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АНАЛИТИЧЕСКИЙ ЭЛЕКТРОФОРЕЗ 
В СВОБОДНОМ ПОТОКЕ КЛЕТОК И БЕЛКОВ 

И. С. Габуев, А. Л. Мазанов, В. Н. Брезгунов, 
И. Н. Прелова, А. С. Колезнев 

Введение. Электрофоретическая подвижность (ЭФП) клеток микроор-
ганизмов является весьма информативной их характеристикой [1]. ЭФП 
клеток измеряют в основном методом микроэлектрофореза [2]. В ла-
бораторной практике часто приходится измерять ЭФП белков и других 
макромолекул, для чего обычно используют метод подвижной границы 
[3]. Недостатками этих методов являются длительность, трудоемкость, 
низкая точность измерений. 

В последнее время успешно разрабатывается метод электрофоре-
за в свободном потоке (ЭФСП), который обеспечивает непрерывное 
препаративное разделение смесей микроорганизмов [4], клеток крови, 
лимфоцитов, субклеточных частиц, фагов, белков и других макромоле-
кул [5] за 1—5 мин. В ряде экспериментальных установок ЭФСП осу-
ществляется оптическая регистрация разделившихся фракций [6]. Од-
нако в настоящее время нет серийно выпускаемой аппаратуры, обес-
печивающей как препаративное разделение, так и точное измерение 
ЭФП частиц. Поэтому нами была разработана универсальная установ-
ка для препаративного и аналитического ЭФСП, изучены ее эксплуа-
тационные и метрологические характеристики. 

Материалы и методы. А п п а р а т у р а д л я ЭФСП. Структурная схема уста-
новки для ЭФСП приведена на рис. 1. Буферный раствор поступает в камеру разде-
ления через демпферные сосуды (ДС) 60 каналов ввода. Два центробежных насоса 
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(ЦН) промывают электродные отделения. С помощью перистальтического насоса НП-1 
в один из входных каналов камеры непрерывно вводят струю препарата. Под действи-
ем электрического поля источника ИСН-0,2-1200 опускающаяся струя препарата разде-
ляется на фракции, отбираемые 60 каналами перистальтического насоса в пробирки 
коллектора. Второй перистальтический насос НП-1, соединенный со специальными кана-
лами противотока в камере разделения, создает замкнутый противоток буфера от анода 
к катоду. Это позволяет увеличить время разделения фракций с большими значениями 
ЭФП. Данная установка обеспечивает также разделение препаратов в градиентах рН 

Fig. 1. (On the lef t) . Scheme of the device (see the text). 
Рис. 2. (Справа). Схема оптического сканатора (обозначения в тексте). 
Fig. 2. (On the r ight) . Optical scanner scheme (see the text). 

и электропроводности при подаче во входные каналы камеры соответствующих буферов 
из ряда сосудов. 

Для автоматического измерения светопропускания разделившихся фракций приме-
няется сканатор, схема которого показана на рис. 2. Излучение источника Л (лампа 
ДДС-30) фокусируется сферическими зеркалами Зі и 3 2 через интерференционный 
фильтр Φ в плоскость диафрагмы Д (щель УФС-1). Параллельный пучок света от 
сферического зеркала З 3 после отражения от зеркала 3 4 фокусируется сферическим зер-
калом З5 и, отразившись от зеркала 36 , дает изображение диафрагмы Д в середине 
зазора камеры разделения ЭФК. Прошедшее сквозь нее излучение сферическим зерка-
лом 3 7 собирается в приемник излучения (фотоумножитель ФЭУ-130). Сканирующий 
столик, несущий зеркала 3 5 — 3 7 и приемник излучения, перемещается вдоль камеры 
с помощью реверсивного двигателя РД-09 под управлением блока автоматики (БА). 
Электрический сигнал с приемника, усиливаясь блоком УПТ, поступает на самописец, 
а также на вход ЭВМ. 

