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А ННОТА Ц И Я
Поджелудочная железа (ПЖ) свиней содержит множество ферментов, структурных, регуляторных, секреторных, ре‑
цепторных и других биологически активных веществ, обеспечивающих как функционирование органа, так и его био‑
логическую роль в организме. Целью настоящей работы было изучение влияния изменения pH в 0,9%-м растворе хло‑
рида натрия, использующегося в качестве экстрагента, на эффективность извлечения биологически активных веществ 
белковой природы из поджелудочной железы свиней. Экстракцию проводили 0,9% NaCl, 0,9% NaCl pH ≤ 4 и 0,9% NaCl, 
pH=8,5 со скоростью перемешивания 400 об/мин в течение 150 мин при 4 ºС, соотношение ПЖ: экстрагент 1:5, супер‑
натант отделяли центрифугированием. Концентрация белка была измерена биуретовой реакцией на полуавтомати‑
ческом биохимическом анализаторе Biochem SA. Протеомный состав экстрактов и нативной поджелудочной железы 
оценивали методом одномерного электрофореза по Лэммли в 10% полиакриламидном геле в камере VE-10. Полные 
цифровые изображения электрофореграмм получали с помощью сканера Bio-5000 Plus, затем их редактировали в гра‑
фическом редакторе и анализировали с помощью программного обеспечения ImageJ. При определении интенсивности 
белковых фракций отмечалось, что применение 0,9% NaCl способствовало большему выходу в экстрагент белков с мо‑
лекулярными массами (Мм) 200 кДа, 150 кДа, 69 кДа, 52 кДа и 33 кДа, смещение рН в кислую область стимулировало 
выход фракций с молекулярными массами 130 кДа, 50 кДа, 49 кДа, 45 кДа, 40 кДа, 30 кДа и 27 кДа, а в щелочную — толь‑
ко 47 кДа и 42 кДа. Большинство протеолитических ферментов ПЖ имеет молекулярную массу в диапазоне 34–23 кДа, 
за исключением незрелой формы карбоксипептидаз с Мм 45–47 кДа, на полученных электрофореграммах наибольшая 
интенсивность белковых полос выражена в области с Мм менее 33 кДа. Также отмечалось присутствие интенсивных 
белковых фракций в области молекулярных масс менее 50–52 кДа и 40 кДа, что может соответствовать таким энзимам, 
как панкреатическая липаза и фосфолипаза А2, и наличие белковых фракций с Мм выше 130 кДа, соответствующих 
различным типам и изоформам коллагена и ламинина. Кроме того, такие процессы, как белковая агрегация и протео‑
лиз также могут оказывать влияние на молекулярно-массовое распределение белковых фракций.
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A BST R ACT
The porcine pancreas contains various enzymes, structural, regulatory, secretory, receptor and other biologically active sub‑
stances that ensure both the functioning of the organ and its biological role in the organism. The aim of this work was to study 
the influence of pH changes in 0.9% sodium chloride solution used as an extractant on the efficiency of bioactive protein isola‑
tion from the porcine pancreas. The extraction was carried out with the 0.9% NaCl, 0.9% NaCl pH=4 and 0.9% NaCl pH= 8.5 
with a stirring speed of 400 rpm for 150 min at 4 ºC; the ratio of pancreas: extractant was 1:5, the supernatant was separated by 
centrifugation. The protein concentration was measured by a biuret reaction on a semi-automatic biochemical analyzer Biochem 
SA. The proteomic composition of extracts and native pancreas was evaluated by 10% SDS-PAGE according to Laemmli method 
in the “VE10” chamber. Digital images of electrophoregrams were obtained using a Bio-5000 Plus scanner, edited in a graphic 
editor and analyzed using ImageJ software. When determining the intensity of protein fractions, it was noted that the use of 
0.9% NaCl contributed to a greater yield of proteins with molecular weights of 200 kDa, 150 kDa, 69 kDa, 52 kDa and 33 kDa into 
the extractant; a pH shift to the acidic area stimulated the yield of fractions with molecular weights of 130 kDa, 50 kDa, 49 kDa, 
45 kDa, 40 kDa, 30 kDa and 27kDa, and a pH shift to the alkaline area — only 47 kDa and 42 kDa. Most pancreas proteolytic en‑
zymes have a molecular weight in a range of 34–23kDa, excepting the immature form of carboxypeptidases with MW 45–47kDa. 
The greatest intensity of protein bands was observed in the region with MW less than 33kDa on the obtained electrophoregrams. 
The presence of intense protein fractions in the region of molecular weights of less than 50–52kDa and 40kDa was also noted, 
which may correspond to enzymes such as pancreatic lipase and phospholipase A2, and the presence of protein fractions with 
MW above 130 kDa corresponding to various types and isoforms of collagen and laminin. In addition, such processes as protein 
aggregation and proteolysis can also influence the molecular weight distribution of protein fractions.
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1. Введение
Поджелудочная железа (ПЖ)  — сложный орган, состоящий из 

