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Часть 1. ОСНОВНЫЕ ПРАВИЛА РАБОТЫ
В БИОХИМИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ

Тема 1. Правила работы с реактивами и оборудованием

Подготовка эксперимента

Основные правила работы в учебной биохимической лаборатории
Перед началом лабораторного практикума необходимо пройти ин-

структаж по технике безопасности, ознакомиться с соответствующими
инструкциями, зафиксировать прохождение инструктажа в специальном
журнале.

При работе в лаборатории следует соблюдать общие правила:
1) работать в лаборатории разрешается только в халатах. Длинные воло-

сы должны быть подобраны. Все процедуры при выполнении работы
можно проводить только на своем рабочем месте или в вытяжном
шкафу. Рабочее место сохранять в порядке, не загромождая сумками
и прочими лишними вещами;

2) в процессе работы все флаконы с реактивами должны находиться
на отведенных для них местах. Необходимо соблюдать большую
осторожность при работе с кислотами и щелочами. С концентриро-
ванными кислотами и/или летучими органическими растворителями
работать только в вытяжном шкафу;

3) при нагревании пробирки в пламени горелки следить, чтобы отвер-
стие пробирки не было направлено на кого-либо из работающих.
Во избежание выброса содержимого из пробирки нагрев произво-
дить постепенно, постоянно встряхивая ее и периодически вынимая
из пламени;

4) для работы можно использовать только чистую посуду, не содер-
жащую даже следовых количеств предыдущей анализируемой про-
бы или каких-либо реагентов. Использованную посуду должно сразу
после проведения анализов мыть или складывать в специально отве-
денном месте для грязной посуды во избежание повторного исполь-
зования.
В помещении лаборатории запрещается:

1) оставлять без присмотра зажженные горелки и другие нагреватель-
ные приборы, держать вблизи горящих горелок воспламеняющиеся
вещества и предметы;

2) убирать случайно пролитые огнеопасные жидкости при зажженных
горелках и включенных электронагревательных приборах;
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3) при работе в вытяжном шкафу держать голову под тягой, пробовать
на вкус и вдыхать неизвестные вещества, наклонять голову над со-
судом, в котором кипит какая-либо жидкость;

4) хранить на рабочих столах и стеллажах запасы токсических, огне-
и взрывоопасных веществ;

5) хранить и применять реактивы без этикеток, а также какие-либо ве-
щества неизвестного происхождения;

6) отмеривать реактивы путем всасывания ртом в пипетку;
7) закрывать пальцем отверстия пробирок и колб при перемешивании

растворов;
8) категорически запрещается ставить флаконы с растворами на книги

и тетради;
9) хранить и принимать пищу, пользоваться косметикой в рабочих по-

мещениях;
10) выполнять работы, не связанные с заданием и не предусмотренные

методиками проведения исследований.

Правила работы с реактивами

1. Все флаконы с реактивами должны быть подписаны и иметь соот-
ветствующие этикетки. После использования раствора флаконы следует
сразу же закрывать пробками, которые нельзя путать.

2. При составлении смеси кислот следует приливать кислоту с боль-
шей удельной плотностью к кислоте с меньшей удельной плотностью.

3. Приготовление растворов проводить в специальной посуде в спе-
циально оборудованных местах. Растворение щелочей следует проводить
в фарфоровой или пластиковой посуде в вытяжном шкафу на поддоне.
Растворение необходимо выполнять небольшими порциями при переме-
шивании.

4. Жидкие реактивы отбирать стеклянными пипетками с резиновыми
грушами или автоматическими пипетками, сухие реактивы – чистыми
сухими шпателями или специально выделенными для этого скальпелями.
Недопустимо загрязнять исходные реактивы, поэтому при отборе нового
реактива следует менять шпатель или пипетку.

5. Для взвешивания использовать фольгу или специальную бумагу.
При взвешивании больших количеств можно использовать часовые стек-
ла, бюксы, одноразовые пластиковые контейнеры.

6. Растворение проводить в небольшом объеме растворителя, непре-
рывно перемешивая, а затем доводить до нужного объема в мерной по-
суде. Для приготовления растворов применять только мерные колбы или
цилиндры. Конические колбы Эрленмейера или стаканы с мерной шкалой
для этих целей не подходят из-за низкой точности.

7. Разбавление кислот, особенно серной, производят путем осторож-
ного приливания кислоты тонкой струйкой по стеклянной палочке в хо-
лодную воду при непрерывном помешивании.
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8. Для хранения приготовленных растворов следует использовать
только флаконы с хорошо закрывающимися крышками. Нельзя хранить
растворы в мерной посуде.

9. Отработанные растворы кислот, щелочей и органических раство-
рителей сливать в специально отведенную для этого тару для последу-
ющей утилизации.

10. После окончания работы посуду следует вымыть с использова-
нием специальных моющих средств и удалить все старые надписи.

Правила работы с оборудованием: перед началом выполнения за-
дания необходимо внимательно ознакомиться с инструкциями по рабо-
те на соответствующем приборе. Ниже представлены наиболее общие
правила.

Центрифуги
При центрифугировании используют специальные «центрифужные»

пробирки, подходящие по диаметру для данного ротора, при этом их не
заполняют более чем на 2/3 объема.

Перед центрифугированием пробирки уравновешивают с помощью
специальных весов и располагают симметрично в гнездах или подвесах
ротора.

Центрифугирование выполняют при закрытой крышке, которую от-
крывают только после полной остановки ротора.

Во избежание коррозии и появления дисбаланса при проливе раство-
ров после окончания центрифугирования следует немедленно тщательно
протереть гнезда ротора.

Весы
Нагрузка на весы не должна превышать предельной для данных ве-

сов.
Все дверки весов во время взвешивания должны быть закрыты. От-

крывать и закрывать их надо осторожно, чтобы исключить влияние дви-
жения воздуха на точность взвешивания.

При работе на весах необходимо проявлять осторожность, не делать
резких движений.

При взвешивании следует пользоваться специальной бумагой или
фольгой. Помещать вещества непосредственно на чашку весов запре-
щено.

Легколетучие и гигроскопичные вещества взвешивать только в плот-
но закрытой посуде.

Все взвешивания для данного анализа следует проводить на одних
и тех же весах.

После взвешивания чашки весов очистить от загрязнений.
После окончания работы нельзя оставлять весы под нагрузкой.
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Автоматические дозаторы (пипетки)
Для работы с автоматическим дозатором (одно- или многоканаль-

ным) необходимо, чтобы он был откалиброван в соответствии с прила-
гаемой к нему инструкцией.

ВНИМАНИЕ! Устанавливать необходимый объем дозирования жид-
кости следует плавно, избегая резких поворотов регулировочного диска!
Категорически запрещается выходить за пределы указанного на дозаторе
(пипетке) допустимого диапазона объемов!

Во время работы следует избегать перепада температур между до-
затором и дозируемой жидкостью. Перепад температур может сказаться
на точности дозирования и повредить пипетку-дозатор.

Нельзя класть пипетку с заполненным наконечником на стол!
При смене растворов следует менять наконечники. Отработанные

наконечники складывают в специально отведенные емкости для после-
дующей обработки и/или утилизации.

Порядок работы
Присоединить наконечник дозатора. Лучше не надевать его руками,

для удобства работы можно использовать специальные штативы для на-
конечников.

При использовании дозатора переменного объема следует установить
с помощью специального винта необходимый объем и опустить нако-
нечник в жидкость приблизительно на 5 мм. Смочить наконечник перед
началом основного дозирования путем неоднократного забора и сброса
жидкости.

Произвести основной забор жидкости, равномерно нажимая и отпус-
кая поршень, держа дозатор строго вертикально, чтобы избежать неточ-
ности дозирования.

Дозаторы позволяют проводить прямое и обратное дозирование.

Прямое дозирование – это основной метод, подходящий для боль-
шинства водных растворов. При прямом дозировании необходимый объ-
ем жидкости набирают в наконечник и затем сбрасывают нажатием
на поршень. В таком случае нужно плавно нажать на поршень дозатора
до первого упора, опустить наконечник в жидкость и плавно отпустить
поршень, после чего нажатием до второго упора сбросить отобранный
объем жидкости в нужную емкость.

Для дозирования вязких и пенящихся жидкостей, а также для малых
объемов (до 20 мкл) используют метод обратного дозирования. В этом
случае производят забор большего объема жидкости, чем установлено
на дозаторе, а после сбрасывания необходимого объема в наконечнике
останется часть жидкости.

При использовании этого метода необходимо нажать на поршень
до второго упора (т. е. на весь ход поршня), а после забора сбросить
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жидкость нажатием до первого упора. Наконечник с остатками образ-
ца сбрасывают в специальную емкость для сбора отходов или грязных
наконечников.

При работе с жидкостью, имеющей температуру, отличающуюся
от температуры окружающей среды более чем на 5°С, также рекомен-
дуется многократно прополоскать наконечники.

Автоматическая пипетка не подходит для дозирования:
1) вязких жидкостей и жидкостей с низким поверхностным натяжени-

ем (глицерина, агара, триэтаноламина, концентрированных растворов
детергентов, белков и др.);

2) холодных и горячих растворов;
3) органических растворителей (особенно легколетучих, например, хло-

роформа, ацетона и т. п.);
4) агрессивных жидкостей (концентрированной серной и хлорной кис-

лоты, крепкого раствора перекиси водорода);
5) жидкостей и растворов, выделяющих агрессивные пары (концентри-

рованной соляной, плавиковой и азотной кислот, жидкого брома).

Подготовка к проведению эксперимента

Перед тем как приступить к работе, необходимо внимательно изу-
чить методику ее выполнения, подготовить необходимые реактивы, по-
суду, ознакомиться с правилами/порядком работы на приборах, рассчи-
тать количество требуемых реактивов исходя из указанных концентраций
и необходимых объемов.

Наиболее часто используемые способы выражения концентраций:
1) процентная концентрация показывает, сколько граммов вещества

приходится на 100 граммов раствора, что соответствует массовой
доле растворенного вещества.
Массовая доля w растворенного вещества – это отношение мас-

сы растворенного вещества m1 (в граммах) к общей массе раствора m
(в граммах), выраженное в процентах:

w =
m1

m
×100%.

В биохимии часто используют такую внесистемную единицу кон-
центрации, как миллиграмм/процент (мг/%), которая показывает, сколько
мг вещества растворено в 100 граммах раствора.

Правило смешивания («правило креста»)
С помощью «правила креста» можно получить раствор требуемой

концентрации (в весовых процентах) смешиванием имеющихся раство-
ров.

Для расчета количеств, необходимых соотношений растворов делают
следующее.
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Требуемую концентрацию пишут на месте пересечения двух линий,
а концентрации имеющихся растворов – у концов обеих этих линий слева
(бо́льшая вверху, меньшая внизу). Затем на каждой линии производят вы-
читание одного стоящего на ней числа из другого и разность записывают
у свободного конца той же линии. Полученные числа (расположены спра-
ва вверху и внизу) указывают, сколько весовых частей каждого раствора
следует взять, чтобы получить раствор требуемой концентрации.

Пример:
Для получения 50%-го раствора из 75%-го и 30%-го растворов следу-

ет взять 20 весовых частей 75%-го раствора и 25 весовых частей 30%-го
раствора.

75 20
50

30 25

Разбавление растворов до требуемой концентрации (в весовых про-
центах) прибавлением растворителя.

В таком случае поступают по тому же алгоритму, что и в первом при-
мере, но слева внизу вместо меньшей концентрации пишут ноль. Числа,
полученные в результате вычитания (расположены справа вверху и вни-
зу), указывают, сколько следует взять весовых частей раствора и сколько
растворителя.

Пример:
Чтобы разбавить 20%-й раствор до 10%-го, надо на 5 частей раствора

добавить 15 частей растворителя:

20 5
5

0 15

2) молярная концентрация показывает, сколько моль (в граммах) рас-
творенного вещества содержится в 1 литре раствора. Молярная кон-
центрация измеряется в моль/л раствора и обозначается буквой «M».
Чтобы подсчитать массу вещества m, которую нужно взвесить для

приготовления раствора заданной молярной концентрации, следует опре-
делить его молярную массу (Mr) и умножить полученную величину
на искомый объем (V ) и искомую концентрацию (CM):

m = Mr ·V ·CM.

Пример:
Для приготовления 1,2 л 0,1М раствора K2CrO4 (Mr = 194 г/моль)

следует взвесить навеску

m = 194 ·1,2 ·0,1 = 23,3 г;
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3) нормальная концентрация показывает, сколько грамм-эквивалентов
вещества содержится в 1 литре раствора. Нормальная концентрация
измеряется в моль-экв/л или г-экв/л и обозначается буквой «Н» или
«N».
Грамм-эквивалент (г-э) вещества – количество граммов вещества,

численно равное его эквиваленту.
Эквивалент – это условная единица, равноценная одному иону во-

дорода в кислотно-основных реакциях или одному электрону в окисли-
тельно-восстановительных реакциях.

Эоснования = Mrоснования/число замещаемых в реакции гидроксильных
групп.

Экислоты = Mrкислоты/число замещаемых в реакции атомов водорода.
Эсоли = Mrсоли/произведение числа катионов на их заряд.
Для того чтобы рассчитать, сколько вещества нужно взвесить для

приготовления раствора, следует определить его г-э и умножить полу-
ченную величину на искомый объем (V ) и искомую концентрацию (CN):

m = г-э ·V ·CN .

Пример:
Для приготовления 1,2 л 0,1 N раствора Na2SO4 (Mr = 142 г/моль,

г-э = 142/2 = 71) следует взвесить навеску

m = 71 ·1,2 ·0,1 = 8,52 г.

Составив подробный план работы и подготовив рабочее место, сле-
дует приступить к работе. Проводя эксперименты, обязательно вести по-
дробный рабочий журнал, в который заносятся все расчеты и описание
хода работы. По окончании практической работы нужно построить необ-
ходимые графики, подвести итоги, сделать выводы.



Часть 2. ФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА

Тема 2. Методы количественного определения белка

Количественное определение белка – это задача, с которой в лабора-
торной практике постоянно встречаются все исследователи. Определение
количества белка в исходном биологическом материале, осуществление
контроля хода выделения препарата, оценка эффективности очистки, под-
готовка образцов для последующего анализа – вот далеко не полный
перечень практических ситуаций, в которых необходимо владеть этими
методами.

