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I. ВВЕДЕНИЕ

Одним из существенных факторов, определяющих успех хроматогра-
фического опыта, является выбор подходящего адсорбента. Прогресс
в этой области за последние годы привел к появлению двух главных
типов или групп адсорбентов ', широко используемых в настоящее время
для хроматографии самых различных биополимеров.

Одна из этих групп — фосфат-кальциевые сорбенты или гели — отно- ι
сится к типу молекулярных адсорбентов. ·

В другую группу входят различные ионообменники, главным обра-
зом на целлюлозной основе2.

Обе группы этих адсорбентов обладают большой хорошо гидратиро-
ванной поверхностью, но процесс адсорбции биополимеров на них про-
текает по-разному. Принцип действия этих адсорбентов также различен 3,
их хроматографическая селективность по отношению к биополимерам,
по-видимому, неодинакова '. Обе группы этих адсорбентов в настоящее
время находят широкое применение в хроматографии самых различных
биополимеров.

Относительно ионообменников на целлюлозной основе опубликован
ряд обзоров 4· 5 · 6 . О применении фосфат-кальциевых гелей для хромато-
графии биополимеров работы обзорного характера совершенно отсут-
ствуют.

В настоящей статье мы поставили перед собой задачу, по возможно-
сти, собрать и обобщить имеющиеся литературные данные по хромато-
графии биополимеров на фосфат-кальциевых сорбентах.

II. МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА ФОСФАТ-КАЛЬЦИЕВЫХ
СОРБЕНТОВ

В хроматографической практике до последнего времени обычно при-
менялись только трехзамещенный фосфат кальция Са 3(РО 4) 2 и двухза-
мещенный фосфат кальция или бруцит СаНРО4-2Н2О. В последнее вре- У
мя в хроматографии белков начинают широко применять особую форму '
фосфата кальция — гидроксилапатит Са1о(Р04)б(ОН)2. В свое время
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трехзамещенный фосфат кальция как адсорбент довольно широко ис-
пользовался для хроматографии белков. Можно, например, указать на
выделение и очистку каталазы с использованием трехзамещенного фос-
фата кальция 8 · 9 .

В настоящее время трехзамещенный фосфат кальция сравнительно
редко используется для хроматографии белков в колоночных опытах.
Поэтому мы не будем останавливаться на этой модификации фосфата
кальция. Следует только отметить, что в состав Са 3 (РО 4 ) 2 обычно входит
значительное количество гидроксилапатита 10. Это происходит потому,
что первичным продуктом, образующимся при получении трехзамещен-
ного фосфата кальция, является псевдоапатит п , который впоследствии
превращается в одну из модификаций трикальцийфосфата, а отчасти в
гидроксилапатит 12.

Второй представитель фосфат-кальциевых гелей, и до настоящего
времени еще используемый в хроматографии белков, это двухзамещен-
ный фосфат кальция или брушит. Следует отметить, что на структуру
брушита, получаемого сливанием растворов СаС12 и Na2HPO4, большое
влияние оказывает рН. Обычно образование осадка происходит при
рН 6,3—6,5. Между тем известно 10, что двухзамещенный фосфат каль-
ция при рН +6,2 и выше может медленно гидролизоваться в другую
форму фосфата кальция, обладающего структурой гидроксилапатита.

Поскольку хроматография белков и других биополимеров обычно
ведется в области рН около 6,8—7,2 (т. е. выше рН 6,2), то фактически
экспериментатор имеет дело с нестабильной, меняющейся структурой
адсорбента со значительной примесью гидроксилапатита.

Бесспорным преимуществом в этом отношении обладает другой пред-
ставитель фосфат-кальциевых гелей, широко применяющийся в настоя-
щее время в колоночной хроматографии биополимеров, гидроксилапа-
тит Саш(РО4)б(ОН)2.

Гидроксилапатит устойчив в широкой области рН и обладает хоро-
шей стабильностью.

Современная хроматография биополимеров на фосфат-кальциевых
колонках датой своего рождения может считать 1956 г., когда Тизелиус,
после ряда предварительных экспериментальных работ 1 3- 1 6

; опублико-
вал метод получения гидроксилапатита, пригодного для хроматографии
белков10. Метод заключается в сливании 0,5 Μ растворов СаС12 и
Na2HPO4 с одинаковой скоростью в сосуд при постоянном перемешива-
нии, после декантации и промывания образовавшегося осадка брушита
(СаНРО4) дистиллированной водой осадок кипятят с 40%-ным раство-
ром NaOH в течение 1 часа; затем осадок многократно промывают се-
рией фосфатных буферных растворов различной молярности. В этом ме-
тоде весьма существенна операция кипячения осадка СаНРО4 с раство-
ром щелочи, так как при этом происходит гидролиз двухзамещенного
фосфата кальция в новую разновидность фосфата кальция — в гидро-
ксилапатит.

Кислый осадок брушита, обычно образующий грубые формы кристал-
лов при этой операции в щелочной среде, превращается в мелкие кри-
сталлы гидроксилапатита, пригодные для хроматографии белков. Рент-
генографическое исследование полученного адсорбента 10 показало, что
это гидроксилапатит, но молярное отношение Са/Р оказалось равным
1,53 вместо обычного 1,67 для гидроксилапатита 10. Последнее, по-види-
мому, объясняется способностью Na или РО 4 ионов вступать в кристал-
лическую решетку адсорбента в различных отношениях.

