Практическое занятие №10.
[bookmark: _TOC_250015]Электрофорез белков на бумаге
Белки сыворотки крови и отдельных тканей представлены набором специфических белков, гетерогенных по своему составу, строению и функ- циям. Для разделения этих белков на отдельные фракции используют раз- личные методы, в том числе и такой метод, как электрофорез на бумаге.
В основу этого метода положен следующий принцип. Каждый белок несет на себе свободный электрический заряд и может перемещаться с различной скоростью в электрическом поле. Величина электрического заряда является индивидуальной характеристикой каждого белка, но она зависит и от окружающей среды, в первую очередь от рН и ионной силы раствора.
Если полоску фильтровальной бумаги смочить буферным раствором и укрепить между полюсами электрического поля, после чего на нее нане- сти смесь белков и подключить источник электрического тока, то молекулы белка будут мигрировать по фильтровальной бумаге в сторону полюса, за- ряд которого противоположен заряду белка. Скорость миграции молекул белка пропорциональна величине их свободного заряда и градиенту потен- циала электрического поля.
Картина, полученная в результате разделения белков на бумаге, обычно выявляется при помощи красителей, специфически соединяющихся с бел- ками (кислый, сине-черный, бромфеноловый синий и др.).
Приборы. Камера для электрофореза на бумаге. Источник постоянно- го тока силой до 20 мА и напряжением до 300 В. Электрофотоколориметр. Штатив с пробирками. Микропипетка. Сушильный шкаф. Кювета 25×30 см. Пинцет.
Реактивы. Хроматографическая бумага (полосы 3×26−30 см). Буфер- ные растворы: 1) вероналовый буфер рН 8,6 (10,32 г мединала растворяют в 300 мл дистиллированной воды, добавляют 1,84 г веронала и нагревают на водяной бане до полного растворения веронала, после чего объем рас- твора доводят дистиллированной водой до 1 л); 2) борно-боратный буфер рН 8,6 (5,57 г борной кислоты и 10,49 г буры растворяют в 700 мг дистил- лированной воды и доводят водой до 1 л); 3) трисбуфер рН 8,9 (80,5 г три- оксиметиламинометана, 6,02 г этилендиамино-четырехуксусной кислоты и 4,6 г борной кислоты растворяют в 1 л дистиллированной воды); 4) кра- ситель для обработки электропротеинограмм: а) кислый сине-черный краситель (0,2 г), ледяная уксусная кислота (100 мл), метиловый спирт (900 мл); б) бромфенол синий (0,5 г), сулема (10 г; ледяная уксусная кисло- та (20 мл), дистиллированная вода − 980 мл; в) бромфенол синий (0,1 г), серно-кислый цинк водный (50 г), ледяная уксусная кислота (50 мл), вода дистиллированная (900 мл); 5) растворы для отмывания избытка краски, не связавшейся с белком: а) уксусная кислота, 2%-ный раствор; б) уксус- ная кислота, 10%-ная с 4% расплавленного фенола; в) спирт этиловый, 50%-ный; 6) растворы для элюции краски: а) едкий натрий, 0,01 н раствор (для бромфенолового синего); б) едкий натр 0,1 н раствор (для кислого сине-черного).
Ход работы. Электродные кюветы камеры заполняют буферным рас- твором и их отделения соединяют между собой кусочками фильтровальной бумаги. Смачивают полосы хроматографической бумаги в буфере и оста- ток буфера удаляют путем промокания между листами фильтровальной бумаги, после чего концы полос хроматографической бумаги опускают в противоположные электродные камеры. Укрепляют их при помощи грузи- ков в строго горизонтальном положении. Бумажные полосы можно уста- навливать также и сухими, которые затем должны пропитаться буферным раствором.
На установленные полосы хроматографической бумаги при помощи микропипетки наносят 0,01−0,03 мл сыворотки, отступив на 8−9 см от катодного конца полосы. После этого камеру герметически закрывают и подключают к источнику постоянного тока. Электрофорез осуществляется при градиенте потенциала от 3 до 8 В на 1 см полосы. При длине полос 26−30 см это составляет 180−200 В. Сила тока при этом не должна превы- шать 0,3 мА на каждый сантиметр поперечного разреза бумажной полосы. В зависимости от вида камеры, избранного буфера, вида и возраста живот- ного, от которого бралась сыворотка, электрофорез продолжается от 6−7 до 16−18 часов. Так, в камерах ЭФА-1 при использовании борно-боратного бу- фера электрофорез длится 6−8 часов. По окончании электрофореза полосы хроматографической бумаги извлекают из камеры и высушивают в сушиль-ном шкафу 20 мин при 105 °С. После высушивания электропротеинограм- мы окрашивают, погружая их на 30 мин в бромфеноловый синий краситель с сулемой или на 8−20 ч в бромфеноловый синий с серно-кислым цинком. Избыток краски отмывают 2%-ным раствором уксусной кислоты, сменяя ее 4−5 раз. Для определения соотношения между фракциями белков по- лосу разрезают на отдельные участки по границам окрашенных участков, каждую фракцию помещают в отдельную пробирку и заливают раствором щелочи. Через 30 мин элюаты колориметрируют в электрофотоколориме- тре. Контролем при этом служит экстракт из неокрашенного участка спек- тропротеинограммы. Значения экстинций по каждой фракции суммируют и их сумму принимают за 100%, после чего вычисляют, какой процент со- ставляет каждая из фракций.
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