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__  „„..„иные варианты ультрамнкроэлектрофоретических
В обзоре анализирую р белков и пептидов различных структур моз-

лоследованнй применительно к “Утериваются последовательные процедуры 
га, нервных клеток и их органелл. обсуждаются особенности фракционирования 
выделения структур и их обра о ’ пор и градиентных гелях, бескапилляр-
материала в гелях с однородным • комбмНировавиые методы анализа, встреч
ные варианты ультрамикроэлектр Ф Р ’ оды ях возможности и перспективы не
кая иммунодиффузия, нмпергнационные мет д , 
пользования.
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Получившие широкое распространение методы электрофоретиче
ского фракционирования биологического материала на ПААГ легко 
адаптируются к исследованиям белка в микромасштабе путем приме
нения их микро- и ультрамикроэлектрофоретических модификаций. 
Неоспоримым преимуществом микроэлектрофореза (МЭФ) перед соот
ветствующими макровариантами является возможность анализа ми
нимального количества материала и резкое сокращение времени фрак
ционирования и окрашивания образцов, что составляет примерно од
ну десятую времени, необходимого для выполнения этих процедур 
при макроисследованиях. Сравнительный анализ микро- и макрова
риантов показал, что увеличение чувствительности измерений, дости
гаемое в микромасштабе благодаря значительному уменьшению сече
ния геля, не приводит к изменению белковых спектров, получаемых в 
макроэлектрофорезе как при окрашивании специфическими краси
телями, так и в условиях изотопного анализа [1, 2].

В обзоре рассмотрены появившиеся позднее различные варианты 
МЭФ и существенно необходимые детали, улучшающие описанные ра
нее методы.

1. Подготовка капилляров и полиакриламидных микрогелей. Важ
нейшим этапом МЭФ является подготовка капилляров для фракцио
нирования. Их следует предварительно откалибровать под контролем 
стереомикроскопа [3]. Существует несколько способов мытья капил
ляров: с применением водоструйного насоса [4], с использованием шпри
ца [3], Центрифугированием [5] и др. Считается необходимым покры
вать внутренние стенки капилляров слоем гидрофобизирующей жид
кости, чтобы сделать их несмачиваемым водой и, таким образом, об
легчить процесс извлечения геля из капилляров. Для этого чистые и 
сухие внутренние поверхности капилляров обрабатывают, например, 
0,3%-иым раствором диметилдихлорсилана в бензоле и Сушат при 
120° в течение часа [3, 6].

Существуют разные варианты приемов, разделяющих и концен
трирующих ПА-АГ. Наибольшее распространение получили системы 
Ncuhoff [7], Davis [8]. Для капиллярного МЭФ более предпочтитель
ными являются разделяющие гели, приготовленные по Neuhoff [7]. 
Сравнительный анализ, проведенный с использованием маркерных 
белков (человеческого сывороточного альбумина), а также водораст
воримых и тритон-Х-100-экстрагируемых белков ганглия улитки 
Н. pomatia, показал, что этот метод дает максимальное разрешение с 
большим числом полос, чем метод Davis [8]. По мнению Neuhoff [4], 
чем меньше диаметр капилляра, тем выше концентрация ПААГ. Кро
ме того, разделяющий гель, применяемый для анализа в микрошкале, 
должен иметь высокое отношение концентрации акриламида к N, 
iN'-метиленбисакриламиду (около 100:1). Добавление гидантоина 
(гликолил-мочевины) к разделяющему гелю в концентрации 0,5% 

увеличивает разрешающую способность геля, так как гидантоин 
уменьшает длину цепей и, возможно, количество сшивок между ними, 
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а также увеличивает время полимеризации [7]. Однако применение 
гидантоина не приводит к контролируемому течению реакции полиме
ризации [13], поэтому воспроизводимость по подвижности отдельных 
фракций в этом методе невысока. Сравнение концентрирующих гелей 
в обеих системах [7, 8] показало обратную картину: разрешение улуч
шается՜ при использовании 3,75%-ного концентрирующего геля по ме
тоду Davis [8], ибо рибофлавин, применяемый в качестве катализа
тора реакции сополимеризации, делает гель однородно крупнопори
стым.

2. Фракционирование материала. МЭФ на ПААГ можно выпол
нять как в непрерывных, так и в прерывистых (диск) системах. При 
этом используются разные буферы с отличающимися значениями pH, 
что позволяет получать узкую стартовую зону, создаваемую благо
даря эффекту концентрирования [9, 10]. Фракционирование осущест
вляется либо на гелях с однородным диаметром пор, либо с примене
нием градиента концентрации ПААГ.

Высокой степени концентрирования, которую можно подурить при 
диск-электрофорезе, с помощью других методов пока достичь не՜ 
удается [И, 3], что делает целесообразным фракционирование бел
ков в данных системах по сравнению с непрерывным электрофорезом.