Гидроксилапатит, полученный по Тизелиусу, в настоящее время ши-
роко используется в хроматографии белков. Однако сам процесс получе-

11 Успехи химии, № 8



1474 С. А. Кибардин

ния адсорбента включает значительное число операций и требует много
времени. Для получения удовлетворительной скорости тока обычно необ-
ходимо прибегать к внешнему давлению. В недавно опубликованной
работе 17 указывается, что для получения гидроксилапатита по Тизелиусу
с удовлетворительной скоростью тока из колонки следует не допускать
оседания высокодисперсного материала после промывок адсорбента во-
дой. Указывается также на необходимость весьма тщательного пере-
мешивания осадков при кипячениях адсорбента 17.

Несколько позднее в 1959 г. Мейн с сотрудниками предложили новый
способ получения гидроксилапатита 18 со свойствами, подобными гидро-
ксилапатиту Тизелиуса. В этом методе 'Осадок, полученный после слива-
ния растворов СаС12 и натрий-фосфатного буфера с рН 6,7, кипятят в
концентрированном растворе ΝΗ4ΟΗ. При этой операции и происходит
превращение осадка в гидроксилапатит. Рентгенографическое изучение
полученного адсорбента показало 18, что это чистый гидроксилапатит с
отношением Са/Р=1,53. Следует, однако, указать, что гидроксилапатит,
полученный по этому методу, сравнительно слабо сорбирует белки 17.
Сами авторы 18 использовали этот адсорбент преимущественно для хро-
матографии нуклеиновых кислот.

В недавно опубликованной работе Анакер и Стоу 19 предложили еще
один метод получения гидроксилапатита, пригодного для хроматографии
белков. Здесь исходными растворами являются: 0,1 Μ раствор
СаН4(РО4)2, к которому при постоянном перемешивании приливают
1,5 Μ раствор К2НРО4 и 1,4 Μ раствор СаС12. Превращение полученного
таким образом осадка в гидроксилапатит ведут в 0,05 Μ растворе NaOH
при +40° в течение нескольких суток. Полученный осадок является чи-
стым гидроксилапатитом.

Сравнение адсорбционной способности гидроксилапатитов, получен-
ных разными методами по отношению к белкам, показывает, что адсор- ;
бенты, полученные по Тизелиусу 10 и по Анакеру 19, имеют близкие кри- ν
вые адсорбции.

Гидроксилапатит же, полученный по способу Мейн 18, показывает,
наоборот, кривую адсорбции, резко отличающуюся от кривых, получен-
ных для гидроксилапатитов по Тизелиусу и Анакеру. Способность это-
го гидроксилапатита сорбировать белки значительно понижена.

Таким образом, хотя гидроксилапатиты, полученные различными ме-
тодами, и имеют одинаковый химический состав,— способность к адсорб-
ции белков у них различна. Существенно также отличается и скорость
тока жидкости через колонку, наполненную фосфат-кальциевыми гелями,
полученными по разным методам. Для адсорбента, полученного по Тизе-
лиусу 10, скорость тока через стандартную колонку может достигать в
среднем 20—22 мл/час с применением внешнего давления. Для гидро-
ксилапатита по Мейну 18 авторы дают среднюю скорость тока через стан-
дартную колонку 25—30 мл/час без давления, тогда как для колонок,
заполненных гидроксилапатитом, полученным по Анакеру19, скорость
тока достигает до 200 мл/час без применения давления.

Указанные выше различия в адсорбционной способности гидроксил-
апатитов, полученных различными методами, говорят о том, что величи-
на адсорбции белков на фосфат-кальциевых гелях зависит, по-видимому,
не только от химической природы адсорбентов (химическая формула всех
трех гидроксилапатитов одинакова), но и от физической неоднородности
поверхности адсорбента.

Известно20, что в общем случае величина адсорбции растворенного ·,-
вещества определяется как адсорбцией на единице поверхности раздела: I.
адсорбент — раствор, так и удельной поверхностью единицы массы
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адсорбента, доступной для молекул растворенного вещества. При срав-
нении величин адсорбции на различных адсорбентах с неизвестной
удельной поверхностью всегда остается неопределенной причина, обус-
ловливающая различие в величине адсорбции. В некоторых случаях
различие в величине адсорбции может быть обусловлено и различием
в величине удельных поверхностей адсорбентов 20.

Гидроксилапатиты, полученные разными методами, обладают раз-
личной степенью дисперсности осадков. Они, вероятно, имеют различные
удельные поверхности и, по-видимому, характеризуются различной физи-
ческой неоднородностью своей поверхности, что, возможно, и обусловли-
вает их различие в адсорбционной способности по отношению к белкам.

Все это говорит о необходимости тщательной стандартизации мето-
дов получения фосфат-кальциевых сорбентов для достижения воспроиз-
водимых результатов при хроматографии биополимеров на колонках.

III. СПОСОБЫ ЭЛЮИРОВАНИЯ И ОСОБЕННОСТИ ХРОМАТОГРАФИИ
БИОПОЛИМЕРОВ НА ФОСФАТ-КАЛЬЦИЕВЫХ КОЛОНКАХ

1. О методах элюирования

В качестве элюирующих растворов при хроматографии биополимеров
на фосфате кальция в настоящее время употребляются почти исключи-
тельно фосфатные буферные растворы различных концентраций. Обычно
сорбцию белков на колонках проводят при низких концентрациях фос-
фатного буферного раствора, а элюирование ведут при более высоких
концентрациях этого же буфера; чаще всего при одном и том же значе-
нии рН.

Изменение величины рН при хроматографии на фосфат-кальциеь г

сорбентах сравнительно с изменением концентрации буфера сказываете,
на результатах опыта весьма незначительно 10.

В настоящее время используют два основных метода элюирования
биополимеров с фосфата кальция — метод градиентного элюирования
(непрерывное увеличение концентрации фосфатного буфера, вводимого
в колонку) и метод ступенчатого элюирования (повышение концентрации
фосфата в колонке происходит скачками, ступенями).