дифференцированных клеток и  внеклеточного матрикса, орга‑
низованных надлежащим образом для обеспечения ее эндокрин‑
ных и экзокринных функций [1]. Эндокринный отдел организован 
в структуры, известные как островки Лангерганса. Они состоят из 
пяти типов клеток, продуцирующих такие гормоны, как инсулин, 
глюкагон, грелин, соматостатин и др. [2]. Экзокринная ПЖ является 
источником ферментов, необходимых для процесса пищеварения 
[3], включая протеолитические (трипсин и  химотрипсин, которые 
секретируются в виде проферментов: трипсиногена, химотрипси‑
ногена, карбоксипептидаза и  эластаза), липолитические (липаза, 
фосфолипаза и  эстераза), гликолитические (лактаза и  амилаза) 
и  нуклеолитические (рибонуклеаза и дезоксирибонуклеаза) энзи‑
мы [4,5]. Кроме того, ПЖ содержит множество структурных, регуля‑
торных, секреторных, рецепторных и др. белков, обеспечивающих 
как функционирование органа, так и его биологическую роль в ор‑
ганизме.

Поджелудочные железы (ПЖ) свиней ранее активно использо‑
вались в  больших количествах с  целью получения инсулина для 
пациентов с сахарным диабетом [6], однако сокращение объема пе‑
реработки скота после 1990-х годов [7], а также внедрение техноло‑
гий рекомбинантной ДНК [8] привели к резкому снижению объемов 
переработки этого животного сырья. В  настоящий момент проте‑
омный профиль ПЖ свиней продолжает изучаться [9], а некоторые 
пищевые ферменты по-прежнему получают из ПЖ свиней [10,11,12]. 
Интересно, что компоненты ПЖ, в  частности децеллюляризован‑
ный внеклеточный матрикс поджелудочной железы, полученный 
из поджелудочной железы крысы, могут способствовать развитию 
ткани поджелудочной железы человека. В связи с этим протеом де‑
целлюляризованной поджелудочной железы свиней разного возра‑
ста и пола был также изучен с целью идентификации биоактивных 
молекул, играющих ключевую роль в  создании тканеспецифичных 
сигналов для инженерии тканей in vitro [13].

В  Российской Федерации коэффициент переработки поджелу‑
дочной железы свиней, несмотря на высокое содержание в ней цен‑
ных биоактивных веществ, довольно низкий, и  важными остаются 
вопросы разработки простых технологических решений для извле‑
чения белковых веществ из тканевого матрикса, что соответствует 
принципам циркулярной экономики. Экстракция на водной основе 
остается самым бюджетным методом, при котором наиболее важ‑
ным является знание значения изоэлектрической точки (pI) целе‑
вых белков [14]. При смещении рН в щелочную или кислую область 
белки приобретают отрицательный или положительный заряд. Это 
приводит к электростатическому отталкиванию между молекулами 
и  гидратации заряженных остатков, что способствует повышению 
растворимости белков [14,15]. Более того, соли также могут стабили‑
зировать белковые молекулы [14,16]. К примеру, космотропные соли, 
такие как NaCl, действуют как стабилизатор белка и образуют поляр‑
ную структуру воды [14,17].

Целью настоящей работы было изучение влияния изменения pH 
в 0,9%-м растворе хлорида натрия, использующегося в качестве экс‑
трагента, на эффективность извлечения биологически активных ве‑
ществ белковой природы из поджелудочной железы свиней.

2. Объекты и методы
Поджелудочная железа свиней была отобрана на ООО «Пушкин‑

ский мясной двор», Московская область, г. Пушкино. Животное сы‑
рье очищали от соединительных тканей, замораживали при минус 
18 °C, затем в  замороженном виде измельчали и  замораживали до 
дальнейшего проведения экстракции. Измельченную поджелудоч‑
ную железу (ПЖ) размораживали при температуре 4 °C и смешивали 
с  экстрагентом в  соотношении 1:5. Экстракцию проводили в лабо‑
раторной диспергирующей установке (ЛДУ, «Лаботекс», Россия) со 
скоростью перемешивания 400 об/мин; время экстрагирования со‑
ставляло 150 мин при 4 °C.

Было проведено 3 экстракции со следующими экстрагентами:
1) 0,9%-й раствор натрия хлорида (ООО «Гематек», Россия), (0,9% 

NaCl);
2) 0,9%-й раствор NaCl (ООО «Гематек», Россия) с добавлением 1М 

уксусной кислоты (х. ч., «Компонент-Реактив», Россия) до дости‑
жения в растворе значения рН 4,0;

3) 0,9%-й раствор натрия хлорида (ООО «Гематек», Россия) с добав‑
лением 1М гидроксида натрия (PanReac AppliChem, США) до до‑
стижения в растворе значения pH 8,5.
Значение pH экстрагентов регистрировали с  использованием 

pH-метра ST3100-F (OHAUS, США).

