrozzo et al., 2006) è áåëêîâóþ àããðåãàöèþ (Schägger,
Pfeiffer, 2000; Shukolyukov, 2009); â ïðîòåîìèêå ÿäðà êëåò-
êè (Braz, Howard, 2009) è äëÿ èçó÷åíèÿ àïîïòîçà (Nov*akov*a
et al., 2006); ïðè ðàáîòàõ ñ àíòèòåëàìè (Valentijn et al.,
2008); äëÿ èçó÷åíèÿ ïîðèíîâ è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ íàðóæ-
íîé ìåìáðàíû áàêòåðèé (Marzoa et al., 2009; Zickermann et
al., 2010); äëÿ èçó÷åíèÿ ôåðìåíòàòèâíûõ àêòèâíîñòåé â
ãåëå (Sabar et al., 2005; Dresler et al., 2010); â ïðîòåîìèêå
âîäîðàñòâîðèìûõ áåëêîâ (Yan et al., 2007) è âîäîðàñòâîðè-
ìûõ ôåðìåíòîâ (Singh et al., 2005; Srivastava et al., 2008);
äëÿ èçó÷åíèÿ âîçðàñòíûõ ïðîáëåì â ãåðîíòîëîãèè (Blough
et al., 2007; Kim et al., 2007; Mailloux et al., 2008), à òàêæå
äëÿ ðåøåíèÿ ìíîãèõ äðóãèõ çàäà÷ (Wittig et al., 2006).

Îñíîâíàÿ ìåòîäîëîãèÿ BN-PAGE äëÿ èçó÷åíèÿ ïðî-
òåîìîâ æèâîòíûõ è ðàñòåíèé îïèñàíà â ðóêîâîäñòâàõ, îá-
çîðàõ è íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîòàõ (Schägger,
von Jagow, 1991; Eubel et al., 2005; Krause, 2006; Wittig et
al., 2006; Braun et al., 2007; Reisinger, Eichacker, 2007,
2008; Sunderhaus et al., 2007; Bailey et al., 2008; Distler et
al., 2008; Krause, Seelert, 2008; Schamel, 2008; Wittig,
Schägger, 2008, 2009; Wumaier et al., 2009). Ýòîò ñïèñîê
ìîæíî áûëî áû ïðîäîëæèòü è äàëüøå. Õîòåëîñü áû óïî-
ìÿíóòü íåäàâíî âûøåäøèé îáçîð (Dresler et al., 2010), êî-
òîðûé äåìîíñòðèðóåò, ÷òî BN-PAGE ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì
èíñòðóìåíòîì è äëÿ èññëåäîâàíèé ïðîòåîìîâ ìèêðîáèî-
ëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí, âêëþ÷àþùèõ ïðåäñòàâèòåëåé àðõå-
áàêòåðèé (Archae), ãðàìïîëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ áàêòåðèé è Chlamydia.

Â ïîñëåäíèå ãîäû âîçðàñòàåò ÷èñëî ïðèìåðîâ èñïîëü-
çîâàíèÿ ñîâìåñòíî ñ BN-PAGE äðóãèõ ôèçè÷åñêèõ èëè
áèîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Òàê, çàñëóæèâàþò óïîìèíàíèÿ
ñî÷åòàíèå BN-PAGE ñ ðàçíûìè âèäàìè ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðèè — MALDI-TOF-MS è LA-ICP-MS (Becker et al.,
2008), LC-MS/MS (Wessels et al., 2009), LILBID (Sokolova
et al., 2010), êîìáèíàöèÿ BN-PAGE ñ ðåãèñòðàöèåé ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðè äèôôåðåíöèàëüíîì ãåëåâîì ýëåêòðîôîðå-
çå (DIGE), ïîçâîëÿþùàÿ óñèëèòü ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëå-
íèÿ ìîíîìåðîâ èëè ìóëüòèáåëêîâûõ àíñàìáëåé (Dani et
al., 2010), à òàêæå ñî÷åòàíèå BN-PAGE c ýêñêëþçèîííîé
õðîìàòîãðàôèåé (SEC) è äèíàìè÷åñêèì ñâåòîðàññåÿíèåì
(DLS) (Ma, Xia, 2008), ñ íàòèâíûì æèäêîôàçíûì èçîýëåê-
òðîôîêóñèðîâàíèåì (D’Amici et al., 2008) è ñ ãåëü-
ôèëüòðàöèåé (Remmerie et al., 2009).