При движении оптического зонда вдоль камеры разделения происходит измере-
ние и фиксация величины электрического сигнала с постоянной скоростью 80 измерений 
в секунду. Для определения величины относительного смещения зонда вдоль камеры 
разделения и линейной скорости сканирования (измерений на 1 мм), проводили скани-
рование оптической решетки с известным периодом. Результаты сканирования обраба-
тывали на ЭВМ, где методами линейного регрессионного анализа определена линейная 
скорость сканирования 95,8±0,3 измерений на 1 мм. 

Разрешение сканатора определяется шириной оптического зонда. Его измеряли, ус-
танавливая в плоскости сканирования вторую щель УФС-1 шириной 10 мкм, что зна-
чительно меньше ширины зонда. Результаты сканирования представлены на рис. 3. По-
луширина распределения величины электрического сигнала, получаемого в ходе такого 
сканирования, равна полуширине оптического зонда. На рис. 4 представлена зависи-
мость полуширины оптического зонда от ширины входной щели оптической системы 
сканатора. Видно, что полуширина зонда слабо зависит от ширины входной щели и 
определяется в основном аберрациями в оптической системе. 

Созданная нами установка имеет следующие технические характеристики: длина 
рабочей части камеры — 300 мм; ширина камеры — 60 мм; толщина зазора камеры — 
0,6 мм; скорость ввода препарата — 0,5—2 мл/ч; расход буфера — 0,05—1 л/ч; макси-
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мальная напряженность электрического поля — 2-Ю4 В/м; ток через камеру — 0,05— 
0,4 А; максимальная рассеиваемая мощность в камере—100 В-А; температура в ка-
мере — 4—20 °С; спектральный диапазон — 280, 330, 380 нм; полуширина оптического 
зонда — 0,15 мм; ширина зоны сканирования — 40 мм; скорость сканирования — 
0,84 мм/с; нижний предел измерений по б е л к а м — 1 мг/мл; по клеткам Е. coll — 
107 кл/мл. 

П р и г о т о в л е н и е п р е п а р а т о в . Клетки Е. coll штаммов С-600 и MRE-600 
выращивали в мясо-пептонном бульоне при температуре 37 °С до стационарной фазы. 

Рис. 4. Зависимость полушири-
ны зонда от ширины входной 
щели. 
Fig. 4. Probe halfwidth as a 
function of entrance slitwidth. 

Рис. 3. Распределение светово-
го потока в оптическом зонде 
в зависимости от ширины вход-
ной щели: 1 — 30; 2 — 50; 3— 
110 мкм. 
Fig. 3. Light flux distribution in 
the optical probe as a function 
of the entrance slitwidth: 1 — 
30 μιη; 2 — 50 μιη; З — 110 μιτι. 

Выращенные клетки осаждали на центрифуге Т-23 при 4000 об/мин, трижды отмывали 
от культуральной жидкости в 0,013 Μ триэтаноламин-№ОН-буфере, рН 7,15, после че-
го ресуспендировали в этом же буфере до концентрации 108 кл/мл. Эритроциты барана 
(30 %-ная взвесь в физиологическом растворе, Одесское предприятие по производству 
бактериальных препаратов) подготавливали для измерений аналогичным образом. 

Для измерения ЭФП белков использовали лиофилизированные бычий сывороточ-
ный альбумин (БСА) и гемоглобин лошади («Serva», ФРГ) , которые растворяли до 
концентрации 5 мг/мл в том же триэтаноламиновом буфере либо в растворе 0,01 Μ 
NaCl, рН 4,7. 

Для измерения величины электроосмоса использовали имеющий нулевое значение 
ЭФП голубой декстран («Fluka», Швейцария) с концентрацией 5 мг/мл. 

А н а л и т и ч е с к и й э л е к т р о ф о р е з в с в о б о д н о м п о т о к е . Электро-
форез проводили в указанных буферах при токах через камеру разделения, равных 30 
и 60 мА, расходе буфера 4 4 0 + 5 мл/ч, скорости подачи препарата 1 ± 0 , 0 5 мл/'ч. Удель-
ная электропроводность буфера равнялась 0,1 ±0 ,003 О м - 1 - м - 1 , температура в камере 
поддерживалась равной 20±0,2 °С. 