По завершении процесса экстракции супернатант отделяли цент‑
рифугированием в течение 5 минут со скоростью 3 500 об/мин (ELMI 
CM-6M, Латвия). В  каждом образце была измерена концентрация 
белка путем проведения биуретовой реакции на полуавтоматиче‑
ском биохимическом анализаторе Biochem SA (HTI, США) с исполь‑
зованием коммерческого реактива «Общий белок» (HTI, США). Изме‑
рения выполнялись в трех повторностях.

Протеомный состав экстрактов и нативной поджелудочной железы 
оценивали методом одномерного электрофореза по Лэммли. Пробо‑
подготовку образцов осуществляли следующим образом: 100  мкл / 
100 мг образца смешивали с 1000 мкл лизирующего раствора (9 М мо‑
чевина (PanReac, Германия), 5% β-меркаптоэтанол (PanReac, Germany), 
2% тритон Х-100 (Helicon, Россия), 2% амфолины рH 3–10 (Serva, Гер‑
мания)). Полученный гомогенат осветляли центрифугированием 
при 14 000 об/мин в течение 20 минут. Затем супернатант отделяли 
и добавляли к нему в соотношении 1:1 белковый буфер. Для приго‑
товления белкового буфера в  пробирки типа «эппендорф» вносили 
следующие компоненты: 1 мл 10%-го додецилсульфата натрия (SDS, 
Panreac, Испания), 250 мкл концентрированного β-меркаптоэтанола 
(PanReac, Germany), 625 мкл 0,5 М Трис-HCl (PanReac, Germany), 1,5 г 
мочевины (PanReac, Germany), бромфеноловый синий (Helicon, Рос‑
сия) для придания буферу темной окраски, после чего доливали воду 
до объема 5 мл. Смесь супернатанта с белковым буфером прогревали 
на кипящей водяной бане в течение 5 минут. Для проведения одно‑
мерного электрофореза использовали камеру VE-10 (Helicon, Россия) 
и заполняли ее 10%-м полиакриламидным гелем. Поверх него залива‑
ли 6%-й гель, сделав в нем лунки для внесения образцов. Исследуемые 
образцы вносили в количестве 15 мкл. В качестве буфера использова‑
ли раствор, содержащий 25 мМ трис-HCl (PanReac, Germany), 192 мМ 
глицина (PanReac, Germany) и 0,1% SDS (PanReac, Germany). Электро‑
форез осуществляли при следующих параметрах: первые 30 минут — 
60 В и далее при 120 В, пока фронт красителя (бромфеноловый синий 
(Helicon, Россия)) не достигнет нижнего края гелевых пластин. В ка‑
честве раствора стандартов применяли маркер, состоящий из пре‑
паратов  — стандартов молекулярных масс (Thermo Scientific, США). 
Окрашивание белков проводили в растворе следующего состава: 10% 
уксусной кислоты (Fisher scientific, United Kingdom), 25% изопропа‑
нола (PanReac, Germany), 0,05% кумасси G-250 (Helicon, Россия). Для 
удаления не связавшегося красителя использовали 10%-ю уксусную 
кислоту (Fisher scientific, United Kingdom). Окрашивание азотнокис‑
лым серебром (PanReac, Germany) осуществляли согласно методике 
[18]. Электрофореграммы были выполнены в трех повторностях. Для 
проведения компьютерной денситометрии применяли электрофоре‑
граммы, находившиеся во влажном состоянии. Их полные цифровые 
изображения получали с помощью сканера Bio-5000 Plus (Serva, Гер‑
мания) в режиме 600 ppi 2D-RGB. Полученные цифровые изображения 
редактировали в графическом редакторе и анализировали с помощью 
программного обеспечения ImageJ (National Institutes of Health, США).

Результаты рассчитывались с  использованием программы 
STATISTICA 10.0 и представлялись в виде «среднее значение ± стан‑
дартное отклонение». Статистическую достоверность определяли од‑
нопараметрическим ANOVA тестом с применением критерия Шеффе. 
Вероятность 0,05 была выбрана в качестве значимого уровня.

3. Результаты и обсуждение
Результаты определения концентрации белка в экстрактах, полу‑

ченных с использованием 0,9% натрия хлорида, а также с примене‑
нием 0,9% натрия хлорида с разными начальными значениями pH, 
представлены в Таблице 1.