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü è íåêîòîðûå ìîäèôèêàöèè, êî-
òîðûì ïîäâåðãñÿ êëàññè÷åñêèé ìåòîä BN-PAGE. Òàê, íà-
ïðèìåð, äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ áåëêîâûõ
êîìïëåêñîâ ìîçãà êðûñû áûë èñïîëüçîâàí êðóïíîïî-
ðèñòûé, íå ãðàäèåíòíûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ïîçâî-
ëèâøèé íå òîëüêî âûÿâèòü ìèòîõîíäðèàëüíûå êîìïëåê-
ñû I—V, ïðîâåñòè ïîñëåäóþùèé àíàëèç èõ ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè â ãåëå è ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîå
îïðåäåëåíèå ïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íî òàêæå
èäåíòèôèöèðîâàòü ïîëèìåðû áåëêà Hsp60 è äèãèäðîëè-
ïîàìèä äåãèäðîãåíàçó (DLDH) (Yan, Forster, 2009). Èíòå-
ðåñåí ìåòîä ðåòàðäàöèè â ãåëå ïðè BN-PAGE (BN-PAGE
retardation assay), ïîçâîëÿþùèé ðåãèñòðèðîâàòü âçàèìî-
äåéñòâèÿ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ñ áèîìîëåêóëàìè, êîòî-
ðûå áûëè âêëþ÷åíû â ãåëü è âûçûâàëè çàìåäëåíèå äâè-
æåíèÿ ýòèõ êîìïëåêñîâ (Swamy et al., 2009). Áëàãîäàðÿ
ýòîìó ìåòîäó àâòîðàì óäàëîñü äîêàçàòü, ÷òî îëèãîìåð
òðèîçîôîñôàò èçîìåðàçû âåäåò ñåáÿ êàê äåêñòðàíñâÿçûâà-
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þùèé êîìïëåêñ. Äðóãàÿ ìîäèôèêàöèÿ îáúåäèíÿåò
BN-PAGE è íåïðåðûâíóþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ýëþöèþ
(CEE), â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûëè ïîëó÷åíû æèäêîôàçíûå
ôðàêöèè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ âïëîòü äî M app 800 êÄà
(Huang et al., 2009). Îïèñàí ïðîòîêîë 2D BN/SDS PAGE, â
êîòîðîì ãåëü BN îäíîãî íàïðàâëåíèÿ ïîëèìåðèçóåòñÿ íà
ïëåíêå GELBond PAG (Klepsch et al., 2008). Òàêàÿ èììî-
áèëèçàöèÿ ïðåäîòâðàùàåò ïåðåêàøèâàíèå áåëêîâûõ ïî-
ëîñ âäîëü ëèíèé íàíåñåíèÿ, ÷òî ñóùåñòâåííî ïîâûøàåò
âîñïðîèçâîäèìîñòü ìåòîäà. Âîçìîæíîñòè ìåòîäà BN-PA-
GE ìîæíî ñóùåñòâåííî ðàñøèðèòü, åñëè ýêñòðàãèðîâàí-
íûå áåëêè, ñâÿçûâàþùèå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ïðåä-
âàðèòåëüíî îñàäèòü ñòðåïòîìèöèí ñóëüôàòîì, à ñàìè
íóêëåèíîâûå êèñëîòû çàòåì óäàëèòü äîáàâëåíèåì ïîëè-
ýòèëåíèìèíà (Liang et al., 2009). Ìíîãèå ëàáîðàòîðèè
àäàïòèðîâàëè BN-PAGE äëÿ ñîçäàíèÿ â ïðîòåîìèêå îêèñ-
ëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâûõ êàðò âûñîêîãî
ðàçðåøåíèÿ (Andringa et al., 2009). Äëÿ ðàçäåëåíèÿ òðóä-
íîðàçäåëÿåìûõ áàêòåðèàëüíûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ âìåñ-
òî èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèÿ â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
áûëà ïðèìåíåíà êîìáèíàöèÿ BN-PAGE è èçîýëåêòðîôî-
êóñèðîâàíèÿ â àãàðîçå, ÷òî ïîçâîëèëî âûäåëèòü â îäíîì
íàïðàâëåíèè ìåìáðàííûå áåëêè â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè, à
òàêæå îáíàðóæèòü äîáàâî÷íûå áåëêîâûå ïîëîñû (Alten-
hofer et al., 2006). Çàñëóæèâàåò óïîìèíàíèÿ ìîäèôèêàöèÿ
BN-PAGE, ãäå êëàññè÷åñêàÿ íåïðåðûâíàÿ áóôåðíàÿ ñèñ-
òåìà áûëà çàìåíåíà íà ïðåðûâíóþ, â êîòîðîé, êàê è â ñèñ-
òåìå Ëýììëè (Laemmli, 1970), â êà÷åñòâå âûñîêîïîäâèæ-
íîãî àíèîíà â ãåëå è àíîäíîì áóôåðå áûë èñïîëüçîâàí
èîí Cl. Ïðè ýòîì îáû÷íûé ìåäëåííûé äèïîëÿðíûé èîí
ãëèöèí â êàòîäíîì áóôåðå áûë çàìåíåí íà ãèñòèäèí (Ni-
epmann, Zheng, 2006).