Следует отметить, что универсального, применимого ко всем объек-
там метода количественного определения белка не существует, все имеют
ограничения. Первое, на что следует обратить внимание при выборе под-
ходящего для решения поставленной задачи, – это аналитические харак-
теристики самой методики, так называемую аналитическую пригодность.
Ее оценивают по нескольким показателям, среди которых специфичность,
воспроизводимость и чувствительность.

Специфичность, или селективность, – это способность метода вы-
являть лишь тот компонент, для определения которого он предназначен.
Влияние посторонних соединений на результат реакции, связанное с яв-
лением интерференции веществ, приводит к получению неправильных
результатов.

Воспроизводимость метода определяется степенью разброса полу-
чаемых результатов. Случай, когда результаты измерений, выполненных
в одинаковых условиях (т. е. в серии исследований), близки, называ-
ют сходимостью. Воспроизводимость является мерой влияния случайных
ошибок в процессе анализа.

Аналитическая чувствительность метода определяется его способно-
стью выявлять наименьшее различие между двумя концентрациями ис-
следуемого вещества. Предел чувствительности – это минимальная кон-
центрация исследуемого вещества, которая может быть выявлена данным
методом.

Наиболее часто и широко используются следующие методы опреде-
ления белка: метод Лоури (Lowry), метод Бредфорда (Bradford), метод
BCA (от bicinchoninic acid – бицинхониновая кислота), а также спектро-
фотометрический метод по поглощению света в ультрафиолетовой части
спектра (УФ-спектрофотометрия).
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Работа № 1. Определение концентрации белка
спектрофотометрическим методом

Спектрофотометрические методы определения общего белка сыво-
ротки крови основаны на способности белков поглощать свет в ультра-
фиолетовой области с максимумом поглощения при 200–225 и 270–
290 нм.

Поглощение при 200–225 нм обусловлено в основном пептидными
связями, из-за чего величина поглощения различных белков различается
незначительно. Однако в этой же области имеет максимум поглощения
целый ряд соединений, например гетероциклические соединения пурино-
вой, индольной природы и т. п.

Поглощение при 270–290 нм определяется присутствием в молекуле
белка ароматических аминокислот – тирозина, триптофана и фенилалани-
на. Тирозин и триптофан поглощают при 280 нм, максимум поглощения
фенилаланина приходится на длину волны 260 нм. Поскольку большин-
ство белков содержит остатки этих аминокислот, спектрофотометриче-
ское измерение поглощения при 280 нм представляет собой быстрый
и удобный способ определения количества белка в растворе. Оптическая
плотность растворов белков при 280 нм прямо пропорциональна их кон-
центрации.

Точность и специфичность методов определения белка, основанных
на поглощении при 270–290 нм, невелика, поскольку содержание тиро-
зина и триптофана может колебаться в различных белках. Кроме того,
присутствие в препарате свободных аминокислот – тирозина и триптофа-
на, мочевой кислоты, билирубина и других соединений, также поглоща-
ющих при 280 нм, – может вносить определенную погрешность. Поэтому
данный метод не подходит для измерений без предварительной очистки
смеси белков от УФ-поглощающих компонентов, например нуклеиновых
кислот. В частности, его не используют для прямого определения содер-
жания общего белка в сыворотке крови. Если белковый образец загряз-
нен и неизвестен коэффициент молярной экстинкции белка, определение
концентрации белка УФ-методом приведет к ошибочным результатам.

Этот метод хорошо подходит для сравнения различных растворов
одного белка. Если использовать раствор чистого белка с известным ко-
эффициентом молярной экстинкции, можно точно определить концентра-
цию, измерив оптическую плотность при 280 нм. Для многих индивиду-
альных белков коэффициенты экстинкции известны.

Для расчета приблизительной концентрации можно использовать
следующее уравнение:

концентрация белка (мг/мл)= 1,55D280 −0,76D260.
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Данный метод может быть использован для быстрой оценки кон-
центрации белка, предшествующей более точным измерениям. Условно
принято считать, что концентрация «усредненного» белка в растворе, рав-
ная 1 мг/мл, обеспечивает величину оптической плотности при 280 нм,
равную 1,0 (при толщине кюветы 1 см).

Реактивы и оборудование:
– стандартный раствор белка (бычий сывороточный альбумин (БСА)),
содержащий 0,5 мг белка в 1 мл;

– спектрофотометр, кварцевые кюветы.
Последовательность операций
В кварцевую кювету поместить 3 мл белкового раствора и опреде-

лить величину оптической плотности при 260 и 280 нм. На основании
полученных данных определить содержание белка и сравнить со стан-
дартным значением.

Работа № 2. Определение концентрации белка методом Лоури

В основе метода Лоури [Lowry O. H., Rosebrough N. J., Farr A. L.,
Randall R. J. Protein measurement with Folin phenol reagent // J. Biol.
Chem. 1951. Vol. 193, № 1. P. 265–275] лежат две разные реакции. Пер-
вая представляет собой образование комплекса катионов меди с пептид-
ными связями и последующее восстановление меди в щелочных усло-
виях. В результате образуется так называемый биуретовый хромофор,
который требует дополнительной стабилизации, например добавлением
тартрата.

Вторая реакция проходит с участием реагента Фолина – Чокалтеу
(Folin – Ciocalteu), который представляет собой фосфорномолибдено-
вольфрамовый реактив. Она заключается в восстановлении компонен-
тов реактива Фолина комплексом восстановленной меди с пептидными
связями, а также аминокислотными остатками тирозина и триптофана.
В результате образуются продукты синего цвета, которые можно детек-
тировать фотометрически в диапазоне длин волн 500–750 нм (максимум
поглощения приходится на 750 нм).

Поскольку сама по себе биуретовая реакция не очень чувствительна,
использование реагента Фолина – Чокалтеу повышает чувствительность
метода почти в 100 раз.

Реакцию Фолина и ее варианты применяют для обнаружения и фото-
метрического определения фенолов, тиолов и дисульфидов (цистина, цис-
теина), пуриновых оснований (гуанина, ксантина, 2-гидроксиаденина),
мочевой кислоты, пептидов и белков, содержащих тирозин и триптофан.

Метод отличается достаточно высокой чувствительностью (10–
100 мкг белка в пробе), но имеет ряд ограничений. На развитие окраски
влияет большое количество веществ: компоненты буферных систем (трис-
буфер в концентрации 0,2 мМ, глицилглицин), восстановители (цисте-
ин, дитиотреитол в концентрации 0,01–0,4 мМ, аскорбиновая кислота),
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комплексоны (ЭДТА в концентрации 0,5 мМ), детергенты (тритон Х-100
в концентрации 0,1–0,2% вызывает выпадение осадка), сернокислый ам-
моний в концентрации 0,15%, сахароза в концентрации 10% и др. Поми-
мо этого, метод мало пригоден для измерения содержания гидрофобных
белков или содержания белка в мембранных фракциях. Также метод Ло-
ури чувствителен к изменениям в содержании аминокислотных остатков
тирозина и триптофана.

Линейность калибровочного графика при использовании БСА в ка-
честве стандарта наблюдается до концентрации белка в пределах 1500–
2000 мкг/мл. Хотя спектр поглощения окрашенного продукта реакции
приходится на 500–750 нм, часто используют длину волны 660 нм. Другие
длины волн также могут использоваться, и это позволяет уменьшить эф-
фект от «загрязнения» пробы посторонними веществами. Например, в об-
разцах из растительных объектов измерению при 660 нм будет мешать
хлорофилл, а при 750 нм погрешность уменьшится. Поэтому в данном
случае измерение поглощения при 750 нм может повысить чувствитель-
ность.

Реактивы и оборудование:
– реактив № 1: 2%-й раствор Na2CO3 в 0,1 н растворе NaOH;
– реактив № 2: 0,5%-й раствор CuSO4·5H2O в 1%-м цитрате натрия
(этот раствор не имеет ограничений по сроку хранения, т. к. более
устойчив, чем медьтартратная смесь);

– реактив № 3 (раствор № 3) готовится непосредственно перед работой
путем смешивания 15 мл реактива № 1 и 0,3 мл реактива № 2;

– реактив Фолина – Чокалтеу 1 N;
– стандартный раствор белка, содержащий 0,2 мг в 1 мл раствора,
– исследуемый раствор белка с неизвестной концентрацией;
– спектрофотометр, кюветы.

Последовательность операций
Содержание белка в исследуемом образце можно определить по ка-

либровочному графику, для построения которого следует использовать
стандартный раствор белка с известной концентрацией.

Поскольку состав буферных смесей может повлиять на получаемый
результат, растворитель для стандартного белка должен полностью со-
ответствовать растворителю анализируемой пробы. В качестве контроля
служит чистый растворитель, в который вместо белкового раствора до-
бавлен эквивалентный объем дистиллированной воды.

Построить калибровочный график в диапазоне концентраций
от 10 до 100 мкг/мл. Каждая точка должна иметь три повторности.
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Пример приготовления разведений для калибровочного графика:

№ пробы Концентрация белка, мг/мл Соотношение объемов
стандартного раствора белка
и дистиллированной воды

1 0,1 1 : 1
2 0,05 1 : 4
3 0,02 1 : 9
4 0,01 1 : 19

5 (контроль) 0 –
6 (исследуемый раствор) Х –

Схема определения: к 0,4 мл исследуемого раствора, содержащего
10–100 мкг белка, прилить 2,0 мл рабочего раствора (№ 3), перемешать
и оставить при комнатной температуре на 10 мин. Затем добавить 0,2 мл
реактива Фолина – Чокалтеу, содержимое пробирки тщательно переме-
шать и через 30 мин колориметрировать при 750 нм в кювете толщиной
10 мм. Таким образом, соотношение компонентов составляет 1 объем
раствора белка (или воды в случае контрольного раствора) к 5 объемам
реактива № 3 и к 0,5 объема реактива Фолина – Чокалтеу. Содержание
белка рассчитать по калибровочному графику.

При необходимости с целью стандартизации полученных результатов
сделать пересчет содержания белка на 100 мл исследуемого раствора или
на единицу веса сухой (сырой) биомассы.

Работа № 3. Определение концентрации белка методом Бредфорда

Метод Бредфорда – один из колориметрических методов количе-
ственного определения белков в растворе [Bradford M. M. A Rapid and
sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding // Anal. Biochem. 1976. Vol. 72.
P. 248–254].

Метод основан на взаимодействии красителя кумасси бриллиантово-
го синего (Coomassie Brilliant Blue) с аргинином и гидрофобными ами-
нокислотными остатками, в результате чего образуется продукт сине-
голубого цвета с максимумом поглощения при 595 нм. Это происходит
за счет взаимодействия сульфогрупп красителя с положительно заряжен-
ными аминокислотами, а также при участии гидрофобных взаимодей-
ствий с триптофаном, гистидином, фенилаланином и тирозином. Суще-
ствуют две модификации красителя кумасси – марки G-250 и R-250, кото-
рые различаются между собой по количеству метильных групп. Для коли-
чественного определения белка в растворах используют кумасси G-250,
который содержит две дополнительные метильные группы; кумасси R-
250 чаще используется для окрашивания электрофореграмм.

По сравнению с методом Лоури метод Бредфорда более прост в ис-
полнении и требует меньше времени. Он используется в широком интер-
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вале концентраций от 2 до 1500 мкг/мл, однако зависимость оптической
плотности от концентрации не сохраняет линейность во всем диапазоне.
Линейная зависимость соблюдается до 120 мкг/мл, при этом следует от-
метить, что калибровочный график может быть разделен на несколько
линейных участков. В качестве стандарта применяют бычий сывороточ-
ный альбумин или яичный альбумин. Если же требуется определить ко-
личество белка с оснóвными свойствами, например гистоны, в качестве
стандарта следует выбирать белок, сходный по аминокислотному составу.

В целом чувствительность метода зависит от соотношения концен-
траций определяемого белка и красителя: чем больше красителя, тем
чувствительней метод.

Метод Бредфорда имеет меньшее (по сравнению с методом Лоури)
количество интерферирующих соединений, но тем не менее на него тоже
распространяется ряд ограничений. На получаемый результат негативно
влияют высокие концентрации детергентов (1%-го додецилсульфата на-
трия (SDS), 1%-го Тритона Х-100), щелочные буферы, 1М сахароза. При
этом его можно использовать в присутствии таких восстановителей, как
дитиотреитол (ДТТ) или β-меркаптоэтанол. Следует отметить еще одну
особенность применения реактива Бредфорда – он активно взаимодей-
ствует со всеми гидрофобными поверхностями, включая стекло и пла-
стик. Поэтому во избежание искажений результатов следует тщательно
следить за чистотой используемых кювет и иной посуды.

Реактивы и оборудование:
Реактив Бредфорда может иметь различный состав:

А) 100 мг кумасси G-250 растворить в 50 мл 96%-го этилового спирта
при энергичном перемешивании (с использованием магнитной ме-
шалки, до полного растворения). Затем перенести в мерную колбу,
добавить 100 мл 85%-й ортофосфорной кислоты и довести до 1 л
водой, при необходимости профильтровать для удаления нераство-
рившегося красителя. Реагент стабилен в течение 1–2 недель при
хранении в посуде темного стекла;

Б) 60 мг кумасси G-250 растворить в 1 л 35%-й надхлорной кислоты
и отфильтровать для удаления нерастворившегося красителя. Опти-
ческая плотность чистого раствора должна составлять 1,3–1,5 при
длине волны 465 нм. Этот раствор при хранении в посуде темного
стекла устойчив в течение неопределенно долгого времени.
ВНИМАНИЕ! Реагент очень чувствителен к белку (1–2 мкг/мл)! Все

должно быть абсолютно чистым – и посуда, и фильтр, и кюветы, и руки, –
иначе раствор посинеет и его можно будет вылить. Готовый краситель
Бредфорда имеет коричневато-болотный цвет. Реактив А дает более вы-
сокое поглощение, чем реактив Б, но менее устойчив;
– стандартный раствор белка, содержащий 0,05 мг в 1 мл раствора,
– исследуемый раствор белка с неизвестной концентрацией;
– спектрофотометр, кюветы.
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Последовательность операций
Для определения концентрации белка в исследуемом растворе пред-

варительно следует построить калибровочный график по растворам яич-
ного (или бычьего сывороточного) альбумина с содержанием белка
от 2 до 20 мкг/100 мкл пробы (20–200 мкг/мл). Значения оптической
плотности в этом случае должны быть в пределах 0,1–0,7 ед. при 595 нм.