2. 1. Применение гелей с однородным диаметром пор. Модифика
ции капиллярного МЭФ, в котором для фракционирования макромо
лекул используются разделяющие гели с однородным диаметром пор, 
освещены в литературе [4, 12]. Следует отметить особо важные дета
ли. После приготовления полимеризующей смеси и дегазации ее для 
устранения кислорода, который является ингибитором реакции поли
меризации, капилляры значительно надежнее можно заполнить раст
вором ПААГ на 2/3 их длины, но не за счет капиллярных сил, как 
это рекомендует Neuhof f [4]. Мы предлагаем каждый из них встав
лять поочередно в полиэтиленовый шланг, соединенный с тормозным 
шприцем, имеющим винтовую подачу, и заполнять на необходимую 
высоту. Способ следует использовать при работе с силиконизирован- 
ними капиллярами, в которых капиллярные силы отсутствуют [5].

Морозов [13] проводил капиллярный МЭФ по .Neuhoff [7], ис
пользуя капилляры диаметром 0,4; 0,32, . , 0,1 мм, и определил, что՛ 
оптимальное разделение наблюдается в том случае, когда выполняет
ся эмпирически найденная формула, в которой произведение высоты 
слоя образца (в мм) на концентрацию белка (мг/мл) есть величина 
постоянная, равная 12 для капилляров любого диаметра. Пользуясь 
этой формулой, легко определить оптимальную высоту слоя образца 
для раствора любой концентрации независимо от диаметра капилляра.

Расстояние в геле, на котором производят разделение, опреде
ляется количеством фракций в исследуемом материале и различиями 
в их подвижностях. Следует учитывать два противоположно действую
щих фактора: 1) с увеличением длины пути (или, что то же, при за
данной напряженности поля—с увеличением времени разделения)
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возрастает расстояние между отдельными фракциями, обладающими 
различной подвижностью, то есть улучшается разрешение; 2) пропор
ционально корню квадратному из времени растет диффузное ушире
ние зон, так как в соответствии с уравнением Эйнштейна Х = 2 У 201, 
где X—диффузное уширение зоны, О—коэффициент диффузии, 1— 
время разделения [3].

Основная трудность, встречающаяся при миниатюризации мето
да гель-электрофореза, заключается в том, что уменьшение линейных 
размеров участка геля ведет к возрастанию роли диффузного ушире
ния зон. Это следует учитывать при выборе оптимального расстояния, 
на котором происходит разделение образца.

МЭФ предпочтительнее проводить в условиях стабилизации силы 
тока, так как в ходе электрофореза в прерывных буферных системах 
при стабилизации по напряжению происходит увеличение сопротив
ления, поэтом}' скорость миграции молекул уменьшается и зоны уши
ряются вследствие диффузии [14].

На рис. 1 представлена камера для МЭФ, разработанная и ис
пользуемая нами в работе [5]. Она изготовлена из органического 
стекла, отполированного до прозрачности, что позволяет наблюдать с 
помощью стереомикроскопа МБС-1 течение электрофореза. Капилляр 
(1) вставляют в резиновую прокладку (4) и гайкой (5) поджимают к 
верхнему электродному резервуару (6). После этого резервуар распо
лагают на кронштейне (13) и регулируют глубину погружения капил
ляра в нижний электродный буфер. Сосуд для нижнего электродного бу
фера (9) фиксирован на штативе (12). Верхний и нижний электрод
ные буферы охлаждают проточной водой (7).

Таким образом, применяя для фракционирования гели с однород
ным диаметром пор и диск-буферные системы, можно без затрудне
ний анализировать белки, экстрагируемые неионными детергентами 
типа тритон Х-100 и твин, то есть исследовать примерно 40% общего 
белка мозга позвоночных и до 55% белков НС беспозвоночных жи
вотных [15,՜ 16]. Однако такой метод трудно приспособить для разде
ления белков, экстрагируемых ДДС-Ф1а, что позволило бы анализиро
вать до 97% общего белка [15], ибо для выдавливания геля из капил
ляра надо добавлять тритон Х-100, который преципитирует с ДДС-Ма, 
делая невозможным использование этих двух детергентов одновре
менно.

2. 2. Анализ белков на градиентных гелях. В случае использова
ния гелей с линейным градиентом концентрации акриламида облег
чается процедура выталкивания геля из капилляра, так как высоко
концентрированная нижняя его часть, с которой обычно начинается 
выдавливание, играет роль «пробки» и не приводит к повреждению 
геля. Такое преимущество обеспечивает проведение фракционирова
ния белков, выделяемых уже описанными тремя способами экстрак
ции. Кроме того, метод позволяет определять величину М г и увели
чивать количество фракционируемых белков. При использовании гра
диентных гелей происходит значительное увеличение расстояния меж-
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Рис. 1. Камера для выполнения капиллярного микроэлектрофореза. 1— 
капилляр» 2—гель, 3—проба, 4—уплотнитель, 5—гайка, 6—корпус, 7—ру
башка охлаждения, 8—оливы, 9—нижняя электродная камера. 10—элек
троды, И—электродный буфер, 12—штатив, 13—кронштейн, 14—зажим 
Рис. 2. Денситограмма белкового спектра отдельного нейрона улитки 
Н. ротаНа. Направление движения толи пептидов справа налево (от— к+) 
Рис. 3. Схема камеры для проведения микроэлектрофореза на плоских 
гелях; а—матрицы из оргстекла, б—предметные стекла, в—прокладки из 