Í å ä î ñ ò à ò ê è, ä î ñ ò î è í ñ ò â à è ò î í ê î ñ ò è ì å-
ò î ä à B N - P A G E. Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ,
ìåòîä BN-PAGE øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ â ðàçíîîáðàçíûõ
íàïðàâëåíèÿõ áèîëîãèè è ìåäèöèíû, äàåò âîñïðîèçâîäè-
ìûå ðåçóëüòàòû è îïèñàí âî ìíîãèõ ïðîòîêîëàõ. Îäíàêî
äëÿ ïîëó÷åíèÿ íàäåæíûõ ðåçóëüòàòîâ, äàæå ðóêîâîäñò-
âóÿñü óæå îòðàáîòàííûìè ïðîïèñÿìè, íåîáõîäèìî îáðà-
ùàòü âíèìàíèå ïðåæäå âñåãî íà ïåðâûé è ñàìûé âàæíûé
ýòàï — íà ñîëþáèëèçàöèþ èçó÷àåìîãî áåëêà. Íà ðåçóëü-
òàòû ñîëþáèëèçàöèè ìåìáðàí è áåëêîâ îêàçûâàþò âëèÿ-
íèå íå òîëüêî äåòåðãåíò-ëèïèäíûå è äåòåðãåíò-áåëêîâûå
âçàèìîäåéñòâèÿ, íî òàêæå è ëèïèä-ëèïèäíûå, ëèïèä-áåë-
êîâûå è áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Ïîýòîìó äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíûõ è âîñïðîèçâîäèìûõ ðåçóëüòàòîâ
íåîáõîäèìî îáðàùàòü âíèìàíèå íà ïîñòîÿíñòâî ìîëÿð-
íûõ ñîîòíîøåíèé áåëîê: äåòåðãåíò, äåòåðãåíò: ÑBB è áå-
ëîê : CBB. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî íà ïðàêòèêå îïòèìàëüíûå óñëî-
âèÿ ñîëþáèëèçàöèè êàæäîé ìåìáðàíû èëè ìåìáðàííîãî
áåëêà äîëæíû ïîäáèðàòüñÿ èíäèâèäóàëüíî, ïîñêîëüêó
ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû ÷àñòî íå ñîîòâåòñòâóþò
òåîðåòè÷åñêèì ðàñ÷åòàì (Reisinger, Eichacker, 2008). Äëÿ
ñîõðàíåíèÿ íàòèâíûõ ñâîéñòâ ñîëþáèëèçèðîâàííûõ áåë-
êîâ èñïîëüçóþò ìÿãêèå íåèîííûå äåòåðãåíòû: äèãèòîíèí,
äîäåöèëìàëüòîçèä, Òðèòîí Õ-100, áðèäæ-96, îêòèëãëþêî-
çèä, ñàïîíèí, CHAPS, n-Decanoylsucrose è NP-40 (Eubel et
al., 2005). Îäíàêî æåñòêèé àíèîííûé äåòåðãåíò SDS òàê-
æå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí (Shukolyukov, 2010). Äëÿ ïî-
äàâëåíèÿ ïðîòåàçíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå äëÿ ïîëíîé ñî-
ëþáèëèçàöèè ìåìáðàííûõ áåëêîâ ðåêîìåíäóåòñÿ äîáàâ-
ëÿòü â ïðîáó 6-àìèíîãåêñàíîåâóþ êèñëîòó, à òàêæå
õëîðèä íàòðèÿ èëè àöåòàò êàëèÿ (Eubel et al., 2005; Wittig
et al., 2006). Áîëüøèì ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà BN-PAGE
ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü áûñòðîãî è òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ

êàæóùåéñÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû îïûòíûõ ìåìáðàííûõ è
ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ, êîòîðûå ñâÿçûâàþò CBB. Äëÿ ýòîãî
íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü â òåõ æå óñëîâèÿõ ñîîòâåòñòâó-