Схема определения: к 1,5 мл образца, содержащего от 10 до 50 мкг
белка, добавить 1,5 мл реактива; через 3–5 мин измерить поглощение при
595 нм. Следует обратить внимание, что окраска стабильна в течение 1 ч
и уменьшается с течением времени. Если имеют дело с концентрирован-
ными белковыми растворами (> 5 мг/мл), удобнее взять 1,5 мл воды или
0,9% NaCl, добавить образец, тщательно перемешать раствор и затем до-
бавить в него красящий реактив. Концентрированный белковый раствор
при контакте с кумасси может давать осадок.

Работа № 4. Определение концентрации белка с бицинхониновой
кислотой

Метод с использованием бицинхонинового реактива [Wiechel-
man K. J., Braun R. D., Fitzpatrick J. D. Investigation of the bicinchoninic acid
protein assay : identification of the groups responsible for color formation //
Anal. Biochem. 1988. Vol. 175. P. 231–237] позволяет определять содер-
жание белка в широком диапазоне концентраций, причем линейность
калибровочного графика сохраняется вплоть до 2000 мкг/мл.

Он основан на двух реакциях, в которые вступает бицинхониновая
кислота (2,2’-бихинолин-4,4’-дикарбоновая кислота, БХК; bicinchoninic
acid, ВСА) с белками. Эти реакции проходят в щелочной среде в при-
сутствии ионов Cu2+. При этом катионы Cu2+ переходят в Cu+, которые
БХК выявляет с высокой чувствительностью, изменяя цвет с зеленого
на пурпурный. БХК образует комплекс с Cu+, имеющий максимум погло-
щения при длине волны 562 нм. Первая реакция протекает при комнатной
температуре и представляет собой взаимодействие ионов меди и БХК
с остатками цистеина, цистина, тирозина и триптофана. При повыше-
нии температуры до 37°С в формировании окраски принимают участие
и пептидные связи (вторая реакция). Таким образом, чувствительность
метода можно увеличить, если инкубировать образцы при повышенной
(до 60°С) температуре. При этом, поскольку развитие окраски зависит
от температуры, проводить измерение оптической плотности рекоменду-
ется сразу же после охлаждения проб.

Преимущество этого бицинхонинового реактива заключается в том,
что он нечувствителен к присутствию детергентов любой природы и по-
этому применим для определения мембранных и гидрофобных белков.
Ошибку привносят вещества, восстанавливающие Cu2+, например тио-
ловые соединения (ДТТ), аскорбиновая кислота, а также хелатирующие
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агенты (ЭДТА). При этом следует помнить, что применение этого мето-
да для определения цистеин-богатых белков будет давать завышенные
результаты.

Реактивы и оборудование:
– реактив А: 1%-й натриевой соли бицинхониновой кислоты, 2%-й
Na2CO3, 0,95%-й NaHCO3, 0,16%-й Na тартрат, 0,4%-й NaOH, до-
вести до pH 11,25 10%-м раствором NaOH или 5%-м раствором
NaHCO3;

– реактив B: 4%-й CuSO4;
– рабочий раствор медно-бицинхониновой кислоты (готовится перед
началом работы): смешать 50 мл реагента А и 1 мл реагента B;

– стандартный раствор белка, содержащий 0,5 мг в 1 мл раствора;
– исследуемый раствор белка с неизвестной концентрацией;
– спектрофотометр, кюветы.
Последовательность операций
Калибровочный график может быть построен в диапазоне концен-

траций стандартного белка от 10 до 1200 мкг/мл.
Схема определения: к 100 мкл раствора белка добавить 2 мл рабочего

раствора и инкубировать 30 мин при 37°С (или 2 ч при комнатной тем-
пературе). Охладить до комнатной температуры и измерить оптическую
плотность полученного раствора при 562 нм. Время проведения работы
не должно быть более 40–45 мин.



Часть 3. ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЧИСТКА БЕЛКОВ

Тема 3. Экстракция белков. Грубое фракционирование

Начальным этапом выделения и очистки белков являются разруше-
ние (дезинтеграция) тканей и клеток биологического образца и экстрак-
ция белков, т. е. переведение их в растворенное состояние.

Существует несколько классификаций методов разрушения клеток,
основанных на механизме и силе воздействия. Так, по механизму воз-
действия выделяют физические, химические, энзиматические и механиче-
ские методы. Физические методы включают замораживание – оттаивание,
разрушение ультразвуком, осмотический шок; химические – кислотный
или щелочной гидролиз и обработку поверхностно-активными вещества-
ми; энзиматические – гидролиз ферментативными препаратами или авто-
лиз; механические – разрушение под действием резкого перепада давле-
ния (декомпрессионные методы), продавливание замороженного образца
через отверстия малого диаметра (экструзионные методы) и т. д. При
этом методы значительно различаются по силе воздействия. К мягкому
воздействию относят лизис клеток и ручную гомогенизацию, воздействие
средней силы обеспечивает применение лопастного гомогенизатора или
растирание с абразивом. Пресс Френча или ультразвуковая дезинтеграция
оказывают сильное воздействие на образец и способны разрушить даже
мощную клеточную стенку.

Выбор методов дезинтеграции определяется типом клеток биологи-
ческого образца и внутриклеточной локализацией целевого белка. Для
разрушения растительных и животных тканей используют лопастные го-
могенизаторы или растирание с абразивом, клетки бактерий разрушают
при помощи пресса Френча или с использованием ультразвука. При ра-
боте с эритроцитами применяют осмотический шок, а с дрожжевыми
клетками – автолиз.

В качестве экстрагентов могут быть использованы различного со-
става буферы или дистиллированная вода. Выбор условий экстракции
(время, температура, состав буферов и т. п.) также зависит от особен-
ностей образца и может быть подобран экспериментально. Полученный
гомогенат осветляют путем центрифугирования.

Полученный экстракт помимо целевого белка содержит большое ко-
личество сопутствующих, которые, с точки зрения исследователя, явля-
ются балластными. Первоначальную очистку проводят с использованием
методов, основанных на реакциях осаждения. Их называют методами гру-
бого фракционирования, поскольку с их помощью можно разделять целые
группы белков в соответствии с их растворимостью при данных условиях
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(pH, ионная сила раствора, температура, присутствие органических рас-
творителей и т. д.). При этом нужно соблюдать правило: во избежание
местного пересыщения раствора осадители следует добавлять небольши-
ми порциями при интенсивном перемешивании. Поскольку на границе
раздела сред белки могут подвергаться денатурации, нельзя допускать
образования пены.

Работа № 5. Выделение фитогемагглютинина (ФГА) из семян фасоли

Фитогемагглютинины – белки растительного происхождения, обла-
дающие гемагглютинирующей активностью (реакция гемагглютинации
(РГА) – реакция склеивания и осаждения эритроцитов). К ним относятся,
в частности, и лектины – группа белков, проявляющих избирательное
сродство к гликоконъюгатам и обладающих способностью связывать их,
не вызывая химических превращений углевода. Проявлением этой актив-
ности являются РГА и преципитация углеводов. Лектины (в том числе
и ФГА фасоли) используются в биохимической практике для изучения
углеводсодержащих структур.

Реактивы и оборудование:
– семена фасоли;
– 0,1 N раствор HCl;
– насыщенный раствор сульфата аммония в 0,1 N HCl (pH 1);
– 1 N раствор NaОН;
– 0,9%-й раствор NaCl;
– 2%-я взвесь эритроцитов кролика;
– стаканы на 50 и 100 мл;
– мерный цилиндр на 50 мл;
– емкость для проведения диализа;
– pH-метр;
– центрифуга;
– спектрофотометр, кварцевые кюветы.
Последовательность операций
Экстракция. Семена фасоли измельчить в кофемолке (средний по-

мол), 1 часть муки залить пятикратным объемом охлажденной 0,1 N
HCl (pH 1,0) и оставить для экстрагирования на 24 ч при постоянном
перемешивании в холодильнике. По окончании процесса полученный го-
могенат отцентрифугировать при 5000 g в течение 15 мин и измерить
объем супернатанта.

Фракционирование сульфатом аммония. ФГА обнаруживается
во фракциях, осаждаемых от 40 до 70% насыщения.

К осветленному экстракту добавить равный объем насыщенного рас-
твора сульфата аммония pH 1,0 (508 г сульфата аммония и 80,5 мл кон-
центрированной HCl довести до 1 л дистиллированной водой) и оставить
на 30–60 мин для формирования осадка, а затем отцентрифугировать при
15 000 g в течение 15 мин).
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Осадок отбросить, а к супернатанту вновь прибавить равный объем
насыщенного раствора сульфата аммония (70%-го насыщения) и через
45 мин отцентрифугировать при тех же условиях. Полученный осадок
растворить в двойном объеме дистиллированной воды, диализовать про-
тив воды до достижения pH 3,6 и увеличения объема вдвое (примерно
36 ч).

Полученную взвесь довести 1 N NaОН до pH 5,8 и отцентрифуги-
ровать при 15 000 g в течение 15 мин. Осадок отбросить, а супернатант,
содержащий ФГА, использовать в работе № 12 или подвергнуть лиофи-
лизации.

На всех этапах следует осуществлять контроль образца на содержа-
ние белка и гемагглютинирующую активность (по реакции гемагглюти-
нации (РГА)). Полученные данные внести в таблицу:

Этап Объем
образца, мл Титр РГА Белок,

мг/мл
Активность Степень

очистки Выход
общая удельная

Общая активность – число единиц активности во всем объеме образ-
ца. Удельная активность выражается числом единиц активности, приходя-
щимся на 1 мг белка (отношение общей активности фракции к количеству
белка во фракции).

Степень очистки рассчитывается по удельной активности (удельная
активность полученной фракции, отнесенная к исходной удельной актив-
ности), а выход – по общей (активность в полученной фракции, отнесен-
ная к активности в исходном образце).

Тема 4. Хроматографические методы

Хроматография – способ фракционирования и анализа смесей ве-
ществ, метод исследования их физико-химических характеристик. Хрома-
тография основана на распределении веществ между двумя несмешива-
ющимися фазами – неподвижной (твердые пористые инертные вещества
или жидкость на них) и подвижной (газ или жидкость – элюент).

Хроматография широко используется для фракционирования и ис-
следования белков и других биополимеров. Белки чаще всего разделяют
методом хроматографии на колонках (колоночная хроматография).

Разработаны и применяются матриксы различных типов, которые ис-
пользуются, чтобы делить белки (другие биополимеры) согласно их заря-
ду (ионообменная хроматография), гидрофобности (гидрофобная хрома-
тография), размеру молекул (хроматография гель-фильтрацией) или спо-
собности связываться различными специфическими химическими груп-
пами (аффинная хроматография). Широкое распространение имеет так
называемая распределительная хроматография.

20



Колонки, предназначенные для одного из вариантов распределитель-
ной хроматографии (гель-фильтрации), заполнены крошечными пористы-
ми шариками; при использовании таких колонок происходит разделение
белков по размерам. Молекулы небольшого размера по мере прохождения
через колонку проникают внутрь шариков, а более крупные молекулы
остаются в промежутках между ними. В результате они быстрее прохо-
дят через колонку и выходят из нее первыми. Гель-фильтрация обычно
используется и для разделения молекул, и для определения их размеров.

Тема 4.1. Гель-фильтрация

Метод основан на различии гидродинамических размеров разделя-
емых веществ. Осуществляется с помощью гелей – молекулярных сит
с определенным (контролируемым) диаметром пор. Наиболее распростра-
ненными носителями для гель-хроматографии белков являются сефадек-
сы, сефакрилы, сефароза, биогели А и Р.

Работа № 6. Разделение белков методом гель-фильтрации
на сефадексе G-75 (G-100)

Реактивы и оборудование:
– хроматографическая колонка;
– стаканы на 50 мл (2 шт.) и стакан на 250 мл;
– мерный цилиндр на 25 мл;
– градуированные пробирки, штатив;
– сефадекс G-75 (G-100);
– хромат калия, 0,2%-й раствор;
– голубой декстран, 0,2%-й раствор;
– цитохром С, 0,3%-й раствор;
– гемоглобин, 0,3%-й раствор;
– альбумин, 0,3%-й раствор;
– спектрофотометр, кюветы.

Последовательность операций
Подготовка сефадекса к работе. Сухой сефадекс суспендировать

в 50-кратном объеме дистиллированной воды или слабом солевом
растворе и оставить при комнатной температуре до полного набухания.
Необходимое для эксперимента количество носителя рассчитать исходя
из размеров колонки с учетом степени набухания выбранного типа
сефадекса (прил. 3).

При транспортировке сорбента в виде сухого порошка вследствие его
истирания, а также в ходе перемешивания его суспензии при промывке
неизбежно возникают мелкие обломки материала, которые могут засорять
пространство между гранулами сорбента. Результатом этого засорения
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будет не только замедление течения элюента через колонку, но и неодно-
родность его течения, что приведет к размыванию хроматографических
зон. Удаление мелких частиц производят с помощью процедуры «отмучи-
вания». Для этого разбавленную суспензию набухшего сорбента заливают
пятикратным объемом буфера, аккуратно взмучивают и дают ему осесть
до того момента, когда между слоем сорбента и мутной жидкостью над
ним обозначится четкая граница. Жидкость над осадком декантируют
и отбрасывают. Описанную процедуру повторяют до тех пор (3–5 раз),
пока жидкость над только что образовавшимся осадком не будет совер-
шенно прозрачной. После последней процедуры удалить избыток жид-
кости, оставив над поверхностью объем, равный 25% от общего объема
набухшего сефадекса.

Перед загрузкой в колонку гель деаэрировать (если набухание про-
ходило при комнатной температуре) или нагреть на водяной бане до 40–
50° С для предотвращения образования пузырьков воздуха в слое сефа-
декса.

