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Аннотация
Обоснование. Электрофорез является распространённым и эффективным 

методом оценки белкового профиля человека и животных. Метод разделения 
белков с помощью электрофореза хорошо зарекомендовал себя с момента от-
крытия и в течение нескольких десятилетий развивался и усовершенствовался. 
На современном этапе эта процедура не теряет актуальности и находит новые 
области применения.

Цель исследования. Изучить и проанализировать накопленный опыт в 
области применения методов детекции белков с помощью электрофореза, в 
частности для оценки метаболизма лошадей.

Материалы и методы. Литературный поиск производился по ключевым 
словам с использованием открытых баз данных: PubMed, eLibrary, Scopus, а 
также поисковой системы Академия Google. Были отобраны и проанализиро-
ваны наиболее значимые работы по теме обзора.

Результаты. Молекулярная масса, размер и форма молекулы, а также её сум-
марный заряд – являются основными факторами, благодаря которым возможно 
разделение сложных смесей на отдельные фракции за счёт различия в скорости 
их движения. На успех разделения белковых смесей влияет не только природа 
протеинов, но и поддерживающая среда, которая должна соответствовать важ-
ным характеристикам: поддерживать оптимальный pH и пропускать молекулы 
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с определённой скоростью. Методы детекции белков также разнообразны, как 
и методы разделения: неселективное окрашивание с помощью кумасси брил-
лиантового синего, амидо-черного 10Б, серебра, флуоресцентных красителей, и 
селективное с помощью иммунопреципитации или энзимоэлектрофореза.

Оценка метаболизма лошадей с помощью электрофореза распространяется 
практически на все области исследования: установление сезонных и возраст-
ных изменений; анализ особенностей пород, субпопуляций и гибридов; оценка 
маркеров воспаления, некоторых патологий, таких, как язва, увеит, парази-
тарные и вирусные инфекции, миопатии, а также маркеров тренированности 
животных. В репродукции животных электрофорез может использоваться при 
оценке качества эякулята, для определения способности спермы к заморажи-
ванию, выявлении жизнеспособности сперматозоидов в том числе после кри-
оконсервации, а также для выявления изменений во время жерёбости кобыл.

Заключение. Метод электрофореза находит широкое применение в прак-
тике оценки метаболизма человека и животных, в том числе лошадей. Имеет 
высокую степень значимости для анализа популяционных, возрастно-половых 
и сезонных различий лошадей, а также находит своё применение в оценке ра-
ботоспособности животных и репродуктивных технологиях.

Ключевые слова: нативный электрофорез; денатурирующий электрофо-
рез; изоэлектрическое фокусирование; иммуноэлектрофорез; блоттинг; изо-
ферменты; лошади; метаболизм
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POSSIBILITIES OF USING PROTEIN 
ELECTROPHORESIS TO ASSESS METABOLISM                

IN HORSES (LITERATURE REVIEW)
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Abstract
Background. Electrophoresis is a common and effective method for assessing 

the protein profile of humans and animals. The method of protein separation by 
electrophoresis has been well established since its discovery and has been devel-
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oped and improved over several decades. At the present stage this procedure does 
not lose its relevance and finds new areas of application.

Purpose. To study and analyze the accumulated experience in the application 
of protein detection methods by electrophoresis, in particular for the assessment of 
equine metabolism.

Materials and methods. Literature search was performed by keywords using 
open databases: PubMed, eLibrary, Scopus, and Google Academic search engine. 
The most significant works on the topic of the review were selected and analyzed.

Results. The molecular weight, size and shape of the molecule as well as its 
total charge are the main factors that make it possible to separate complex mixtures 
into separate fractions due to differences in their velocity. Successful separation of 
protein mixtures is influenced not only by the nature of the proteins, but also by the 
supporting medium, which must fulfill important characteristics: maintain optimal 
pH and allow molecules to pass through at a certain speed. Protein detection meth-
ods are as varied as the separation methods: non-selective staining with Coomassie 
brilliant blue, amido black 10B, silver, fluorescent dyes, and selective by immuno-
precipitation or enzyme electrophoresis.