пластической ленты, е—капилляр с образцом (всего их 10), д—ПАА Г.
Рис. 4. Типичные Денснтопраммы трех ксследосанных видов нейронов. 
НГЯ—гигантские мультииолярные нейроны гипантоклеточного ретикуляр
ного ядра продолговатого мозга, НС А—пирамидные клетки СА3—СА4 
полей гиппока мпа, НН КТ— релейные нейроны наружного коленчатого те
ла. По осн абсцисс—подвижность, по оси ординат: ООП—относительная 

оптическая плотность



ду отдельными фракциями по сравнению с однородными гелями, что 
позволяет не предъявлять строгих требований к разрешающей спо
собности микродеиситометров.

В литературе описан простой способ формирования градиентных 
гелей, который требует для получения линейной концентрации ПААГ 
всего лишь трех растворов: раствора мономеров, буферного раствора 
и раствора катализаторов реакции сополимеризации [17]. Наиболее 
уязвимым моментом методики формирования градиентных гелей яв
ляется «торможение» подъема жидкости пальцем при заполнении ка
пилляра раствором катализатора, что не позволяет добиться макси
мальной стандартизации процедуры. Модификация способа формиро
вания градиента, предложенная нами, основана на принципе «тор
мозной» пипетки и обеспечивает более воспроизводимые результаты 
[16].

3. Анализ полипептидов на гелях с линейным градиентом ПААГ 
в присутствии ДДС-Да. Эта методика наиболее подробно освещена 
КйсЬе! и соавт. [17], которые использовали те же растворы, что и 
при фракционировании в отсутствие детергента. Наличия ДДС-Иа в 
геле не требуется, так как молекулы детергента мигрируют в электри
ческом поле быстрее любого из полипептидов, что можно наблюдать 
в течение 5 мин в 0,5%-ном толуидиновом голубом. Так как ДДС-Ма 
в высоких концентрациях нарушает анионную границу, его следует 
добавлять в электродный буфер в концентрациях, не больших 0,2% 
(обычно 0,1%).

Особое внимание следует обратить на приготовление образцов: 
концентрация детергента не должна превышать 2,5%. при большей 
концентрации фракционирование идет хуже. Ионная сила не оказыва
ет прямого влияния на связывание ДДС-Иа с белком так же, как и 
pH раствора в интервале 7,2—9,3 [18]. На рис. 2 представлена денеч- 
тограмма фракционирования полипептидов отдельного нейрона улит
ки Н. ротаНа, полученная нами этим методом. КйсНе1 и соавт. [18] 
нашли, что фракционирование с ДДС-\’а лучше осуществлять на не
прерывных буферных системах, чем в Диск-электрофорезе, так как в 
последних могут появляться дополнительные фракции, отражающие 
разную загруженность белка детергентом (это может наблюдаться в 
случае фракционирования белков, не имеющих специальной аффинно
сти к ДДС-Па). Например, это имеет место при разделении бычьего 
сывороточного альбумина, в ходе электрофореза которого ДДС-Иа 
отделяется от полипептидов, приводя к разной загрузке его детерген
том. Изменяющаяся сила электрического поля, возникающая в диск- 
системах, способствует разложению комплексов «ДДС-Иа-полипеп- 
тид». Поэтому, несмотря на такие очевидные недостатки непрерывно
го МЭФ, как его продолжительность (до 1 ч) и меньшая четкость по
лос, его следует в данном случае предпочесть.

4. «Бескапиллярные» варианты ультрамикроэлектрофореза. При
меняя методы капиллярного МЭФ, можно легко определить 10՜9 г 
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белка в отдельной полосе. Однако задачи по анализу существенно 
меньших количеств материала (пикограммы) трудно решить, исполь
зуя описанные методы. Повышения чувствительности МЭФ добивают
ся сокращением диаметра геля, но затруднительно применять в рабо
те гели диаметром меньше 300 мкм и объемом меньше 2 мкл из-за 
сложности механического удаления геля из капилляра (для фиксации, 
окрашивания и дальнейшего сканирования белков).

