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Äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ìåòîäîâ ïðè èçó÷åíèè áèî-
ëîãè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ áåëêîâ. Îïèñàííûé åùå â 1975 ã., îí âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâà ïîñëåäîâàòåëüíûõ
ýòàïà: èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå â ïåðâîì íàïðàâëåíèè è ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå — âî âòîðîì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû õîòèì îáðàòèòü âíèìàíèå ÷èòàòåëåé
íà íåêîòîðûå òåõíè÷åñêèå ïàðàìåòðû ôèðìåííîãî ïðèáîðà Dual Gel Module, áëàãîäàðÿ êîòîðûì ìîæíî
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëÿòü ïîëèïåïòèäû â îáîèõ íàïðàâëåíèÿõ. Íà ïðèìåðå âûñîêîî÷èùåííûõ
êîììåð÷åñêèõ áåëêîâ ïîêàçàíà èäåíòè÷íîñòü èõ ðàñïðåäåëåíèÿ â ñèñòåìå äåòåêöèè, âûïîëíåííîé íà
ïðèáîðå Dual Gel Module (ÑØÀ) è âûïîëíåííîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ãîòîâûõ ñòðèïîâ è îáîðóäîâàíèÿ GE
Healthcare (ÑØÀ).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå, äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç, àìôîëèíû, ñòðèïû,
êîììåð÷åñêèé ìîäóëü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÄÒÒ — äèòèîòðåèòîë,
ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÒÅÌÅÄ — N,N,N,N-òåòðàòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí, DSNa — äîäåöèë-
ñóëüôàò íàòðèÿ.

Ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå õàðàêòåðèçóåòñÿ áóðíûì ðàç-
âèòèåì èññëåäîâàíèé â îáëàñòè ïðîòåîìèêè. Ñîâðåìåí-
íûå ìåòîäû ïðîòåîìíîãî àíàëèçà ïîçâîëÿþò âûÿâëÿòü
èçìåíåíèÿ â ñîäåðæàíèè ìíîæåñòâà áåëêîâ, à â ñî÷åòà-
íèè ñ íåêîòîðûìè âàðèàíòàìè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èäåí-
òèôèöèðîâàòü è ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè ïåï-
òèäîâ (Ãîâîðóí, Àð÷àêîâ, 2002).

Â îñíîâå ìåòîäà ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ äâóõìåðíûì (2D)
ýëåêòðîôîðåçîì ëåæèò ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì, îïèñàííûé
åùå â 1975 ã. Î’Ôàððåëëîì (Î’Farrell, 1975; O’Farrell
et al., 1977). Ïðèíöèï, êîòîðûé èñïîëüçîâàë àâòîð, âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïî äâóì íå êîððåëèðóþ-
ùèì ìåæäó ñîáîé ïðèçíàêàì — èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êå
è ìîëåêóëÿðíîé ìàññå áåëêà (Î’Farrell, 1975; Ìàëûãèí,
1993).

Èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå (ïåðâîå íàïðàâëåíèå) ïðî-
âîäèëè â ñòåêëÿííûõ òðóáî÷êàõ, à ðàçäåëåíèå áåëêîâûõ
öåïåé ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå (âòîðîå íàïðàâëåíèå) — â
ïëîñêîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Îïèñàííûé Î’Ôàððåë-
ëîì ìåòîä ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ áûë ðåâîëþöèîííûì, íî
ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ ãåëåé â îáîèõ íàïðàâëåíèÿõ —
íåñêîëüêî ãðîìîçäêîé è òðóäîåìêîé. Èìåííî ïî ýòîé
ïðè÷èíå, íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå óñîâåðøåíñòâîâà-
íèÿ, 2D-ýëåêòðîôîðåç äîëãîå âðåìÿ îñòàâàëñÿ ñâîåãî ðîäà
èñêóññòâîì, à åãî âíåäðåíèå â ëàáîðàòîðíóþ ïðàêòèêó
áûëî çàòðóäíåíî (Ìàëûãèí, 1993; Ãîâîðóí è äð., 2002).

Ðàçâèòèå ñîâðåìåííûõ òåõíîëîãèé ïðèâåëî ê òîìó,
÷òî äëÿ öåëåé èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèÿ ñòàëè èñïîëüçî-

âàòü ñòðèïû, ò. å. ãåëåâûå ïîëîñêè ñ èììîáèëèçîâàííûìè
íà íèõ àìôîëèíàìè ðàçíîãî äèàïàçîíà ðÍ. Ïðèìåíåíèå
ãîòîâûõ (êîììåð÷åñêèõ) ñòðèïîâ — ýòî áåçóñëîâíî øàã
âïåðåä â ðàçâèòèè ìåòîäè÷åñêîé áàçû ïðîòåîìèêè. Îäíà-
êî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü ñòðèïîâ è íåîáõîäèìîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ îïðåäå-
ëåííûìè ñäåðæèâàþùèìè ôàêòîðàìè â ðàñïðîñòðàíåíèè
ýòîé òåõíîëîãèè â øèðîêîì ìàñøòàáå. Ñëåäóåò òàêæå
ïîä÷åðêíóòü, ÷òî êîíå÷íûé ðåçóëüòàò, ïîëó÷åííûé ïðè
ðàçäåëåíèè ïåïòèäîâ ìåòîäîì 2D-ýëåêòðîôîðåçà, ÷àñòî
çàâèñèò íå òîëüêî îò ñïîñîáà ðàçäåëåíèÿ, íî è îò ïðåäâà-
ðèòåëüíîé ïîäãîòîâêè ïðîáû è êà÷åñòâà ýêñïåðèìåíòàëü-
íîãî îáðàçöà (Rabilloud, 1996).