The evaluation of equine metabolism by electrophoresis extends to virtually all ar-
eas of study: establishing seasonal and age-related changes; analyzing breed, subpop-
ulation and hybrid traits; evaluating markers of inflammation, certain pathologies such 
as ulceration, uveitis, parasitic and viral infections, myopathies, and markers of animal 
fitness. In animal reproduction, electrophoresis can be used to assess the quality of 
ejaculate, to determine the ability of semen to freeze, to detect the viability of sper-
matozoa, including after cryopreservation, and to detect changes during mare foaling.

Conclusion. The electrophoresis method is widely used in the assessment of 
human and animal metabolism, including horses. It has a high degree of signifi-
cance for the analysis of population, age-sex and seasonal differences in horses, 
and also finds its application in the assessment of animal performance and repro-
ductive technologies.

Keywords: native electrophoresis; denaturing electrophoresis; isoelectric focus-
ing; immunoelectrophoresis; blotting; isoenzymes; horses; metabolism
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Уровень общего белка и определение активности ферментов являются 
наиболее распространёнными показателями в анализе биологических жид-
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костей человека и животных [64]. Однако методы выделение индивидуаль-
ных белков, например, при исследовании белков острой фазы сыворотки 
крови [77] или определение активности отдельных изоферментов, как в 
случае с разделением внутриклеточных изоформ лактатдегидрогеназы [7], 
хотя и не относятся к рутинным, но являются весьма информативными и 
позволяют провести наиболее полный клинический лабораторный анализ.

Данный обзор посвящён методологическим вопросам применения на 
практике одного из распространённых способов выделения и детекции ин-
дивидуальных белков – электрофореза, а также оценке перспектив исполь-
зования этого метода для исследования биологического материала лошадей.

Электрофорез и изоэлектрическое фокусирование
Метод электрофореза основан на способности белков двигаться в элек-

трическом поле с разной скоростью, которая зависит от суммарного заряда 
белковой молекулы и её молекулярной массы [14]. Эти свойства протеи-
нов задают требования всему методу: необходимость использования пра-
вильно подобранной поддерживающей среды и буферов с определённой 
pH в зависимости от объекта изучения, что позволяет фракционировать 
сложные смеси протеинов по определенным осям белково-химического 
пространства: молекулярной массе и заряду белка [61]. Поэтому в попытке 
обобщить сведения о процедуре электрофореза прежде всего стоит рас-
смотреть отдельно эти две составляющие, чтобы более полно понять, ка-
кая комбинация характеристик окажется наиболее полезной на практике.

В разные исторические периоды в качестве поддерживающей среды 
использовали проводящую жидкость, гели на основе крахмала, агарозы 
или целлюлозы, но наиболее широкое применение нашли полиакрила-
мидные гели (ПААГ, PAGE, от англ. polyacrylamide gel electrophoresis), 
образующиеся при полимеризации растворов акриламида и бисакрила-
мида, что позволяет получить носитель с заданной пористостью для вы-
деления целевых белков [76]. Скорость движения белков в этом случае 
обратно пропорциональная массе молекулы, то есть, белки с высокой 
молекулярной массой останавливаются ближе к точке старта, где впо-
следствии детектируется так называемый бенд (от англ. band). Для бо-
лее эффективного разделения белков последовательно применяют гели 
с разной плотностью: менее плотный для концентрирования образцов и 
более плотный – для разделения. Такую разновидность процедуры назы-
вают диск-электрофорез (от англ. discontinuous) [17]. Помимо плотности 
геля, то есть его пористости, поддерживающие среды при диск-электро-
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форезе различаются значениями pH. Это также способствует лучшему 
разделению белковых смесей.