þùèå íàòèâíûå áåëêè-ìàðêåðû ñ èçâåñòíîé ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññîé, êîòîðûå íà êàëèáðîâî÷íîì ãðàôèêå áóäóò
ïðîÿâëÿòü ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü ëîãàðèôìà M app áåëêà
îò âåëè÷èíû ïóòè èõ ìèãðàöèè (Rf). Îäíàêî çäåñü âñå îá-
ñòîèò íå òàê ãëàäêî. Êàê ïðàâèëî, ïðè îïðåäåëåíèè M app
ìåòîäîì BN-PAGE íå ó÷èòûâàåòñÿ, ÷òî íåîäèíàêîâàÿ
ôîðìà ðàçëè÷íûõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, à òàêæå ðàçíàÿ ñòå-
ïåíü èõ ðàçâåðíóòîñòè â äåòåðãåíòàõ ñ ðàçíîé ñòåïåíüþ
æåñòêîñòè ìîãóò îêàçàòü âëèÿíèå íà èõ ïîäâèæíîñòü â
ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå. Ïðè èçó÷åíèè M app äèìåðà ðîäîï-
ñèíà ìû ñòîëêíóëèñü ñ ýòîé ïðîáëåìîé, îáíàðóæèâ, ÷òî
ìåñòîïîëîæåíèå ýòîãî áåëêà â ãåëå (è ñîîòâåòñòâåííî ðàñ-
ñ÷èòàííàÿ M app) ïîñëå BN-PAGE íåîäèíàêîâî â äåòåð-
ãåíòàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ðàçíîé ñòåïåíüþ æåñòêîñòè (Shu-
kolyukov, 2009, 2010).

Ðàçóìååòñÿ, BN-PAGE, êàê è âñÿêîìó ìåòîäó, ïðèñó-
ùè íåêîòîðûå íåäîñòàòêè, êîòîðûå ìîãóò ÷àñòè÷íî îãðà-
íè÷èòü åãî ïðèìåíåíèå. Îäíèì èç òàêèõ íåäîñòàòêîâ ÿâ-
ëÿåòñÿ íåâîçìîæíîñòü ïîëíîñòüþ óáðàòü CBB èç ãåëÿ è
îòäåëèòü åãî îò ðàçäåëèâøèõñÿ áåëêîâûõ ïîëîñ. Îñòàþ-
ùèéñÿ CBB ìîæåò ïîëíîñòüþ ãàñèòü ýíäîãåííóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ ñàìîãî áåëêà (íàïðèìåð, êàê ýòî ïðîèçîøëî
ñ N-ðåòèíèë îïñèíîì; Shukolyukov, 2010) èëè ýêçîãåí-
íóþ ôëóîðåñöåíöèþ êðàñèòåëåé, êîòîðûì ïðåäâàðè-
òåëüíî áûë ïîìå÷åí áåëîê (Wittig et al., 2006), à òàêæå
ïîäàâëÿòü ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü òîãî èëè èíîãî
áåëêà â ãåëå, ÷òî òðåáóåò êàæäûé ðàç èíäèâèäóàëüíîé
ïðîâåðêè. Íåêîòîðûå áåëîê-áåëêîâûå âçàèìîäåéñòâèÿ
ñóáúåäèíèö êîìïëåêñîâ â ïðèñóòñòâèè CBB ìîãóò ðàçðó-
øàòüñÿ, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ
äî èõ ñîñòàâëÿþùèõ. Òàê, ñîëþáèëèçèðîâàííàÿ äåòåðãåí-
òîì F0F1 ÀÒÔ-ñèíòàçà øïèíàòà îñòàåòñÿ èíòàêòíîé ïðè
BN-PAGE, åñëè êîíöåíòðàöèÿ CBB â êàòîäíîì áóôåðå
ñîñòàâëÿåò 0.002 % (Neff, Dencher, 1999), íî êîëè÷åñòâåí-
íî ðàñïàäàåòñÿ íà äâà ñóáêîìïëåêñà F0 è F1 ïîñëå óâåëè÷å-
íèÿ êîíöåíòðàöèè CBB â áóôåðå äî îáùåóïîòðåáèòåëü-
íîé (0.02 %) (Schägger, von Jagow, 1991; Schägger et al.,
1994). Âûñîêèå êîíöåíòðàöèè CBB, äîáàâëåííîãî ê âû-
ñîêîî÷èùåííîé ñòðîìå õëîðîïëàñòîâ Arabidopsis ïåðåä
BN-PAGE, ïðèâîäèëè ê ñíèæåíèþ åå óñòîé÷èâîñòè (Pelti-
er et al., 2006). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî íåêîòîðûå ìåòàëëîñî-
äåðæàùèå áåëêè ïðè BN-PAGE ìîãóò òåðÿòü ñâîé ëèãàíä.