Заполнение колонки. Укрепить колонку строго вертикально. Опус-
тить диск из фильтровальной бумаги, точно соответствующий внутренне-
му диаметру колонки, на перфорированный диск. Заполнить выходной ка-
пилляр и «мертвое» пространство элюентом, освободив пространство под
диском от пузырьков воздуха. Над диском оставить небольшой слой жид-
кости, закрыть кран. По палочке внести в колонку небольшое количество
равномерно перемешанного геля. Открыть кран и проверить плотность
прилегания бумажного диска к перфорированному. Затем, закрыв кран,
залить весь гель в колонку, проверив вертикальность положения колонки.
Для стабилизации колонки пропустить через нее 2–3 объема буфера при
рабочем давлении не более 50 см вод. ст. со скоростью 2 мл/мин.

После завершения стабилизации колонки на поверхность геля помес-
тить второй диск из фильтровальной бумаги, точно соответствующий
внутреннему диаметру колонки.

Внесение образца в колонку. Открыть кран в колонке и позволить
элюенту полностью войти в гель. Закрыть кран и с помощью пипетки
(осторожно!) внести образец на поверхность геля. Открыть кран и, ког-
да проба полностью впитается, смыть небольшим количеством элюента
остатки образца со стенок и также дать им войти в гель. Затем осторожно
залить 2–3 мл элюента и подключить колонку к резервуару с элюентом.
Довести скорость тока до 2 мл/мин. С момента нанесения образца на ко-
лонку собирать фракции элюата по 1–3 мл. Объем наносимого образца
(лимитирующий фактор) при обессоливании может составлять до 30%
от общего объема колонки (в аналитическом варианте – не более 2%).

Калибровка колонки, проверка качества набивки колонки. Основная
задача калибровки состоит в том, чтобы определить главные параметры
колонки – наружный объем V0 и внутренний объем Vi. V0 – это объем,
занимаемый буфером, находящимся вне гранул сефадекса (подвижная
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фаза), а Vi – объем буфера, находящегося внутри всех гранул геля (непо-
движная фаза).

Для определения этих характеристик загрузить в колонку (см. описа-
ние выше) смесь 0,2%-го раствора голубого декстрана и 0,2%-го раствора
хромата калия (1 : 1) объемом не более 2% от общего объема колонки
и провести элюцию до полного выхода хромата калия. Сразу же после
нанесения смеси начать сбор фракций по 1–3 мл в градуированные про-
бирки. Для каждой фракции следует определить оптическую плотность:
для декстрана при 620 нм (красный светофильтр), для хромата калия –
при 410 нм (синий светофильтр). Используя полученные данные, рассчи-
тать объемы элюции Ve для голубого декстрана и для хромата калия.

Объем элюции Ve (мл) равен объему элюента, собранному после на-
несения образца на колонку до появления максимальной концентрации
его в элюате.

Заполнить таблицу:

Тип геля
Элюент
Скорость тока
Ve голубого декстрана = V0

Ve хромата калия
Vi колонки

Наблюдая форму хроматографических зон на всем пути следования
через колонку, оценить качество ее набивки. В случае удовлетворитель-
ного заполнения колонки можно перейти к следующему разделу работы.

Разделение белков на колонке с сефадексом, определение коэффи-
циента распределения (Kр). Белки, подлежащие разделению, должны
находиться в буфере, которым уравновешена колонка. Общий объем
белковой смеси должен составлять не более 3% от общего объема
колонки, концентрация каждого из белков в смеси – 2÷4 мг/мл. Нанести
пробу на колонку, как описано выше. С момента нанесения собирать
фракции по 3 мл. В каждой пробе определять белки по поглощению
в ультрафиолете при 280 нм.

По полученным данным необходимо:
– построить профиль элюции – график, на горизонтальной оси которо-
го откладывают номера фракций (или объем элюата), на вертикаль-
ной – величину оптической плотности фракций;

– определить объемы элюции Ve для каждого из белков разделяемой
смеси;

– рассчитать коэффициент распределения Kр для каждого компонента
смеси по формуле:

(Ve −V0)/Vi.
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Записать полученные данные в таблицу:

Компонент Ve Ve – V0 (Ve – V0)/ Vi Kр

Голубой
декстран

Хромат калия
Цитохром С
Альбумин
Гемоглобин

После окончания эксперимента колонку промыть несколькими объ-
емами элюента, а в случае необходимости провести регенерацию сефа-
декса (см. прил. 5).

Работа № 7. Препаративное обессоливание белкового раствора
на сефадексе G-50 (среднем)

Для обессоливания обычно используют сефадексы G-25 и G-50 (гру-
бый или средний), внутрь гранул которых большинство известных белков
не проникает. Объем элюции белков (Ve) обычно немного больше наруж-
ного объема колонки (V0), а ионы соли элюируются в объеме, приблизи-
тельно равном сумме наружного и внутреннего (V0 +Vi). Объем наноси-
мого образца при обессоливании может составлять 20–30% от общего
объема колонки.

Обессоливание с помощью сефадексов происходит гораздо быстрее
и с меньшей потерей, чем при диализе.

Реактивы и оборудование:
– 0,5%-й раствор альбумина в 5%-м растворе сульфата аммония (или
в 0,05%-м растворе хромата калия);

– сефадекс G-50 (средний)
– 0,15М раствор NaCl;
– 1М раствор ацетата бария;
– 0,2%-й раствор голубого декстрана;
– хроматографическая колонка;
– стаканы на 50 мл – 2 шт.;
– градуированные пробирки, штатив;
– спектрофотометр, кюветы.
Последовательность операций
Подготовка сефадекса, заполнение колонки, а также нанесение образ-

ца описаны в работе № 6.
Проверить качество заполнения колонки, пропустив через нее 0,5 мл

0,2%-го раствора голубого декстрана. На выходе из колонки собрать
фракции по 1 мл и в каждой определить оптическую плотность при
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620 нм. По полученным данным рассчитать Ve голубого декстрана и опре-
делить наружный объем (V0) колонки.

Затем на колонку нанести пробу для обессоливания в объеме, состав-
ляющем 30% от установленного общего объема колонки. Присоединить
резервуар с элюентом (0,15М NaCl), установить скорость тока, равную
2 мл/мин. Тотчас же после нанесения пробы начать собирать фракции
по 1–3 мл в градуированные пробирки, в каждой определить концент-
рацию белка и сульфата аммония (или хромата калия). Концентрацию
белка определить по поглощению при 280 нм, а хромата калия – при
410 нм. Наличие сульфата аммония можно выявить по качественной реак-
ции с уксуснокислым барием, для чего каплю элюата добавить к 1 мл 1М
уксуснокислого бария. Появление при этом мути указывает на наличие
ионов сульфата.

На основании полученных данных построить график элюции белка,
откладывая по оси абсцисс номера фракций (объем элюата), а по оси
ординат – концентрацию белка. Определить, в каком объеме снимается
с колонки весь белок, когда начинает выходить соль.

Изменить объем наносимой пробы (уменьшить, увеличить). Постро-
ить графики элюции, определить объемы элюции белка и соли. Объяснить
полученные результаты, сделать вывод.

По окончании эксперимента промыть колонку 0,15М NaCl, затем
дистиллированной водой и, если не предполагается дальнейшее исполь-
зование колонки, провести регенерацию сефадекса (см. прил. 5).

Работа № 8. Очистка липополисахарид-белковых комплексов
бактерий методом гель-фильтрации от низкомолекулярных

примесей

Липополисахарид-белковый комплекс (ЛПБК) – это сложное соеди-
нение внешней мембраны и капсульного материала грамотрицательных
бактерий. В его составе присутствует белок до 25% от веса и липополи-
сахарид – основной компонент внешней мембраны бактерий, молекулы
которого в водном растворе образуют крупные мицеллы.

Для отделения препарата ЛПБК от низкомолекулярных примесей
необходимо подготовить хроматографическую колонку с носителем сефа-
дексом G-50, как описано в работе № 6. Перед работой промыть колонку
3 объемами элюирующего рабочего буфера.

В качестве элюирующего буфера использовать раствор соли углекис-
лого кислого аммония (0,25М раствор NH4HCO3).

Реактивы и оборудование:
– 5 мг ЛПБК;
– 0,25М раствор NH4HCO3;
– сефадекс G-50 (средний);
– хроматографическая колонка;
– коллектор фракций;
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– градуированные пробирки, штатив;
– спектрофотометр, кюветы.

Последовательность операций
Растворить в 2 мл 0,25М раствора NH4HCO3 5 мг препарата

ЛПБК. Если образец растворяется не полностью, наблюдается мут-
ность, необходимо провести его предварительное центрифугирование при
12 000 об/мин в течение 15 мин и нанести на колонку надосадочную
жидкость.

Слить буфер с носителя колонки, нанести на нее раствор ЛПБК.
После нанесения образца начать собирать нулевой объем. Далее сток

с колонки переключить на коллектор фракций либо напрямую, либо через
проточную кювету детектора (фотометра в УФ области или рефракто-
метра).

При сборе фракций на коллектор следует отрегулировать его рабо-
ту так, чтобы в каждую пробирку собиралось не более 1,5 мл элюата.
Необходимо собрать в пробирки коллектора объем жидкости, суммарно
равный объему колонки.

Затем колонку оставить на промывание, а из пробирок с коллектора
отобрать в чистые пробирки по 0,5 мл раствора для анализа фракций
на содержание белка (см. тему 2).

Содержимое пробирок, в которых будет выявлено наличие белка,
объединить в круглодонной колбе со шлифом и упарить на ротационном
испарителе до минимального объема.

Тема 4.2. Аффинная хроматография

При этом методе сорбция осуществляется за счет биоспецифического
взаимодействия между молекулами, закрепленными на матрице (т. е. свя-
занными в неподвижной фазе), и комплементарными к ней молекулами,
подлежащими очистке или фракционированию. Биоспецифическое вза-
имодействие отличается исключительной избирательностью и высокой
степенью сродства между партнерами.

Работа № 9. Выделение лектина из семян гороха аффинной
хроматографией на сефадексе G-150

Реактивы и оборудование:
– семена гороха посевного;
– 0,15М раствор NaCl;
– 0,1М раствор HCl;
– 0,1М раствор NaOH;
– сульфат аммония перекристаллизованный;
– сефадекс G-25;
– сефадекс G-150;
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– 0,1М раствор глюкозы в 1М NaCl;
– колонка стеклянная для хроматографии;
– градуированные пробирки, штатив;
– стаканы на 100 мл (2 шт.);
– емкость для диализа;
– pH-метр;
– спектрофотометр, кюветы.

Последовательность операций
Экстракция. Семена измельчить и одну весовую часть муки (5 г)

экстрагировать 10 объемами 0,15М раствора NaCl в течение 2 ч при
комнатной температуре и при постоянном перемешивании на магнитной
мешалке. Затем суспензию отцентрифугировать при 7000 g в течение 10–
15 мин. Осадок отбросить, измерить объем надосадочной жидкости (V1),
определить гемагглютинирующую активность (титр РГА) и концентра-
цию белка по поглощению в ультрафиолете. Часть супернатанта (1–2 мл)
оставить для электрофореза, остальное подвергнуть кислотно-щелочной
обработке. Данные внести в табл. 1.

Таблица 1

№ п/п Этап очистки Объем,
мл

Титр РГА Содержа-
ние
белка,
мг/мл

Общее
количе-
ство

белка, мг

Выход, %

Экстракция
Кислотно-щелочная
обработка
Высаливание
Обессоливание
Аффинная хроматография
Сорбция

1
2
3

Промывка
1
2
3

Десорбция
1
2
3
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Кислотно-щелочная обработка. Оттитровать экстракт до значения
pH 2,5 при помощи 0,1М раствора HCl (при постоянном помешивании).
Через 30 мин сформировавшийся осадок удалить центрифугированием
(7000 g, 10 мин). Затем раствор нейтрализовать 0,1М раствором NaOH
до исходного значения pH (≈5,6). Через 30 мин экстракт отцентрифуги-
ровать при тех же условиях. Измерить объем (V2), определить титр РГА
и концентрацию белка. Данные занести в табл. 1. Часть супернатанта (1–
2 мл) оставить для электрофореза, остальное подвергнуть высаливанию.

Высаливание. Лектин из семян гороха осаждается при конечной сте-
пени насыщения сульфатом аммония, равной 0,6. По табл. прил. 6 рассчи-
тать количество соли, необходимое для обработки полученного объема
экстракта. Взвесить навеску, растереть в ступке и добавить в экстракт
небольшими порциями при постоянном перемешивании, чтобы избежать
локального пересыщения. Через 30 мин осадок собрать центрифугирова-
нием (7000 g, 10 мин) и растворить в 0,15М растворе NaCl в объеме, рав-
ном V2 (если следующая стадия – диализ), либо в минимальном объеме
(если обессоливание будет проводиться при помощи гель-фильтрации).
В растворе определить титр РГА и концентрацию белка, данные внести
в табл. 1.

Обессоливание. Полученный раствор подвергнуть диализу в течение
18–24 ч против 0,15М раствора NaCl. После диализа измерить объем (V3),
титр РГА, концентрацию белка, данные занести в табл. 1.

Диализ можно заменить обессоливанием на колонке с сефадексом
G-25 (грубый). ВАЖНО помнить, что объем пропускаемого экстракта
является в данном случае лимитирующим фактором. В идеальном вари-
анте он должен составлять примерно 10% от общего объема колонки.
На выходе из колонки собирать фракции по 2–3 мл, в каждой определить
концентрацию и гемагглютинирующую активность белка. Все активные
фракции объединить, измерить общий объем (V3), титр РГА, концентра-
цию белка, данные занести в табл. 1.

Аффинная хроматография
а) Сорбция лектина: в качестве аффинного сорбента используют сефа-

декс G-150, поскольку лектин гороха является глюкозоспецифичным
агглютинином.
Сефадекс после набухания залить в колонку размером примерно 15×

×200 мм. Колонку уравновесить физиологическим раствором, затем про-
пустить обессоленный экстракт. Скорость не должна превышать 30 мл/ч.
На выходе из колонки собирать фракции по 15 мл, в каждой опреде-
лить титр РГА и концентрацию белка по поглощению. Затем для уда-
ления несорбированных белков колонку промыть 0,15М раствором NaCl
со скоростью 40 мл/ч. Контроль промывания осуществлять по оптической
плотности элюата. Промывание закончить при E280 < 0,05. В собранных
фракциях определить титр РГА, данные внести в табл. 1.
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б) Десорбция: лектин может быть элюирован либо неспецифически, на-
пример путем повышения концентрации соли, либо специфически,
в результате замещения белка свободным лигандом.
Для снятия лектина с колонки можно использовать 0,1М раствор

глюкозы в 1,0М NaCl (т. е. специфическую элюцию в сочетании с неспе-
цифической).