Метод градиентного элюирования при известных условиях позволяет
обычно выявить все компоненты хроматографируемой смеси. Вместе
с тем при использовании этого метода, вследствие эффекта взаимного
влияния белков при хроматографии 10, часто на фосфат-кальциевых сор-
бентах происходит значительное перекрывание смежных фракций и в
ряде случаев, даже при наличии в испытуемом растворе нескольких бел-
ковых компонентов, при выходе из колонки может получиться одна
сильно растянутая зона белка. Оценку однородности подобного материа-
ла проводят при помощи рехроматографии.

Обычно в таких случаях удается выделить отдельные компоненты
хроматографируемой смеси. Один из таких примеров приведен в работе
Тизелиуса 10 при хроматографии гамма-глобулина сыворотки человека
на гидроксилапатите.

При ступенчатом элюировании всегда существует опасность, что ком-
поненты, выходящие из колонки, могут быть сложными по своему соста-
ву; внутри отдельных фракций могут находиться различные по своей при-
роде белки. С другой стороны, белки, имеющие широкую область элюи-
рования, могут при выходе из колонки· дать более чем один компонент
для одного и того же белка, особенно если для элюирования применяются
концентрации буферных растворов, мало отличающиеся друг от друга.

11*



1476 С. А. Кибардин

Появление таких «ложных» компонентов и условия их образования при
хроматографии белков на фосфат-кальциевых колонках подробно об-
суждаются в работе3.

В большинстве случаев, при хроматографии биополимеров на фосфа-
те кальция для оценки полученных результатов основным методическим
приемом является рехроматография продуктов опыта. В случае действи-
тельного реального разделения биополимеров на компоненты, последние
при рехроматографии всегда элюируются из колонки теми же концент-
рациями буферного раствора, как и в условиях первоначального хрома-
тографического опыта. В настоящее время при хроматографии исследуе-
мого материала на фосфат-кальциевых колонках обычно пользуются
обоими методами элюирования, в известной мере дополняющими один
другого. Помимо рехроматографии, для оценки полученного материала
желательно, конечно, привлечение и других методов оценки белковых
компонентов.

Каков механизм элюирования белковых полимеров с фосфат-кальцие-
вых колонок? Специальные исследования по этому вопросу почти отсут-
ствуют. Все же на основании работ, главным образом Гизелиуса и сот-
рудников 10· 16, сейчас можно представить механизм элюирования белков
с фосфат-кальциевых сорбентов как процесс замещения хроматографи-
руемых белков на ионы фосфата. Способность фосфата кальция к глубо-
кому взаимному обмену своих ионов на ионы кальция и фосфата из ок-
ружающей среды показана 2 1 непосредственно на примерах с обменом
радиоактивных изотопов ионов Р 3 2 и Са45. Особенно хорошо эта тенден-
ция выражена у ионов РО4. Эти ионы способны эффективно замещать
ионы фосфата кальция не только в пределах гидратного слоя, но и про-
никать во внутреннюю часть кристаллической решетки адсорбента 21.

В недавно появившейся работе Бэрли и Кук2 2, используя другой
экспериментальный прием, прямо показали, что наличие фосфатных
групп у белков в сущности определяет поведение последних при хромато-
графии на фосфат-кальциевых колонках. Так, а- и β-липовителлины яич-
ного желтка, имеющие разное содержание фосфата при хроматографии
на гидроксилапатите, также элюируются различно. β-Липовителлин вы-
ходит из колонки при 0,6 М, а α-липовителлин только при 2,0 Μ концен-
трации фосфатного буфера. После же обработки α-липовителлина фос-
фатазой (отщепление части фосфатных групп) этот белок ведет себя
уже как β-липовителлин и элюируется из колонки при 0,6 Μ фосфатного
буфера. Необходимы вместе с тем и дальнейшие исследования в этом
направлении с целью выяснения всех деталей механизма элюирования
белков с фосфат-кальциевых колонок.

2. Особенности хроматографии биополимеров
на фосфат-кальциевых колонках

При хроматографии белков на фосфат-кальциевых арсорбентах опре-
деленное значение имеют электростатические связи между белком и
адсорбентом. Помимо последних, по-видимому, имеют значение связи
Ван-дер-Ваальса, а также и водородные связи 1·7.

В результате образования многочисленных связей между белком и
адсорбентом одновременная диссоциация их при десорбции белка мало
вероятна 1. Вследствие этого при известных условиях может возникать
опасность частичной обратимой денатурации белка с возможным изме-
нением различных структур (третичной и четвертичной) белковой моле-
кулы23.



Хроматография биополимеров 1477

Помимо этого, неодновременность диссоциации многочисленных и
разнообразных по характеру связей между хромат-ографируемыми бел-
ками и поверхностью адсорбента может создавать сложную картину,
пока не поддающуюся интерпретации, и приводить к эффектам внутрен-
него взаимодействия белков между собой при движении последних вниз
по колонке в процессе хроматографии.

Эффекты внутреннего взаимодействия, взаимного влияния белков
при хроматографии на фосфат-кальциевых колонках играют значитель-
ную роль ш .

Обычно хроматографии подвергают различные белковые смеси с
целью отделения определенного белка от других посторонних белков,
находящихся в смеси. Часто хроматография является окончательным
этапом, завершающим очистку, или же одной из предшествующих очист-
ке операций. Поэтому присутствующие в опытной смеси балластные бел-
ки могут находиться в различных количественных соотношениях с выде-
ляемым белком.

