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А ННОТА Ц И Я
В обзоре представлены наиболее распространенные методы протеомики, основанные на разделении и идентифи-
кации белков, с примерами их использования для исследования белковой системы молока и молочных продуктов. 
Описана сущность электрофоретических и хроматографических методов разделения белков и пептидов и их иден-
тификации с  помощью вестерн-блоттинга и  масс-спектрометрии. Приведены основные разновидности методов 
электрофореза (нативный, двумерный, в полиакриламидном геле с мочевиной, иммуноэлектрофорез, капиллярный) 
и методов хроматографии (газовая, жидкостная, ионообменная, гель-фильтрация, аффинная). Отмечено, что основ-
ным направлением исследований с применением указанных методов, имеющим как научное, так и прикладное зна-
чение, является выявление фальсификаций состава молока и молочных продуктов. Такие фальсификации связаны 
с преднамеренным добавлением сухого молока и подсырной сыворотки, а также с подменой молока-сырья на молоко 
других животных, что недопустимо при производстве сыров с защищенным наименованием места происхождения 
(PDO) или с защищенным географическим указанием (PGI). Другим важным направлением исследований является 
изучение протеолитических процессов, протекающих при созревании сыров. На основании этих процессов можно 
устанавливать степень зрелости сыра и его видовую принадлежность, которая зависит от технологии изготовления. 
Учитывая многообразный ассортимент сыров разных стран, таких исследований явно недостаточно.
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A BST R ACT
The review presents the most common proteomics methods based on separation and identification of proteins, with examples 
of their use for studying the protein system of milk and dairy products. The essence of electrophoretic and chromatographic 
methods for separating proteins and peptides and their identification using Western blotting and mass spectrometry is de-
scribed. The main types of electrophoresis methods (native, two-dimensional, in polyacrylamide gel with urea, immunoelec-
trophoresis, capillary) and chromatography methods (gas, liquid, ion exchange, gel filtration, affinity) are given. It is noted 
that the main direction of research using these methods, which has both scientific and applied significance, is the detection 
of falsifications in the composition of milk and dairy products. Such falsifications are associated with the deliberate addition 
of dry milk and cheese whey, as well as with the replacement of raw milk by milk from other animals, which is unacceptable in 
the production of cheeses with a protected designation of origin (PDO) or a protected geographical indication (PGI). Another 
area is research into the proteolytic processes that occur during the maturation of cheeses, on the basis of which their degree 
of maturity and species can be determined depending on the manufacturing technology. Given the wide range of cheeses from 
different countries, such research is clearly insufficient. 

FUNDING: The work was performed according to the state task No. FGUS-2024-0007 of the V. M. Gorbatov Federal Scientific Center for Food Systems 
of the Russian Academy of Sciences.

1. Введение
Протеом коровьего молока представляет собой комплекс белков, 

состоящий из казеинов (α-, β- и  κ-казеин), сывороточных белков 
(β-лактоглобулин, α-лактальбумин, лактоферрин, бычий сыворо-
точный альбумин, иммуноглобулины) и  белков оболочек жировых 
глобул [1]. Этот перечень лишь частично отражает сложность мо-
лочного протеома, которая обусловлена наличием многочисленных 
генетических вариантов [2,3] и посттрансляционных модификаций 
[4,5], происходящих на протяжении всего цикла жизни белков: от 
синтеза в вымени лактирующего животного до процесса пищеваре-
ния в желудочно-кишечном тракте человека [6,7,8]. На протеом мо-
лока существенное влияние оказывают вид и порода животных [9], 
особенности их кормления [10], стадия лактации и условия содержа-

ния [11]. Посттрансляционные модификации белков с нарушением 
функциональных свойств возникают из-за заболеваний животных, 
в частности, маститом [12,13].