Эту проблему можно решить, проводя МЭФ на ПААГ, сформиро
ванных в капиллярах, которые затем растворяют. Электрофорез про
водят па ПААГ, лишенных капиллярных оболочек, что позволяет ра
ботать с гелями диаметром до 40 мкм. Впервые такой принцип был 
реализован Бердниковым, Слободияком [19] при анализе гистоновых 
белков и в дальнейшем успешно применен нами для фракционирова
ния щелочных белков отдельных нейронов улитки Н. pomatia [20]. 
Одно из преимуществ такой системы, кроме возможности работы с 
гелями до 40 мкм и фракционирования отдельных нейронов и их ор
ганелл, заключается в резком снижении диффузии белков в'.'геле, что՝ 
обусловлено присутствием уксусной кислоты, входящей в состав ис
ходных растворов. Нами был описан подобный способ для фракцио
нирования кислых белков, имеющий чувствительность до 10՜՜11 г на 
отдельную полосу образца в геле [21].

5. Комбинированные методы анализа. Капиллярный МЭФ можно 
объединить с иммунодиффузионными и иммуноэлектрофоретическими 
методами, анализируя и разделяя различные антигены с помощью ан
тисывороток, полученных к нервной ткани и индивидуальным белкам 
мозга. Примером такого рода может быть работа Felgenhauer [22], в 
которой микроднек-электрофорез проводили с использованием 6%-ных 
разделяющих гелей.

В литературе описан МЭФ в комбинации с перекрестным иммуно
электрофорезом [23]; для проведения одного анализа требуется при
мерно 1 мкг антигена и около 20 мкл антисыворотки. Сочетание опи
санных методов позволяет расходовать небольшие количества анти
тел и антигенов, добиться высокого разрешения антигенов благодаря 
эффекту «молекулярного сита», осуществлять анализ в течение очень- 
короткого времени.

6. Микроэлектрофорез на плоских гелях. Применяя методы ка
пиллярного МЭФ хорошей воспроизводимости можно добиться при 
наличии очень точно калиброванных капилляров и стандартизации 
всех этапов работы. Возникающие при несоблюдении этих условий 
ошибки, не имеющие, на первый взгляд, особого значения, могут ока
заться решающими и изменить характер фракционирования.

Во избежание этих недостатков нами был разработан микроме
тод, с помощью которого можно анализировать полипептиды, экстра
гируемые из нейронов при помощи ДДС-№а [24]. Метод сохраняет 
чувствительность и все преимущества, свойственные МЭФ. Фракцио
нирование выполняют в простой и удобной камере (рис. 3), состоящей 
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.из 2 матриц оргстекла (рис. 3, а), в которые вставляют стекла разме
ром 25X30 мм (рис. 3, б). Между ними находятся прокладки из пла
стической ленты толщиной 0,3 мм (рис. 3, в). Для герметизации бо
ковых поверхностей камеры прокладки покрывают тонким слоем 
-Др1е5оп—ЕеН М, затем матрицы осторожно стягивают болтами. При 
заполнении камеры полимеризующей смесью выступающие из нее 
.нижние части стекол прижимают к кусочку резины при помощи зажи
мов. Растворы для приготовления 3%-ного концентрирующего геля, 
15 и 12,5%-ных разделяющих гелей готовят по ЬаеттП [25] в соб
ственной модификации (исходный мономер для концентрирующего 
геля: Т = 54,8%; С = 2,5%). В качестве буфера концентрирующих ге
лей используется 0,125 М трис-НС1, pH 6,8, а для разделяющих гелей— 

■0,75 М трис-НС1, pH 8,8. Концентрирующие гели полимеризуют 
0,04%-ным персульфатом аммония и 0,025% ТЕМЕН (конечные кон
центрации). Электродным буфером является 50 мМ трис-глицин 
(pH 8,4), содержащий 0,1 ДДС-На и 0,02% бромфенолового красного.

С помощью капиллярной пипетки камеру заполняют на 2/3 раст
вором разделяющего геля под контролем стереомикроскопа. По за
вершении полимеризации разделяющего геля воду отсасывают пипет
кой и до верха стекол заливают раствором концентрирующего геля. 
На этом этапе в концентрирующий гель погружают на глубину 4 мм 
специально вырезанную тефлоновую ленту, после чего камеру поме
щают на емкость с нижним электродным буфером. Одним из преиму
ществ предлагаемой камеры является то, что матрицы одновременно 
выполняют роль отсека для верхнего электродного буфера. На высту
пающие части стекол в этот отсек надевают перфорированный держа
тель для капилляров, отверстия которого совпадают с щелью между 
■стеклами (10 отверстий). Капилляры объемом порядка 60 нл (длина 
6 мм, диаметр 0,11 мм) заполняют образцами за счет капиллярных 
сил и вставляют вертикально в отверстия держателя (рис. 3, г). В 
■образцы нельзя добавлять вещества, повышающие его плотность (са
хароза, глицерин), так как это ведет к их вытеканию во время вне
сения капилляра в электродный буфер и искажает картину фракцио
нирования. Применение капилляров столь малого диаметра позволяет 
не уменьшать для увеличения чувствительности метода толщину геля.