Общий заряд белка может оказать весомый вклад в скорость движения 
молекул, что используется при изоэлектрическом фокусировании. В этом 
случае гели имеют плавный градиент pH в тех областях значений, в кото-
рых лежит изоэлектрическая точка целевых белков. Протеины, движимые 
электрическим полем, останавливаются на определённом расстоянии от 
точки старта в той области геля, где значение pH среды равно их изоэлек-
трической точке, а суммарный заряд, соответственно, становится нулевым. 
В некоторых случаях полученные при изоэлектрическом фокусировании 
фракции белков повторно подвергают электрофорезу, где скорость движе-
ния зависит уже от молекулярной массы белка. Это позволяет получить 
более детальную протеинограмму. Такой подход получил название дву-
мерный или 2D-электрофорез [14].

Основной проблемой разделения белков по массе является их способ-
ность образовывать молекулы различной пространственной конформации, 
что может повлиять на скорость их движения в плотной поддерживающей 
среде. Кроме того, в биологическом материале присутствуют белки разно-
го состава, в том числе сложные белки, имеющие громоздкие небелковые 
компоненты, белки, ассоциированные с липидами, а также белок-белко-
вые комплексы [52]. Непосредственно сам электрофорез [16] и некоторые 
комбинации методов позволяют решить проблему детектирования таких 
сложных молекул. Так, 2D-электрофорез применяют для установления не-
которых особенностей внутримолекулярной структуры белков. Используя 
последовательно невостановительные (при первом разделении) и восста-
новительные (при втором разделении) условия можно добиться опреде-
лённой схемы расположения белков на пластине геля в зависимости от 
наличия внутри- и межмолекулярных дисульфидных сшивок. Такой метод 
за характерную диагональную линию, образованную белками, движущи-
мися с одинаковой скоростью независимо от условий, назвали диагональ-
ный электрофорез [58].

С целью устранения влияния пространственной конформации белков 
на их разделение электрофорез проводят в так называемых денатурирую-
щих условиях. Пробоподготовка при этом включает кипячение раствора 
протеина с додецилсульфатом натрия и меркаптоэтанолом, которые по-
зволяют формировать на поверхности белка стабильный отрицательный 
заряд и препятствуют выпетливанию денатурированных цепей соответ-
ственно [25]. Наиболее популярной процедурой денатурирующего элек-
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трофореза является модификация Леммли, описанная им ещё в 1970 году, 
но не теряющая актуальности [50]. Несмотря на то, что этот метод являет-
ся наиболее популярным, он имеет существенный недостаток – невозмож-
ность исследовать свойства белка и установления его функции в нативной 
конформации. Поэтому наряду с денатурирующим электрофорезом также 
применяют нативный электрофорез или электрофорез в неденатурирую-
щих условиях [17].

Для наблюдения за ходом движения фронта фореза применяют цветные 
низкомолекулярные заряженные вещества, так называемые отслеживаю-
щие красители, которые в силу своей природы движутся с более высокой 
скоростью, чем белки, и на электрофореграмме оказываются дальше от 
точки старта. Это позволяет наблюдать за ходом разделения в режиме ре-
ального времени и определить момент окончания работы по приближению 
фронта фореза к финишу, оценивать скорость процедуры по движению 
окрашенного вещества и качество полимеризации геля по плавности об-
разуемой им линии [60]. А для определения молекулярной массы белков, 
составляющих тот или иной бенд, используют так называемые белковые 
маркеры – смесь белков известной молекулярной массы в комплексе с 
красителем, движение которых хорошо видно в процессе электрофореза, 
а окраска сохраняется и после проявления целевых белков [27]. 

Методы детекции белков
Поскольку содержание белков в загружаемых пробах невелико, нево-

оружённым взглядом увидеть их распределение в поддерживающей сре-
де невозможно. Для проявления бендов используют различные методы 
окраски: кумасси бриллиантовый синий, амидо-черный 10Б, серебро [17; 
85], флуоресцентные красители [80]. Выбор красителя основан на их чув-
ствительности, а, следовательно, зависит от содержания белков в иссле-
дуемом материале [69]. В некоторых случаях, когда концентрация белков 
слишком мала для обнаружения их стандартными методами, применяют 
реагенты, усиливающие сигнал от бендов, например, предварительная об-
работка флуоресцентными соединениями [86].