Òàê, íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå BN-PAGE ñóïåðîêñèä äèñìó-
òàçà (ñîäåðæèò èîíû Cu è Zn) è àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà
(ñîäåðæèò èîíû Zn) òåðÿþò ýòè ìåòàëëû, ïðè÷åì ñòåïåíü
ïîòåðè çàâèñèò íå òîëüêî îò ïàðàìåòðîâ ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêîãî ïðîöåññà (äåíàòóðèðóþùèé èëè íåäåíàòóðèðóþ-
ùèé ýëåêòðîôîðåç, âåëè÷èíà ïðèëîæåííîãî òîêà) è ñïî-
ñîáîâ îáðàáîòêè ãåëÿ ïîñëå ðàçäåëåíèÿ (ôèêñàöèÿ è îêðà-
ñêà), íî è îò ïðèðîäû ìåäëåííîãî äèïîëÿðíîãî èîíà â
êàòîäíîì áóôåðå (Jiménez et al., 2010). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êîððåêòíûõ êîëè÷åñòâåííûõ ðåçóëüòàòîâ ýòè àâòîðû ðå-
êîìåíäóþò ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü íåäåíàòóðè-
ðóþùèé BN-PAGE, òðèöèí êàê ìåäëåííûé äèïîëÿðíûé
èîí, íèçêèå çíà÷åíèÿ òîêà, à òàêæå íåîêðàøåííûé ãåëü.
Íåîáõîäèìî óïîìÿíóòü òàêæå, ÷òî áîëüøèì íåóäîáñòâîì
ìåòîäà BN-PAGE ÿâëÿåòñÿ íåâîçìîæíîñòü íàíåñòè ïðîáó
áåëêà ïîä êàòîäíûé áóôåð áåç ñïåöèàëüíîãî àïïëèêàòîðà
(íàïðèìåð, îðèåíòèðà ReadyGel Sample, Bio-Rad, ÑØÀ),
ïîñêîëüêó íàíîñèìàÿ ïðîáà è êàòîäíûé áóôåð èç-çà èõ
ñèíåãî öâåòà ïîëíîñòüþ ñëèâàþòñÿ äðóã ñ äðóãîì è ãëà-
çîì íå ðàçëè÷àþòñÿ.