Структура и  форма белков молока динамична и  изменчива, так 
как они обладают способностью к разнообразным внутри- и межмо-
лекулярным взаимодействиям. В  процессе преобразования моло-
ка в  тот или иной молочный продукт белки подвержены влиянию 
многих факторов, под действием которых происходит их измене-
ние с  приобретением новых свойств. Так, например, результатом 
термической обработки молока является гликозилирование белков 
вследствие взаимодействия аминокислоты лизина (как в казеинах, 
так и в сывороточных белках) с лактозой (ранняя реакция Майара) 
[14]. Денатурация сывороточных белков при высокой температуре 
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 приводит к  образованию сложной смеси агрегатов сывороточного 
белка и покрытых сывороточным белком мицелл казеина [15]. Вли-
яние высокой температуры проявляется также в  изменении пеп-
тидного профиля с  повышением числа выявляемых полипептидов 
из-за разрушения оболочек жировых шариков и  выхода оболочеч-
ных белков в плазму молока [16,17]. Влияние рН среды выражается 
в  изменении конформации и  функциональной активности белков 
вследствие изменения заряда их молекул [18,19].

Протеолитические процессы, протекающие под действием фер-
ментов (нативных, молокосвертывающих, продуцируемых молоч-
нокислыми микроорганизмами), вызывают наиболее существен-
ные изменения протеома молока, приводя к образованию пептидов 
с  различной молекулярной массой, аминокислот и  продуктов их 
дальнейшего распада [20,21]. Одним из недавних открытий является 
то, что все молочные белки содержат последовательности, которые 
обладают биологической/физиологической активностью при высво-
бождении в результате протеолиза. Наиболее изученными являются 
фосфопептиды, пептиды, ингибирующие ангиотензинпревраща-
ющий фермент, пептиды, модифицирующие тромбоциты, а  также 
опиатные, иммуномодулирующие, антиаллергенные, антимикроб-
ные пептиды и казеиномакропептиды, обладающие многими био-
логическими свойствами [1,5,22,23].

Изменчивость протеома молока, структура, функции и  взаимо-
действие белков в зависимости от множества факторов представляет 
интерес для исследователей на протяжении многих десятилетий [24]. 
Протеомные исследования начались задолго до появления термина 
«протеом», который впервые был предложен австралийским ученым 
M. R. Wilkins [25] и принят в 1994 г. на 2 Международном конгрессе 
по двумерному электрофорезу в г. Сиена, Италия. Интерес научного 
сообщества к этим исследованиям не только не исчезает, но и усили-
вается из-за появления новых методических возможностей разделе-
ния и идентификации белков.

В  этой статье представлен обзор наиболее распространенных 
в  настоящее время методов протеомики, в  основу которых поло-
жены процедуры разделения и идентификации белков, с примера-
ми их использования при исследовании белковой системы молока 
и молочных продуктов.

2. Объекты и методы
Методология проведенного исследования заключалась в  поиске, 

чтении, анализе и систематизации литературных источников, освеща-
ющих признанные в мировой практике методы изучения белков. По-
иск публикаций проводили в библиографических базах Google Scholar, 
Scopus, Web of Science, Elsevier, eLIBRARY.RU, RSCI. С целью оценки ре-
троспективных изменений методов протеомики поиск охватывал вре-
менной период 1980–2024 гг. Из многообразия используемых методов 
протеомики отбирались методы, основанные на разделении и иденти-
фикации белков. Учитывая их широкую область применения, основ-
ным критерием при отборе статей для последующего анализа была их 
причастность к исследованиям белков молока и молочных продуктов.

3. Методы разделения белков
Разделение белков — это первая стадия протеомных исследова-

ний, необходимая для их последующей идентификации. Для этого 
чаще всего используются электрофоретические и хроматографиче-
ские методы в различных вариациях.

3.1. Электрофорез
Электрофорез — это процесс разделения макромолекул, присут-

ствующих в геле или жидкости, на основе их связывающей способ-
ности, размера и заряда под действием электрического поля.