На выходе с колонки собрать фракции по 10 мл, в каждой определить
титр РГА и содержание белка, данные внести в табл. 1.

Используя полученные в ходе эксперимента данные, рассчитать об-
щую и удельную активность лектина, а также степень очистки и процент
выхода продукта. Все данные суммировать в табл. 2.

Таблица 2

№
п/п

Этап очистки Объем,
мл

Титр
РГА

Общая
актив-
ность

Белок,
мг/мл

Удельная
актив-
ность

Степень
очистки

Выход,
%

1 Экстракция
2 Кислотно-щелочная

обработка
3 Высаливание
4 Аффинная

хроматография

Тема 4.3. Ионообменная хроматография

В основе разделения белков методом ионообменной хроматогра-
фии лежат реакции ионного обмена между разделяемыми соединения-
ми и сорбентами – ионитами, имеющими в своем составе ионизируе-
мые группы. Возможность фракционирования компонентов смеси белков
обусловлена различием в значениях их суммарных зарядов. При ионо-
обменной хроматографии смесь белков сорбируется в результате элек-
тростатического взаимодействия разноименно заряженных ионов, а затем
вытесняется веществами, уменьшающими их сорбцию на ионообменнике.
Понижение сорбции осуществляют, изменяя либо ионную силу раствора,
либо его pH путем создания ступенчатой или градиентной элюции.

Наиболее распространенными ионообменниками для разделения бел-
ков являются ионообменные смолы, а также ионообменники на основе
целлюлозы и сефадекса.

Работа № 10. Разделение белков сыворотки крови на колонке
с ДЭАЭ-целлюлозой

Реактивы и оборудование:
– 0,5 N раствор HCl;
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– 0,5 N раствор NaOH;
– ДЭАЭ-целлюлоза (10 г);
– натрий-ацетатный буфер: 0,02М, 0,1М и 0,5М растворы, pH 5,65;
– 0,3 N раствор NaCl на 0,02М ацетатном буфере;
– 0,5 N раствор NaCl на 0,5М ацетатном буфере;
– колонка 1,5×20 см;
– прибор для создания линейного градиента;
– градуированные пробирки, штатив;
– стаканы на 50 мл (2 шт.) и на 500 мл.

Последовательность операций
Подготовка сорбента: ДЭАЭ-целлюлозу (8–10 г) суспендировать

в 20-кратном объеме дистиллированной воды, перемешать и оставить для
набухания на ночь. Слить надосадочную жидкость, вновь залить ионооб-
менник избытком воды, хорошо перемешать, а через 2–2,5 ч верхний слой
жидкости декантировать вместе с мелкими взвешенными частицами. За-
тем провести обработку ионита щелочью, добавляя к оставшемуся осадку
20-кратный объем 0,5 N раствора NaOH. Через час обменник отмыть
дистиллированной водой до pH 7,0 с помощью декантации или фильтро-
вания на воронке Бюхнера. На всех стадиях подготовки ионообменника
фильтрование и декантацию можно заменить центрифугированием.

Затем ионит суспендировать в 20-кратном объеме 0,5 N раствора
HCl и через 1 ч (не позже!) отмыть дистиллированной водой до pH 4,0.
На следующем этапе ДЭАЭ-целлюлозу повторной обработкой щелочью
переводят в ОН-форму. Для этого обменник вновь суспендируют в 20-
кратном объеме 0,5 N NaOH, перемешивают и через час отмывают ди-
стиллированной водой до pH воды.

Освободить сорбент от мелких и крупных частиц – сначала оста-
вить частицы, оседающие в течение 20–30-минутного отстаивания, затем
отделить частицы, оседающие в течение 1 мин.

Внести обменник в колонку, как это описано для гель-хроматогра-
фии. Уравновесить колонку исходным элюирующим буферным раствором
(0,02М натрий-ацетатным буфером, pH 5,65), пропуская его через колонку
медленно (5–6 капель/мин) до тех пор, пока pH выходящего из колонки
раствора не будет равен исходному. Количество раствора, необходимого
для уравновешивания, составляет около 8 общих объемов колонки.

Подготовка и нанесение исследуемого материала: 2–3 мл крови, со-
бранной в сухую центрифужную пробирку, выдержать при комнатной
температуре в течение 30–60 мин. Тонкой стеклянной палочкой осто-
рожно отделить образовавшийся сгусток от стенок пробирки и отцентри-
фугировать при 1000 g (5 мин). Развести сыворотку в 2 раза исходным
буферным раствором и диализовать ее против этого же буфера в тече-
ние 4–6 ч для удаления солей. В диализате определить содержание бел-
ка и нанести на колонку 50–100 мг белка (общий объем 1–3 мл). При
pH 5,65 (pH исходного буфера) идет сорбция белков в верхней части
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колонки. Несвязавшиеся белки удалить с колонки, промывая ее исходным
буфером. Промывку закончить, когда оптическая плотность элюата станет
равной 0,5.

Элюция белков: элюцию белков провести буферным раствором (об-
щий объем 500 мл), создавая линейный градиент NaCl. Концентрация при
этом увеличивается от 0 до 0,3М. Для этого в смеситель поместить 250 мл
исходного буфера (0,02М, pH 5,65), а в другой – 250 мл того же буфера,
но содержащего 0,3М NaCl. Наиболее сильно адсорбированные белки
подвергнуть дополнительной элюции 0,5М раствором NaCl в ацетатном
буфере (pH 5,65). Скорость протекания растворов через колонку не долж-
на превышать 0,5 мл/мин. Элюат собирать порциями по 3 мл. В каждой
определить содержание белка спектрофотометрически при 280 нм и на
основании полученных данных построить профиль элюции.

Работа № 11. Фракционирование белков семян фасоли
на ДЭАЭ-целлюлозе

Реактивы и оборудование:
– ДЭАЭ-целлюлоза;
– фосфатный буфер 0,005М, pH 7,8;
– NaOH, 0,5М раствор;
– HCl, 0,5М раствор;
– колонка, градуированные пробирки, штатив;
– стаканы на 100 мл (2 шт.).

Последовательность операций
Подготовка ионообменника: осуществляется так же, как описано

в предыдущей работе.
Подготовка и нанесение исследуемого образца: 3 г тонко измельчен-

ной муки из семян фасоли залить 100 мл 0,005М фосфатного буфе-
ра (pH 7,8), добавить несколько капель толуола, тщательно перемешать
и оставить на ночь в холодильнике. Последние 2 ч экстракцию вести при
постоянном перемешивании на магнитной мешалке. Затем суспензию от-
центрифугировать при 1000 g в течение 10 мин, к осадку добавить новую
порцию фосфатного буфера и провести повторную экстракцию в течение
1–2 ч. Процедуру повторить трижды, экстракты объединить и использо-
вать в дальнейшей работе. Полученный исходный экстракт кроме белков
содержит ряд низкомолекулярных компонентов: соли, аминокислоты, уг-
леводы и т. д. Для освобождения от них провести диализ экстракта про-
тив фосфатного буфера в течение 24–36 ч на холоде при периодической
смене буфера в диализаторе. По окончании диализа экстракт перенести
в мерную колбу и довести объем до 200 мл, определить содержание белка.

После подготовки колонки (как было описано выше) пропустить че-
рез нее такой объем экстракта, чтобы в нем содержалось 30–50 мг бел-
ка (10–20 мл). Затем осуществить промывку колонки 0,05М фосфатным
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буфером для освобождения ее от белков, которые не адсорбировались
на ДЭАЭ-целлюлозе. Во всех собираемых фракциях определить содержа-
ние белка. Промывание колонки фосфатным буфером проводить до тех
пор, пока в собираемых фракциях белок не останется в следовых коли-
чествах, потом провести элюцию. Для этого сначала через ионообменник
пропустить растворы солей возрастающей концентрации, а затем щелоч-
ные растворы. Каждый последующий раствор пропускать через колонку
лишь после того, как под действием предыдущего будет вытеснен весь
белок (и в элюате не будет белка).

При хроматографическом разделении белков семян фасоли на ДЭАЭ-
целлюлозе удовлетворительные результаты получают при элюировании
белков последовательным пропусканием следующих растворителей:
1) 0,1М NaCl в 0,005М фосфатном буфере;
2) 0,2М NaCl в 0,005М фосфатном буфере;
3) 0,3М NaCl в 0,005М фосфатном буфере;
4) 0,4М NaCl в 0,005М фосфатном буфере;
5) 0,4М NaCl + 0,1М Na2СО3 в 0,005М фосфатном буфере.

На основании полученных данных построить график элюции, отме-
чая на оси абсцисс номера фракций, а на оси ординат – их оптическую
плотность или абсолютное содержание белка, выраженное в мг/мл.

Работа № 12. Разделение белков сыворотки крови на КМ-целлюлозе

Сорбция белков на колонке с катионитом осуществляется при pH 4,6.
Фракционирование белков рекомендуется проводить путем использова-
ния ступенчатой элюции. Это обусловлено достаточно большими разли-
чиями в сродстве отдельных белковых фракций к иониту.

Оборудование и реактивы:
– КМ – целлюлоза;
– 0,5М раствор HCl;
– 0,5М раствор NaOH;
– 0,02М натрий-ацетатный буфер, pH 4,6;
– 0,05М натрий-ацетатный буфер, pH 5,2;
– 0,08М натрий-ацетатный буфер, pH 6,0;
– 0,1М фосфатный буфер, pH 7,0;
– 0,1М фосфатный буфер, содержащий 0,5М NaCl pH 8,3;
– колонка 1,5 х10 см;
– градуированные пробирки, штатив.
Последовательность операций
Подготовка сорбента: подготовка КМ-целлюлозы, как и ДЭАЭ-цел-

люлозы, включает несколько этапов:
1) набухание в дистиллированной воде (на 10 г сорбента – 200 мл ди-

стиллированной воды) в течение ночи;
2) обработка и перевод в Н+-форму. Для этого набухший ионит сус-

пендируют в 20-кратном объеме 0,5М раствора NaOH, через час
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отмывают водой до pH 7,0. Затем осадок переносят в 0,5М HCl.
Через час сорбент отмывают дистиллированной водой до тех пор,
пока pH промывной жидкости не достигнет pH воды;

3) освобождение от мелких и крупных частиц, как описано в предыду-
щей работе.
Затем катионит загружают в колонку, которую уравновешивают

8 объемами исходного элюирующего буфера (0,02М ацетатный буфер,
pH 4,6).

Подготовка и нанесение исследуемого материала: сыворотку крови,
полученную так, как описано в предыдущей работе, диализуют против
исходного буфера в течение суток. Раствор белка, наносимый на колонку,
должен иметь те же характеристики, что и исходный буферный раствор.
Нерастворимые компоненты удаляют центрифугированием или фильтро-
ванием.

После подготовки колонки необходимо пропустить через нее такой
объем диализата, чтобы в нем содержалось 70–100 мг белка (обычно это
1–3 мл). Затем промыть колонку исходным буфером для освобождения
от несвязавшихся белков. Во всех отбираемых фракциях (по 3 мл) опре-
делить содержание белка. Промывание колонки проводить до тех пор,
пока в них не останется следов белка.

Элюция белков: фракционирование белков сыворотки крови осу-
ществляется с помощью ступенчатого элюирования. Для этого на колонку
последовательно подать следующие растворы:
1) 0,02М натрий-ацетатный буфер, pH 4,6;
2) 0,05М натрий-ацетатный буфер, pH 5,2;
3) 0,08М натрий-ацетатный буфер, pH 6,0;
4) 0,1М фосфатный буфер, pH 7,0;
5) 0,1М фосфатный буфер, содержащий 0,5М NaCl pH 8,32.

Каждый новый буфер можно подавать на колонку только после того,
как полностью элюируется пик, вымываемый предыдущим раствором.
Скорость тока не должна превышать 1 мл/мин. Элюат собирать по 3 мл.
В каждой фракции определить концентрацию белка и на основании по-
лученных данных построить профиль элюции.



Часть 4. МЕТОДЫ АНАЛИТИЧЕСКОЙ БИОХИМИИ

Тема 5. Аналитическая гель-хроматография

Работа № 13. Определение молекулярного веса рибонуклеазы
методом гель-фильтрации на колонке с сефадексом G-100 (G-150)

Для большинства глобулярных белков доказана линейная зависи-
мость между логарифмом его молекулярной массы и элюционным объ-
емом. Предлагаемый метод основан на сравнении объема элюции бел-
ка, молекулярную массу которого необходимо определить, с объемами
элюции белков известной молекулярной массы. В основе метода лежит
построение калибровочного графика с использованием белков-маркеров
(стандартные белки с известной молекулярной массой).

Одним из преимуществ этого метода является возможность опре-
деления молекулярной массы белка, находящегося в смеси с другими
белками.

Реактивы и оборудование:
– сефадекс G-100 (G-150);
– 0,2%-й раствор голубого декстрана;
– 0,2%-й хромата калия;
– альбумин бычий сывороточный (м. м. 66 500 Да);
– пепсин (м.м. 35 000 Да);
– трипсин (м.м. 23 000 Да);
– цитохром С из крови лошади (м. м. 12 000 Да);
– рибонуклеаза из поджелудочной железы;
– колонка;
– градуированные пробирки, штатив;
– стаканы на 50 мл (2 шт.), на 100 мл.
Последовательность операций
Для построения калибровочного графика можно использовать следу-

ющие белки-маркеры в концентрации 5–10 мг/мл: цитохром С, трипсин,
пепсин, бычий сывороточный альбумин. Возможно использование и дру-
гих белков с известной молекулярной массой (см. прил. 2).

Белки, так же как и голубой декстран и хромат калия, растворить
в растворителе, которым уравновешена колонка. Этим же раствором осу-
ществлять и элюцию белков с колонки после нанесения анализируемой
смеси.