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CN-PAGE: ïðèìåíåíèå, äîñòîèíñòâà
è íåäîñòàòêè

Ïîñëå ðàçðàáîòêè BN-PAGE (Schägger, von Jagow,
1991) èç òîé æå ëàáîðàòîðèè â 1994 ã. âûøåë ïðîòîêîë
CN-PAGE, êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôàêòè÷åñêè ñèñ-
òåìó BN-PAGÅ, íî èç êîòîðîé áûë óäàëåí ÑBB (Schäg-
ger et al., 1994). Îäíàêî â ýòèõ óñëîâèÿõ â îòëè÷èå îò
BN-PAGE ìèãðèðîâàòü ê àíîäó ìîãóò òîëüêî êèñëûå áåë-
êè, à èõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ
íå òîëüêî èõ ðàçìåðîì, íî è âåëè÷èíîé pI. Ïðàêòèêà ðàç-
äåëåíèÿ ñ ïîìîùüþ CN-PAGE ðàçëè÷íûõ ðàñòâîðèìûõ
êèñëûõ áåëêîâ èëè êîìïëåêñîâ áåëîê—ëèïèä—äåòåð-
ãåíò, ñîëþáèëèçèðîâàííûõ èç ìåìáðàí ñ pI < 5.5, ïîêàçû-
âàåò, ÷òî ðàçäåëÿåìûé ìàòåðèàë ìîæåò èìåòü äîñòàòî÷-
íûé çàðÿä, ÷òîáû îáåñïå÷èòü òàêóþ æå ïîäâèæíîñòü â
ãåëå, êàê è ïðè BN-PAGE, íî ìîæåò è ñóùåñòâåííî îòñòà-
âàòü, ÷òî îñîáåííî çàìåòíî äëÿ êîìïëåêñîâ îêèñëèòåëü-
íîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (Krause, 2006; Wittig, Schägger,
2009). Ïîýòîìó â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ CN-PAGE äëÿ íåèç-
âåñòíûõ áåëêîâ òðåáóþòñÿ «ïðèñòðåëî÷íûå» ýêñïåðèìåí-
òû, ïîçâîëÿþùèå âûÿñíèòü ïðèìåíèìîñòü ýòîãî ìåòîäà.
Ê òîìó æå ðàçðåøåíèå ïîëîñ ïðè CN-PAGE íåñêîëüêî
õóæå, ÷åì ïðè BN-PAGE, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â èõ äèôôóçíî-
ñòè è â ýôôåêòå «ðàçìàçûâàíèÿ». Âäîáàâîê â óñëîâèÿõ
CN-PAGE ìåìáðàííûå áåëêè ìîãóò áûòü ñêëîííû ê àãðå-
ãàöèè. Ïîñêîëüêó ïðè ÑN-PAGE äèñòàíöèÿ ìèãðàöèè
áåëêîâ çàâèñèò îò èõ âíóòðåííåãî çàðÿäà (à îí îïðåäåëÿ-
åòñÿ èõ pI), à òàêæå îò ðàçìåðà ïîð ãðàäèåíòíîãî ãåëÿ, èñ-
ïîëüçîâàòü ýòîò ìåòîä äëÿ îïðåäåëåíèÿ M app íàòèâíûõ
áåëêîâ, à òàêæå äëÿ èçó÷åíèÿ ñîñòîÿíèÿ èõ îëèãîìåðèçà-
öèè äîñòàòî÷íî ïðîáëåìàòè÷íî. Â òî æå âðåìÿ CN-PAGE
ÿâíî äåìîíñòðèðóåò äîñòîèíñòâà â òîì ñëó÷àå, êîãäà ïî-
ñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ íåîáõîäèìî ïðåäïðèíÿòü äàëüíåé-
øåå èçó÷åíèå íàòèâíûõ êîìïëåêñîâ, íàïðèìåð îïðåäå-
ëÿòü â ãåëå èõ êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ýíäîãåííóþ
èëè ýêçîãåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ ìå÷åíûõ áåëêîâ (Wittig,
Schägger, 2005). Ê òîìó æå ÑN-PAGE èç-çà èñêëþ÷åíèÿ
äîïîëíèòåëüíîãî âëèÿíèÿ ÑÂÂ çíà÷èòåëüíî ìÿã÷å, ÷åì
BN-PAGE. Â ñî÷åòàíèè ñ ñàìûì ìÿãêèì íåèîííûì äåòåð-
ãåíòîì äèãèòîíèíîì ýëåêòðîôîðåç CN-PAGE ìîæåò ñî-
õðàíÿòü ëàáèëüíûå ñóïðàìîëåêóëÿðíûå àññàìáëåè ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ (íàïðèìåð, ìèòîõîíäðèàëü-
íóþ ÀÒÔ-ñèíòàçó), êîòîðûå áûñòðî äèññîöèèðóþò â
óñëîâèÿõ ýëåêòðîôîðåçà BN-PAGE (Pfeiffer et al., 2003;
Wittig, Schägger, 2005). Ïîäðîáíîñòè ñðàâíåíèÿ CN- è
BN-PAGE äëÿ ðàñòèòåëüíûõ è æèâîòíûõ îáúåêòîâ ìîæíî
óçíàòü â îáçîðàõ (Wittig, Schägger, 2005, 2009; Krause,
2006).