Электрофорез проводят в течение 20 мин, стабилизируя напряже
ние: 30 В—для концентрирования и 50 В —для разделения геля. Фрак
ционирование завершают, когда фронт бромфенолового красного прой- 
.дет в разделяющем геле 10 мм.

Для хранения плоских гелей их сначала вымачивают в смеси эта- 
нол-глнцерин-вода (30:10:60) в течение 20 мин, затем оборачивают 
целлофаном, предварительно пропитанным тем же раствором, целло- 
•фан растягивают на рамке и сушат 4 ч. Приготовленные гели можно 
хранить при 4° долгое время.

Увеличения чувствительности в различных вариантах М.ЭФ мож
но добиться либо путем уменьшения диаметра геля (в случае капит- 
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лярного МЭФ), либо за счет применения более тонких гелей (в слу
чае использования плоских ПААГ). Однако абсолютный предел де
текции зависит от окрашиваемости белка, которая как для амидо-чер
ного, так и для Кумасси голубого находится в интервале К՜9 — 
10՜*° г на отдельную белковую полосу в геле. Окрашивание гелей 
после завершения МЭФ, особенно для случаев, когда при фракциони
ровании применяют ДДС-Na, надо проводить без предварительной 
префиксации в смеси спирта и уксусной кислоты, так как она приво
дит к потере 70—80% связывающей способности красителя [26]. Ha- 
наш взгляд, наибольшая чувствительность достигается при окрашива
нии образцов фракционирования 0,33%-ным раствором Кумасси голу
бого, приготовленным на 45%-ном метаноле и 10%-ной уксусной кис
лоте в течение 10 мин, и отмывании избытка красителя в 7,5 %-ной 
уксусной кислоте в течение 40 мин для всех модификаций МЭФ.

7. Импрегнация белков серебрением. Трудность определения бел
ков в количествах, меньших 10՜*° г, с использованием общепринято
го красителя Кумасси голубого ограничивает применение МЭФ, в ча
стности при изучении тонких изменений метаболизма. Более чувстви
тельные методы идентификации протеинов в гелях—авторадиография՜ 
и флуорография—требуют длительной экспозиции, применения доро
гих и редких изотопов, имеют ограничения при получении высокоспе
цифической активности меченых белков в исследованиях in vivo и, на
конец, мало применимы в клинике. Дальнейшее повышение чувстви
тельности МЭФ может быть связано с совершенно иным способом ок
рашивания после фракционирования—методом импрегнации белков- 
серебром, которое обеспечивает увеличение чувствительности по срав
нению с Кумасси 'голубым на два порядка и делает его соизмеримым՛ 
с авторадиографией. Кроме того, серебрение позволяет произвести 
экспресс-обзор белков ткани, что невозможно при авторадиографии 
из-за длительного времени проникновения изотопов в белки.

Серебрение белков после электрофореза на ПААГ впервые было- 
предложено Switzer и соавт. [27], в дальнейшем эту методику упро
стили, сократив число операций с 10 до 6 и уменьшив количество нит
рата серебра, необходимого для проведения реакции [28]. Модифика
ция была использована Pochling, Neuhoff [29] при выявлении поли
пептидов после завершения МЭФ. Ввиду того, что механизм серебрения 
неизвестен, был исследован ряд параметров, влияющих на импрегна
цию белков и показывающих соотношение между загрузкой протеинов 
серебрением и уровнем их окрашивания [30].

При выполнении серебрения гелей, на которых не проводилось 
фракционирование, удалось показать, что фон при окрашивании за
висит от степени отмывания веществ, которые могут появиться в 
ПААГ после МЭФ в связи с избытком глутаральдегида и ионов се
ребра, времени серебрения и восстановления серебра, концентрации՜ 
формальдегида. Этот метод используется обычно в тех случаях, ког
да требуются качественные или полуколичественные оценки содержа
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ния белков, а также при сравнении содержания белков различных ор
ганов и тканей в масштабе 10՜11—10՜12 г.

Merril и соавт. [31] объединили гистологический и фотохимиче
ский мето'ды в новый , способ серебрения полипептидов в макрогелях 
(серебрение 2), использующий три относительно стабильных раство
ра, выполняемый менее чем за час и требующий 2% серебра, что яв
ляется обычным для гистологической методики. Сравнение чувстви
тельности определения полипептидов новым способом (серебрение 1), 
выполненное на лизатах клеток Е. coli и оцененное при помощи ден
ситометра, показало, что чувствительность «серебрения 2» составляет 
59% по отношению к «серебрению 1». Тщательный счет «пятен» поли
пептидов, полученный по методу O’Farrell [32], показал, что эффек
тивность нового способа серебрения равна 90% от «серебрения 1». 
Кроме того, чувствительность метода строго зависела от уровня осве
щения гелей на стадиях их обработки нитратом серебра и его после
дующего восстановления.