Работы последних лет в области хроматографии белков на колонках
показали, что нередко величина сродства белка к сорбенту зависит от
присутствия в растворе других белков 10. Обычно белок, обладающий
большим сорбционным сродством, вытесняет с поверхности сорбента
другой белок, обладающий меньшим сродством к сорбенту·; происходит
взаимное замещение белков на колонке. Эффект взаимного замещения
белков на ф-осфате кальция впервые использован в работе Полис и
Шмуклер 2 4 по очистке пероксидазы молока. При эффекте взаимного за-
мещения белков на фосфат-кальциевых колонках важную роль играют
следующие основные моменты. Во-первых, величина сродства хромато-
графируемых белков по отношению к сорбенту. Существенно, чтобы
между вводимым в колонку замещающим белком и белком, вытесняемым
из колонки, имелось значительное различие по степени их сродства к сор-
бенту. Только три этом условии можно получить удовлетворительные
результаты по методу взаимного замещения белков. Существенное зна-
чение имеют .количество замещающего белка, вводимого в колонку, и на-
конец, концентрация буферного раствора, в котором растворен замещаю-
щий белок. Все эти моменты довольно подробно разобраны в работе
Боман2 5. Помимо эффекта замещения белков при хроматографии на
фосфат-кальциевых колонках могут проявляться также и эффекты, вы-
званные взаимным влиянием белков. Было замечено 10, что часто белок
(обычно сильно сорбируемый на колонках) в присутствии другого белка
(имеющего меньшую степень сорбируемости) сам показывал понижен-
ную сорбируемость при хроматографии на колонках. Очевидно, эффекты
взаимного влияния белков при хроматографии на фосфат-кальциевых
колонках играют значительную роль и могут существенно отражаться
на результатах хроматографических экспериментов. Поэтому важно пра-
вильное понимание и учет всех факторов, влияющих на хроматографию
белков, расширение наших знаний в этой области, где до настоящего вре-
мени господствует чисто эмпирический подход к подбору оптимальных
условий для хроматографии биополимеров.

IV. ПРИМЕНЕНИЕ ФОСФАТ-КАЛЬЦИЕВЫХ ГЕЛЕЙ ДЛЯ ХРОМАТОГРАФИИ
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ БЕЛКОВ

В последние годы адсорбционные хроматографические методы полу-
чили очень широкое распространение в препаративной биохимии и,
в частности, для очистки и выделения самых различных ферментативных
белков.
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В настоящее время редкая работа по фракционированию ферментов
не обходится без применения хроматографии. Часто хроматографическая
процедура является основным методическим приемом, обеспечивающим
успех всей работы по выделению ферментативных белков.

Не ставя своей задачей полностью охватить всю литературу по при-
менению фосфат-кальциевых сорбентов для хроматографии ферментов,
мы ограничимся в основном работами только последнего десятилетия.
Именно за последние десять лет особенно широко начали применять ме-
тоды адсорбционной хроматографии на колонках в работах с фермента-
тивными белками. Так, сравнительно недавно французские авторы
опубликовали работы по выделению, очистке и изучению липазы подже-
лудочной железы свиньи26·27. В этих работах использованы хроматогра-
фические колонки с различными адсорбентами: трехзамещенным фос-
фатом кальция, брушитом, гидроксилапатитом, а также колонки с ионо-
обменной целлюлозой. При хроматографии на фосфат-кальциевых сор-
бентах на хроматограмме элюированного фермента имеется один пик,
независимо от способа элюирования; на ионообменной целлюлозе было
получено несколько активных фракций фермента. Появление мультиком-
понентности у липазы при хроматографии ее на ионообменной целлю-
1озе авторы принимают за артефакт 27. Эти работы методически интерес-
ны тем, что здесь использованы различные адсорбенты для хроматогра-
фии одного и того же объекта и, по-видимому, фосфат кальция для ли-
пазы поджелудочной железы имеет определенное преимущество перед
ионообменной целлюлозой.

Холинэстераза из сыворотки крови человека была получена при по-
мощи хроматографии на гидроксилапатите 28. В этой работе для хрома-
тографии фермента применялась также и ионообменная смола даузкс-2,
причем гидроксилапатит показал значительное преимущество перед
ионообменными смолами. Из ферментов, расщепляющих эфирные свя-
зи, хроматографии на фосфат-кальциевых гелях подвергались ферменты,
гидролизующие эфиры фосфорной кислоты: фосформоноэстераза из
красных кровяных телец человека 29, а также щелочная фосфатаза из
почек свиньи 30. В последнем случае при хроматографии получено не-
сколько фракций, обладающих ферментативной активностью. Вопрос об
их природе остается открытым. Эстераза из печени свиньи при помощи
колонок с гидроксилапатитом была отделена от балластных белков и по-
лучена в очищенном состоянии31. Поведение очищенной эстеразы печени
на колонках с гидроксилапатитом показало, что фермент может быть
разделен на 2—3 фракции, обладающие близкой удельной актив-
ностью 32. Анализ этих фракций показал, что их появление обусловли-
вается не различиями в их первичной структуре, а, по-видимому, частич-
ной ассоциацией молекул этого фермента 3 2 · 3 3 . Этот пример, в частности,
показывает, как важно проводить, по возможности, всестороннюю оцен-
ку продуктов хроматографического опыта. Хром-атографии на фосфат-
кальциевых гелях подвергались и другие ферменты — амилаза из пше-
ничной муки34, фенолаза35, где было получено несколько фракций,
обладающих крезолазной активностью. Наличие нескольких активных
фракций было показано у никотинамидазы 3 6 при хроматографии на гид-
роксилапатите. В этой работе была проведена оценка полученных фрак-
ций как в ультрацентрифуге, так и рехроматографией. Авторы приходят
к выводу, что существование таких фракций является не чем иным, как
артефактом, возникающим вследствие автолиза на первых стадиях
выделения фермента. Из группы ферментов, осуществляющих реакции
переноса — трансфераз, были подвергнуты хроматографии на фосфат-
кальциевых сорбентах различные дегидрогеназы 37~45. Из ферментов,
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относящихся к оксидазам, хроматография на фосфат-кальциевых гелях
была успешно использована для выделения моноаминоксидазы крови
крупного рогатого скота 46. В этом случае получено несколько активных
фракций фермента с близкой удельной активностью. Другой фермент
этой группы — аминоксидаза крови крупного рогатого скота — также
недавно была хроматографирована на колонке с гидроксилапатитом 4 7.
В этой работе была применена комбинация колоночных методов с раз-
личными адсорбентами — с фосфатом кальция и с ионообменной целлю-
лозой. Отмечено преимущество гидроксилапатита перед целлюлозой
в отношении этого фермента.