Таблица 1. Результаты определения концентрации белка 
в экстрактах

Table 1. Results of determination of the protein concentration in the extracts

Экстрагент 0.9% NaCl 0.9% NaCl, 
pH = 4

0.9% NaCl, 
pH = 8,5

Концентрация белка 
в экстракте, г/л 24,41 ± 1,08 21,59 ± 1,66 22,69 ± 1,78

Статистически значимых изменений концентраций белка в экс‑
трактах с различными начальными значениями pH обнаружено не 
было, однако при использовании в качестве экстрагента 0,9%-го рас‑
твора хлорида натрия отмечалась наибольшая концентрация белка 
в  экстракте, которая превышала содержание белка в  экстракте со 
смещенным в кислую область значения pH на 15,1%. Молекулярно-
массовое распределение белкового состава полученных экстрактов 
оценивали посредством денситометрии одномерных электрофоре‑
грамм, представленных на Рисунке 1.
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Для дальнейшего анализа выбрано изображение электрофоре‑
граммы, окрашенной азотнокислым серебром. Обработка получен‑
ного изображения электрофореграмм с  помощью программного 
комплекса ImageJ представлена в виде графика (Рисунок 2), где ка‑
ждой белковой полосе на электрофореграмме соответствовал опре‑
деленный пик. Площади каждого пика были измерены и выражены 
в условных единицах. Результаты приведены в Таблице 2.

Во всех экстрактах присутствовали высокомолекулярные фрак‑
ции с  молекулярной массой (Мм) 200 кДа, 160 кДа и  140 кДа. Они 
отсутствовали в  нативной ПЖ, в  которой проявлялась фракция 
с Мм 170 кДа (площадь пика 683 ± 25 у. е.). Наибольшее присутствие 
фракции с Мм 200 кДа отмечалось в экстракте 0,9% NaCl и состави‑
ло 2180,8 ± 50,3 у. е., статистически достоверно превышая вариант со 
смещением значения рН в щелочную область на 14,4% (p ≤ 0,05). Зна‑
чения площадей пиков для белковых фракций с Мм 160 кДа и 140 кДа 
незначительно отличались между образцами. Фракция с Мм 150 кДа 
наблюдалась во всех образцах, однако интенсивнее всего она про‑
являлась в экстракте с 0,9%-м раствором NaCl (699,3 ± 29,3 у. е.). Это 
значение превышало величину ее интенсивности в ПЖ и в экстрак‑

тах с рН = 4 и pH ≤ 8,5 в 1,3 раза (p ≤ 0,05), 1,9 раза (p ≤ 0,05) и 1,8 раза 
(p ≤ 0,05) соответственно. Наименьшая интенсивность фракции 
150 кДа отмечалась в экстрактах со смещением рН в кислую и ще‑
лочную области (366,7 ± 7,5 и 397,3 ± 66,8 у. е.) и была ниже ее интен‑
сивности в ПЖ на 29,7% (p ≤ 0,05) и 23,8% (p ≤ 0,05) соответственно.

Белковая фракция в области молекулярных масс 130 кДа присут‑
ствовала во всех образцах и наиболее интенсивно проявлялась в на‑
тивной ПЖ (4310,0 ± 63,1 у. е.), превышая ее интенсивность во всех 
экстрактах в 1,8 раза (p ≤ 0,05), 1,3 раза (p ≤ 0,05) и 1,6 раза (p ≤ 0,05) 
соответственно. Наибольший выход этой белковой фракции на‑
блюдался при использовании варианта со смещением значения 
рН в  кислую область. Интенсивность фракции 130 кДа составила 

Рисунок 1. Одномерные электрофореграммы экстрактов 
и ткани поджелудочной железы

Figure 1. One-dimensional electrophoregrams of extracts and tissue 
of pancreas

Ст — стандарт молекулярных масс; 1 — нативная поджелудочная желе‑
за (ПЖ); 2 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором NaCl; 3 — экстракт ПЖ 
с 0,9%-м раствором NaCl (pH = 4); 4 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором 
NaCl (pH = 8,5)

Рисунок 2. График интенсивности белковых фракций
Figure 2. Graph of the intensity of protein fractions

Ст — стандарт молекулярных масс; 1 — нативная поджелудочная желе‑
за (ПЖ); 2 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором NaCl; 3 — экстракт ПЖ 
с 0,9%-м раствором NaCl (pH = 4); 4 — экстракт ПЖ с 0,9%-м раствором 
NaCl (pH = 8,5)

Таблица 2. Площади пиков, соответствующих мажорным белковым фракциям
Table 2. Peak areas corresponding to major protein fractions

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 200 170 160 150 140 130 95

ПЖ н/о 683,2 ± 25,4 н/о 521,3 ± 16,6a н/о 4310,0 ± 63,1a 1146,2 ± 28,4

0,9% NaCl 2180,8 ± 50,3a н/о 295,0 ± 49,1 699,3 ± 29,3b, c 259,4 ± 58,6 2433,1 ± 105,8b, c н/о