После окрашивания следует этап денситометрии, который включает 
сканирование гелей и обработку полученных снимков с помощью специ-
альных программ, распознающих толщину бендов и интенсивность их 
окраски. Чем ярче проявляется окраска, тем больше бенд проявляет оп-
тическую плотность, что расценивается, как высокое содержание белка, 
локализованного в этой точке поддерживающей среды [10; 69; 78]. Для 
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расшифровки электрофореграммы современные исследователи привле-
кают искусственный интеллект [41].

Красители, применяемые для детекции белков после электрофореза, 
связываются с белками неселективно, что позволяет получить полное 
представление о белковых фракциях, присутствующих в пробе. Однако 
этот способ не позволяет определить конкретные протеины. С этой целью 
применяют несколько различных методов: энзиматической метод окра-
шивания проб, иммуноэлектрофорез и блоттинг. Пористая природа геля 
позволяет низкомолекулярным субстратам проникать в поддерживающую 
среду и достигать активного центра фермента или связываться с белками 
по специфическим сайтам. Иммуноэлектрофорез сочетает электрофорез и 
иммунопреципитацию, что позволяет идентифицировать отдельные бел-
ки [29]. Метод энзиматического окрашивания, которое применяют только 
для нативного электрофореза, заключается в том, что субстраты подбира-
ются таким образом, чтобы обеспечить высокую специфичность реакции 
и должны включать хромоген, обеспечивающий хороший аналитический 
эффект. При контакте с активным центром фермента, зафиксированного в 
поддерживающей среде, субстраты вступают в реакцию и хромоген прояв-
ляет свой цвет. Окрашенные пятна будут располагаться, соответственно, в 
местах локализации определяемого энзима, а интенсивность окрашивания 
будет пропорциональна его активности [17]. 

Реакции иммунопреципитации удобнее проводить не на гелевой пла-
стинке, а на нитроцеллюлозной мембране. Для этого после разделения 
белков электрофорезом проводят процедуру переноса белковых фракций 
из одной среды в другую с помощью блоттинга [23; 51]. Большую по-
пулярность завоевал вестерн-блоттинг, который позволяет использовать 
сразу несколько антител для выявления целевых белков, что существенно 
облегчает работу и позволяет расширить границы применения метода [49]. 
Истерн-блоттинг применяется в основном для анализа посттрансляцион-
ных модификаций белков [73].

Практическое применение электрофореза и блоттинга: 
реальность и перспективы
Электрофорез используют не только для оценки молекулярной массы и 

количества белковых фракций в биоматериале, в том числе в сперме жереб-
цов [16; 28], но и для очистки биоматериала от молекул белково-пептидной 
природы [66] и анализа качества выделения целевых белков, например, 
гонадотропина сыворотки жеребых кобыл, который широко применяет-
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ся в ветеринарии [13; 26; 70]. Кроме того, этот метод позволяет косвенно 
оценить модификацию белков по изменению скорости движения молекул 
[4; 22]. В сочетании с блоттингом возможности этого метода расширяют-
ся, а области применения охватывают не только диагностику состояния 
здоровья и научные исследования, но и производство диагностических 
наборов, обладающих высокой точностью анализа [5].

Кроме того, метод разделения белков с помощью электрофореза благо-
даря возможности изучать полиморфизм белков хорошо зарекомендовал 
себя в анализе особенностей генетической структуры пород лошадей [59; 
75] и их субпопуляций [2; 3; 12], а также гибридов [33], что представляет 
большой интерес для селекции животных.