Подготовка колонки, способ нанесения образца описаны в работе
№ 6. Перед использованием колонки необходимо определить ее наруж-
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ный и внутренний объем и оценить качество ее заполнения. При по-
строении калибровочного графика ввести в колонку, согласно методике
нанесения образца, белки-маркеры либо группой по 2–3 (исключая про-
теолитические ферменты), либо последовательно, один за другим в по-
рядке уменьшения молекулярной массы, с интервалом в 10 мл (объем
собираемого элюата между нанесением отдельных образцов). Во время
нанесения белка колонку следует перекрывать. Тотчас после нанесения
первого образца (маркера) на выходе из колонки собирать фракции по 2–
3 мл, в каждой из них спектрофотометрически определить концентрацию
белка. По полученным данным построить профиль элюции и рассчитать
для каждого белка Vэ – объем элюата, собранного с момента нанесения
белка до его выхода из колонки, включая фракцию с максимальным его
содержанием.

Все полученные данные внести в таблицу:

№ п/п Белок Молекулярная
масса, Да

lgМ. м. Vэ, мл

1 Альбумин 6,65×104 4,8228
2 Пепсин 3,5×104 4,5441
3 Трипсин 2,3×104 4,3617
4 Цитохром С 1,2×104 4,0792
5 Рибонуклеаза

На основании этих данных следует построить график зависимости
элюционного объема белка от логарифма его молекулярной массы (ка-
либровочный график).

Затем в колонку внести рибонуклеазу в концентрации 10 мг/мл.
Определить объем, в котором данный белок выходит (объем элюции),
рассчитать по калибровочному графику его молекулярную массу.

Работа № 14. Определение молекулярной массы белков методом
гель-фильтрации в тонком слое сефадекса

По мере продвижения раствора по пластине с нанесенным на нее
тонким слоем геля сефадекса смесь белков распределяется на нем таким
образом, что расстояние, пройденное каждым белком от линии старта,
пропорционально логарифму его молекулярной массы.

Построив калибровочный график зависимости расстояния, пройден-
ного белками-маркерами, от логарифма их молекулярной массы и опре-
делив длину пути, пройденного исследуемым белком, можно определить
его молекулярную массу. Данный метод обладает рядом преимуществ пе-
ред колоночным вариантом, среди которых небольшое количество фрак-
ционируемого материала, возможность нанесения на стартовую линию
нескольких различных препаратов одновременно и, наконец, малое время
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проведения эксперимента (достаточное для пробега наиболее быстрого
компонента).

Реактивы и оборудование:
– камера для тонкослойной хроматографии;
– стеклянная пластинка 15×20 см;
– приспособление для нанесения геля, бумага Watmann 3 мм (для ре-
плик);

– сефадекс G-150 (G-200) Superfine;
– 0,9%-й раствор NaCl;
– 0,1%-й раствор бромфенолового синего в ледяной уксусной кислоте
с этанолом (1 : 9, v/v);

– овальбумин, разведенный 0,9%-м раствором NaCl в соотношении
1 : 5;

– 5%-й раствор уксусной кислоты;
– 0,5%-й раствор голубого декстрана;
– 2%-й раствор уксуснокислого натрия в 10%-м растворе уксусной
кислоты;

– белки-маркеры (20 мг/мл).

Последовательность операций
Подготовка сорбента: суспендировать сефадекс в избытке буфера или

дистиллированной воды и оставить для набухания при комнатной темпе-
ратуре. Через трое суток (см. прил.) удалить избыток жидкости, нанести
густую кашицу геля на стеклянную пластину и равномерно распределить
по строго горизонтальной поверхности с помощью специального валика,
задающего толщину (0,5 мм) и равномерность слоя геля.

Проведение процесса: поместить пластину в камеру и соединить ее
с раствором c помощью бумажных фитильков. Закрыть камеру крышкой,
поместить ее на подставку, задающую угол наклона, равный 7–10 граду-
сам, и оставить на ночь при комнатной температуре или в холодильнике
для полного уравновешивания. После этого поставить камеру горизон-
тально, открыть щель в крышке и нанести микродозатором на линию
старта белки-маркеры и исследуемый белок по 0,02 мл (концентрация
5 мг/мл). Образцы наносить на расстоянии 2 см от края пластины и один
от другого. В одну из точек на линии старта нанести 0,02 мл голубого
декстрана. Затем закрыть щель и установить пластину под углом. Когда
голубой декстран достигнет края сорбента (через 4–5 ч), пластину вынуть
и приготовить реплику. Для этого хроматографическую бумагу, точно со-
ответствующую по размеру пластине, свернуть трубочкой и, постепенно
разворачивая, наложить так, чтобы бумага прилипла к гелю. Необходимо
следить за тем, чтобы между гелем и бумагой не было пузырьков воздуха.
Через 1 мин полученную реплику осторожно снять, высушить при 90° С
в течение 20 мин и окрасить, опустив ее на 1–3 мин в 0,1%-й раствор
бромфенолового синего. Затем реплику отмыть от избытка красителя
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5%-м раствором уксусной кислоты до появления белого фона, закрепить
2%-м раствором уксусной кислоты и тщательно промыть холодной про-
точной водой.

Высушить реплику и измерить расстояние, пройденное каждым бел-
ком от точки нанесения до центра белкового пятна.

Построить график, отложив по оси ординат величины расстояний,
а по оси абсцисс – логарифм молекулярной массы. Используя построен-
ный калибровочный график и определив длину пути, пройденного иссле-
дуемым белком, рассчитать молекулярную массу основного компонента
яичного белка (овальбумина).

Тема 6. Электрофорез

В основе электрофореза лежит способность макромолекул или
частиц, обладающих зарядом, перемещаться в электромагнитном поле
со скоростью, пропорциональной их размеру и величине заряда. Впер-
вые был разработан А. Тизелиусом в 1933 г. и проводился в жид-
кой среде (буферных системах). Однако впоследствии этот вариант
был вытеснен различными модификациями, в которых использовались
поддерживающие среды, что позволяло уменьшить конвективные пото-
ки и размывание белковых зон вследствие диффузии. В настоящее вре-
мя в качестве такой поддерживающей среды для разделения белковых
смесей наиболее часто используется полиакриламидный гель (ПААГ).
Он является продуктом сополимеризации акриламида (амида акрило-
вой кислоты) и NN’-метиленбисакриламида. Этот материал обладает
целым рядом достоинств, таких как термостабильность, прозрачность,
механическая прочность, относительная химическая инертность. В ка-
честве инициатора полимеризации чаще всего используют N,N,N’,N’-
тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД), а в качестве катализатора – персуль-
фат аммония.

Использование ПААГ позволило в значительной степени уменьшить
количество образца, необходимого для проведения анализа, при этом за-
метно возросла разрешающая способность метода. Это связано с возмож-
ностью варьировать пористость геля и состав буферных систем. Так, при
классическом зональном электрофорезе разделение белков проходит при
постоянной величине pH буферов, входящих в состав геля и движущихся
с постоянной скоростью. При использовании диск-электрофореза процесс
проходит в двухфазной системе: два геля – разделяющий и концентриру-
ющий – отличаются по степени пористости и величине pH, что позволяет
увеличить разрешающую способность и разделять белки с близкими по-
движностями. Использование градиентов пористости разделяющего геля
(путем изменения соотношения концентрации сополимеров) позволяет
подключить дополнительно эффект «молекулярного сита».
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В научной литературе для характеристики общего количества соот-
ношения мономеров ПААГ используют следующие показатели:

%Т – (от англ. total – общий) – полная концентрация обоих моно-
меров в геле;

%А – (от англ. acrylamide – акриламид) – концентрация акриламида;
%С – (от англ. crosslinker – поперечная сшивка) – концентрация

метиленбисакриламида.
Эти показатели рассчитываются по следующим формулам

%Т=
m(AA)+m(бисAA)
Vр-ра(АА+бисАА)

, %А=
m(AA)

m(AA)+m(бисAA)
,

%С=
m(бисAA)

m(AA)+m(бисAA)
,

где m(AA) – масса акриламида, m(бисAA) – масса NN’-метиленбисакрил-
амида, Vр-ра(АА+бисАА) – суммарный объем растворов сополимеров.

Работа № 15. Определение степени чистоты полученного препарата
с помощью диск-электрофореза в ПААГ

Первоначально электрофорез в полиакриламидном геле называл-
ся диск-электрофорезом. Это название отражало две основные особен-
ности метода – применение прерванных буферных систем (от англ.
discontinuous) и концентрирование образцов в гелевых трубках в виде
дисков.

Принцип метода заключается в последовательном электрофорезе
смеси сначала в геле с малой концентрацией акриламида (крупнопори-
стый концентрирующий гель), а затем – с более высокой концентрацией
акриламида (мелкопористый разделяющий гель). Эти гели полимеризуют-
ся последовательно и имеют общую границу, причем буферная система
крупнопористого геля содержит медленно мигрирующие ионы, а мелко-
пористый гель и электродный буфер – системы с быстро мигрирующими
ионами. Между этими группами ионов, различающихся скоростью мигра-
ции в электромагнитном поле, формируются дискретные зоны Кольрауша
(зоны с меньшей электропроводностью и, соответственно, более высокой
напряженностью электрического поля). Именно в этих зонах и происхо-
дит концентрирование разделяемых макромолекул, и этот эффект наибо-
лее сильно выражен на границе между концентрирующим и разделяю-
щим гелями. Более высокое значение pH разделяющего геля приводит
к многократному увеличению степени диссоциации замыкающих ионов
и, соответственно, увеличению их подвижности до значения, близкого
к значению подвижности лидирующих ионов. При этом происходит изме-
нение характеристик электрического поля таким образом, что белки уже
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движутся в области с постоянной напряженностью поля (и постоянного
значения pH), где и подвергаются собственно зональному электрофорезу.

Оборудование: камера для диск-электрофореза, представляющая со-
бой сосуд с отверстиями в дне, в которые вставляются трубки с гелем
и графитовый электрод. Этот сосуд является КАТОДНОЙ кюветой (ре-
зервуаром) и опускается в другой сосуд – АНОДНУЮ кювету (резерву-
ар), в центр которой также вставляется графитовый электрод. Аппарат
присоединяется к источнику питания с помощью специальной вилки.

Реактивы (хранить при +8° С):
1) верхний буфер:

ТРИС 6,06 г
титровать 6 N HСl до pH = 6,8
H2O до 100 мл;
нижний буфер:
ТРИС 18,17 г
титровать 6 N HСl до pH = 8,8
H2O до 100 мл;

2) электродный буфер – 5-кратный
глицин 72,05 г
ТРИС 15 г до pH = 8,3
H2O до 1000 мл;
Сначала растворять глицин, до нужного pH титровать ТРИСом!

3) раствор акриламид/бисакриламид
бисакриламид (0,8%) 0,8 г
акриламид (30%) 30 г
Н2О до 100 мл;
ВНИМАНИЕ! Растворять последовательно по прописи в минималь-

ном объеме, затем доводить до нужного объема. Работа с мономерами
требует особой осторожности ввиду их высокой токсичности!
4) буфер для образцов – 2-кратный

верхний буфер pH 6,8 2,5 мл
глицерин 1 г
бромфеноловый синий 1,3 мг;
Н2О до 10 мл

5) аммония персульфат (APS) 5% 1 мл (использовать свежеприготов-
ленный. Хранится не более суток с потерей активности);

Гель, % 30%-й
акриламид/

бисакриламид

Вода (Н2О),
мл

Буфер
верхний или
нижний, мл

Темед,
мкл

APS
5%, мкл

Vобщ, мл

4 1,5 6,0 2,5 10 30 10
6 2,0 5,5 2,5 10 30 10
25 7,5 0 2,5 10 30 10
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6) фиксирующая смесь: 30%-й этанол, 9%-я уксусная кислота (V =
= 0,5 л). Можно добавить формальдегид из расчета 0,5 мл/1 л смеси;

7) раствор красителя:
кумасси бриллиантовый синий R-250 550 мг
этанол (изопропанол) 100 мл
ледяная уксусная кислота 20 мл
Н2О 100 мл;
При приготовлении красителя кумасси растворить в спирте, а затем

добавить воду и кислоту.
8) отмывающий раствор: 10% этанола и 12% уксусной кислоты в Н2О

(V = 0,5 л).

Последовательность операций
Приготовление геля: тщательно отмытые и обезжиренные стеклян-

ные трубки обернуть с одного конца тонкой резиной и вставить в специ-
альное заливочное устройство (двойная пластина из оргстекла с резьбо-
выми отверстиями). В каждую трубку залить по 1 мл смеси для разде-
ляющего геля, сверху наслоить (осторожно!) немного дистиллированной
воды или водного бутанола и оставить для полимеризации на 30–60 мин.
Об окончании полимеризации свидетельствует появление визуально чет-
кой границы между водой и гелем. Узкими полосками фильтровальной
бумаги удалить жидкость и залить в трубки по 0,2 мл смеси растворов
для концентрирующего геля, а сверху вновь наслоить воду или водный
бутанол. По окончании процесса (при появлении беловатой опалесцен-
ции геля) воду сверху удалить, трубки вынуть из заливочного устройства
и укрепить в отверстиях верхнего резервуара электрофоретической ка-
меры.

Подготовка исследуемого образца: исследуемый белковый раствор
приготовить таким образом, чтобы 1 мл его содержал 10–100 мкг белка
(при необходимости развести физиологическим раствором). Развести его
буфером для образцов в 2 раза.

Пипеткой с оттянутым концом осторожно наслоить 0,1 мл образца
на гель и сверху до конца трубки заполнить охлажденным электродным
буфером.

Проведение электрофореза: в оба резервуара камеры залить охлаж-
денный электродный буфер (перед внесением буфера в верхний резервуар
необходимо убедиться в его герметичности). Особое внимание следует
обратить на то, чтобы на нижнем конце трубок не образовывались пу-
зырьки воздуха (чтобы избежать этого, перед погружением на края трубок
можно «подвесить» капли буфера).