Электрофоретические методы разделения белков послужили на-
чалом развития протеомики. Принцип их работы заключается в дви-
жении заряженных молекул под действием электрического поля. 
Разделение белков происходит вследствие их различной подвижно-
сти, зависящей от суммарного заряда молекул, от их молекулярных 
масс и от конфигурации молекул.

Электрозаряженность белковых молекул обусловлена наличием 
на их поверхности функциональных групп, способных к электриче-
ской диссоциации. В  белковых молекулах одновременно присутст-
вуют как положительно, так и отрицательно заряженные группы. По 
этой причине суммарные заряды разных белков могут значительно 
отличаться друг от друга. Величина суммарного заряда молекулы 
определяется количеством заряженных групп, их природой, а также 
кислотностью (pH) окружающей среды. Суммарный заряд макромо-
лекулы может изменяться при ее взаимодействии с  низкомолеку-
лярными ионами и другими заряженными молекулами [26].

Электрофорез проводят с  использованием гелей (крахмальных, 
полиакриламидных, агарозных, полиакриламидно-агарозных). 
В  настоящее время наиболее распространенным и  широко приме-
няемым является полиакриламидный гель. Он позволяет не только 
разделять смеси белков, содержащих большое число разных молекул, 
но и характеризовать их по заряду и молекулярной массе. В отличие 
от других гелей, полиакриламидный гель имеет ряд преимуществ: 
он прозрачен, химически стабилен, инертен, устойчив к изменени-
ям рН и температуры. Используя различную концентрацию полиме-
ра, можно получать гели с широким диапазоном размеров пор, что 
обеспечивает его высокую разрешающую способность. Можно также 
изменять электрический заряд макромолекул путем изменения рН 
буферного раствора, а введением в буферный раствор денатуриру-
ющих агентов или детергентов  — изменять их конформацию [1]. 
Таким образом, вариации условий осуществления электрофореза 
позволяют решать различные задачи протеомики.

3.1.1. Нативный гель-электрофорез
Нативный гель-электрофорез (PAGE от англ. Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) является самым простым методом электрофоре-
тического разделения белков. Этот метод сохраняет белки в их на-
тивной конформации. Разделение белков в данном случае основано 
только на заряде и трении при движении молекул белка через гель. 
Скорость движения белка через матрицу геля — электрофоретиче-
ская подвижность — будет зависеть от размера и формы молекулы, 
от вязкости буфера и от размера пор гелевой сетки. Маленькие белки 
будут мигрировать через гель быстрее, чем более крупные белки, ко-
торые испытывают большее сопротивление миграции [1,27].

Поскольку различные фракции казеина имеют близкие значе-
ния изоэлектрических точек (pI), нативный электрофорез не подхо-
дит для разделения фракций казеина. Однако этот метод позволяет 
идентифицировать сывороточные белки и может быть полезен для 
обнаружения любых изменений нативной конформации в заданных 
условиях [27].

Интересен опыт применения нативного электрофореза для об-
наружения межвидовой фальсификации молока. Авторы М.  Pesic, 
М. Barac, М. Vrvic et al. [28] использовали этот метод для одновремен-
ного качественного и количественного определения присутствия ко-
ровьего молока в козьем и овечьем молоке. Количественная оценка 
была основана на измерении интенсивности полос β-лактоглобулина 
и α-лактальбумина коровьего молока в смесях с козьим и овечьим 
молоком. Установлены линейные зависимости интенсивности полос 
β-лактоглобулина и α-лактальбумина от объемного процента добав-
ленного коровьего молока (коэффициент корреляции от 0,9950 до 
0,9998), по которым можно определить количество коровьего молока 
в широком диапазоне (от 3–5% до 90%) в смесях козьего/коровьего 
и овечьего/коровьего молока.

