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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФРАКЦИЙ (КЛАССОВ) ЛИПОПРОТЕИДОВ 
МЕТОДОМ ЭЛЕКРОФОРЕЗА В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

Описывается метод разделения фракций липопротеидов электрофорезом в поли
акриламидном геле. Разделение фракций альфа-, бета-, пребета-липопротеидов и хило
микронов основано на различной пористости геля-разделителя (мелкопористого) « ге- 
ля-распределителя (крупнопористого), а также «обусловлено величиной электрического 
заряда отдельных фракций. Окрашивание фракций липопротеидов осуществляется 
раствором судака черного Б в этиленгликоле, смешиваемым с сывороткой до начала 
электрофореза. Количественное определение фракций проводится денситометрирова- 
ннем, Результаты исследований показали, что у здоровых лиц выявляются фракции 
альфа- и бета-липопротеидов, а почти в половине случаев и пребета-липопротеидов. 
Количественное соотношение фракций определялось как процент ют суммы экстинкций 
всех фракций.

Липопротеиды отличаются друг от друга по размерам молекул, 
плотности и содержанию компонентов: ‘белков, триглицеридов, холесте
рина, фосфолипидов. Плотность липопротеидов уменьшается парал
лельно увеличению в них содержания липидов и увеличивается с нарас
танием в них процента белка. Липопротеиды отличаются друг от друга 
таиже по величине электрического заряда [1, 3, 41.

Разделение липопротеидов на классы методом аналитического уль
трацентрифугирования связано с применением дорогостоящей аппара
туры и в клинических исследованиях «широко не применяется. В настоя
щее время большинство исследователей [6, 1.1, 13] используют метод 
электрофореза в полиакриламидном геле для изучения липопротеидов 
[2, 14]. Однако вопрос количественного определения фракций липопро
теидов и применимости этого метода для широкого клинического внед
рения остается пока не решенным.

В описанном нами методе применялась с некоторой модификацией 
рецептура, приведенная Наито и соавторами [12] для приготовления 
гелей. Электрофорез проводили в приборе детя электрофореза в поли
акриламидном геле, используя набор реактивов фирмы «Реанал» мо
дель 69, Венгрия. Денситометрирование осуществляли денситометром 
БИАН-170, состоящим из денситометрической приставки (модель 781), 
измерителя БИАН-100 (модель 771) и кимографа БИАН-ПО (модель 
775).

РЕАКТИВЫ. Основные растворы хранят в холодильнике 
при 4°С и используют в течение трех месяцев за исключением персуль
фата аммония, раствор которого нуждается в обновлении каждые три 
(недели.
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Раствор I. Растворяют 36,6 г трис (2-амино-2-гидроксиметил)-1,-3- 
пропандиол и 0,46 мл ТЭМЭД (N, N, N', N'-тетраметилэтилендиамин) 
в 48 мл 1 моль/л раствора соляной кислоты, доводят дистиллированной 
водой в 100-миллилнтровой мерной колбе приблизительно до 98 мл. 
pH раствора должен равняться 8,9. При необходимости можно корре- 
гировать 1 моль/л раствором соляной кислоты, после чего объем раство
ра доводят до 100 мл дистиллированной водой.

Раствор II. Растворяют 5,98 г трис и 2,3 мл ТЭМЭД в 48 мл 
1 моль/л раствора соляной кислоты, доводят дистиллированной водой 
в мерной колбе приблизительно до 98 мл. pH раствора должен рав
няться 6,6, в противном случае его следует поправить 1 моль/л раство
ром соляной кислоты, после чего объем раствора доводят до 100 мл 
дистиллированной водой.

Раствор III. Растворяют 9,6 г акриламида и 0,252 г М.М'-метилен- 
-бис-акрила<мнда в дистиллированной воде и объем раствора доводят 
до 100 мл в мерной колбе.

Раствор IV. Растворяют 10,0 г акриламида и 2,5 г N.N'-метилен- 
-бис-акриламнда в дистиллированной воде и доводят объем раствора 
до 100 мл в мерной колбе.

Раствор V. Растворяют 4 мг рибофлавина в дистиллированной во
ле и доводят объем раствора до 2000 мл в мерной колбе.

Раствор VI. Растворяют 4 мг рибофлавина в дистиллированной 
воде и доводят объем раствора до 100 мл в мерной колбе [9].

Раствор VII. Растворяют 140 мг асимония надсернокислого (пер
сульфата аммония (Իա^շՏշՕտ) в дистиллированной воде и объем рас
твора доводят до 100 мл в мерной колбе.

Раствор VIII. Растворяют 10 мг Судана черного Б в 10 мл этилен
гликоля. Этот раствор готовят за две недели до его использования, 
фильтруют и «ранят в темноте.