Подключить электроды к источнику питания (нижний «+», верхний
«−») и проводить электрофорез в течение 1–2 ч до тех пор, пока голубая
полоса не достигнет края трубок. Первые 30 мин сила тока 2–3 мА на
трубку, затем увеличить до 5–6 мА на трубку.
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По окончании работы отключить электроды от источника питания,
разобрать камеру, слить отработанный буфер. C помощью тонкой метал-
лической проволоки или шприца с длинной иглой извлечь гелевые стол-
бики из трубок и зафиксировать в фиксирующем растворе не менее 1 ча-
са. Объем фиксирующего раствора должен быть в избытке и полностью
покрывать гелевые столбики. Окраску проводить раствором красителя
Coomassie Brilliant Blue R-250. Избыток красителя удалить отмывающим
раствором уксусной кислоты и этанола.

Работа № 16. Определение молекулярной массы белков методом
электрофореза в пластинах ПААГ в присутствии додецилсульфата

натрия

Широкое распространение получил электрофорез в пластинах поли-
акриламидного геля, в том числе и тонкослойный (толщина пласти-
ны 1 мм и менее). Использование пластин позволяет в идентичных усло-
виях исследовать несколько образцов, при этом значительно облегчаются
их оптическая оценка и сравнительный анализ, высушивание и хране-
ние. Чувствительность метода с применением пластин выше, а допол-
нительное введение в электрофоретическую систему сильного анионного
детергента додецилсульфата натрия (SDS) приводит к значительному рас-
ширению возможностей метода. Электрофорез в присутствии SDS (SDS-
PAGE или ПАГЭ-ДСН) обладает высокой чувствительностью и позволяет
не только охарактеризовать зоны белков по их относительной подвиж-
ности, но и определить размеры соответствующих молекул. Для этого
перед электрофорезом белки обрабатывают SDS и 2-меркаптоэтанолом,
что приводит к разрушению водородных, гидрофобных и дисульфидных
связей, ведущему к полному растворению белков. При этом связывается
примерно 1 молекула SDS на 2 аминокислотных остатка (0,1%-й рас-
твор насыщает белок). Так как каждая молекула детергента несет отри-
цательный заряд, отношение заряд / размер в его присутствии становится
одинаковым для всех белков. Разделение полипептидных цепей происхо-
дит в этом случае в соответствии с их размерами благодаря тому, что
поры геля действуют как молекулярное сито. С помощью маркеров мо-
лекулярных масс можно построить калибровочный график зависимости
подвижности молекул от их размеров. Если подвижность откладывать
против логарифма молекулярной массы, то график обнаруживает линей-
ность в широком интервале значений.

Оборудование:
– pH-метр,
– камера для электрофореза.
Миниатюрная камера для вертикального электрофореза «Mighty

Small II» SE 250 представляет собой нижний резервуар электродного
буфера, в который устанавливается подставка для гелевых пластин (кор).
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С двух сторон на эту подставку прикрепляются гелевые пластины, огра-
ниченные специальными стеклами и спейсерами. При этом образуются
две раздельные камеры для верхнего буфера. Если используется одна
пластина геля (соответственно одна верхняя камера электродного буфе-
ра), вторая камера закрывается стеклом. Основа-подставка может служить
охладителем, в ней также располагаются верхний и нижний электроды.
Сверху вся камера закрывается акриловой крышкой.

Реактивы (хранить при +8° С):
1) электродный буфер, pH 8,4 (5-кратный):

глицин 72,05 г
ТРИС 15 г до pH = 8,3
SDS 5 г
H2O до 1000 мл;
Сначала растворить глицин, оттитровать до нужного pH сухим

ТРИСом. SDS добавлять в последнюю очередь (после работы с SDS
тщательно отмыть электроды pH-метра!). Проверять pH и дотитровывать
ТРИСом после разведения перед использованием!
2) раствор мономеров (ВНИМАНИЕ! Работа с мономерами требует

особой осторожности ввиду их высокой токсичности!):
бисакриламид (0,8%-й) 0,8 г
акриламид (30%-й) 30 г
Н2О до 100 мл;

3) буфер концентрирующего геля, pH 6,8 (pH доводят 4N – 6N HCl):
ТРИС 6,06 г
титровать HСl до pH = 6,8
SDS 400 мг (или 4 мл 10%-го р-ра)
H2O до 100 мл;

4) буфер разделяющего геля, pH 8,8 (pH доводят 4N – 6N HCl):
ТРИС 18,17 г
Титровать HСl до pH = 8,8
SDS 400 мг (или 4 мл 10%-го р-ра)
H2O до 100 мл;

5) буфер доля образцов, pH 6,8 (2-кратный) (pH доводят 4 N – 6 N HCl):
верхний буфер pH 6,8 2,5 мл
SDS 0,2 г
глицерин 1 г
бромфеноловый синий (0,013%-я) 1,3 мг (10 мкл жидкого)
2-меркаптоэтанол 2,5 мл
Н2О до 10 мл
2-Меркаптоэтанол добавить непосредственно перед использованием

из расчета 10% от объема буфера (т. е. реальный объем хранимого буфера
25 мл – 2,5 мл = 22,5 мл). Перед использованием развести в 2 раза
образцом;
6) аммония персульфат (APS) 5%-й 1 мл (использовать свежеприготов-

ленный. Хранится не более суток с потерей активности);
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7) фиксирующий раствор (можно использовать многократно): 30%-я
этанол, 9%-я уксусная кислота (V = 0,5 л) и добавляют 37%-я фор-
мальдегида;

8) раствор красителя (использовать свежеприготовленный): азотнокис-
лое серебро (AgNO3) (2 г/л), содержащее 0,75 мл/л 37%-го формаль-
дегида;

9) отмывающий раствор 1: тиосульфат натрия (Na2S2O3) 0,2 г/л 500 мл;
10) Проявляющий раствор:

Na2CO3 60 г/л
формальдегид (37%) 0,5 мл/л
Na2S2O3 4 мг/л;
Готовить концентрированный раствор Na2CO3, перед использовани-

ем добавить остальные компоненты (в пересчете на 100 мл – 50 мкл
формальдегида + 2 мл р-ра Na2S2O3 (0,2 г/л));
11) отмывающий раствор 2: 10%-я уксусная кислота;
12) ацетон;
13) 50 мл 50%-й трихлоруксусной кислоты (ТХУ).

Последовательность операций
Приготовление гелевых пластин: для упрощения приготовления

пластин геля в комплекс «Mighty Small II» SE 250 входит специальная
сборная кассетная камера, предназначенная для одновременной заливки
10 пластин толщиной до 1,5 мм (толщина пластин задается с помощью
особых полиэтиленовых спейсеров). Сборка камеры осуществляется
в соответствии с инструкцией к прибору. Необходимо помнить, что
стекла должны быть тщательно обезжирены, гелевые пластины не долж-
ны содержать воздушных полостей. Для приготовления гелей разной
плотности используют следующие соотношения исходных растворов:

Исходный раствор, % 3 6 10 20 25
Раствор мономеров, мл 1 2 3,3 6,67 7,5
Буфер, мл 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Дистиллированная вода, мл 6,5 5,5 4,2 0,83 0
ТЕМЕД, мкл 10 10 10 10 10
5%-й раствор персульфата
аммония
(готовится перед
использованием), мкл

30 30 30 30 30

Суммарный объем, мл 10 10 10 10 10

Концентрирующий гель рекомендуется готовить 3%-м, а разделя-
ющий – 10%-м, или градиент 6–20%.

В собранную камеру для заливки гелевых пластин с помощью пери-
стальтического насоса или пипеткой внести смесь компонентов разделя-
ющего геля (примерно на 3/4 высоты пластины), затем аккуратно насло-
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ить сверху дистиллированную воду (или лучше бутанол, насыщенный
водой) и оставить для полимеризации на 30–60 мин. На окончание про-
цесса указывает появление границы между гелем и верхней жидкостью.
Когда разделяющий гель готов, аккуратно удалить воду и внести смесь
для приготовления концентрирующего геля (до самого верха). Вставить
гребенку для формирования ячеек и оставить для полимеризации.

Приготовление образцов: раствор, подвергаемый электрофорезу,
должен быть тщательно обессолен.

К образцу, содержащему 20–50 мкг белка, добавить 1/3 часть объема
50%-й ТХУ (например, 150 мкл пробы – 50 мкл ТХУ), встряхнуть и по-
ставить в холодильник на 30–60 мин для формирования осадка. Затем
отцентрифугировать его при 10 000 g в течение 5–10 мин, надосадочную
жидкость тщательно слить, добавить холодный ацетон в избытке и цен-
трифугировать при тех же условиях. Супернатант слить, стряхнув. Про-
цедуру отмывания ацетоном повторить трижды. Тщательно слив над-
осадочную жидкость, растворить образец в буфере для образцов (добавив
перед работой 2-меркаптоэтанол) и поставить на кипящую водяную баню
на 5 мин. Затем, стряхнув конденсат, образцы остудить и внести шприцем
или пипеткой в ячейки гелевых пластин.

Маркеры молекулярных масс готовятся как и образцы, но без осаж-
дения ТХУ и последующего отмывания ацетоном.

Проведение электрофореза: собрать камеру, залить электродный бу-
фер в нижний и верхний резервуары, следя за тем, чтобы не было воз-
душных полостей. Сверху электродный буфер осторожно наслоить на об-
разцы в ячейках, свободные ячейки заполнить буфером.

Закрыть камеру крышкой и подключить электроды к источнику пи-
тания. Во время прохождения образца по концентрирующему гелю уста-
новить силу тока 15 мА на пластину, после перехода его в разделяющий
гель силу тока увеличить до 20–25 мА на пластину. О ходе процесса судят
по красителю. Процесс завершить, когда краситель дойдет до нижнего
края пластины, после чего отключить блок питания, установку быстро
разобрать, извлечь пластины геля и окрасить азотнокислым серебром:
1) для этого гелевые пластинки фиксировать не менее 1 ч фиксиру-

ющим раствором № 7 (можно оставить на ночь);
2) тщательно (трижды) отмыть гель дистиллированной водой от фик-

сирующей смеси;
3) поместить гель в р-р тиосульфата натрия – Na2S2O3 (0,2 г/л) на 1 мин

(время выдерживать точно!);
4) промыть гель трижды по 20 с дистиллированной водой;
5) залить гель раствором серебра (№ 8) на 20 мин. Объем красителя

должен быть в избытке и полностью покрывать пластину;
6) дважды отмыть гель дистиллированной водой по 20 с;
7) залить гель проявляющим раствором (№ 10) до появления треков;
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8) поместить гель на 10–30 мин в 10%-й р-р уксусной кислоты (рас-
твор многократного применения), затем промыть дистиллированной
водой.
Значение молекулярной массы исследуемого белка определить по ло-

гарифмическому графику зависимости электрофоретической подвижно-
сти от молекулярной массы, построенному с помощью белков-маркеров.
Электрофоретическую подвижность R f рассчитать по формуле

R f = (l2 ·L1)/(L2 · l1),

где L1 – общая длина геля до фиксации; l1 – путь, пройденный крас-
кой-свидетелем; L2 – общая длина геля после окрашивания; l2 – путь,
пройденный исследуемой фракцией.

Светлана
Записка
Для выполнения этих практических работ также необходимы сведения, представленные в прил.9



ПРИЛОЖЕНИЯ

Приложение 1. Прописи приготовления растворов
с различными значениями pH

Таблица 1
Ацетатный буфер (0,2М), pH 3,6–5,8
Ацетат натрия (тригидрат); М. м. = 136 г/моль
Уксусная кислота; М. м. = 60 г/моль

pH при 18° С Ацетат натрия 0,2М,
мл

Уксусная кислота
0,2М, мл

3,6 0,75 9,25
3,8 1,20 8,80
4,0 1,80 8,20
4,2 2,65 7,35
4,4 3,70 6,30
4,6 4,90 6,10
4,8 5,90 5,10
5,0 7,00 3,00
5,2 7,90 2,10
5,4 8,60 1,40
5,6 9,10 0,90
5,8 9,40 0,60

Таблица 2
Фосфатный буфер (0,05М), pH 5,8–8,0
Однозамещенный фосфат калия, М. м. = 136,09 г/моль
Едкий натр, М. м. = 40 г/моль
Едкое кали, М. м. = 56 г/моль

pH при 25° С Однозамещенный
фосфат калия
0,2М, мл

Натриевая или
калиевая щелочь

0,2М, мл

Вода,
мл

5,8 5,0 0,36 до 20
6,0 5,0 0,56 -//-
6,2 5,0 0,81 -//-
6,4 5,0 1,16 -//-
6,6 5,0 1,64 -//-
6,8 5,0 2,24 -//-
7,0 5,0 2,91 -//-
7,2 5,0 3,47 -//-
7,4 5,0 3,91 -//-
7,6 5,0 4,24 -//-
7,8 5,0 4,45 -//-
8,0 5,0 4,61 -//-
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Таблица 3
Глициновый буфер (0,05М); pH 6,8–10,6
Глицин, М. м. = 75,7 г/моль.
Едкий натр, М. м. = 40 г/моль

pH Раствор глицина 0,2М,
мл

NaOH 0,2М, мл

8,6 50,0 4,0
8,8 50,0 6,0
9,0 50,0 8,8
9,2 50,0 12
9,4 50,0 16,8
9,6 50,0 22,4
9,8 50,0 27,2
10,0 50,0 32,0
10,4 50,0 38,6
10,6 50,0 45,5

Таблица 4
Боратный буфер (0,2М), pH 7,4–9,0
Бура (Na2B4O7 ·10H2O), М. м. = 381,4 г/моль
Борная кислота, М. м. = 61,8 г/моль

pH Na2B4O7 ·10H2O Борная кислота 0,2М,
мл

7,4 1,0 9,0
7,6 1,5 8,5
7,8 2,0 8,0
8,0 3,0 7,0
8,2 3,5 6,5
8,4 4,5 5,5
8,7 6,0 4,0
9,0 8,0 2,0
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Приложение 2. Молекулярная масса некоторых белков

Белок Молекулярная масса,
Д

Инсулин бычий 5733
Лизоцим яичного белка 13 930
Рибонуклеаза поджелудочной железы КРС 14 000
Цитохром С 13 000
Миоглобин из миокарда лошади 16 900
Химотрипсиноген 25 700
Пепсин 35 000
Альбумин яичный 46 000
Бычий сывороточный альбумин 68 000
Гемоглобин лошади 68 000
Гемоглобин человека 64 500
Гексокиназа из дрожжей 96 000
Гамма-глобулин человека 160 000
Каталаза 250 000
Уреаза 483 000