Из группы трансаминаз ферментов, переносящих аминогруппы на
фосфат-кальциевых гелях, были подвергнуты хроматографии тирозин —
кетоглутарат — трансаминоза 4 8 и аланин — глютамат — трансаминаза 49.
В обоих случаях было обнаружено существование нескольких активных
фракций фермента, различающихся хроматографически.

Дальнейшее исследование и оценка полученных фракций авторами,
к сожалению, не проводились. Хроматографии на фосфат-кальциевых
гелях подвергались также ферменты: бактериальная полинуклеотид-
фосфорилаза50, транскетолаза печени свиньи51, трансфераза печени
кролика 5 2 и другие. Интересна попытка применения хроматографии на
колонке с гидроксилапатитом к разделению ферментов мозга 5 3. Было
достигнуто некоторое разделение ферментативных пиков, хотя более
полное разделение последних может быть достигнуто, по-видимому, пу-
тем повторной хроматографии. Эта работа интересна тем, что является
первой попыткой применить хроматографию на фосфате кальция к вы-
делению и фракционированию ферментов из мозговой ткани.

Из приведенных выше работ видно, что при хроматографии фермен-
тов на фосфат-кальциевых колонках часто отмечается наличие несколь-
ких фракций, обладающих одинаковой ферментативной активностью.
Такое же явление наблюдается, как известно, и при хроматографии фер-
ментов на ионообменной целлюлозе7. Вопрос о хроматографической
гетерогенности ферментативных белков при элюировании их из колонок
безусловно заслуживает внимания. Следует сказать, что результаты хро-
матографических опытов на колонках далеко не всегда поддаются одно-
значному истолкованию, часто причина появления хроматографически
различных, но одинаковых по активности фракций фермента остается
неясной.

Работы последних лет в области колоночной хроматографии биопо-
лимеров показали, что помимо трудностей в интерпретации результатов
опытов, вызываемых самой техникой элюирования (подробнее см. раз-
дел III), существует еще ряд других факторов, независимых от метода
элюирования, которые затрудняют однозначное объяснение опытных
данных. При хроматографии они могут быть причиной появления ряда
белковых фракций, обладающих одинаковой ферментативной (или
иной) активностью.

Ниже приводятся примеры подобных случаев и дается оценка причин,
вызывающих появление мультикомпонентности белковых полимеров при
хроматографии последних на колонках с фосфатом кальция. Так, при
хроматографии на гидроксилапатите фикоцианина и фикоэритрина воз-
можно появление хроматографически различных фракций у этих белков,
вызываемых эффектами ассоциации — диссоциации10.

В другом случае на примере рибонуклеазы из поджелудочной железы
свиньи54 появление хроматографической гетерогенности у фермента
обусловливалось отщеплением связанных с белком полианионов.

Изменения вторичной, третичной или четвертичной структуры белка,
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вызываемые различными причинами, также могут быть факторами, обус-
ловливающими мультикомпонентность хроматографируемого белка 2 3 · 5 5 .

В других случаях мультикомпонентность может быть вызвана различ-
ной степенью свежести испытуемого препарата 56. Иногда на характер
хроматографической кривой может влиять спонтанный гидролиз хрома-
тографируемого белкового препарата 57. Различие в количестве фосфат-
ных групп у хроматографируемого белка, по-видимому, также может
быть причиной появления разных компонентов при элюировании с фос-
фат-кальциевых колонок17. Наконец, существование отдельных актив-
ных форм одного и того же белка может соответствовать его истинному
состоянию. В последнее время это было показано в ряде работ при хро-
матографии различных белков на различных адсорбентах4 8·5 8"6 0.

Таким образом, из приведенного выше материала видно, какие раз-
нообразные причины могут приводить к появлению мультикомпонентно-
сти у одного и того же белка при хроматографии на колонках. Во всех
таких случаях для оценки полученных результатов желательно прово-
дить специальное исследование мультифракции белка различными неза-
висимыми методами. Эти дополнительные данные позволят установить
в каждом отдельном случае причины мультикомпонентности хроматогра-
фируемых белков. По-видимому, необходимо признать наличие ряда
факторов, вызывающих появление указанной гетерогенности у белковых
полимеров при хроматографии их на колонках.

V. ХРОМАТОГРАФИЯ НА ФОСФАТЕ КАЛЬЦИЯ БЕЛКОВ
СЫВОРОТКИ И НЕКОТОРЫХ ДРУГИХ БЕЛКОВ

За последние годы отмечается значительное увеличение числа работ
по хроматографии белков плазмы и сыворотки с применением фосфат-
кальциевых гелей.