Ó÷èòûâàÿ ýòè îáñòîÿòåëüñòâà è òå ìåòîäè÷åñêèå çàäà-
÷è, êîòîðûå íàì ïðåäñòîÿëî ðåøàòü, ìû ñîñðåäîòî÷èëè
íàøå âíèìàíèå íà ôèðìåííîì (êîììåð÷åñêîì) óñòðîéñò-
âå Dual Gel Module (ñì. êàòàëîã: Electrophoresis, ICN,
2001—2002). Ìû èñïîëüçîâàëè ýòî ñîâðåìåííîå è ñðàâ-
íèòåëüíî íåäîðîãîå ëàáîðàòîðíîå îáîðóäîâàíèå, äî-
ïîëíèâ åãî íåêîòîðûìè ðàáî÷èìè äåòàëÿìè, â ñòàâøåì
óæå êëàññè÷åñêèì ìåòîäå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïî Î’Ôàð-
ðåëëó (O’ Farrell, 1975). Ìû òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
íà ïðèìåðå âûñîêîî÷èùåííûõ (êîììåð÷åñêèõ) áåëêîâ
îòñóòñòâèå ïðèíöèïèàëüíîé ðàçíèöû â èõ ïðîôèëèðîâà-
íèè â ñèñòåìå äåòåêöèè, âûïîëíåííîé íà ïðèáîðå Dual
Gel Module, è â ñèñòåìå, èñïîëüçóþùåé òåõíîëîãèþ
êîììåð÷åñêèõ ñòðèïîâ è îáîðóäîâàíèå GE Healthcare
(ÑØÀ).
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î ï è ñ à í è å ê î ì ì å ð ÷ å ñ ê î ã î ó ñ ò ð î é ñ ò â à D u -
a l G e l M o d u l e. Óñòðîéñòâî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîì-
ïàêòíóþ è íåáîëüøóþ ïî îáúåìó êàìåðó äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ýëåêòðîôîðåçà. Âíåøíèé âèä ýòîé êàìåðû ïðåäñòàâëåí â
êàòàëîãå (Electrophoresis, ICN, 2001—2002). Íà ðèñ. 1
ñõåìàòè÷íî ïðåäñòàâëåíû òðè îñíîâíûõ ýëåìåíòà ïðèáî-
ðà: à — îñíîâíàÿ êàìåðà âìåñòèìîñòüþ îêîëî 1 ë, á —
êðûøêà, â — ìàëåíüêàÿ âíóòðåííÿÿ êàìåðà äëÿ âåðõíåãî
áóôåðà. Ýëåêòðîä äëÿ âåðõíåé êàìåðû ðàñïîëîæåí íà
âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè êðûøêè. Íèæíèé ýëåêòðîä ïðî-
õîäèò ïî äíó áîëüøîé êàìåðû.

Îñîáåííîñòüþ äàííîãî óñòðîéñòâà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â
íåì ìîæíî ïðîâîäèòü ðàçäåëåíèå áåëêîâ ñðàçó íà äâóõ
ãåëÿõ ïðè óñëîâèè îäèíàêîâîé áóôåðíîé ñèñòåìû. Ïðè
ðàçãîíêå îäíîãî ãåëÿ â ñèñòåìå ïðåäóñìîòðåíî èñïîëüçî-
âàíèå áëîêèðóþùåãî óñòðîéñòâà (ïëàòû). Îíà èçãîòîâëå-
íà èç èíåðòíîãî ìàòåðèàëà è èìååò çàêðóãëåííûå óãëû.
Äëÿ ôèêñàöèè ïëîñêèõ ãåëåé (êàññåò) íå òðåáóåòñÿ íè çà-
æèìîâ, íè âèíòîâ. Íà äíå êàìåðû äëÿ âåðõíåãî áóôåðà
èìååòñÿ äâà ïðîäîëüíûõ îòâåðñòèÿ, îêàéìëåííûå ïëîò-
íûìè ðåçèíîâûìè ïðîêëàäêàìè. Â ýòè ïðîðåçè è âñòàâëÿ-
þòñÿ ãåëåâûå êàññåòû, à ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíûõ ïàçîâ
íà âíóòðåííèõ ñòîéêàõ îíè óäåðæèâàþòñÿ â ñòðîãî âåðòè-
êàëüíîì ïîëîæåíèè. Íà ôðîíòàëüíîé ÷àñòè êàìåðû åñòü
îòìåòêè äëÿ óðîâíÿ çàëèâêè áóôåðà â íèæíþþ è âåðõ-
íþþ êàìåðû. Ñèñòåìà (ìîäóëü) ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ ãåð-
ìåòè÷íîé, íå ñêëîííîé ê ïðîòåêàíèþ. Ôðîíòàëüíàÿ ïî-
âåðõíîñòü ïðèáîðà àáñîëþòíî ïðîçðà÷íà, è ýòî ñîçäàåò
îïðåäåëåííîå óäîáñòâî äëÿ ýêñïåðèìåíòàòîðà ïðè íàíå-
ñåíèè îáðàçöîâ íà ãåëü è ïðè îòñëåæèâàíèè äâèæåíèÿ
ôðîíòà.