Раствор IX (основной буферный раствор). Растворяют 4,0 г трис 
и 19,2 г глицина в дистиллированной воде и объем раствора доводят до 
1 л. pH раствора должен равняться 8,4.

Рабочие растворы. Перед опытом готовят следующие рас
творы. А. Гель-разделитель (сеперейшэн)—36,0 г/л. Для его приго
товления смешивают одну часть основного раствора I, три части раство
ра III и четыре части раствора VII. Б. Гель-распределитель (спейсэр) — 
25 г/л. Для его приготовления смешивают одну часть раствора II, две 
части раствора IV, пять частей раствора V. В. Гель-образец (сэмпл) — 
32,8 г/л. Для его приготовления смешивают одну часть раствора II, 
две части раствора IV, 0,7 частей раствора VI и 2,4 части рабочего рас
твора Судана черного Б. Рабочий раствор Судана черного Б готовят 
путем смешивания 2,5 частей основного раствора Судана (раствор VIII) 
и 7,5 частей этиленгликоля. Г. Рабочий раствор буфера. Для его приго
товления основной раствор (раствор IX) разбавляют в 10 раз.

Ход определения. В каждую стеклянную трубочку вносят по 
2,0 мл гель-разделителя и наслаивают по 0,2 мл дистиллированной во

ды, после чего оставляют при комнатной температуре в естественном 
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освещении для полимеризации. Обычно полная полимеризация проис
ходит в течение 15 мин. После полимеризации удаляют слои воды и 
добавляют по 0,2 мл гель-распределителя и наслаивают по 0,2 мл дис
тиллированной воды. При комнатном освещении естественным светом 
полимеризация длится около 20—25 мин. После полимеризации гель- 
распределителя удаляют слой воды и добавляют по 0,3 мл гель-образца, 
для приготовления которого смешивают (для каждой пары параллель
ных трубочек) в пробирке 0,1 мл основного раствора II, 0,2 мл раство
ра IV, 0,07 мл раствора VI, 0,18 мл этиленгликоля, 0,06 мл рабочего 
раствора судапа черного Б и 0,2 мл исследуемой сыворотки. После вне
сения гель-образца доливают рабочий раствор буфера до верхнего кон
ца трубочки.

Преципитация краски в гель-образце указывает на нечистоту стек
лянных трубочек и загрязнение раствора краски. В таких случаях гель- 
образец должен быть приготовлен заново. После полимеризации гель- 
образца, которая осуществляется лампой дневного света ЛД-20 с мощ
ностью в 20 ватт в течение 60 мин, трубочки помещают в электрофорети
ческую камеру, закрепляют и в верхнюю и нижнюю камеры наливают 
по < л рабочего буферного раствора. Электрофорез проводят силой 
1Ока в 4 ма на каждую трубочку в течение 30—40 мин и с последую
щим увеличением силы тока до 8 ма на каждую трубочку в течение 
30—40 мин. В качестве источника питания нами использован блок пи
тания (выпрямитель стабилизированного напряжения) от аппарата 
ЭФА-1 (производство завода физических приборов г. Фрунзе), который 
обеспечивает регулирование выходного напряжения от 100 до 900 вольт 
с наибольшим током 50 ма.

При вышеописанных условиях электрофореза пробег фракции аль- 
фа-лнпопротеидов соответствует расстоянию 3,5—5 см, считая от верх
ней границы гель-образца (сэмпл). Окраска фракции при использова
нии приведенной нами рецептуры стабильна в течение 3—5 часов.

Извлечение из трубочки окрашенного геля производят следующим 
образом. С помощью наполненного дистиллированной водой 10-милли- 
лнтрового шприца с длинной иглой под давлением струи воды постепен
но отделяют от стенок трубочки вначале 1гель-образец, затем гель-раз
делитель. При этом гель легко удаляется из трубки целиком и без 
повреждения, благодаря образовавшемуся между поверхностями геля 
и стенкой трубочки водяному слою. Сразу же после извлечения геля 
из трубочки проводят денситометрирование. Необходимо отметить, 
что каретка денситометра БИАН-170 не предусмотрена для работы с 
гелем. Поэтому при денситометрировании необходимо прижимать гель 
пластинками к каретке. Учитывая указанное обстоятельство, нами бы
ло изменено устройство каретки с приспособлением ее для денситомет- 
рирования гелей без вынимания их из стеклянных трубок. В настоящее 
время нами применяется именно этот способ денситометрировании ге
лей как наиболее удобный и точный, так как повышается воспроизво
димость метода, предотвращается искажение гелей, создается возмож
ность повторного денситометрирования.
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Описанным методом нами обнаружены четыре фракции липопротеи
дов: альфа-, пребета-, бета-липопротеиды и хиломикроны. У здоровых 
лиц обнаружены в основном альфа- и бета-липопротеиды, а нередко п 
пребета-липопротеиды (рис. 1, 2). У обследованных нами больных так
же были обнаружены указанные три фракции, выявляемые у здоровых 
лиц, но их количественное соотношение было изменено. Хиломикроны 
были обнаружены в основном при взятии крови после приема пищи п 
редко у больных с инфарктом миокарда.