Нативный электрофорез в сочетании с другими электрофорети-
ческими методами позволяет выявить влияние различных физиче-
ских воздействий на белки молока, вызывающие конформационные 
изменения их молекул. Например, взаимодействие казеина и  сы-
вороточных белков, индуцированное нагреванием, можно оценить 
путем сравнения электрофоретических профилей, полученных ме-
тодами нативного PAGE и SDS-PAGE. Результаты таких исследований 
представлены в работе [29], где изучены тепловые взаимодействия 
между сывороточными белками и  казеинами в  козьем и  коровь-
ем молоке. Было установлено, что после нагревания молока (90 °C 
10 мин) менее 3% общего количества β-лактоглобулина оставались 
стабильными как в  козьем, так и  в  коровьем молоке. В  коровьем 
молоке α-лактальбумин был более термостабилен, чем его аналог 
в  козьем молоке (29,6% против 3,82%). Практически все денатури-
рованные сывороточные белки козьего молока (> 95%) были связа-
ны с мицеллами казеина, образования растворимых комплексов не 
наблюдалось. Результаты данных исследований могут быть полезны 
для понимания различий в технологическо-функциональных свой-
ствах козьего и коровьего молока.

3.1.2. Двумерный гель-электрофорез
Метод разделения белков двумерным электрофорезом в  полиа-

криламидном геле (2D-GE) был разработан в 1975 г. и положил на-
чало протеомики как науки. С момента первого описания в научной 
литературе [30] двумерный гель-электрофорез претерпел некоторые 
модификации, но до настоящего времени является предпочтитель-
ным методом разделения белков [31,32,33,34].

Разделение белков в  2D-GE происходит по двум свойствам: по 
изоэлектрической точке (в  первом измерении) и  по молекулярной 
массе (во втором измерении, перпендикулярном к первому).
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Для разделения по изоэлектрической точке (метод изоэлектри-
ческого фокусирования [1]) используют полиакриламидный гель 
с  большими порами, через которые свободно проникают даже са-
мые крупные макромолекулы. Гель содержит ковалентно пришитые 
амфолиты, создающие градиент рН. Под действием постоянного 
электрического поля молекулы белков перемещаются в область рН, 
соответствующую по величине изоэлектрической точке (рI) данного 
белка. Изоэлектрическое фокусирование заканчивается при дости-
жении равновесного состояния, когда все протеоформы достигли 
областей рН, соответствующих их рI.

Разделение белков по массе (во  втором измерении) обеспечи-
вается добавлением в гель натрия додецилсульфата (SDS), который 
представляет собой анионное поверхностно-активное вещество  — 
детергент. При его взаимодействии с  белком происходит солюби-
лизация белка детергентом, в  результате которой вся поверхность 
белковой молекулы покрывается множеством отрицательных заря-
дов. Совместное использование полиакриламидного геля и  натрия 
додецилсульфата (метод SDS-PAGE) устраняет влияние структуры 
и заряда, вследствие чего белки разделяются по молекулярной массе. 
В результате все белки, во-первых, сохраняют только свою первич-
ную структуру и, во-вторых, имеют большой отрицательный заряд. 
При загрузке в гелевую матрицу и помещении в электрическое поле 
отрицательно заряженные молекулы белка мигрируют к аноду и раз-
деляются за счет эффекта молекулярного просеивания [1,35].

Двумерный гель-электрофорез является весьма эффективным 
методом при разделении белков, имеющих схожие молекулярные 
массы или изоэлектрические точки. К  недостаткам этого метода 
можно отнести сравнительно узкий диапазон молекулярных масс 
разделяемых белков: от 8 до 150 кДа. Кроме того, данный метод 
ограничен в  обнаружении минорных и  экстремальных белков, что 
требует предварительной подготовки образцов [1]. Низкая эффек-
тивность отмечается и при анализе гидрофобных белков [31].