Показано, что протеомный состав плазмы крови лошадей меняется в 
зависимости от кормовой базы [72], сезона [1; 2] и возраста, что выявля-
ется электрофорезом и может быть использовано для оценки биологи-
ческого возраста животных и должно учитываться при биохимическом 
анализе крови [65]. Определение сывороточного амилоида А имеет более 
высокую прогностическую значимость, чем традиционные маркеры вос-
паления [18; 71]. Научный интерес представляет определение таких белков 
и их компонентов, как ферритин [37]. Метод электрофореза позволяет вы-
явить белковые маркеры язвы желудка в крови [79] и слюне [53] лошадей, 
что имеет практическую значимость не только для диагностики патоло-
гии, но и для оценки качества лечения. Идентификация проангиогенных 
факторов в крови в сочетании с IgM, IgG4 HC, серотрансферрином, аль-
фа-2HS-гликопротеином и фактором комплемента B могут быть исполь-
зованы для оценки степени развития рецидивирующего увеита лошадей 
и прогнозирования рецидивов этого заболевания [89]. А тирозинкиназа 
KIT – клеточный гомолог вирусного онкогена, выявляемый с помощью 
вестерн-блоттинга, может быть использована для идентификации и выде-
ления дифференцирующихся половых клеток жеребцов [44]. Диагности-
ческую значимость имеет и маркер метаболизма железа гепсидин-25 [56].

С помощью методов выделения белков голландскими и японскими ис-
следователями установлено, что миопатии, в частности острый рабдомио-
лиз, сопровождаются повышением экспрессии альфа-актина, альфа-цепи 
тропомиозина и М-цепи креатинкиназы в мышцах лошадей; определение 
этих протеинов в крови может быть использовано для постановки точного 
диагноза, прогнозирования возможности животных переносить физиче-
скую нагрузку [21], а уровень альфа-1-антитрипсина и изоформ миозина – 
как маркер эффективености тренировок [20; 62].
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Бразильская команда учёных использовала электрофорез в сочетании с 
ферментативной реакцией, проанализировав содержание гликозаминогли-
канов синовиальной жидкости. Результаты этого исследования показали, 
что повреждение хряща происходит даже при бессимптомном остеохон-
дрозе, что характеризует гликозаминогликаны, как маркеры состояния су-
ставов [54]. Научный опыт специалистов из Турции демонстрирует, как 
исследовательский интерес к белкам сурфактанта синовиальной жидко-
сти лошадей SP-A и SP-D [47] привёл к пониманию их биологической 
значимости в других тканях, например, в половых путях лошадей обоего 
пола, предстательной железе, семенниках и пузырьковидных железах у 
жеребцов [45; 46].

Метод электрофореза используется и для определения прогестерон-за-
висимых белков, вырабатывающихся на протяжении всей жерёбости у 
кобыл: матерокалина и утероферрина [34], а также для выявления эндо-
метриальных белков [36].

Анализ белкового профиля является ценным источником информации при 
исследовании эякулята жеребцов, например, при определении способности к 
замораживанию оценивают белки семенной плазмы, выделяя маркёры криоу-
стойчивости [43], для прогнозирования фертильности по белковому профилю 
семенной плазмы [22]. Оценка белковых компонентов эякулята может прово-
диться с целью поиска терапевтических мишеней, как, например, описано в 
исследовании компонентов серотонинергической системы [42].