Ñ ïîìîùüþ êàìåðû äëÿ âåðõíåãî áóôåðà ìîæíî ïðî-
âîäèòü ðàçäåëåíèå áåëêîâ â ãåëÿõ êàê âî âòîðîì íàïðàâ-
ëåíèè äëÿ 2D-ýëåêòðîôîðåçà, òàê è ïðè îäíîìåðíîì ýëåê-
òðîôîðåçå ïî Ëÿììëè (Laemmly, 1970).

Î ï è ñ à í è å ñ ê î í ñ ò ð ó è ð î â à í í î é â å ð õ í å é
ê à ì å ð û ä ë ÿ è ç î ý ë å ê ò ð î ô î ê ó ñ è ð î â à í è ÿ. Ïðî-
öåäóðà èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèÿ áåëêîâ ïî ìåòîäó Ôàð-
ðåëëà ïðåäïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå äëÿ ïåðâîãî íàïðàâëå-
íèÿ ñòåêëÿííûõ òðóáî÷åê. Î íèõ ðå÷ü ïîéäåò íèæå.
À ñåé÷àñ ìû êðàòêî îñòàíîâèìñÿ íà îïèñàíèè ïðåäëàãàå-
ìîé íàìè âåðõíåé êàìåðû äëÿ ïåðâîãî íàïðàâëåíèÿ.
Ýòî óñòðîéñòâî áûëî ñêîíñòðóèðîâàíî â ìàñòåðñêèõ íà-
øåãî èíñòèòóòà. Êàìåðà äëÿ èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèÿ
ïî àíàëîãèè ñ êîììåð÷åñêîé âåðõíåé êàìåðîé ïðåäñòàâ-
ëÿåò ñîáîé íåáîëüøîé ðåçåðâóàð äëÿ æèäêîñòè, èìåþùèé
ïðÿìîóãîëüíóþ ôîðìó (ðèñ. 2). Ïðèáîð âûïîëíåí èç
ïëåêñèãëàñà, à åãî ãàáàðèòû è ôîðìà ïîâòîðÿþò êîììåð-
÷åñêèé àíàëîã. Ïî äíó êàìåðû ïðîñâåðëåíû êðóãëûå îò-
âåðñòèÿ, äèàìåòð êîòîðûõ ñîîòâåòñâóåò âíåøíåìó äèà-
ìåòðó èñïîëüçóåìûõ òðóáî÷åê.

Ñêîíñòðóèðîâàííàÿ êàìåðà äëÿ ïåðâîãî íàïðàâëåíèÿ
ïî àíàëîãèè ñ ôèðìåííîé âûïîëíÿåò äâîéíóþ ôóíêöèþ:
ÿâëÿåòñÿ îäíîâðåìåííî ðåçåðâóàðîì äëÿ áóôåðà è äåðæà-
òåëåì äëÿ ñòåêëÿííûõ òðóáî÷åê. Êðóãëûå îòâåðñòèÿ íà
äíå êàìåðû îêàéìëåíû óïëîòíèòåëüíûìè ðåçèíîâûìè
ïðîêëàäêàìè, òàê íàçûâàåìûìè øàéáàìè. ×òîáû èçáå-
æàòü èõ ñìåùåíèÿ è íåæåëàòåëüíîãî ïðîòåêàíèÿ æèäêî-
ñòè, èçãîòîâëåíà äîïîëíèòåëüíàÿ ïëàñòèíà èç ïëåêñèãëà-
ñà ñ îòâåðñòèÿìè, êîòîðàÿ ïîêðûâàåò äíî è ôèêñèðóåò
âñþ êîíñòðóêöèþ ñ ïîìîùüþ äâóõ ïëàñòìàññîâûõ âèí-
òîâ. Âñÿ êîíñòðóêöèÿ èçãîòîâëåíà èç ìàòåðèàëîâ, óñòîé-
÷èâûõ ê èñïîëüçóåìûì â ðàáîòå ðàñòâîðàì.

Êàê ïîêàçàë íàø îïûò, ñèñòåìà îêàçàëàñü âåñüìà íà-
äåæíîé è óäîáíîé â ýêñïëóàòàöèè.