Нами была разработана модификация «серебрения 2» для пло
ских гелей размером 25X30X0,3 мм [33], позволяющая осуществлять 
импрегнацию ДДС-На-экстрагируемых полипептидов, фракционируе
мых по разработанному нами методу [24]. Дальнейшее увеличение 
чувствительности метода предполагает специальные исследования ме
ханизмов серебрения, знание которых позволит выбрать оптималь
ные ингредиенты и экспозиции.

8. Микроэлектрофорез белков различных образований мозга. Ка
кие же возможности для анализа белковых экстрактов предлагают 
различные модификации микроэлектрофоретических методов? Основы
ваясь на том, что они позволяют фракционировать нативные белки и 
полипептиды в количествах 10՜“—10՜10 г, их логичнее всего при
менять не только при анализе белков отдельных нейронов, по и для 
замены исследований в макрошкале. Оба эти варианта применения 
.МЭФ были использованы в ряде исследований.

Особый интерес представляют работы, в которых идентифици
руются уникальные (маркерные) белки для различных в функциональ

ном отношении образований мозга и изучаются особенности функ
ционирования различных органов и тканей в связи с уникальным на
бором свойственных им белков.

Такова работа пионеров исследования белков мозга в микрошка- 
.ле Pun, Lombroso [И]. Авторы описали оригинальный прибор для 
МЭФ (ячейки 1,8X1.0X70 мм). За основу была взята система Davis 
[8]. Прибор обеспечивает проведение окраски и отмывки избытка 
красителя в той же микроячейке, относительно большая площадь ко
торой позволяла использовать высокие значения тока без заметного 
разогревания геля. На гель наносили по 100 мкл супернатанта водо
растворимых белков, содержащего от 0,8 до 2 мг ткани. Метод позво- 

.лил получить в среднем 19 фракций различных белков. Сравнение 
белковых экстрактов эпифиза, переднего гипоталамуса, скорлупы, се- 
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poro n белого вещества коры мозга крысы показало значительные ко
личественные и умеренные качественные различия в области спектров 
белков с высокой электрофоретической подвижностью.

Даниловский [1] провел сравнительное изучение тритон X-100-эк- 
■страгируемых белковых образцов премоторной зоны коры, СА3 поля 
гиппокампа, хвостатого ядра, мозжечка крыс. Использовались МЭФ 
по методу Наумовой [3] на 7%-ных разделяющих гелях диаметром 
0,36—0,40 мм, позволяющий определить пикограммы материала, а 
также макроэлектрофорез по Maurer [9]. Белковые зоны идентифи
цировали по их относительной электрофоретической подвижности, 
рассчитанной к подвижности маркерного белка—ингибитора трипсина 
из бобов сои (М 21,5 кД). Во всех опытах анализировали частоты 
появления отдельных белковых зон. Результаты работы указывают 
■на большую разрешающую способность микрометода в сравнении с 
макроэлектрофорезом. Ansorg и соавт. [34] исследовали экстрагируе- 
мость различных групп белков мозга. Фракционирование проводили 
по методу Neuhoff [7] на 20%-пых разделяющих и 5%-ных концен
трирующих гелях. Метод позволил максимально анализировать 18 
фракций различных белков.

Сравнительный анализ водорастворимых белков (экстракция 
0,01 М трис-НС1, pH 7,4) из различных органов показал наличие от
носительно малого количества их в сердце, легких и еще меньшего—в 
мышцах и жире. Быстродвижущиеся фракции преобладали в мозгу, 
надпочечниках, причем в экстракте мозга обнаруживается компонент, 
движущийся вместе с фронтом буфера, которого нет в других орга
нах. Было проведено сравнительное исследование белковых паттер
нов, экстрагированных 0,01 М трис-НС1, pH 7,4 из серого й. белого ве
щества коры мозга, верхнего и нижнего четверохолмия, гиппокампа, 
продолговатого мозга, моста, мозжечка, гипофиза и зрительного нерва. 
Общая картина оставалась примерно одинаковой в разных образова
ниях, но наблюдались различия как в области высокомолекулярных 
белков (которые, правда, трудно сравнивать, так как картина сгла
живается высоким фоном липопротеинов), так и низкомолекуляр
ных. Фракция белка S-100, мигрирующая с фронтом буфера, присут
ствует во всех образованиях мозга в различных количествах так же, 
как и фракция, следующая сразу за ней и экстрагируемая изопента
лоном (Р-фракция).

Корочкин [35] описал микро.метод, выполняемый в плоских стек
лянных «капиллярах» (0,5X1 мм или 0,5X0,2 мм) на ПААГ, в кото
рые перед нанесением раствора персульфата аммония вносят суспен
зию исследуемых клеток. Оказалось, что в глиальных клетках интен
сивнее окрашивались медленные фракции лактатдегидрогеназы, в 
нейронах—быстрые.