0,9% NaCl, pH = 4 2027,6 ± 75,0 н/о 264,1 ± 19,5 366,7 ± 7,5b, d 257,0 ± 23,3 3204,7 ± 97,3b, d н/о

0,9% NaCl, pH = 8,5 1906,3 ± 129,4b н/о 305,2 ± 32,4 397,3 ± 66,8b, d 369,5 ± 47,5 2660,7 ± 157,5b, с н/о

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 85 72 69 52 50 49 47

ПЖ 568,5 ± 44,2 500,9 ± 15,6 н/о 2644,3 ± 50,4a 1452,6 ± 34,4a 890,5 ± 32,3a 682,6 ± 7,7a

0,9% NaCl н/о н/о 3782,9 ± 23,3a 967,7 ± 76,9b 8724,9 ± 142,6b, c 4248,8 ± 56,2b, c 1190,5 ± 16,1b, c

0,9% NaCl, pH = 4 н/о н/о 732,9 ± 17,5b н/о 11582,6 ± 404,8b, d, e 4813,8 ± 234,4b, d 3492,1 ± 17,4b, d, e

0,9% NaCl, pH = 8,5 н/о н/о 804,2 ± 54,5b н/о 6035,1 ± 1075,9b, d, f 4202,3 ± 95,4b, c 5695,6 ± 146,8b, d, f

Площадь пиков, у. е.

Мм, кДа 45 44 42 40 33 30 27

ПЖ н/о 4332,5 ± 129,6 н/о 11641,1 ± 222,2a 14781,7 ± 394,8a 7976,0 ± 411,4a 4711,1 ± 202,2a

0,9% NaCl 1213,4 ± 10,4a н/о н/о 10397,6 ± 84,5b, c 16720,4 ± 309,2b, c 12119,8 ± 224,3b, c 11206,1 ± 188,6b, c

0,9% NaCl, pH = 4 1581,9 ± 49,6b, c н/о 794,8 ± 57,7a 10967,9 ± 124,5b, d 15935,2 ± 177,5b, d 16266,4 ± 111,9b, d, e 12203,1 ± 239,4b, d, e

0,9% NaCl, pH = 8,5 1405,5 ± 30,9b, d н/о 1619,8 ± 57,3b 10736,8 ± 177,9b 16520,2 ± 140,5b 14230,6 ± 62,8b, d, f 9986,1 ± 146,4b, d, f

Примечание: н/о — не обнаружено, * a-b, c-d, e-f — разные буквы обозначают статистически достоверные различия (p ≤ 0,05).
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3204,7 ± 97,3 у. е. и превышала величины вариантов с применением 
0,9% NaCl и со смещением рН в щелочную область на 31,7% (p ≤ 0,05) 
и  20,4% (p ≤ 0,05) соответственно. Белковые фракции с  Мм 95 кДа, 
85 кДа и 72 кДа проявлялись только в нативной поджелудочной же‑
лезе и отсутствовали в экстрактах, в то время как белковая фракция 
с Мм 69 кДа обнаруживалась только в экстрактах. С наибольшей ин‑
тенсивностью — в экстракте 0,9% NaCl (3782,9 ± 23,3 у. е.), что превы‑
шало ее интенсивность экстрактах с рН ≤ 4 и pH ≤ 8,5 в 5,2 раза (p ≤ 0,05) 
и 4,7 раза (p ≤ 0,05) соответственно. В нативной ПЖ четко проявля‑
лась фракция с Мм 52 кДа с интенсивностью 2644,3 ± 50,4 у. е., кото‑
рая присутствовала только в экстракте с 0,9% NaCl и отсутствовала 
в двух других экстрактах. Ее выход в  экстракт был в  2,7 раза ниже 
(p ≤ 0,05), чем детектировалось в ПЖ.