О б р а б о т к а и н ф о р м а ц и и н а Э В М . Результаты сканирования преобра-
зовывали в цифровую форму и вводили в мини-ЭВМ. Первоначально в качестве про-
межуточного носителя использовали перфоленту, в настоящее время выход сканатора 
через аналого-цифровой преобразователь непосредственно связан с мини-ЭВМ. Обра-
ботка информации сводилась к удалению фона, уменьшению шума в сигнале, опреде-
лению положений максимумов поглощения (см., например, [7]) и, наконец, расчету 
ЭФП фракций. Для удаления фона многократно сканировали фоновую линию (т. е. 
без вводимого материала), которую после усреднения вычитали из электрофореграммы 

253 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1986, т. 2, Л° 6 



исследуемого материала. Величину шума уменьшали посредством цифровой фильтра-
ции сигнала [8]. Для ЭФСП характерно асимметричное распределение сигнала от каж-
дой фракции на выходе из камеры разделения [9]. Тем не менее величина смещения 
X максимума поглощения фракции с электрофоретической подвижностью U хорошо 
списывается линейной зависимостью 

X = 2/3t (ΕU — V), 

где Ε — напряженность поля в камере; t — среднее время нахождения частиц в каме-
ре; V — величина электроосмотического потока в центре камеры. Значение U вычисля-

Fig. 5. Distribution of the light transmission coefficient within dextran band at various 
electric current values in chamber: / — 0 mA; 2 — 30 mA; 5 — 60 mA. 
Рис. 6. Зависимость между смещением зоны декстрана и произведением напряженности 
электрического поля на среднее время нахождения декстрана в поле. 
Fig. 6. Dextran band displacement as a function of the electric field s t rength product by 
the mean time of dextran exposure to the field. 

Рис. 7. Распределения эритроцитов (α), Ε. coli MRE-600 (б), Ε. coli С-600 (в) по ЭФП, 
полученные методами: 1 — микроэлектрофореза; 2 — ЭФСП. 
Fig. 7. Electrophoretic mobility distribution of erythrocytes (a) , E. coli MRE-600 (6), 
E. coli С-600 (в) measured by microelectrophoresis (1) and free flow electrophoresis (2). 

ли из соотношения методами линейного регрессионного анализа, для чего определяли 
смещение X (и величину V) при разных напряженностях поля Е. 

На рис. 5 представлены результаты сканирования струи декстрана как в отсут-
ствие поля, так и при разных значениях тока в камере. Величина смещения струи дек-
страна в поле, определяемая по положению максимума поглощения, прямо пропорцио-
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кальна произведению напряженности электрического поля на среднее время нахожде-
ния в нем препарата (рис. 6). Коэффициент пропорциональности — тангенс угла накло-
на регрессионной прямой, равен величине скорости электроосмотического потока в 
центре камеры, которую необходимо учитывать при определении абсолютных значений 
ЭФП препаратов. 

Обсуждение результатов. Для сравнения метода ЭФСП с микро-
электрофорезом измеряли ЭФП эритроцитов и клеток Ε. coli. В табл. 1 
приведены средние значения ЭФП, полученные этими двумя методами. 
Измерения ЭФП микроэлектрофорезом проводили іна цитоферометре 
«Ορίοη» («Opton», ФРГ), результаты измерений обрабатывали на 
мини-ЭВМ. Распределения клеток по ЭФП, полученные с помощью этих 
методов, демонстрируют хорошее согласие между ІНИМИ (рис. 7). 

В табл. 2 приведены средние значения ЭФП изученных нами бел-
ков. Наши результаты соответствуют данным, имеющимся в литерату-
ре. Так, для БСА результаты измерений ЭФП в растворе 0,01 Μ NaCl 
совпадают с данными, полученными в аналогичных условиях методом 
подвижной границы [2]. 