Boehmer с соавторами [36] применили двумерный гель-электро-
форез (2D-GE) в  сочетании с  масс-спектрометрией MALDI-TOF для 
анализа белкового состава сыворотки коровьего молока. Исследо-
вание было направлено на сравнение здорового молока и  моло-
ка, инфицированного бактерией Escherichia coli. Анализ образцов 
сыворотки, взятых до и после заражения (спустя 18 часов), выявил 
существенные различия в  белковых профилях. В  маститной сыво-
ротке по сравнению с  обычной сывороткой наблюдалось большее 
количество дифференциально экспрессируемых белков. Профили 
2D-GE молочной сыворотки от здоровых коров демонстрировали 
обилие белков казеина, включая варианты αS1-казеина, β-казеина 
и κ-казеина, а также сывороточных белков, сывороточного альбуми-
на, β-лактоглобулина и α-лактальбумина. Также через 18 часов после 
заражения были обнаружены антимикробные пептиды кателици-
дин, индолицидин и бактенецин 5 и 7, а также белки β-фибриноген, 
α-2-HS-гликопротеин, S100-A12 и  α-1-антипротеиназа. Наиболее 
примечательным было обнаружение в  образцах маститной сыво-
ротки белка острой фазы α-1-кислого гликопротеина. На основании 
результатов исследований авторы считают, что применение метода 
двумерного гель-электрофореза с  последующей времяпролетной 
масс-спектрометрией позволяет быстро изучить изменения содер-
жания белка в молоке при колиформном мастите и помочь в иден-
тификации биомаркеров этого заболевания.

3.1.3. Электрофорез в полиакриламидном геле 
с мочевиной (Urea PAGE).

Мочевина, как и натрий додецилсульфат, является известным де-
натурантом белков. Ее целесообразно использовать при разделении 
белков, прежде всего, казеинов, склонных к агрегации и осаждению, 
а также для разделения белков, которые мало различаются по изоэ-
лектрической точке и по молекулярной массе [1,27].

Денатурация белка в полиакриламидном геле в присутствии мо-
чевины происходит вследствие взаимодействия мочевины с белком 
через водородные связи с  участием пептидов основной цепи. Она 
может выступать как донором, так и акцептором водорода, что де-
лает мочевину предпочтительной молекулой для образования водо-
родных связей. Пептидные связи также могут выступать в качестве 
донора и  акцептора водорода. В  результате мочевина разрушает 
внутримолекулярные водородные связи, участвующие в  образо-
вании вторичной, третичной и  четвертичной структуры белка, что 
приводит к его денатурации. Мочевина также может удалять упоря-
доченные молекулы воды из карманов белковых молекул и нарушать 
гидрофобные взаимодействия. Связывание мочевины с  белком не 
меняет суммарный заряд белка, так как мочевина имеет нейтраль-
ный суммарный заряд [27].

Urea PAGE изначально хорошо зарекомендовал себя при исследо-
вании белковой системы сыров: электрофоретические характери-
стики молочных белков, выделенных из различных образцов сыра, 
существенно различались [37]. И до настоящего времени он успешно 
используется не только для выявления видовых различий сыров, но 
и для исследования протеолитических процессов, протекающих при 
их созревании. Так, авторы Mane и  Sweeney [38] применили элек-
трофорез в полиакриламидном геле с мочевиной для исследования 
протеолиза в ирландском фермерском сыре Камамбер с целью выяв-
ления особенностей процесса его созревания. Наблюдения в течение 
10 недель показали деградацию казеинов: первоначально из-за дей-
ствия химозина и плазмина, а позже — из-за протеиназ Penicillium 
camemberti. Были определены протеолитические особенности про-
теиназ Penicillium camemberti в  отношении казеинов в  гидролиза-
тах молока и  идентифицированы 64, 6, 28 и  2 сайта расщепления 
в  αs1-, αs2-, β- и  κ-казеине соответственно. Получена новая инфор-
мация о  пептидах, образующихся во время созревания, и  установ-
лены фрагменты молекул, наиболее восприимчивые к протеолизу: 
для αs1-казеина — 1–40, 79–114 и 168–199; для αs2-казеина — 42–79 
и  97–116; для β-казеина — 40–57, 101–125, 143–189 и  165–209; для 
κ-казеина — 31–81 и 124–137.