Наиболее ярко были выражены белковые полосы в  области Мм 
менее 50 кДа. Так, в нативной ПЖ присутствовали белковые фрак‑
ции с  Мм 50, 49 и  47 кДа, однако их выраженность в  экстрактах 
была существенно выше. Наибольшая интенсивность фракции с Мм 
50 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
и  составляла 11582,6 ± 404,8 у.  е. Это значение превышало величи‑
ну интенсивности данной фракции в ПЖ, в экстрактах с 0,9% NaCl 
и со смещением рН в щелочную область в 8,0 раз (p ≤ 0,05), в 1,3 раза 
(p ≤ 0,05) и в 1,9 раза (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность фрак‑
ции 50 кДа в экстракте с рН ≤ 8,5 составила 6035,1 ± 1075,9 у. е. и была 
ниже ее интенсивности в  других экстрактах на 30,8% (p ≤ 0,05) 
и  47,9% (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность фракции с  Мм 
49 кДа была выше в экстрактах в среднем в 4,7–5,4 раза (p ≤ 0,05) по 
сравнению с тканью ПЖ. Наибольшая интенсивность фракции с Мм 
49 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
(4813,8 ± 234,4 у. е.), превышая величину ее интенсивности в экстрак‑
тах с  0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область на 13,3% 
(p ≤ 0,05) и 14,6% (p ≤ 0,05) соответственно. Отмечается возрастающее 
проявление фракции (Мм 47 кДа) в ряду ПЖ < 0,9% NaCl < 0,9% NaCl, 
pH ≤ 4 < 0,9% NaCl, pH ≤ 8,5 (682,6 ± 7,7 < 1190,5 ± 16,1 < 3492,1 ± 17,4 < 
<  5695,66 ± 146,8). Так, наибольшая интенсивность фракции с  Мм 
47 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в щелочную об‑
ласть, превышая величину ее интенсивности в  ПЖ, в  экстрактах 
с 0,9% NaCl и со смещением рН в кислую область в 8,3 раза (p ≤ 0,05), 
4,8 раза (p ≤ 0,05) и 1,6 раза (p ≤ 0,05) соответственно. При этом интен‑
сивность фракции 47 кДа в экстракте с 0,9% NaCl была ниже ее ин‑
тенсивности в других экстрактах на 65,9% (p ≤ 0,05) и 78,7% (p ≤ 0,05) 
соответственно. Белковая фракция 44 кДа была представлена только 
в  нативном сырье, однако в  экстрактах проявлялись полосы бел‑
ков с  Мм 45 и  42 кДа. Наибольшая интенсивность фракции с  Мм 
45 кДа наблюдалась в экстракте со смещением рН в кислую область 
(1581,9 ± 49,6 у. е.), превышая величину ее интенсивности в экстрак‑
тах с  0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область на 30,4% 

(p ≤ 0,05) и  12,6% (p ≤ 0,05) соответственно. Белковая фракция с  Мм 
42 кДа детектировалась только в  экстрактах с  модифицированной 
величиной рН, причем в экстракте со смещением рН в щелочную об‑
ласть ее интенсивность составила 1619,8 ± 57,3 у. е., превышая вели‑
чину варианта с рН ≤ 4,5 в 2,0 раза (p ≤ 0,05).

Полосы на электрофореграммах в области Мм 40–27 кДа обнару‑
живались во всех образцах. Белковая фракция в области молекуляр‑
ных масс 40 кДа наиболее интенсивно проявлялась в нативной ПЖ 
(11641,1 ± 222,2 у. е.), превышая ее интенсивность во всех экстрактах 
12,0% (p ≤ 0,05), 6,1% (p ≤ 0,05) и 8,4% (p ≤ 0,05) соответственно. В отно‑
шении белковой фракции с Мм 33 кДа, напротив, наблюдалось уве‑
личение ее интенсивности в экстрактах. Наибольшей она была при 
использовании 0,9% NaCl и  со смещением рН в  щелочную область 
(16720,4 ± 309,2 у. е. и 16520,2 ± 140,5 у. е. соответственно), и превы‑
шала ее интенсивность в  нативной ПЖ на 13,1% (p ≤ 0,05) и  11,8% 
(p ≤ 0,05) соответственно. В целом, резких отличий в изменении ин‑
тенсивности фракций 40 и 33 кДа не отмечалось. Белковые полосы 
в области Мм 30 кДа в экстрактах проявлялись интенсивнее по срав‑
нению с нативным сырьем. Наибольшая интенсивность наблюдалась 
в экстракте со смещением рН в кислую область (16266,4 ± 111,9 у. е.), 
превышая величину ее интенсивности в  ПЖ, в  экстрактах с  0,9% 
NaCl и  со смещением рН в  щелочную область в  2,0 раза (p ≤ 0,05), 
на 34,0% (p ≤ 0,05) и  14,3% (p ≤ 0,05) соответственно. Интенсивность 
фракции 30  кДа в  экстракте с  использованием 0,9% NaCl состави‑
ла 12119,8 ± 224,3 у.  е. и  была ниже ее интенсивности в  экстрактах 
со смещением рН в кислую и щелочную области на 25,5% (p ≤ 0,05) 
и 14,4% (p ≤ 0,05) соответственно. Интересно заметить, что в натив‑
ном сырье присутствовали фракции 27 и 26 кДа с площадями пиков 
2763 ± 74 и 1948 ± 157 у. е. соответственно (в Таблице 2 представлена 
сумма 4711,1 ± 202,2 у.  е.), а  в  трех экстрактах они были представ‑
лены одной мажорной фракцией с  площадью 11206,1 ± 188,6, 
12203,1 ± 39,4 и 9986,1 ± 146,4 у. е. Ее интенсивность была выше в экс‑
трактах в среднем в 2,1–2,6 раза (p ≤ 0,05) по сравнению с тканью ПЖ. 
Наименьшая интенсивность наблюдалась в экстракте со смещением 
рН в щелочную область и была ниже ее величины в экстрактах с 0,9% 
NaCl и со смещением рН в кислую область на 10,9% (p ≤ 0,05) и 18,2% 
(p ≤ 0,05) соответственно.