hrCN-PAGE:
ïåðâûå ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ

Êàê óæå óïîìèíàëîñü ðàíåå, hrCN-PAGE ÿâëÿåòñÿ ìî-
äèôèêàöèåé ìåòîäà CN-PAGE, îáëàäàþùåãî, êàê ìû âè-
äèì, îïðåäåëåííûìè íåäîñòàòêàìè. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñî-
õðàíèòü ïðåèìóùåñòâà äâóõ òåõíèê, BN- è CN-PAGE, â
2007 ã. Âèòòèã è ñîòðóäíèêè (Wittig et al., 2007) çàìåíèëè
ÑBB â êàòîäíîì áóôåðå BN-PAGE íà íåîêðàøåííóþ
ñìåñü àíèîííûõ è íåéòðàëüíûõ äåòåðãåíòîâ (ÄÎÕ + ÒÕ
èëè ÄÎÕ + ÄÄÌ). Êàê ñîîáùàþò àâòîðû (Wittig et al.,
2007), ñìåøàííûå ìèöåëëû äåòåðãåíòîâ ïîäîáíî êðàñêå
ÑBB ïðèâîäÿò ê ñäâèãó çàðÿäà íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ è
òåì ñàìûì óâåëè÷èâàþò ñêîðîñòü ìèãðàöèè áåëêîâ ïî íà-

ïðàâëåíèþ ê àíîäó, à òàêæå ïîääåðæèâàþò èõ ðàñòâîðè-
ìîñòü âî âðåìÿ ýëåêòðîôîðåçà. Íà ïðèìåðå ðàçäåëåíèÿ è
ñïåöèôè÷åñêîé îêðàñêè ìèòîõîíäðèàëüíûõ êîìïëåêñîâ
I—V íåïîñðåäñòâåííî â ãåëå, êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-
íèÿ â ãåëå áåëêîâ ñ ýíäîãåííîé ôëóîðåñöåíöèåé èëè áåë-
êîâ, ìå÷åííûõ ðåàêòèâíûìè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñêàìè,
áûëî óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî ïðåèìóùåñòâî ìåòîäà
hrCN-PAGE íàä CN- è BN-PAGE (Wittig et al., 2007). Ïåð-
âûé îïûò ïðèìåíåíèÿ ýòîãî ìåòîäà äëÿ èçó÷åíèÿ ìåìá-
ðàííîãî áåëêà ðîäîïñèíà òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàë âîç-
ìîæíîñòü âûÿâëåíèÿ òîíêîé ëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöèðóþ-
ùåãî N-ðåòèíèëîïñèíà â ãåëå è àíòèòåë ê ðîäîïñèíó íà
ìåìáðàííûõ áëîòàõ (Shukolyukov, 2010). Â ýòîé æå ðàáî-
òå (Shukolyukov, 2010) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â óñëîâèÿõ
hrCN-PAGE áåëêè-ìàðêåðû îâàëüáóìèí è b-ëàêòîãëîáó-
ëèí â îòëè÷èå îò áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà óñè-
ëåííî îëèãîìåðèçóþòñÿ, õîòÿ, ïî ïðåäñòàâëåíèÿì àâòîðîâ
ýòîãî ìåòîäà (Wittig et al., 2007), ñìåøàííûå ìèöåëëû äå-
òåðãåíòîâ äîëæíû ïðåïÿòñòâîâàòü àãðåãàöèè ëþáûõ áåë-
êîâ, â òîì ÷èñëå è ðàñòâîðèìûõ. Íàäî íàäåÿòüñÿ, ÷òî øè-
ðîêîå ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòîäà â áóäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ
ïî ïðîòåîìèêå ïðèâåäåò ê îáúÿñíåíèþ ýòîãî ôàêòà.