Не менее популярным направлением электрофореза, помимо опреде-
ления протеинограммы, является детекция ДНК [11]. Однако и сами спер-
матозоиды благодаря наличию на их поверхности высокосиалированных 
белков обладают зарядом, что делает их пригодными для разделения с 
помощью электрического поля. На этом основан метод селекции сперма-
тозоидов – электрофорез клеток, при котором отсеиваются нейтрально 
и положительно заряженные, повреждённые сперматозоиды, и появляет-
ся возможность отобрать для искусственного оплодотворения наиболее 
пригодные отрицательно заряженные клетки, что особенно важно при 
работе с криоконсервированной спермой [8; 68]. Помимо этого, электро-
форез отдельных клеток используется для определения разрывов одно- и 
двуцепочечной ДНК сперматозоидов [15; 67]. Успех использования ре-
продуктивных клеток после криоконсервации обусловлен не только со-
хранностью ДНК, но и целостностью митохондрий, что можно отследить 
с помощью электрофореза с лазерно-индуцированной флуоресценцией по 
количеству АТФ [88].
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Выделение специфических белков используется, в том числе, для се-
рологических исследований в диагностики паразитарных [57] и вирусных 
болезней [13]. Так, электрофорез и блоттинг применяются для выявления 
основного липопротеина однолокулярного эхинококка [55; 87], белковых 
маркеров стрептококка [40] и стафилококка [19], для диагностики лейш-
маниоза [31], протозойного миелоэнцефалита [38], трипаносомоза [30] и 
других. Также электрофорез применяют для очистки белковых смесей, с 
целью выделения антигенов для последующего использования их в каче-
стве вакцин [32].

Особую диагностическую ценность представляет определение ак-
тивности изоферментов, в том числе специфических которое успешно 
проводят с помощью электрофореза. Так, некоторые исследователи ис-
пользую этот метод для определения аллелей белков и ферментов у раз-
ных пород лошадей [9], оценке активности изоформ ацилфосфатазы [63], 
терминального фермента электрон-транспортной цепи цитохромоксида-
зы [84], холинэстеразы [74], цитохрома Р450 [24], протеинкиназы С [83], 
металлопротеиназ и циклооксигеназы [81; 82] и глутатионпероксидазы 
[39]. При этом исследования возможны как в биоматериале, полученном 
от животных, так и полученном с помощью технологий клеточного куль-
тивирования.

Однако, как и все методы, электрофорез имеет ограничения. Например, 
учёным из Онтарио не удалось установить тканевую принадлежность изо-
форм щелочной фосфатазы в сыворотке крови [35].

Оценка изоферментного спектра различных энзимов служит эффек-
тивным критерием отслеживания и прогнозирования адаптационных ме-
ханизмов при различных патологических состояниях. Так, в условиях 
гипоксии при сохранении общей активности важнейшего фермента адап-
тации – лактатдегидрогеназы (ЛДГ) – существенно изменяется его изо-
ферментный спектр, включающий не только цитоплазматическую, но и 
митохондриальную фракции, а в тканях мужской половой системы, пред-
ставленный кроме основных пяти фракций ещё шестой – специфической 
изоформой [6, 7]. Эти колебания могут быть не замечены при рутинном 
исследовании активности фермента, но имеют глобальные последствия 
для метаболизма тканей. Отмечаются также возрастные изменения, свя-
занные с распределением изоформ лактатдегидрогеназы мышц у лошадей, 
так, показано, что процентное содержание ЛДГ1 повышалась с возрастом, 
что ассоциировано с усилением использования лактата в качестве энерге-
тического субстрата [48]. 



510 Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Vol. 17, №3, 2025

Заключение
Методы выделения и детекции белков, их изоформ и модификаций 

широко применяются современными исследователями не только в на-
учных целях, но и в диагностике распространённых заболеваний ло-
шадей, мониторинге состояния их здоровья при тренировках, смене 
рациона, взрослении и других физиологических изменениях, таких как 
беременность. Наиболее распространённым способом оценки белкового 
профиля является электрофорез – методика фракционирования биопо-
лимеров, основанная на их уникальных свойствах. Этот метод хорошо 
зарекомендовал себя с момента открытия и в течение нескольких деся-
тилетий развивался и усовершенствовался. Применение его модерниза-
ций в сочетании с различными способами детекции открывает широкие 
перспективы его использования. В частности, электрофорез – доступный 
и относительно простой способ мониторинга репродуктивного здоровья 
лошадей на молекулярном уровне, распространяющийся на исследова-
ния как нативного биоматериала, так и материала, подвергшегося кри-
оконсервации.
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