9. Анализ нейрональных белков и полипептидов. Использование 
методов микроэлектрофоретического фракционирования дает исследо
вателям уникальную возможность анализа белковых спектров отдель-
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пых идентифицируемых клеточных типов и, в первую очередь, белков: 
индивидуальных клеток. Несмотря на обостренный интерес в послед
ние два десятилетня к иейроспецифическим белкам, большинство ис
следований их проводилось на уровне экстрактов целого мозга или 
его отдельных образований с помощью традиционных биохимических 
или иммунологических методов.

9. 1. Белки-маркеры идентифицированных, нейронов моллюсков. 
Удобным объектом для микроэлектрофоретического изучения нейро- 
специфических белков и пептидов являются крупные нейроны моллю
сков.

В 1971 г. Wilson анализировал белки отдельных нейронов (R2 и 
Ris) Aplisia California [36], впервые применив радиоизотопный ана
лиз для исследования вновь синтезируемых полипептидов, меченных 
по 3Н-лейцину и фракционированных МЭФ по Shapiro и соавт. [37], 
Davis [8] в присутствии ДДС-Na с использованием непрерывной бу
ферной системы на 5%-пых разделяющих гелях.

Распределение метки в нейронах Ris и R2 существенно различа
лось, что наглядно можно показать, рассмотрев отношение счета ра
диоактивности в гелях для полипептидов с Мг 60 кД к счету для по
липептидов с Мг 12 кД 2,3:2,0 для R2 и 0,4:0,45 для R15. Это подт
верждает наличие специфических для определенного типа нейронов- 
белков.

Более совершенную технику микроэлектрофоретического фракцио
нирования для исследования синтеза полипептидов нейронов моллю
сков Aplisia и Otala lactea применил Gainer [2], который использо
вал эффект концентрирования диск-буферных систем, позволяющих 
значительно повысить разрешение системы и определять полипептиды 
в количестве 5-10'°г.

Микроэлектрофорез был выполнен в капиллярах, имеющих внут
ренний диаметр 0,58 мм. Фракционирование проводили по Davis [8] 
и Neville [38] на 5, 10, 15%-ных разделяющих и 3%-ных концентри
рующих гелях в присутствии ДДС-Na. Введение метки проводили 
при инкубации ганглия в физиологическом растворе в присутствии 1—4> 
5. 14С-лейцина’, либо 1—4, 5-3Н-лейцина. Эти эксперименты пока
зали существование нейроспецифичности в образцах полипептидов (у 
нейронов 11, 12 Otala и у нейронов R2 и R15 Aplisia). Wilson [36] от
мечал различия в образцах синтеза между нейронами R2hRis Aplisia, 
однако с помощью его метода нельзя было разделить полипетиды и Мг 
меньше 12 кД, поэтому, хотя Wilson и указал на способность нейрона 
Ris синтезировать в большем количестве низкомолекулярные белки 
(12 кД) по отношению к высокомолекулярным (60 кД), чем R2, тем 
не менее он не мог показать, что это различие обусловлено синтезом 
уникального для R15 полипептида (5 кД по Gainer). Белок с такой же 
величиной Мг был найден Gainer и у нейрона 11 Otala; автор указы
вает на возможную гормональную природу полипептида.

Loh, Peterson [39] исследовали нейроны улитки Aplisia California,
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причем измеряли как относительные концентрации полипептидов (при 
окрашивании Кумасси), так и скорость синтеза белков не только 
различных нейронов, но и их субклеточных фракций для локализации 
специфических, вновь синтезированных полипептидов внутри клеток. 
Фракционирование проводили по методам Gainer [2], Davis [8]. 
Система позволяла разрешать маркерные белки в диапазоне от 15 до 
60 кД (использовали 2,5%-ные концентрирующие и 15%-ные раз
деляющие гели). Сравнение электрофореграмм после окрашивания 
их Кумасси показало различия концентраций полипептидов в разных 
нейронах [39].

Таким образом, приведенные результаты показали, что для мол
люсков Aplisia и Otala существует высокий уровень специфической 
транскрипции в различных типах нейронов. Такое же заключение де
лается на основании экспериментальных результатов Любославского, 
Микичура [20], полученных при анализе нейронов улитки Н. pomatia 
в бескапиллярном варианте МЭФ, и исследования Гринкевич [6]. В 
этих работах было показано, что фенотипически различные нейроны 
виноградной улитки характеризуются присутствием индивидуальных 
белковых спектров. При выработке у моллюсков условного рефлекса 
в командных нейронах оборонительного поведения (ППаЗ) значитель
но увеличивается содержание кислого нейроспецифического белка,, 
дающего перекрестную реакцию с анти-S-100 сывороткой. На поздних 
этапах формирования рефлекса для командных нейронов оборонитель
ного поведения характерна корреляция увеличения процентного содер
жания кислого нейроспецифического белка со степенью вовлечения 
их рецептивных полей в процедуру обучения.