È ç ã î ò î â ë å í è å ñ ò å ê ë ÿ í í û õ ò ð ó á î ê ä ë ÿ
è ç î ý ë å ê ò ð î ô î ê ó ñ è ð î â à í è ÿ. Òðóáêè äëÿ ïåðâîãî
íàïðàâëåíèÿ áûëè èçãîòîâëåíû èç îáû÷íûõ ñòåêëÿííûõ
ëàáîðàòîðíûõ ïèïåòîê ñ âíóòðåííèì äèàìåòðîì 1.5—2.0
è âíåøíèì 4—5 ìì. Òîðöû òðóáîê îïëàâëÿëè, ÷òîáû
ïðèòóïèòü îñòðûå êðàÿ è ñâåñòè ê ìèíèìóìó ïîâðåæäå-
íèå ðåçèíîâûõ ïðîêëàäîê. Äëèíà òðóáîê ñîñòàâëÿëà
13 ñì. Ýòî ïîçâîëÿëî çàïîëíèòü òðóáêè ðàñòâîðîì äëÿ ïî-
ëèìåðèçàöèè äî îòìåòêè 10 ñì è íàíåñòè íà ïîâåðõíîñòü
ãåëÿ èññëåäóåìóþ ïðîáó. Ìû íå áóäåì ïîäðîáíî îñòà-
íàâëèâàòüñÿ íà òåõíè÷åñêèõ äåòàëÿõ çàëèâêè ãåëÿ è ñïî-
ñîáàõ èçâëå÷åíèÿ ãåëåâûõ ñòîëáèêîâ ïî îêîí÷àíèè èçî-
ôîêóñèðîâàíèÿ. Ýòè ïðîöåäóðû óæå ïîäðîáíî îïèñàíû
(Î’Farrell, 1975; Ìàëûãèí, 1993), è êàæäûé èññëåäîâà-
òåëü ìîæåò âûáðàòü äëÿ ñåáÿ ïîäõîäÿùèé âàðèàíò.

È ç ã î ò î â ë å í è å ñ ò å ê î ë ä ë ÿ â ò î ð î ã î í à ï -
ð à â ë å í è ÿ. Ïðîöåäóðà ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïî ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññå âî âòîðîì íàïðàâëåíèè ïðåäóñìàòðèâàåò
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Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå óñòðîéñòâà äëÿ ýëåêòðî-
ôîðåçà Dual Gel Module.

à — îñíîâíàÿ êàìåðà; á — êðûøêà; â — êàìåðà äëÿ âåðõíåãî áóôåðà. 1 —
âèëêà äëÿ íèæíåãî ýëåêòðîäà, 2, 3 — óðîâíè äëÿ çàëèâêè áóôåðà â âåðõ-
íåé è íèæíåé êàìåðàõ ñîîòâåòñòâåííî, 4 — ôðîíòàëüíàÿ ñòåíêà íèæíåé
êàìåðû, 5 — âíóòðåííèå ñòîéêè ñ ïàçàìè, 6 — íèæíèé ýëåêòðîä, 7 —
âèëêà äëÿ âåðõíåãî ýëåêòðîäà, 8 — âåðõíèé ýëåêòðîä, 9 — êàìåðà äëÿ
âåðõíåãî áóôåðà, 10 — ðåçèíîâûå ïðîêëàäêè íà äíå âåðõíåé êàìåðû.



èñïîëüçîâàíèå ïëîñêèõ ãåëåé. ×òîáû ïðîâîäèòü ðàçäåëå-
íèå áåëêîâ îäíîâðåìåííî íà äâóõ ãåëÿõ, íàäî èìåòü â
ñâîåì ðàñïîðÿæåíèè êàê ìèíèìóì äâå ïàðû ñòåêîë. Äëÿ
èììîáèëèçàöèè ñòîëáèêà ãåëÿ, èçâëå÷åííîãî èç òðóáêè, ñ
ïîëèàêðèëàìèäíûì ïëîñêèì ãåëåì íåîáõîäèìî ñîáðàòü
êîíñòðóêöèþ èç ñòåêîë ðàçíîé òîëùèíû. Òîëùèíà ïåðâî-
ãî ñòåêëà ñîñòàâëÿåò 1.0—1.5, òîëùèíà âòîðîãî —
3—4 ìì. Òàê êàê äëÿ çàëèâêè ãåëÿ èñïîëüçóþò ñïåéñåðû
òîëùèíîé 1 ìì, ñóììàðíàÿ òîëùèíà ãåëåâîé êàññåòû áó-

äåò ñîñòàâëÿòü 6—7 ìì. Ýòî òà îïòèìàëüíàÿ âåëè÷èíà,
êîòîðàÿ ïîçâîëèëà íàì ìíîãîêðàòíî èñïîëüçîâàòü âåðõ-
íþþ êàìåðó áåç ïîâðåæäåíèÿ è èçíîñà îêàéìëÿþùåé ðå-
çèíîâîé ïðîêëàäêè. Ïðè ýòîì îñòðûå êðàÿ âûðåçàííûõ
ñòåêîë äîëæíû áûòü, åñòåñòâåííî, çàòóïëåíû.