В целом, наиболее заметные отличия на треках электрофореграм‑
мы наблюдались в области 50 кДа и ниже. Различная интенсивность 
белковых фракций, их отсутствие в  экстрактах свидетельствует не 
только о низкой экстрактивности определенных белков, но и об их 
энзиматической модификации, протеолизе или об агрегации в про‑
цессах экстракции. ПЖ содержит множество ферментов, структур‑
ных, регуляторных, секреторных, рецепторных и  др. белков. В  Та‑
блице 3 приведены характеристики основных протеолитических 
ферментов, присутствующих в ПЖ.

Таблица 3. Характеристики основных протеолитических ферментов, присутствующих в ПЖ свиней
Table 3. Characteristics of the main proteolytic enzymes present in porcine pancreas

Фермент Мм, кДа pI pHопт Ссылки

Трипсиноген
Трипсин
Пептидаза S1

25,9 6,85

7,0–9,0 [10,19–22]24,4/23,5* 7,0/8,26*

23,3 8,26

Химотрипсиноген
В2
A
Химотрипсин
A
B
Пептидаза S1
C
Пептидаза S1

27,5–29,2

7,0–8,0 [11,23–28]

27,5–29,1/25,6* 6,68–7,43/6,86*

25,7

27,3 ± 0,5

24,1 8,3

24,1 4,7

23,9 6,1

28,9/27,3* 4,96/4,96*

25,9 4,86

Карбоксипептидаза
A1
B

8,0–10,0

[12,29–33]47,2/45,6/34,7* 5,13/5,13/5,46* 7,5

47,4/45,8/34,7* 5,24/5,24/5,73 7,6–7,7

Эластаза
Химотрипсиноподобная эластаза 1
Пептидаза S1
Химотрипсиноподобная эластаза 2A
Пептидаза S1

21,9–28,821 8,0–10,0

[12,34–37]

28,8/27,1/25,9* 8,42/8,11/8,44*
8,7

8,1–8,8
8,5–9,0

8,0

25,7 8,44

28,7/27,1/25,8* 8,33/8,08/7,68*

25,6 7,68
Примечание: * для зрелого белка в случаях, когда есть белок-предшественник с сигнальным пептидом, пропептидом или пептидом активации.
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Согласно систематизированным данным, приведенным в Табли‑
це 3, большинство протеолитических ферментов ПЖ имеют моле‑
кулярную массу в диапазоне 34–23 кДа, за исключением незрелой 
формы карбоксипептизаз с Мм 45–47 кДа. На полученных электро‑
фореграммах наибольшая интенсивность белковых полос выражена 
в области с Мм менее 33 кДа. Как правило, теоретические Мм и pI 
немного отличаются от расчетных вариантов [38,39]. Это происходит 
в  связи с  наличием посттрансляционных модификаций (фосфори‑
лирование, гликозилирование и  т.  д.), с  отщеплением сигнальных 
или иных последовательностей, с образованием белковых комплек‑
сов, различных белковых изоформ, а также ввиду неспецифического 
протеолитического расщепления и деградации белка [40].

Вариант рН со смещением в щелочную сторону находился вбли‑
зи изоэлектрических точек эластаз и  зрелой формы трипсина, 
которые расположены в  области 27 кДа, площадь пика с  рН ≤ 8,5 
была ниже ее величины в экстрактах с 0,9% NaCl и со смещением 
рН в  кислую область на 10,9% (p ≤ 0,05) и  18,2% (p ≤ 0,05) соответ‑
ственно. Незрелые формы карбоксипептидаз в области 45–47 кДа 
характеризовались кислой pI, наибольшая интенсивность фракции 
с  Мм 47 кДа наблюдалась в  экстракте со смещением рН в  щелоч‑
ную область, превышая величину ее интенсивности в  экстрактах 
с 0,9% NaCl и со смещением рН в кислую область в 4,8 раза (p ≤ 0,05) 
и в 1,6 раза (p ≤ 0,05) соответственно. В области 40 кДа существен‑
ных различий по интенсивности белковых фракций не наблю‑
далось, в  этом в диапазоне молекулярных масс могут находиться 
такие белки, как свиная панкреатическая фосфолипаза A2 [41], ан‑
нексин A1 [42], а в области 50–52 кДа — свиная панкреатическая ли‑
паза [43], α-амилаза [44], рецептор гастрина [45]. Панкреатическая 
триацилглицероллипаза и белок-2, связанный с липазой поджелу‑
дочной железы, имеют pI 5,73–6,10 [46,47], а наибольшая интенсив‑
ность фракции с Мм 50 кДа наблюдалась в экстракте со смещением 
рН в  кислую область. Это превышало величину ее интенсивности 
в экстрактах с 0,9% NaCl и со смещением рН в щелочную область 
в  8,0 раз (p ≤ 0,05), в  1,3 раза (p ≤ 0,05) и  в  1,9 раза (p ≤ 0,05) соот‑
ветственно. Кроме того, в ПЖ свиней идентифицируются различ‑
ные типы ламинина в  области Мм 200 кДа [48,49], коллаген и  его 
изоформы [50–53] с  диапазоном молекулярных масс 116–315 кДа 
[54–62], что соответствует молекулярно-массовому распределению, 
полученному в нашей работе.