Приложение 3. Некоторые свойства сефадекса

Тип сефадекса Диаметр
частиц,
мкм

Степень
набухания,
мл воды
на 1 г
сухого

сефадекса

Общий
объем

после на-
бухания,
мл на 1 г
сефадекса

Пределы фракцио-
нирования пепти-
дов и глобуляр-
ных белков
по величине

их молекулярной
массы

Минимальное
время набухания, ч
При

комнат-
ной

темпера-
туре

На ки-
пящей
водяной
бане

G-10 40–120 1,0–0,1 2,0–3,0 -700 3 1
G-15 40–120 1,5–0,2 2,5–3,5 -1500 3 1
G-25 Coarse 100–300 2,5–0,2 4,0–6,0 1000–5000 3 1
G-25 Medium 50–150 2,5–0,2 4,0–6,0 1000–5000 3 1
G-25 Fine 20–80 2,5–0,2 4,0–6,0 1000–5000 3 1
G-25 Superfine 10–40 2,5–0,2 4,0–6,0 1000–5000 3 1
G-50 Coarse 100–300 5,0–0,3 9,0–11,0 1500–30 000 3 1
G-50 Medium 50–150 5,0–0,3 9,0–11,0 1500–30 000 3 1
G-50 Fine 20–80 5,0–0,3 9,0–11,0 1500–30 000 3 1
G-50 Superfine 10–40 5,0–0,3 9,0–11,0 1500–30 000 3 1
G-75 Fine 40–120 7,5–0,5 12,0–15,0 3000–70 000 24 3
G-75 Superfine 10–40 7,5–0,5 12,0–15,0 3000–70 000 24 3
G-100 40–120 10,0–1,0 15,0–20,0 4000–150 000 72 5
G-100 Superfine 10–40 10,0–1,0 15,0–20,0 4000–150 000 72 5
G-150 40–120 15,0–1,5 20,0–30,0 5000–400 000 72 5
G-150 Superfine 10–40 15,0–1,5 20,0–30,0 5000–400 000 72 5
G-200 40–120 20,0–2,0 30,0–40,0 5000–400 000 72 5
G-200 Superfine 10–40 20,0–2,0 30,0–40,0 5000–400 000 72 5
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Приложение 4. Удельный вес и молекулярная концентрация
концентрированных кислот и аммиака

Реактив Относительная
плотность

Содержание (г)
на 100 г

Молярность раствора

Соляная кислота 1,18 35.4 11,3
Азотная кислота 1,40 65,5 14,5
Серная кислота 1,84 95,3 18,0
Хлорная кислота 1,15 70,0 11,6
Фосфорная кислота 1,69 85,0 14,7
Уксусная кислота 1,05 99,5 17,4
Раствор аммиака 0,90 15,0 28,3

Приложение 5. Регенерация и хранение сефадекса

Сефадекс можно хранить и в виде суспензии, но обязательно при по-
ниженной температуре и с добавлением антисептика, 0,02%-го раствора
азида натрия, хлороформа или мертиолата.

Для регенерации колонки достаточно промыть ее буфером (2–3 объ-
ема колонки). Если есть опасение, что некоторое количество материа-
ла сорбировалось на матрице и не отмывается буфером, через колонку
можно пропустить порцию 1М раствора NaCl, 8M мочевины или даже
0,5М NaOH.

Для переведения геля в первоначальное состояние сефадекс вначале
промывают дистиллированной водой (на колонке) для удаления солей, за-
тем спиртом возрастающей концентрации (вне колонки). При этом к гелю
добавляют двукратный объем этанола (50%), дают постоять 20–30 мин,
а после фильтрования через воронку Бюхнера сефадекс выдерживают
в течение 30 мин с двукратным объемом 96%-го спирта. Обработку по-
следним повторяют несколько раз. Затем осадок высушивают в термо-
стате при 60–80° С.

Приложение 6. Перекристаллизация сульфата аммония

В 1 л кипящей дистиллированной воды после полного растворения
1 г ЭДТА внести 900 г сульфата аммония (из расчета: в 100 мл раство-
ра при 100° С растворяется 103,3 г сульфата аммония). К полученному
таким образом насыщенному раствору добавить около 25 мл аммиака,
профильтровать через воронку Бюхнера, перелить в стакан и оставить
на ночь при температуре +4° С.

Образовавшиеся кристаллы отделяют от маточного раствора путем
повторного фильтрования под вакуумом и сушат на воздухе.
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Оставшийся маточный раствор упаривают на 1/3 или 1/2 от перво-
начального объема, фильтруют через воронку Бюхнера и повторяют все
вышеописанные операции. Эти кристаллы значительно уступают по чис-
тоте полученным в первый раз, поэтому их следует хранить отдельно.

Таблица 5

Количество сернокислого аммония (в граммах), которое нужно добавить к 1 л раствора
данной степени насыщения для получения более высокой степени насыщения

Начальная степень
насыщения

Конечная степень насыщения
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0 55 113 176 242 314 390 472 561 657 761
10 57 117 182 251 325 405 491 584 685
20 59 121 188 260 337 421 511 609
30 61 126 195 270 351 438 533
40 63 130 202 281 365 457
50 65 135 210 292 381
60 67 140 219 305
70 70 146 228
80 73 152
90 76

Приложение 7. Определение активности лектина методом
гемагглютинации

Метод основан на способности лектинов агглютинировать эритро-
циты.

Реакцию агглютинации проводят в специальных планшетах с U-
образными лунками, в каждую из которых наливают по 0,2 мл физио-
логического раствора. Затем в первую лунку добавить 0,2 мл исходного
раствора лектина, содержимое тщательно перемешать и 0,2 мл перенести
во вторую лунку, вновь хорошо перемешать и 0,2 мл перенести в следу-
ющую лунку и т. д. Таким образом приготовить серию последовательных
двукратных разведений лектина. Затем в каждую лунку внести по 0,2 мл
2%-й взвеси эритроцитов.

Пробы инкубируют в течение 2 ч при комнатной температуре, после
чего визуально оценивают титр агглютинации. При положительной реак-
ции склеенные эритроциты покрывают дно лунки равномерным слоем.
При отсутствии агглютинации эритроциты скапливаются в центре лунки,
образуя компактную «пуговку» с четко очерченными краями. Активность
выражается максимальным разведением лектина, при котором еще отме-
чается агглютинация (титр агглютинации). Каждая проба должна вклю-
чать контроль на эритроциты.

50



Для реакции гемагглютинации (РГА) используют 2%-ю смесь эрит-
роцитов (по объему), предварительно трижды отмытых физиологическим
раствором от сыворотки и гепарина путем центрифугирования при 1000 g
в течение 3–5 минут.

Таблица 6

Выбор концентрации разрешающего геля для ПААГЭ

Молекулярная масса белка, кДа Концентрация акриламида, %
36–205 5
24–205 7.5
14–205 10
14–66 12.5
10–45 15

Таблица 7

Диапазон концентраций ПААГ для эффективного разделения белков
с разной молекулярной массой при ПААГЭ в присутствии SDS

Разделяющий гель, %Т Молекулярная масса белков, кДа
7,5 45–200
10 25–200
12 14,4–120
15 6,5–100

Градиент %Т
4–15% 20–200
4–20% 6,5–200
10–20% 6,5–120

Приложение 8. Определение относительного
центробежного ускорения

Относительное центробежное ускорение (ОЦУ) можно определять
графически с помощью номограммы.

В основу номограммы положена формула

ОЦУ= 0,1118 ·10−4 · r ·n2,

где r – радиус центрифугирования (расстояние от центра оси вращения
до места стакана, для которого должно быть определено ОЦУ) в см, n –
скорость вращения ротора в мин−1.
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При применении пробирок или полиамидных стаканов при одинако-
вых роторах максимальные и минимальные радиусы центрифугирования
отличаются по сравнению с применением металлических стаканов.

Для работы с номограммой следует пользоваться соответствующими
величинами радиусов.

rGmin – минимальный радиус центрифугирования при использовании
пробирок или полиамидных стаканов;

rGmax – максимальный радиус центрифугирования при использовании
пробирок или полиамидных стаканов;

rMmin – минимальный радиус центрифугирования металлического
стакана;

rMmax – максимальный радиус центрифугирования металлического
стакана;

α – угловое положение стакана.

ОЦУ (относительное центробежное ускорение) указывает, во сколько
раз поле центробежного ускорения, созданное вращением ротора, больше,
чем земное ускорение g = 9,81 м/с2. ОЦУ представляет собой безразмер-
ное число, которое часто называется числом g.
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Номограмма для определения относительного центробежного ускорения (ОЦУ)
(по Доле и Коциасу)

Пример: r = 20 см, n = 10000 мин−1. Из этого следует для
ОЦУ = 22 600.

r = 7,2 см, n = 14000 мин−1. Из этого следует для ОЦУ = 16 000.
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Таблица 8

Физические константы важнейших органических растворителей

Растворитель Температура плавления,
градусы

Температура кипения при
760 мм ртутного столба,

градусы
Вода 0,0 100,0
Формамид 2,5 210,0
Этиленгликоль −13,0 198,0
Метанол −97,8 65,0
N-метилформамид −3,8 180–185
Диэтиленгликоль −10,5 245,0
Триэтиленгликоль −5,0 287,4
Метилцеллозольв −85,1 124,5
N-метиланцетамид 29,7 202,4
Этанол −117,3 78,3
Уксусная кислота 16,6 118,5
Бензиловый спирт −15,3 205,3
Пропанол −127,0 97,4
Бутанол −89,8 117,5
2-пропанол −89,5 82,4
Изоамиловый спирт −117,2 132,0
Ацетонитрил −43,8 81,6
Диметилсульфоксил 18,5 189,0
Анилин −6,0 184,4
Трет-бутиловый спирт 25,8 82,5
Диметилформамид −61,0 153,0
Диметилацетамид −20,0 165,5
Ацетон −95,3 56,2
Нитробензол 5,7 210,8
Циклогексанон −16,4 155,6
Пиридин −41,7 115,5
Хлороформ −63,5 61,2
Этилацетат −83,6 77,1
Диэтиловый эфир −116,0 34,6
Бензол 5,5 80,1
Толуол −95,0 110,6
Циклогексан 6,5 80,8
Гексан −95,0 68,8
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Приложение 9. Некоторые сведения по лабораторной практике

Индикаторы

В табл. 9 приведены наиболее распространенные в практике инди-
каторы, применяющиеся при титровании методом нейтрализации и для
колориметрического определения pH. Интервалы в pH перехода окраски
индикаторов приводятся для комнатной температуры.

Таблица 9

Кислотно-основные индикаторы

№ Название Цвет формы Интервал перехода
п/п индикатора кислотной щелочной окраски в pH
1 Тимоловый синий Красный Желтый 1,2–2,8
2 Метиловый желтый Красный Желтый 3,0–4,0
3 Бромфеноловый

синий
Желтый Сине-фиолетовый 3,0–4,6

4 Метиловый
оранжевый

Красный Желтый 3,1–4,4

5 Бромкрезоловый
зеленый

Желтый Синий 3,8–5,4

6 Метиловый
красный

Красный Желтый 4,4–6,2

7 Хлорфеноловый
красный

Желтый Красный 5,0–6,6

8 Бромкрезоловый
пурпуровый

Желтый Пурпурный 5,2–6,8

9 Бромтимоловый
синий

Желтый Синий 6,0–7,6

10 Феноловый
красный

Желтый Красный 6,8–8,0

11 Нейтральный
красный

Красный Янтарно-желтый 6,8–8,0

12 Крезоловый
красный

Янтарно-желтый Пурпурно-красный 7,2–8,8

13 α-нафтолфталеин Желто-розовый Сине-зеленый 7,3–8,7
14 Тимоловый синий Желтый Синий 8,0–9,6
15 Фенолфталеин Бесцветный Малиново-красный 8.2–10,0
16 Тимолфталеин Бесцветный Синий 9,4–10,6
17 Ализариновый

желтый
Бледно-лимонно-

желтый
Коричнево-желтый 10,0–12,0
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Выбор светофильтров в колориметрии и спектрофотометрии

Для правильного выбора светофильтров нужно знать спектрофото-
метрическую кривую исследуемого вещества.

Таблица 10

Таблица ориентировочного выбора светофильтров в колориметрии и спектрофотометрии
Окраска

исследуемого
вещества

Длина волны
поглощенного света,

ммк

Цвет необходимого
светофильтра

Длина волны
пропускаемого света,

ммк
Зеленовато-желтая 400 Фиолетовый 400–430
Желтая 425 Синий, фиолетовый 420–450
Оранжевая 450 Синий 430–460
Красная 490 Зеленый 460–500
Пурпурная 510 Зеленый 490–530
Фиолетовая 530 Зелено-желтый 520–550
Красно-синяя 550 Желтый 520–550
Синяя 590 Оранжевый 590
Сине-зеленая 640 Красный 600–650

Используют светофильтры, пропускающие в области, где поглощение
исследуемого вещества наибольшее, и подбирают такой светофильтр, при
котором разница в окраске выступает особенно ярко.

Приготовление охлаждающих смесей

При проведении реакций часто требуется локальное охлаждение ре-
акционной среды.

Таблица 11

Вещества, используемые для приготовления охлаждающих смесей
Вещество Начальная

температура, °C
г/100 г H2O Температура

охлаждающей смеси,
°C

Na2CO3 −1 (лед) 20 −2,0
NH4NO3 20 106 −4,0
NaNO3 13,2 75 −5,3
Na2S2O3 ·5H2O 10,7 110 −8,0
KCl 0 (лед) 30 −10,9
NH4Cl −1 (лед) 25 −15,4
NH4NO3 −1 (лед) 45 −16,8
NaCl −1 (лед) 33 −21,3
NaBr 66 −28
MgCl2 85 −34
CaCI2 ·6H2O 143 −55

Сост. по: Гордон А., Форд Р. Спутник химика. М. : Мир, 1976. С. 465.
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Для получения низких температур пользуются процессом растворе-
ния. Многие соли при растворении поглощают большое количество тепла,
т. е. обладают отрицательной теплотой растворения. Если использовать
вместо воды для растворения ледяную крошку или снег, получают более
низкую температуру за счет теплоты плавления.
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