НЖЙСЭР

Рис. 1. Фракции липопротеидов, полученные методом электрофореза в 
полиакриламидном геле. 1—сыворотка больного с инфарктом миокарда. 
Выявляются хиломикроны и повышенное содержание бета- « пребета-ли- 
попротеидов. Ниже фракции альф а-липопротеидов и между фракциями 
альфа- и бета-липопротеидое дополнительные полосы желтовато-коричне
ватого оттенка. 2—сыворотка больного с атеросклеротическим кардиоскле
розом. 3, 4, 5—сыворотки здоровых лиц. Фиксация пребета-лнпопротеидоа 

в незначительном количестве лишь в случае 4 и 5.

Необходимо отметить, что на 0,3—0,8 мм ниже фракции альфа- 
липопротеидов в сторону анода часто выявляется полоса слабого жел* 
товато-коричневатого оттенка .шириной в 1 мм, которая отличается от 
фракции липопротеидов, окрашиваемых в ярко-синий цвет. При денси- 
тометрировании фильтром № 2 она часто не улавливается, а в против
ном случае не учитывается. Согласно литературным данным [12], ука
занная полоса представляет собой окрашенный рибофлавином комплекс 
альбуминов со свободными жирными кислотами. Кроме того, иногда 
между фракциями альфа- и бета-липопротеидов выявляется еще одна 
■полоса, ранее не описанная в литературе, шириной в 1 мм и такого же
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оттенка, но более интенсивного, чем вышеописанная полоса. Природа 
-.тон полосы пока не выяснена. Ее показания на денситометре при рас
четах также не учитываются (рис. 1).

Указанным .методом были исследованы 24 здоровых лица в возрасте- 
от 20 до 60 лет (16 женщин, 8 мужчин). Кровь была взята через 10—

Рис. 2. Денситограмма диск-электрофореграммы больного с атеросклеро
тическим кардиосклерозом.

12 часов после приема пищи. Сыворотка выла разделена тут же после- 
свертывания крови и использовалась для исследования в тот же день. 
Иногда сыворотка сохранялась в холодильнике при 4°С в течение 24 
часов. Фредриксон [4] считает, что при замораживании плазмы наблю
дается искажение фракций липопротеидов и ее целесообразно хранить- 
при температуре не ниже 4°С. Ирвин и Кэмпбел [8] рекомендует про
водить электрофорез в день взятия крови.

Результаты исследований показали, что у здоровьях лиц выявляют
ся фракции альфа- и бета-липопротеидов, а почти в половине случаев- 
и пребета-липопротеидов. |Количественное соотношение фракций опре
делялось как процент от суммы экстинкций всех фракций. Альфа- и 
бета-липопротеиды обнаружены у 14 здоровых лиц. Процентное содер
жание их: альфа—36,1 ±1,79, бета—63,9± 1,88. Соотношение альфа- 
к бета-липопротеидам—0,56. Три фракции—альфа-, бета- и пребета- 
лнпопротеиды обнаружены у 10 здоровых лиц. Процентное содержа
ние их: альфа—32,08±2,44, бета—54,84±2,6, пребета—13,02±1,33. 
Соотношение альфа- к бета-липопротеидам—0,58.

Согласно данным Наито и соавт. [12], у здоровых лиц методом 
электрофореза в полиакриламидном геле обнаруживаются три фракции— 
алыфа-, бета- и пребета-липопротеиды. К сожалению, авторы не приво
дят процентное содержание фракций липопротеидов для группы здоро-
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вых лиц, однако они указывают, что соотношение альфа- к бета-липо- 
протеидам равняется 0,60±0,07 при разделении их методом аналити
ческого ультра-центрифугирования, 0,56±0,03—методом электрофореза 
в полиакриламидном геле, 0,47±0,06—методом электрофореза на бу
маге.

Таким образом, полученные данные методом электрофореза в по
лиакриламидном геле у здоровых лиц совпадают с результатами Наито 
и соавт.