Хроматографию белков нормальной сыворотки человека на колонках
с гидроксилапатитом подробно изучал Жертен 3. Наблюдалась опреде-
ленная последовательность выхода белковых компонентов из колонки.
Интересно сопоставить поведение белков сыворотки на колонках с гид-
роксилапатитом с поведением этих же белков при хроматографии на

ионообменной целлюлозе.
ТАБЛИЦА ι β работе Собер и сотрудни-

ков 61 показано, как распре-
деляются .компоненты сыво-
ротки человека при хрома-
тографии на ДЭАЭ-целлю-
лозе.

Табл. 1 дает представле-
ние о поведении белков сы-
воротки при хроматографии
последних на гидроксил-
апатите и на колонках с
ДЭАЭ-целлюлозой.

Из табл. 1 видно, что последовательность выхода белков сыворотки из
колонок с гидроксилапатитом и с ДЭАЭ-целлюлозой различна. Если при
элюировании с гидроксилапатита первыми появляются αι-глобулин и
альбумин, а последними выходят γ- и β-глобулины, то на колонках с
ДЭАЭ-целлюлозой, наоборот, первыми выходят γ-глобулин и β-глобулин
А последними альбумин и «г-глобулин. При элюировании из колонок с
ионообменной целлюлозой белки, обладающие более высокими изоточ-
ками, выходят раньше, чем белки, имеющие меньшие изоэлектрические

Адсорбент

Гидроксилапа-
тит

Д ВАЗ-целлюло-
за

Компоненты белков сыворотки, элю-
ируемыг из колонки

1

γ * *

2

ΑΙ***

3

α 2**

а,**

4

Λ . * *

ΑΙ***

5*

β**

α2**

* Цифры обозначают последовательность выхода белков
из колонки.

** Глобулин.
*** Альбумин.
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ТАБЛИЦА 2*

точки, тогда как при злюировании с гидроксилапатита такой зависи-
мости от изоэлектрических точек белков не наблюдается.

Из сказанного выше следует, что фосфат-кальциевые гели и ионооб-
менники на целлюлозной основе разделяют белки на основании различ-
ных принципов, характер хроматографии белков на них разный и эти
группы сорбентов не могут заменять одна другую 3.

Поведение отдельных белковых компонентов сыворотки при хромато-
графии последних на фосфат-кальциевых колонках изучалось в ряде
работ. Хроматографии подвергались альбумины сыворотки человека 3 · 3 4 ,
быка 1 0 · 6 2 · 6 3 , лошади 17.

Приводим сводную таблицу (табл. 2) по хроматографии альбуми-
нов сыворотки, полученных из различных источников на колонках с гид-
роксилапатитом.

Из табл. 2 видно, что альбумины различного происхождения при хро-
матографии на гидроксилапатите дают три компонента, элюирующихся
из колонок всегда при определенных концентрациях фосфатного буфера.
Некоторое различие в процентном соотношении вымываемых компонен-
тов, по-видимому, можно объяснить
как различной степенью чистоты ис-
ходных препаратов альбуминов, так
и различием в методике получения
гидроксилапатитов у разных ав-
торов.

Интересно, что хроматография
альбумина сыворотки человека на
ионообменной целлюлозе61 также
дает не менее трех различных ком-
понентов. Вместе с тем до настояще-
го времени нет полной ясности в во-
просе о том, какова же причина,
обусловливающая появление хро-
матографической гетерогенности у
альбумина сыворотки.

Отдельные авторы изучали поведение на фосфат-кальциевых колон-
ках также и других белков сыворотки: α-глобулина 3 · 6 5 , β-глобулина 3 и
γ-глобулина3·10. γ-Глобулин при хроматографии на колонках с гидро-
ксилапатитом обычно давал 3 компонента, реальное существование ко-
торых было подтверждено рехроматографией 10. При помощи колонок с
гидроксилапатитом был отделен электрофоретически быстрый компонент
γ-глобулина от компонента, обладающего меньшей подвижностью3.
Предложена схема выделения γ-глобулина непосредственно из сыворот-
ки при помощи колонок с гидроксилапатитом 3 · 6 4 .

Ряд работ посвящен хроматографии церулоплазмина на фосфат-
кальциевых колонках 3 · 6 6" 6 8. Показана хроматографическая гетероген-
ность этого белка68. В нескольких работах изучали поведение на колон-
ках с фосфатом кальция фибриногена из плазмы человека 69· 7 0. Инте-
ресно, что хроматография фибриногена при комнатной температуре
оказалась предпочтительнее, чем при + 4 ° 6 9 .

Таким образом, к настоящему времени поведение белков как цельной
сыворотки, так и ее отдельных компонентов, было довольно подробно
изучено на фосфат-кальциевых колонках и была показана гетерогенность
ряда компонентов.

Помимо белков сыворотки, хроматография на фосфат-кальциевых
колонках с успехом была применена и к другим белкам— к таким, как
альбумин молока 71, яичный альбумин 1 0 · 1 7 , белки молока 72>73, белки
яиц7 4, белки слюны75, белки сои 7 6 · 7 7 . Фосфат-кальциевые гели были

Альбумин из
сыворотки

Быка
»
»

Лошади
Человека

»

Молярность фосфатного
буфера, применяемого

для элюирования, Μ

0,07

50
50
67
67
50
62

о.п

30
37
25
21
30
28

0,40

20
13
8

12
20
10

ССЫЛКЕ
на ли-
терату-

РУ

10
62
63
17

3
34

* Цифры обозначают
руемый из колонок

процент белка, элюи-
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использованы также для хроматографии кислых мукополисахаридов
(гиалуроновая кислота и хондроитин сульфат7 8).