Çàêëþ÷åíèå

Ïðèâåäåííûå â îáçîðå ôàêòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
BN-PAGE, íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâîâàíèå ðÿäà íåäîñòàòêîâ
(íå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêîâ â ãåëå, ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ àê-
òèâíîñòè íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ è ê äèññîöèàöèè ðÿäà
ìóëüòèôåðìåíòíûõ êîìïëåêñîâ, êðàñèòåëü ÑBB òðóäíî
óäàëèòü ñ áåëêîâûõ ïîëîñ è äð.), ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì èíñò-
ðóìåíòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîòåîìà êëåòîê áàêòåðèé, ðàñòå-
íèé è æèâîòíûõ è àêòèâíî èñïîëüçóåòñÿ â ñàìûõ ðàçíîîá-
ðàçíûõ ðàçäåëàõ áèîëîãèè è ìåäèöèíû. Ýòîò ìåòîä ëåãêî
è ïðîñòî ñî÷åòàåòñÿ ñ äðóãèìè áèîõèìè÷åñêèìè èëè áèî-
ôèçè÷åñêèìè ìåòîäàìè (èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå, ýêñ-
êëþçèîííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, äèíàìè÷åñêîå ñâåòîðàññåÿ-
íèå, ãåëü-ôèëüòðàöèÿ è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ, äåíàòóðèðó-
þùèé ýëåêòðîôîðåç è äð.) è óñïåøíî ïîäâåðãàåòñÿ
ðàçëè÷íûì ìîäèôèêàöèÿì, êàñàþùèìñÿ ïîðèñòîñòè íî-
ñèòåëÿ, áóôåðíîé ñèñòåìû è äð. Ìåòîä CN-PAGE äàåò
âîçìîæíîñòü ðåãèñòðèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ è ôåðìåí-
òàòèâíóþ àêòèâíîñòü íåïîñðåäñòâåííî â ãåëå, íî ñòðàäàåò
íèçêèì ðàçðåøåíèåì (ðàçìàçûâàíèå áåëêîâûõ ïîëîñ) è
ìîæåò áûòü ïðèìåíåí òîëüêî äëÿ êèñëûõ áåëêîâ, èìåþ-
ùèõ âûñîêèé óðîâåíü ýíäîãåííîãî ñóììàðíîãî îòðèöà-
òåëüíîãî çàðÿäà. Äîñòîèíñòâà ìåòîäîâ BN-PAGE è
CN-PAGE áûëè ñîõðàíåíû â ìåòîäå hrCN-PAGE áëàãîäà-
ðÿ óäàëåíèþ CBB è ââåäåíèþ â êàòîäíûé áóôåð âìåñòî
íåãî ñìåñè àíèîííîãî äåòåðãåíòà ÄÎÕ è íåèîííîãî äå-
òåðãåíòà ÄÄÌ (èëè ÒÕ), êîòîðûå ñîçäàþò íà áåëêàõ
èñêóññòâåííûé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, òàê êàê ýòî äåëàåò
CBB ïðè BN-PAGE. Áëàãîäàðÿ òàêîé ìîäèôèêàöèè â
óñëîâèÿõ hrCN-PAGE ìîæíî ðàçäåëÿòü ëþáûå ùåëî÷íûå
è íåéòðàëüíûå áåëêè ïðè ðÍ 7.0 â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè è
îïðåäåëÿòü èõ ôëóîðåñöåíöèþ è ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü íåïîñðåäñòâåííî â ãåëå, ÷òî îòêðûâàåò øèðîêèå
âîçìîæíîñòè äëÿ ïðèìåíåíèÿ ýòîãî ìåòîäà.

Õî÷åòñÿ âåðèòü, ÷òî ïðèâåäåííàÿ èíôîðìàöèÿ íå
îñòàâèò îòå÷åñòâåííîãî ÷èòàòåëÿ ðàâíîäóøíûì è áóäåò
ñòèìóëèðîâàòü åãî ê èñïîëüçîâàíèþ ïåðå÷èñëåííûõ ìå-
òîäîâ íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà äëÿ ðåøåíèÿ ñàìûõ ðàç-
íîîáðàçíûõ çàäà÷ ïî ïðîòåîìèêå êëåòêè.
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NATIVE ELECTROPHORESIS IN CELL PROTEOMICS: BN-PAGE AND CN-PAGE
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The presented mini-review aims to attract the attention of domestic researchers for rapid, cheap and easily
reproducible method of native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), which for some reason has not yet
found application in our country. The review collected the most interesting examples of the use of three types of
native electrophoresis (BN-PAGE, CN-PAGE and hrCN-PAGE) to study the peculiarities of proteomes of va-
rious animal, plant and bacterial cells. The references to fundamental reviews, basic protocols, modifications of
the initial methods and the examples of the combination of native electrophoresis with other chemical or physi-
cal methods are presented. Particular attention to the principles of BN-, CN- and hrCN-PAGE as well as to their
advantages and disadvantages is paid.
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