Согласно данным некоторых авторов [8], методом электрофореза 
на бумаге у здоровых лиц не выявляется фракция пребета-липопротеи- 
дов даже при добавлении альбумина в буферный раствор. При элек
трофорезе же на агаре бета- и пребета-липопротеиды четко разделяются. 
Другими авторами [10, 15] при электрофорезе на бумаге были обнару
жены три фракции липопротеидов: альфа-, бета-липопротеиды и третья 
фракция, которая образует полосу от места нанесения сыворотки до 
бета-липопротеидов.

Согласно данным Вурман и соавт. [16], нормальные величины 
фракций липопротеидов при электрофорезе на бумаге следующие: 
альфа-липопротеиды—13,3—29,3 %, бета-липопротеиды—34,6—50,3 %, 
липидный остаток (в основном липопротеиды очень низкой плотности и 
хиломикроны) —29,0—46,8 %.

Генри [7] указывает, что при электрофорезе на бумаге получаются 
следующие фракции: липальбумин, альфа-1, альфа-2, бета-, гамма-ли- 
попротеиды. По его данным, у тридцати здоровых лиц (12 женщин и 
18 мужчин) были обнаружены в основном: липальбумин (альфа-липо- 
протеиды)—12—30% и бета-липопротеиды—36—53%.

Таким образом, мнения разных авторов о разделении липопротеи
дов на фракции методом электрофореза на бумаге расходятся. Мы счи
таем, что метод электрофореза на бумаге не удовлетворяет современ
ным требованиям фракционирования липопротеидов, ибо этим мето
дом не всегда удается разделить липопротеиды на основные фракции, 
полученные путем ультрацентрифугирования. Этим требованиям 
удовлетворяет метод электрофореза в полиакриламидном геле.

Нами были обследованы также больные с гипертонической бо
лезнью, ишемической болезнью сердца и ревматическими пороками 

• сердца. У больных ишемической болезнью сердца и гипертонической 
болезнью обнаружены значительные отклонения количественного и ка
чественного состава фракций липопротеидов, которые в основном про
являются увеличением фракций бета- и пребета-липопротеидов, иногда 
появлением редко встречающихся фракций между пребета- и бета-липо- 
протеидами. Нами отмечено у одного больного с инфарктом миокарда 
и у больного с хронической коронарной недостаточностью отсутствие 
фракции альфа-липопротеидов. Такое явление описано Фредриксоном 
и соавт. [4] как наследственная патология, однако у обследуемого на
ми больного при повторном исследовании после лечения было обнару
жено некоторое количество альфа-липопротеидов.
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Таким образом, разделение фракций липопротеидов методом элек
трофореза в полиакриламидном геле является ценным и доступным спо
собом изучения патологии липопротеидов, и его можно рекомендовать 
для широкого клинического применения.

Лаборатория клинической биохимии Института
•кардиологии им. Л. А. Оганесяна, М3 Арм. ССР Поступила 8/V 1575 г.

Ն. Լ. ԱՍԼԱՆՑԱՆ, Վ. Մ. ՇՈԻԽՅԱՆ, Մ. Ա. ԿԱՅՖԱՋՅԱՆ, Կ. Լ. 2ԱՄԲԱՐ»ՈԻՄՅԱՆ

ԼԻՊՈՊՐՈՏԵԻԴՆԵՐԻ ՖՐԱԿՑԻԱՆԵՐԻ ԲԱԺԱՆՈՒՄԸ ՊՈԷԻԱԿՐԻԷԱՄԻԴԱՑԻՆ 
ԴՈՆԴՈՂՈՒՄ ԷԼԵԿՏՐԱՖՈՐԵՋԻ ՄԻՋՈՑՈՎ

Ա մ փ n փ n է. մ

Հեղինակները նկարագրել են իրենց կողմից կիրառվող լիպոպրոտեիդների 
՛ֆրակցիաների պոլի ակրի լա մ ի դա լին դոնդողում էլեկտրաֆոր եղի միջոցով 
բաժանման մեթոդը։ Ալֆա-, բետա-, պրեբետա-լիպոպրոտեիդային ֆրակ
ցիաների և խիլո միկրոնների բաժանումը հիմնված է բաժանիչ-դոն դողի և 
բաշխիչ-դոն դո դի ծակոտկենության տարբերության վյրա, ինչպես նաև պայ
մանավորված է առանձին ֆրակցիաների էլեկտրական լիցքի մեծությամբ։

Հետազոտության արդյունքները ցույց են տվել, որ առողջ մարդկանց մոտ 
հայտնաբերվում են ալֆա- և բետա-լիպոպրոտեիդային ֆրակցիաներ, իսկ 
դեպքերի կեսի մոտ նաև պրեբետա-լիպոպրոտեիդային ֆրակցիա։
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