Найдено, что только фосфат кальция, осаждаемый при определенных
условиях, при рН 9,2 может удовлетворительно сорбировать кислые 4

мукополисахариды, тогда как гидроксилапатит, полученный по Тизелиу-
су 10, сорбирует эти белки весьма слабо. Это еще раз показывает боль-
шое значение стандартизации методов получения фосфат-кальциевых
сорбентов и возможность варьирования свойств последних.

Наконец, ряд работ был посвящен использованию фосфат-кальцие-
вых гелей для хроматографии гормонов: инсулина79, лактогенного гор-
мона из гипофизы овцы80, а также лютеинизирующего гормона из гипо-
физа8 1, фолликулстимулирующего гормона из гипофиза свиньи82, гор-
мона, который стимулирует образование эритроцитов плазмы овцы83.

Эти работы показывают возможность успешного разделения и выде-
ления различных гормональных белков при помощи фосфат-кальциевых
колонок. При этом для инсулина 7 9 и для лютеинизирующего гормона из
гипофиза овцы8 1 хроматография показала наличие нескольких фрак-
ций, обладающих гормональной активностью. Хроматография на фосфа-
те кальция была использована также и для выделения и очистки некото-
рых белковых токсинов 8 4 · 8 5 .

VI. ХРОМАТОГРАФИЯ НА ФОСФАТ-КАЛЬЦИЕВЫХ ГЕЛЯХ
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ВИРУСОВ

Фосфат-кальциевые гели для хроматографии нуклеиновых кислот на-
чали применять сравнительно недавно. В этой области одна из первых —
работа Семенца 86, который использовал гидроксилапатит для хромато-
графии ДНК из тимуса теленка. Интересно, что ДНК сорбируется на
гидроксилапатите значительно сильнее, чем обычные белки. Хроматогра- .
фию ДНК из тимуса теленка на фосфат-кальциевых колонках проводили ч.
также и другие авторы 87.

Показано 86, что ДНК, элюируемая из колонки, выходит одним ост-
рым пиком в противоположность результатам, получаемым, например,
на эктеол-целлюлозе 88, где была показана значительная гетерогенность

днк.
По современным представлениям, ДНК клеток обладают очень боль-

шими молекулярными весами и, по-видимому, не делятся на субъедини-
цы, а образуют непрерывные полинуклеотидные цепи89. При хромато-
графии таких образований, конечно, возникает реальная опасность фраг-
ментации и дезагрегации молекул ДНК- Не исключено, что значительная
гетерогенность у ДНК одного сорта, получаемая при хроматографии на
эктеол-целлюлозе, связана именно с разрушением единой молекулы
ДНК 9 0 . В этом отношении фосфат-кальциевые гели, по-видимому, имеют
преимущество, так как при хроматографии на последних обычно полу-
чается только один (максимум 2—3) пик для ДНК 8 7 . Фосфат-кальцие-
вые гели применяли для хроматографии ДНК также и в работах 1 8 · 9 1 .

Недавно было показано, что при помощи хроматографии на фосфат-
кальциевых колонках можно успешно разделить смеси ДНК и РНК 9 2 · 9 3 ·
В одной из работ оказалось возможным разделить смесь ДНК из тимуса
теленка и РНК из вируса табачной мозаики 9 2 при помощи одной опера-
ции на колонке с фосфатом кальция.

В другой работе9 3 было достигнуто хорошее разделение смесей ДНК
и РНК, выделенных из бактерий Salmonella Typhimurium. При этом для »
РНК получаются два пика, а для ДНК один пик при выходе из колонки. |
Эти работы показывают большое значение хроматографических методов
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разделения с использованием фосфат-кальциевых колонок для разделе-
ния таких сложных биологических смесей, как смеси нуклеиновых кис-
лот. При этом достигается достаточно хорошее разделение нуклеиновых
кислот.

Заслуживает внимания работа по хроматографии дезоксирибонуклео-
тидов, выделенных из селезенки нормальных мышей и мышей, предва-
рительно подвергавшихся облучению 94, в которой показано существен-
ное различие в профилях элюирования дезоксирибонуклеопротеидов у
облученных и нормальных животных. Эта работа указывает на новые
возможности применения фосфат-кальциевых колонок, на способность
отражать структурные изменения между нормальными и патологически-
ми дезоксирибонуклеопротеидами клеток. Помимо ДНК, хроматографии
на фосфат-кальциевых колонках подвергались также и РНК, выделен-
ные из различных источников, высокомолекулярная РНК из клеток
асцитной опухоли Эрлиха 95, РНК из печени кроликов 9б, растворимые
РНК из печени крыс 9 7 и из микробных телец Escherichia Coli 9 8.

В последней работе9 8 при помощи хроматографии на колонках с гид-
роксилапатитом одной операцией были разделены растворимые РНК,
специфичные для аминокислот валина и фенилаланина. Развитие работ
в этом направлении представляет определенный интерес для получения
различных типов растворимых РНК, специфичных для отдельных амино-
кислот.

Заслуживают внимания появившиеся недавно работы по хроматогра-
фии вирусных РНК на фосфат-кальциевых гелях. Инфекционной РНК,
полученной из асцитных опухолевых клеток Кребса, инфицированных
вирусом энцефаломиокардита " , вирусной РНК, выделенной из вируса
ящура 10°, РНК из вируса табачной мозаики 92· 101. В некоторых из этих
работ99· 10° РНК элюировалась из колонки несколькими пиками. Следует,
однако, отметить, что фосфат-кальциевые гели по-ка еще сравнительно
мало используются для выделения и характеристики нуклеиновых кис-
лот; между тем эти сорбенты весьма эффективны для хроматографиче-
ского изучения как РНК, так и ДНК, полученных из самых различных
источников.