Ðèñ. 3 îòðàæàåò ðàçìåðû è ïîêàçûâàåò îñîáåííîñòè
îáîèõ ñòåêîë äëÿ âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ. Ïåðâîå (ñ òîëùè-
íîé áîêîâîé ñòåíêè 1 ìì) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êâàäðàò
ðàçìåðîì 10�10 ñì (ñòåêëî I). Äðóãîå ñòåêëî (òîëùèíîé
3—4 ìì) — ïðÿìîóãîëüíèê ðàçìåðîì 10.0—9.5 ñì (ñòåê-
ëî II). Â âåðõíåé ÷àñòè ñòåêëà II â îáëàñòè, îáîçíà÷åííîé
çâåçäî÷êàìè (íà ðèñ. 3 îíà çàøòðèõîâàíà), ñäåëàí ñïèë
ñòåêëà ïîä óãëîì íà ãëóáèíó 0.5 ñì. Áîêîâîå ñå÷åíèå òà-
êîãî ñòåêëà â îáëàñòè ñïèëà áóäåò èìåòü âèä, èçîáðàæåí-
íûé íà ðèñ. 3 (II, áñ). Ïðè ýòîì óãîë 1 áóäåò îñòðûì, à
óãîë 2 — òóïûì. Çàìåòèì, ÷òî ñïèë çàíèìàåò îáëàñòü
òîëüêî â ñåðåäèíå ñòåêëà, à áîêîâûå êðàÿ, øèðèíà êîòî-
ðûõ ñîñòàâëÿåò 1 ñì ñ îáåèõ ñòîðîí, îñòàþòñÿ â ïåðâîíà-
÷àëüíîì âèäå.

Ïåðåä çàëèâêîé ãåëÿ ñòåêëî II íàêëàäûâàþò íà òîíêîå
ñòåêëî I ñâåðõó, ñïèëîì âîâíóòðü. Ïîñëå çàñòûâàíèÿ ãåëÿ
ìåæäó ñòåêëàìè îáðàçóåòñÿ íåêîòîðîå óãëóáëåíèå
(ðèñ. 3, ãê). Â ýòó íèøó è ïîìåùàåòñÿ ãåëåâûé ñòîëáèê.
Â ýòîì ïîëîæåíèè äâà ãåëÿ — òðóá÷àòûé è ïëîñêèé —
òåïåðü ëåãêî ìîæíî ñêðåïèòü ðàñïëàâëåííûì ðàñòâîðîì
àãàðîçû è ïðîâîäèòü ïîñëåäóþùåå ðàçäåëåíèå áåëêîâ âî
âòîðîì íàïðàâëåíèè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: ìî-
÷åâèíà, àêðèëàìèä, áèñàêðèëàìèä, Òðèòîí Õ-100, àìôî-
ëèíû ñ äèàïàçîíîì ðÍ 3.5—10, ïåðñóëüôàò àììîíèÿ, ÒÅ-
ÌÅÄ, Òðèñ, ãëèöèí, DSNa, b-ìåðêàïòîýòàíîë, áðîìôåíî-
ëîâûé ñèíèé, NaOH, óêñóñíàÿ êèñëîòà, àãàðîçà, ãëèöåðèí
è ÄÒÒ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííîãî
ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêàöèè õ÷ èëè çàêóïëåííûå â ôèðìå
ICN.

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè âûñîêîî÷è-
ùåííûå (êîììåð÷åñêèå) áåëêè ôèðìû Sigma: ÁÑÀ
(5-ÿ ôðàêöèÿ, ìîë. ìàññà 66.2 êÄà), îâàëüáóìèí (ìîë. ìàñ-
ñà 45.0 êÄà) è êàðáîàíãèäðàçà (ìîë. ìàññà 29.0 êÄà). Áåë-
êè ðàñòâîðÿëè â ñâåæåé äåèîíèçèðîâàííîé âîäå äî êîí-
öåíòðàöèè 1 ìêã/ìêë è íàíîñèëè íà îäèí ãåëü â êîëè÷åñò-
âå 1—2 ìêã êàæäîãî áåëêà.

Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ñ è ñ ï î ë ü ç î â à -
í è å ì ï ð è á î ð à D u a l G e l M o d u l e (Ñ Ø À) ïî ìåòî-
äó Î’Ôàððåëëà (O’Farrell, 1975). Äëÿ ïåðâîãî íàïðàâëå-
íèÿ èñïîëüçîâàëè ñòåêëÿííûå òðóáî÷êè, äëÿ âòîðîãî —

840 È. Í. Åâòååâà è äð.

Ðèñ. 2. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ñêîíñòðóèðîâàííîé âåðõ-
íåé êàìåðû äëÿ èçîôîêóñèðîâàíèÿ.

1 — âåðõíÿÿ êàìåðà, 2 — îòâåðñòèÿ, îêàéìëåííûå ðåçèíîâûìè «øàéáà-
ìè», 3 — äîïîëíèòåëüíàÿ ïëàñòèíà èç ïëåêñèãëàñà, 4 — ñõåìàòè÷åñêîå

èçîáðàæåíèå âñòàâëåííîé òðóáî÷êè, 5 — ïëàñòìàññîâûé âèíò.

Ðèñ. 3. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ñòåêîë, èñïîëüçóåìûõ âî âòîðîì íàïðàâëåíèè äëÿ 2D-ýëåêòðîôîðåçà.