Т а б л и ц а 1 
ЭФП клеток, полученные методом ЭФСП 
и микроэлектрофорезом, (см2/В · с). 10А 

Electrophoretic mobility of cells measured 
by free flow electrophoresis and 
microelectrophoresis (cm2/ V-s)· 104 

Объект исследования 

Метод измерения ЭФП 

Объект исследования 
ЭФСП 

Микро-
электро-

форез 

Эритроциты 1,1 1,3 
Е. coli С-600 1,4 1,7 
Е. coli MRE-600 1,5 1,2 

Т а б л и ц а 2 
ЭПФ белков, полученные методом 
ЭФСП, (см2/В-с). 104 

Electrophoretic mobility of proteins 
measured by free flow electrophoresis, 
(cm2/V-s). 10* 

Буферный раствор 
Объект 

исследования Триэтанола- NaCl» 
мин, рН 7,15 рН 4,7 

БСА 0 , 6 — 0 , 3 
Гемоглобин — 0 , 4 - 2 , 1 

Полученные нами результаты показывают, что метод аналитическо-
го ЭФСП может быть успешно использован для определения ЭФП кле-
ток, субклеточных частиц, белков и других биополимеров. Основными 
его преимуществами являются быстрота (5—10 мин), малая относитель-
ная погрешность (3 %) измерения ЭФП, препаративное получение не-
обходимых фракций, применение ЭВМ для автоматизации и обработки 
результатов измерений. 

ANALYTICAL FREE FLOW ELECTROPHORESIS 
OF CELLS AND PROTEINS 

I. S. Gabuev, A. L. Μαζαηοv, V. N. Brezgunov, I. N. Prelova, A. S. Koleznev 
ALL-Union Research Institute of Applied Microbiology, 
Obolensk, Moscow Region 

S u m m a r y 

A free-flow electrophoresis device combined with optical scanner and microcomputer is 
described. In the device the sample is continuously pumped into the vertical stream of 
buffer. When constant electric field is applied at the right angle with the stream, the 
sample band is separated into fractions. The magnitudes of fraction displacement are 
measured by the scanner, and the computer provides the calculation of electrophoretic 
mobility of fractions. Runs last only for 10 minutes. The technique is illustrated by 
E. coli, sheep erythrocytes, bovine serum albumin, horse hemoglobin. It may be applied 
to determine isoelectric points of proteins for rapid measurement of electrophoretic mobi-
lity of cells in fermentation. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИЗОТАХОФОРЕЗА 
ПРИ ПОСТОЯННОМ НАПРЯЖЕНИИ 
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОДВИЖНОСТИ 

М. Ю. Жуков, Л. Е. Король 

Электрофоретическая подвижность является важной характеристикой 
молекул, в том числе биополимеров, а ее измерение требует приме-
нения специальных аналитических методов. 

В работе [1] содержится описание способа измерения подвижности 
ионов электролита при помощи видоизмененного метода изотахофореза 
(ИТФ) в смеси лидер — терминатор. Основная идея предлагаемого 
способа измерения заключается в изменении режима проведения 
ИТФ — в электрофоретической камере поддерживается постоянная раз-
ность потенциалов на электродах, а не постоянная плотность тока. 
Это приводит к тому, что скорость движения границы между лидером 
и терминатором, зависящая в режиме с постоянной плотностью тока 
лишь от физико-химических параметров лидера, определяется пара-
метрами как лидера, так и терминатора. В конечном итоге в случае 
стандартного лидера имеется возможность определения подвижности 
ионов терминатора на основе измерения времени движения границы зон. 

К сожалению, при выводе расчетных формул в работе [1] допу-
щены серьезные ошибки — игнорировано регулирующее соотношение 
Кольрауша, что привело к неправильному определению значений рН, 
для которых измерены электрофоретические подвижности; не учтено 
падение напряжения на участках электрод — датчик регистрации гра-
ниц зон (термопара), что, по-видимому, привело к внесению система-
тических погрешностей при определении величины электрофоретиче-
ской подвижности. 

Ниже излагается исправленная методика измерения подвижности 
ионов слабых электролитов, основанная на теории ИТФ, детально раз-
работанной для стационарного случая в работах [2, 3] и для нестацио-
нарного — в [4—6]. 

Т е о р и я И Т Ф д л я р е ж и м а с п о с т о я н н ы м н а п р я ж е -
н и е м . Рассмотрим электрофоретическую камеру, заполненную раство-
ром двух слабых кислот и одного слабого основания. Схематический 
вид камеры и начальное распределение концентраций кислот и осно-
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