Говоря о возможности фракционирования белков отдельных ней
ронов моллюсков, нельзя не отметить прекрасный метод, предложен
ный Osborn, Riichel [40], в котором фракционирование материала осу
ществляли на градиентных гелях в присутствии ДДС-Na с использова
нием следующих буферов: 350 мМ трис-сульфат, pH 8,4; электродный 
буфер—50 мМ трпс-глицнн, pH 8,4, с 0,1% ДДС-Na; раствор для эк
стракции полипептидов из нейронов: 20 мМ трис-сульфата, pH 8,4, 
содержащий 1% ДДС-Na и 1% меркаптоэтанола. После формирова
ния градиентного геля незаполимеризовавшийся раствор отсасывали 
с верхней поверхности геля и эту часть капилляра заполняли раство
ром для экстракции полипептидов, в котором и производили извле
чение нейронов. Капилляры с клетками помещали вертикально в ма
леньком объеме гелевого буфера, накрывали мензуркой для создания 
влажной атмосферы и оставляли в термостате на 2 ч при 55°. После 
завершения этой процедуры испарившуюся часть раствора для экст
ракции полипептидов восполняли раствором концентрированной саха
розы, содержащим небольшое количество бромфенолового синего, и 
образец подвергали электрофорезу. Авторы указывают на возмож
ность фракционировать подобным образом водорастворимые и три
тон Х-100 экстрагированные белки отдельных нейронов.
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9. 2. Белки, специфичные для нейронов позвоночных животных. 
Hyden [41] анализировал белки нервных клеток животных, подверг
нутых «обучению». Крыс обучали менять лапу при доставании пищи, 
затем декапитировали, извлекали область СА3 гиппокампа, экстраги
ровали белок и анализировали его методом .капиллярного МЭФ. 
Анализ денситограмм показал, что у обученных животных имеются 
два пика для белка S-100, а у контрольных—один. Микроэлектрофо- 
ретический метод также позволяет наблюдать изменения, происходя
щие после специфической электростимуляции. Althaus и соавт. [42], 
исследуя гетеросинаптическое облегчение моносинаптического рефлек
са, наблюдали изменения в спектрах водорастворимых белков «-мо
тонейронов спинного мозга—увеличение интенсивности включения в 
белок S-100.

Было проведено исследование по выявлению белковой специфики 
гигантских мультиполярных нейронов гигантоклеточного ядра (НГЯ) 
ретикулярной формации продолговатого мозга, являющихся интегра
тивно-пусковыми элементами стволовых образований, организующих 
двигательные автоматические реакции. Для выявления этой специфи
ки сравнивали белковые спектры нейронов, имеющих другой морфо
функциональный «статус»—пирамидных клеток СА3—СА4 (НСА) по
лей гиппокампа и релейных нейронов наружного коленчатого тела 
(ННК.Т). Выделение нейронов из исследованных областей осущест
вляли при помощи метода микроманипуляций [43]. Из 20—30 нейро
нов каждого вида экстрагировали полипептиды при помощи ДДС-Na. 
Для фракционирования образцов был использован метод микроэлек
трофореза՛ на плоских ПААГ в присутствии ДДС-Na [24].

Сопоставление полипептидов трех исследованных видов нейронов 
позволило выявить специфичность для НГЯ полипептидной фракции 
с Мг 8,8 кД а для ННК.Т—фракции с Мг 9,5 кД (рис. 4, фракции № 17 
и 15 соответственно).

Таким образом, ультрамикроэлектрофорез представляет исследо
вателям возможность сравнивать белки и полипептиды отдельных 
идентифицированных нейронов (тест на специфичность) и их измене
ния в различных экспериментальных условиях (тест на пластичность). 
Метод применим для анализа белков и полипептидов отдельных кле
ток мозга позвоночных животных, несмотря на их малые размеры, 
•чрезвычайно низкие концентрации веществ, а также множественность 
и сложность синаптических связей.

Главный интерес и перспективу представляют «гибридные» ме
тоды, сочетающие чувствительность иммунохимических тестов с раз
решением микрохимических способов оценки индивидуальных антиге
нов нервной системы.

328



ULTRAMICROELECTROPHORET1C SEPARATION OF POLYPEPTIDES' 
FROM NEURONAL STRUCTURES

SHTARK M. B., MIKICHUR N. I., VERETENNIKOV N. A.
Institute of Automatics and Electrometry, Acad. Sci. of the USSR, Siberian 

Division; Institute of Clinical and Experimental Medicine, Acad.
Med. Sci of the USSR, Siberian Division, Novosibirsk

Different variants of ultramicroelectrophoretic techniques used when 
studying proteins and peptides from different brain structures, neurons 
and their organelles are analysed. Consecutive procedures of isolation 
of these structures and their treatment are examined; peculiarities of 
fractionation in gels with uniform pore diameter and in gradient gels, 
noncapillary variants of ultramicroelectrophoresis, combined methods of 
analysis, counter-immunodiffusion, impregnation methods are presented.. 
The advantages and perspectives of further use of these methods are- 
discussed.
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