I — òîíêîå ñòåêëî; II — ñòåêëî òîëùèíîé 3—4 ìì ñî ñïèëîì â çàøòðèõîâàííîé îáëàñòè. áñ — áîêîâîå ñå÷åíèÿ ñòåêëà II, ãê — ãåëåâàÿ êàññåòà, îáðàçî-
âàííàÿ îáîèìè ñòåêëàìè è äâóìÿ ãåëÿìè, ÷åðíûé êðóæîê — òðóá÷àòûé ãåëü, êîñàÿ øòðèõîâêà — ïëîñêèé ãåëü.



ñïåöèàëüíûì îáðàçîì ïîäãîòîâëåííûå ñòåêëà. Ïðîáû è
ãåëè ä ë ÿ ï å ð â î ã î í à ï ð à â ë å í è ÿ ãîòîâèëè ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì. Ïðîáó áåëêà (3—6 ìêã) ðàñòâîðÿëè â 50
ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà (9 Ì ìî÷åâèíû, 2 % Òðèòîíà
Õ-100, 2 % àìôîëèíîâ, ðÍ 3.5—10, 0.05 Ì ÄÒÒ è 0.25 %
áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî) è íàíîñèëè íà ãåëü. Ðàñòâîð äëÿ
ïîëèìåðèçàöèè ãåëÿ ïåðâîãî íàïðàâëåíèÿ ñîäåðæàë 8 Ì
ìî÷åâèíû, 3.75 % àêðèëàìèäà, 0.2 % áèñàêðèëàìèäà, 2 %
Òðèòîíà Õ-100, 2 % àìôîëèíîâ, 0.013 % ïåðñóëüôàòà àì-
ìîíèÿ è 0.001 % ÒÅÌÅÄ. Íà ïðîáó, íàíåñåííóþ íà ãåëü,
íàñëàèâàëè êýï-ðàñòâîð äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ êîíòàêòà
ïðîáû ñ ýëåêòðîäíûì áóôåðîì. Êýï-ðàñòâîð ñîäåðæàë
3 Ì ìî÷åâèíû è 2 % àìôîëèíîâ. Â êà÷åñòâå ýëåêòðîäíûõ
áóôåðîâ èñïîëüçîâàëè 0.02 Ì ðàñòâîð NaOH (êàòîäíûé
áóôåð) è ðàñòâîð 0.1 Ì óêñóñíîé êèñëîòû (àíîäíûé áó-
ôåð).

Ïðîöåäóðó ïî íàíåñåíèþ ïðîá è èçîýëåêòðîôîêóñè-
ðîâàíèå âåëè ïðè 4 °Ñ, íàïðÿæåíèè 300 Â è ñèëå òîêà
0.5—1 ìÀ íà òðóáî÷êó â òå÷åíèå 16 ÷. Ïîñëå èçîýëåêòðî-
ôîêóñèðîâàíèÿ ãåëåâûå ñòîëáèêè îñòîðîæíî èçâëåêàëè
èç òðóáîê è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â áóôåðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 10 % ãëèöå-
ðèíà, 2 % DSNa, 5 % (ïî îáúåìó) b-ìåðêàïòîýòàíîëà,
0.06 Ì Òðèñ-ÍÑl, ðÍ 6.8. Ïî îêîí÷àíèè ïðîöåäóðû ãåëè
çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè ïðè –70 °Ñ. Ã å ë ü - ý ë å ê ò ð î -
ô î ð å ç â î â ò î ð î ì í à ï ð à â ë å í è è ïðîâîäèëè â
5%-íîì (êîíöåíòðèðóþùåì) è 12%-íîì (ðàçäåëÿþùåì)
ÏÀÀÃ â ñòàíäàðòíîé ñèñòåìå Ëÿììëè (Laemmly, 1970).
Ðàçäåëåíèå ïðîâîäèëè ïðè ïîñòîÿííîì òîêå ïðè
50—70 ìÀ.

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ãåëè ôèêñè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå 40%-íîãî ýòàíîëà è 10%-íîé óêñóñíîé
êèñëîòû â òå÷åíèå íî÷è. Äàëåå î ê ð à ø è â à ë è ðàñòâî-
ðîì êóìàññè G-250 â òå÷åíèå 40—50 ìèí è îòìûâàëè â
ðàñòâîðå 7%-íîé óêñóñíîé êèñëîòû.

Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç ñ è ñ ï î ë ü ç î â à -
í è å ì ê î ì ì å ð ÷ å ñ ê è õ ñ ò ð è ï î â è î á î ð ó ä î â à -
í è ÿ G E H e a l t h c a r e (Ñ Ø À) ïðîâîäèëè ñîãëàñíî èí-
ñòðóêöèè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ (GE Healthcare, ÑØÀ) ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñòðèïîâ ñ äèàïàçîíîì ðÍ 3—10. Äâóõ-
ìåðíûé ýëåêòðîôîðåç â î â ò î ð î ì í à ï ð à â ë å í è è ïðî-
âîäèëè â 12%-íîì ÏÀÀÃ ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó
Ëÿììëè (Laemmly, 1970). Áåëêè âèçóàëèçèðîâàëè ïðè ïî-
ìîùè îêðàøèâàíèÿ ðàñòâîðîì Êóìàññè G-250.