Применение адсорбционных колоночных методов для хроматографии
вирусов было успешно осуществлено только за последние годы. Хрома-
тографии на фосфат-кальциевых колонках подвергались вирусы грип-
п а 102, юз; герпеса 104, энцефаломиокардита 105, энцефалита 106· 107, арбор-
вирусы 108, аденовирусы 109, вирус кори и о , а также вирусы растений 101· ш .
Применение колоночных хроматографических методов к таким макро-
молекулам, как молекулы вирусов, обладающих очень большим молеку-
лярным весом и сложной структурой, представляло значительные труд-
ности, однако были найдены методические приемы и подходящие адсор-
бенты, позволяющие выделять вирусные нуклеопротеиды из сложной
смеси веществ при помощи хроматографии на колонках.

Эксперименты с отдельными вирусами 10° показали, что для хромато-
графии имеет значение, на какой среде выращивался испытуемый вирус.
Например, хроматографический характер вируса герпеса менялся в за-
висимости от того, выращивался ли вирус в культуре клеток или в поло-
сти куриного эмбриона. Имела значение также и предварительная обра-
ботка испытуемого материала версеном 10°.

Интересна работа с арборвирусами 108, где было показано, что хро-
матография на фосфат-кальциевых колонках может быть удобным и
простым средством получения стабильных гемаглютининовых и компле-
мснт-связывающих антигенов как для диагностики этих вирусов, так и
для детального изучения их физико-химических свойств.
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Для аденовирусов, например, хроматография на фосфат-кальциевых
гелях может быть использована для быстрого типирования этих вирусов
при помощи типо-специфических сывороток 109 и для выделения трех ^ ;
различных компонентов аденовирусов, дающих реакцию связывания / \
комплемента 109. Последнее было показано также и при хроматографии ]
аденовирусов на ДЭАЭ-целлюлозе 112. i

Наконец, в заключение можно указать еще на хроматографию коли- :

фагов на колонках с фосфатом кальция п з . Интересно, что способность
фосфат-кальциевых гелей к адсорбции вирусных нуклеопротеидов вы-
ражена значительно сильнее, чем в отношении бактериальных фагов п з .

VII. ДАЛЬНЕЙШЕЕ РАЗВИТИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ ФОСФАТ-КАЛЬЦИЕВОЙ
ХРОМАТОГРАФИИ БИОПОЛИМЕРОВ

В последние годы опубликованы работы, показывающие новые воз-
можности использования фосфат-кальциевых гелей в хроматографии ;

биополимеров. В некоторых из этих работ 10· " · ш показано, что хромато- !
графия на фосфат-кальциевых колонках может, по-видимому, дифферен- !
цировать молекулы биополимеров также и в зависимости от их молеку- !
лярного веса. Небольшие по размерам белковые молекулы требуют для ;
элюирования из колонки более низкой концентрации фосфатного буфер- \
ного раствора, сравнительно с молекулами, обладающими большими \
молекулярными весами. Таким образом, хроматография на фосфат-каль-
циевых колонках может быть использована как прием для приблизитель-
ной оценки молекулярных размеров и веса хроматографируемых белко-
вых веществ.

Интересное применение фосфат-кальциевых сорбентов было найдено
в работах1 0·2 2. В этих работах отмечалось, что хроматография на фос-
фат-кальциевых колонках может быть с успехом использована для выяв- 1
ления и наблюдения феномена ассоциации — диссоциации белковых по-
лимеров, в тех случаях, когда эти процессы происходят в той же (или '
близкой) области рН, при которой проводится и хроматографический
процесс.

В совершенно другой области явлений фосфат-кальциевые сорбенты
использованы в работах 115· И 6 . Эти работы показывают, что хроматогра-
фия на фосфате кальция может быть применена для наблюдения за
изменением белковых компонентов в сыворотке крови при некоторых за-
болеваниях организма. Так, в зависимости от наличия в крови больного
различных фракций белка — церулоплазмина изменяется хроматографи-
ческая кривая 115, показывая различную степень патологического про-
цесса. По-видимому, хроматография на колонках с фосфатом кальция
является достаточно чувствительным и гибким методом исследования и,
вероятно, может быть широко использована для выявления различных
патологических сдвигов в белках крови при некоторых заболеваниях.

Очень интересное применение нашли фосфат-кальциевые гели при
исследовании серологических реакций 1 1 7 · 1 1 8. В этих работах показана
возможность изучения взаимодействия антигена с антителом непосред-
ственно на колонках. Наконец, в последнее время указано на новое свой-
ство фосфат-кальциевых гелей, на их способность адсорбировать из ок- •
ружающей среды некоторые элементы 119, а также ионы тяжелых метал-
лов 120.

Недавно открыта интересная особенность фосфат-кальциевых гелей .,
по переносу кальциевых фосфатных остатков нуклеозидов на поверх- [ ;
ность этих гелей 121. Этот процесс трансфосфорилирования может идти
при широких диапазонах температуры и рН. По-видимому, он имеет
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определенное значение и в процессе хроматографии соединений, содер-
жащих свободные фосфатные группы, которые могут участвовать в этой
реакции.

Из приведенного обзора по хроматографии биополимеров на фосфат-
кальциевых гелях видно, в каких различных областях исследования мо-
гут быть использованы колонки с фосфат-кальциевыми гелями. Жела-
тельно дальнейшее изучение свойств этих гелей, расширение области их
применения, а также выяснение деталей механизма хроматографии био-
полимеров па фосфат-кальциевых колонках.
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