ПЖ содержит также множество структурных, регуляторных, се‑
креторных, рецепторных и др. белков, а в одной фракции на одно‑
мерном электрофорезе, как правило, содержится множество белков 
со сходной молекулярной массой, но с  различной изоэлектриче‑
ской точкой [63,64]. Кроме того, изменение молекулярно-массового 
распределения белков может быть следствием протеолитической 

 активности энзимов, которые в большом количестве присутствуют 
в ткани ПЖ. Для карбоксипептидаз оптимум действия лежит в об‑
ласти рН 7,5–7,7 [31,32], а для трипсина и химотрипсина — в обла‑
сти 7,0–9,0 [10,11,21,22,26,27], в  то время как для смеси пищевых 
ферментов ПЖ оптимумом считается рН 8–10 [12]. В нашей работе 
рассмотрены разные варианты рН при экстракции, но значительной 
изменчивости белковых полос, связанных с высокой активацией эн‑
зимов, отмечено не было. Это связано с тем, что ферменты трипсин 
и химотрипсин секретируются в виде проферментов: трипсиногена, 
химотрипсиногена [4,5], а сама экстракция проходила при 4 ºС, что 
было существенно ниже оптимальной температуры действия при‑
сутствующих энзимов [12]. С другой стороны, животные ткани под‑
вергаются процессам автолиза [65], которые также происходят в тка‑
нях ПЖ post mortem и при экстракции [66–69], что может отражаться 
на молекулярно-массовом распределении белкового профиля при 
проведении электрофоретического анализа.

4. Выводы
Поджелудочная железа свиней содержит множество биологи‑

чески активных веществ, включая гормоны и  пищеварительные 
ферменты. При изучении влияния рН на молекулярно-массовое 
распределение белковых фракций в  полученных экстрактах было 
показано, что наибольшая интенсивность белковых фракций от‑
мечалась в  области молекулярных масс менее 50 кДа. Это соответ‑
ствует таким энзимам, как панкреатическая липаза (50–52 кДа), 
незрелые формы карбоксипептидаз (45–47 кДа), фосфолипаза А2 
(40 кДа), эластаза и зрелые формы трипсина (27 кДа). В целом, боль‑
шинство протеолитических ферментов имеет молекулярную массу 
в диапазоне 34–23 кДа, что соответствовало наибольшей интенсив‑
ности белковых полос на полученных треках. Также наблюдалось 
присутствие белковых фракций, соответствующих согласно вели‑
чине молекулярных масс различным типам и  изоформам колла‑
гена и  ламинина. При анализе интенсивности белковых фракций 
отмечалось, что применение 0,9% NaCl способствовало больше‑
му выходу в  экстрагент белков с  молекулярными массами 200 кДа 
(2180,8 ± 50,3 у. е.), 150 кДа (699,3 ± 29,3 у. е.), 69 кДа (3782,9 ± 23,3 у. е.), 
52 кДа (967,7 ± 76,9 у. е.) и 33 кДа (16720,4 ± 309,2 у. е.). Смещение рН 
в  кислую область стимулировало выход фракций с  молекулярными 
массами 130 кДа (3204,7 ± 97,3 у. е.), 50 кДа (11582,6 ± 404,8 у. е.), 49 кДа 
(4813,8 ± 234,4 у. е.), 45 кДа (1581,9 ± 49,6 у. е.), 40 кДа (10967,9 ± 124,5 у. е.), 
30 кДа (16266,4 ± 111,9 у. е.) и 27 кДа (12203,1 ± 239,4 у. е.), а в щелоч‑
ную — только 47 кДа (5695,6 ± 146,8 у. е.) и 42 кДа (1619,8 ± 57,3 у. е.). 
Кроме того, такие процессы, как белковая агрегация и протеолиз так‑
же могут оказывать влияние на молекулярно- массовое распределе‑
ние белковых фракций.
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