Ðåçóëüòàòû

Ìåòîäè÷åñêàÿ ÷àñòü íàøåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â
òîì, ÷òîáû ðàçäåëèòü âûñîêîî÷èùåííûå (êîììåð÷åñêèå)
áåëêè äâóõìåðíûì ýëåêòðîôîðåçîì äâóìÿ ñïîñîáàìè è
ñðàâíèòü ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû. Â ïåðâîì ñëó÷àå ïðî-
âîäèëè ðàçäåëåíèå áåëêîâ íà ïðèáîðå Dual Gel Module
(ÑØÀ), âî âòîðîì — ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêèõ ñòðèïîâ
è îáîðóäîâàíèÿ GE Healthcare (ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà èñ-
ïîëüçîâàëè îáðàçöû âûñîêîî÷èùåííûõ áåëêîâ áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), îâàëüáóìèíà è êàðáî-
àíãèäðàçû. Ýòè áåëêè èìåþò ðàçíûå èçîýëåêòðè÷åñêèå
òî÷êè è ðàçíûå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, è ìû ïðåäïîëàãàëè
íàãëÿäíî ïðîñëåäèòü çà èõ ðàñïðåäåëåíèåì íà ãåëå.

Íà ðèñ. 4, à ïðåäñòàâëåíà ýëåêòðîôîðåãðàììà òðåõ
áåëêîâ, ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà Dual
Gel Module. Êàê âèäíî íà ðèñóíêå, êàæäûé èç òðåõ áåëêîâ

çàíèìàåò ñâîå îïðåäåëåííîå ïîëîæåíèå, ñèãíàëû ïîëè-
ïåïòèäíûõ ïÿòåí ÷åòêèå, à ôîí ñëàáûé.
Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êàðòèíà, ïîëó÷åííàÿ â íàøèõ óñëî-
âèÿõ íà ýòîì ïðèáîðå ïî äâóì áåëêàì (îâàëüáóìèíó è
êàðáîàíãèäðàçå), â òî÷íîñòè ñîîòâåòñòâóåò êàðòèíå, ïðåä-
ñòàâëåííîé â êàòàëîãå Proteomics and Protein Expression
ôèðìû Sigma (2004).

Ðåçóëüòàò ðàçäåëåíèÿ ýòèõ æå áåëêîâ äâóõìåðíûì
ýëåêòðîôîðåçîì íà êîììåð÷åñêèõ ñòðèïàõ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì îáîðóäîâàíèÿ GE Healthcare (ÑØÀ) ïðåäñòàâëåí íà
ðèñ. 4, á. Êàê âèäíî íà ýëåêòðîôîðåãðàììå, ðàñïîëîæå-
íèå áåëêîâ àíàëîãè÷íî ðàñïîëîæåíèþ íà ïðåäûäóùåé
ýëåêòðîôîðåãðàììå (ðèñ. 4, à). Íåáîëüøàÿ ðàçíèöà çà-
êëþ÷àåòñÿ â èíòåíñèâíîñòè ïÿòíà, ñîîòâåòñòâóþùåãî
ÁÑÀ, è â íàëè÷èè äâîéíîãî áýíäà â ñëó÷àå îâàëüáóìèíà
(ðèñ. 4, á). Ìû îáúÿñíÿåì ýòó ðàçíèöó íåçíà÷èòåëüíûì
ïðîòåîëèçîì äàííûõ áåëêîâ, òàê êàê ýêñïåðèìåíòû áûëè
âûïîëíåíû ñ îäíèìè è òåìè æå ïðåïàðàòàìè, íî â ðàçíîå
âðåìÿ. Íà íàø âçãëÿä, ýòîò ìîìåíò íå ÿâëÿåòñÿ ñòîëü
ïðèíöèïèàëüíûì, à ðàçðåøåíèå ìåòîäà ïîçâîëÿåò ÷åòêî
âèçóàëèçèðîâàòü êàæäûé èç áåëêîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î
ïðèãîäíîñòè ñèñòåìû Dual Gel Module äëÿ ðàçäåëåíèÿ
áåëêîâ è î âîçìîæíîñòè ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ áî-
ëåå ñëîæíûìè áèîëîãè÷åñêèìè îáðàçöàìè.

Ïðèìåíåíèå êîììåð÷åñêîãî ôèðìåííîãî ïðèáîðà Dual Gel Module 841

Ðèñ. 4. 2D-ýëåêòðîôîðåãðàììû òðåõ áåëêîâ, âûïîëíåííûå ñ
ïîìîùüþ ïðèáîðà Dual Gel Module (ÑØÀ; à) è îáîðóäîâàíèÿ

GE Healthcare (ÑØÀ; á).

×èñëà ïî âåðòèêàëè — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû áåëêîâ. Íàíåñåíî ïî
1—2 ìã êàæäîãî áåëêà: ÁÑÀ (66.2 êÄà), îâàëüáóìèíà (45.0 êÄà) è êàðáî-

àíãèäðàçû (29.0 êÄà).



Îáñóæäåíèå

Ïðîòåîìèêà êàê íîâîå íàó÷íîå íàïðàâëåíèå, ïîÿâèâ-
øååñÿ â ïîñëåäíåå âðåìÿ, çàíèìàåòñÿ èçó÷åíèåì êà÷åñò-
âåííîãî è êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà áåëêîâ, ñèíòåçèðóå-
ìûõ êëåòêîé. Ñðàâíåíèå ïðîòåîìîâ ðàçëè÷íûõ êëåòîê â
íîðìå è ïàòîëîãèè, óñòàíîâëåíèå âçàèìîñâÿçè ìåæäó
ñòðóêòóðîé áåëêà è åãî ôóíêöèåé, èçó÷åíèå ïðîòåîìà îò-
äåëüíûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð — âîò íåêîòîðûå èç âîïðî-
ñîâ, êîòîðûìè è çàíèìàåòñÿ ïðîòåîìèêà. Íåñìîòðÿ íà
î÷åâèäíûé ïðîãðåññ, äîñòèãíóòûé â ðàçâèòèè àëüòåðíà-
òèâíûõ ìåòîäîâ ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ (íàïðèìåð, ìíîãîìåð-
íàÿ õðîìàòîãðàôèÿ â êîìáèíàöèè ñ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèåé), 2D-ýëåêòðîôîðåç äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ íàè-
áîëåå ìîùíûì àíàëèòè÷åñêèì ìåòîäîì èññëåäîâàíèÿ
ýêñïðåññèè áåëêîâ (Dunn, Corbett, 1996; Fedorova et al.,
2011; Moiseeva et al., 2011).

Ðàçäåëåíèå áåëêîâûõ ìîëåêóë ìåòîäîì 2D-ýëåêòðî-
ôîðåçà ïðîâîäèòñÿ ïî äâóì ïàðàìåòðàì: ýëåêòðè÷åñêîìó
çàðÿäó ìîëåêóë, îïðåäåëÿåìîìó ïî èçîýëåêòðè÷åñêîé
òî÷êå (íàïðàâëåíèå I), è ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå (íàïðàâ-
ëåíèå II). Ðàçâèòèå ñîâðåìåííûõ òåõíîëîãèé ïîçâîëèëî
èñïîëüçîâàòü äëÿ ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ â I íàïðàâëåíèè ãå-
ëåâûå ïîëîñêè ñ èììîáèëèçîâàííûìè íà íèõ àìôîëèíà-
ìè. Ýòè ãîòîâûå ãåëè (ñòðèïû) î÷åíü óäîáíû äëÿ àíàëèçà,
íî äîâîëüíî äîðîãîñòîÿùè, êàê è îáîðóäîâàíèå äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèÿ.

Ìû ïðåäëîæèëè èñïîëüçîâàòü äëÿ ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ
ìåòîäîì 2D-ýëåêòðîôîðåçà ñðàâíèòåëüíî íåäîðîãîé êîì-
ìåð÷åñêèé ïðèáîð Dual Gel Module ñ íàáîðîì äîïîëíè-
òåëüíûõ êîíñòðóêöèé â âèäå âåðõíåé êàìåðû è ñèñòåìû
òðóáî÷åê äëÿ ïåðâîãî íàïðàâëåíèÿ, à òàêæå ñèñòåìû ñïå-
öèàëüíûõ ñòåêîë äëÿ âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ. Êàê ïîêàçàë
íàø îïûò, ïðè äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè î÷èñòêè àíàëèçèðóå-
ìûõ áåëêîâ ñèñòåìà äàåò õîðîøåå ðàçðåøåíèå è âîñïðî-
èçâîäèìûå ðåçóëüòàòû (Åâòååâà è äð., 2013; Ìèòòåíáåðã
è äð., 2014). Ïðåäëîæåííûé íàìè ïîäõîä äëÿ âûïîëíåíèÿ
ðàáîò ñ ïîìîùüþ 2D-ýëåêòðîôîðåçà ÿâëÿåòñÿ ãîðàçäî ìå-
íåå çàòðàòíûì. Ñèñòåìà ïðîñòà, íàäåæíà, óäîáíà â ýêñ-
ïëóàòàöèè è, íà íàø âçãëÿä, öåëåñîîáðàçíà â ïðîâåäåíèè
ïîèñêîâûõ ðàáîò ïî ðàçäåëåíèþ áåëêîâûõ ñìåñåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà äëÿ ðàçâèòèÿ èíñòèòóòà (ïðî-
åêò 14-50-00068).
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THE USE OF THE COMMERCIAL APPARATUS DUAL GEL MODULE

FOR THE TWO-DIMENSIONAL POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS
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Two-dimensional gel electrophoresis, continues to be one of the fundamental methods to study the biologi-
cal protein diversity. This method described by O’Farrell in 1975 includes two following steps: isoelectric focu-
sing in the first dimension and polyacrylamide gel electrophoretic fractionation of proteins according to their
molecular weight in the second dimension. In this manuscript we described several technical parameters of the
commercial apparatus Dual Gel Module for the gel electrophoresis by means of which it is possible to accom-
plish the electrophoretic protein fractionation in both dimensions. The distribution of the highly purified com-
mercial proteins used as molecular standards in the detection system of the apparatus Dual Gel Module was
identical to the commercial strips of the device GE Healthcare, USA.

K e y w o r d s: two-dimensional gel electrophoresis, isoelectric focusing, strips, commercial modul, am-
pholines.
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