Для изучения изменений конформации и  четвертичной струк-
туры белков широко используется электрофорез в полиакриламид-
ном геле с  поперечным градиентом мочевины. Методически это 
осуществляется сравнением структур, полученных для нативной 
субъединицы и  для денатурированного белка в  гелях с  градиент-
ным изменением концентрации мочевины [39]. При электрофорезе 
в градиентном геле мочевины эффективный размер молекулы белка 
из-за разворачивания значительно изменяется вдоль поперечного 
линейного градиента концентрации мочевины, а  суммарный за-
ряд молекулы не меняется. Развернутый белок мигрирует медлен-
нее, чем нативный белок. Это позволяет отслеживать конформа-
ционные переходы, стимулируемые мочевиной, путем измерения 
относительной подвижности белка в зависимости от концентрации 
мочевины. Благодаря разделению структурно различных молекул 
в геле, электрофорез в градиенте мочевины потенциально способен 
обнаруживать и идентифицировать количественно переходные ки-
нетические промежуточные продукты, заселяемые во время разво-
рачивания и рефолдинга белка, которые не обнаруживаются в рав-
новесных экспериментах [40].

3.1.4. Иммуноэлектрофорез
Под общим термином «иммуноэлектрофорез» подразумевается 

ряд методов разделения и  характеристики белков, основанных на 
электрофорезе и  на реакции с  антителами. В  качестве антител во 
всех вариантах иммуноэлектрофореза используются иммуноглобу-
лины  — защитные белки, которые иммунная система производит 
для борьбы с  вирусами, бактериями, паразитами и  аллергенами. 
Этот тип электрофореза превосходит остальные по чувствительно-
сти и разрешающей способности.

Иммуноэлектрофоретические методы были разработаны и  ши-
роко использовались во второй половине XX века, в том числе для 
исследования молочных белков. В хронологической последователь-
ности появились такие варианты метода: иммуноэлектрофорети-
ческий анализ (одномерный иммуноэлектрофорез), перекрестный 
иммуноэлектрофорез (двумерный количественный иммуноэлек-
трофорез), ракетно-иммуноэлектрофорез (одномерный количест-
венный иммуноэлектрофорез), реактивный иммуноэлектрофорез 
с плавлением, аффинный иммуноэлектрофорез.

С  помощью одномерного иммуноэлектрофореза было изучено 
влияние нагревания на белки молока [41], проведена идентифика-
ция белков коровьего молока [42]. Методом перекрестного иммуно-
электрофореза был проведен сравнительный анализ мембранных 
белков различных видов млекопитающих [43] и  исследован белко-
вый состав оболочек жировых глобул коровьего молока [44,45].

В настоящее время иммуноэлектрофорез в исследованиях белков 
молока (также, как и в исследованиях белков мяса) широко не рас-
пространен, что может быть связано со сложной подготовкой геля 
и процедур иммуноокрашивания, а также из-за необходимости ис-
пользования специфических антител [46].

3.1.5. Капиллярный электрофорез
Метод капиллярного электрофореза основан на разделении за-

ряженных компонентов сложной смеси в кварцевом капилляре под 
действием приложенного электрического поля за счет подачи высо-
кого напряжения к концам капилляра [47].

Метод капиллярного электрофореза с момента своего возникно-
вения в 80-е годы XX века постоянно совершенствуется. За последние 
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10 лет он превратился в мощный и эффективный инструмент анали-
за пищевых продуктов. Его аналитические возможности существен-
но расширены, а именно: понижены пределы обнаружения искомых 
веществ вследствие применения новых подходов к внутрикапилляр-
ному концентрированию, а также повышена эффективность разде-
ления за счет использования ковалентно связанных и динамических 
покрытий стенок кварцевого капилляра с применением наночастиц 
и наноструктурированных полимеров [48].

С момента своего возникновения метод подвергался постоянным 
доработкам с целью повышения эффективности разделения за счет 
модификации внутреннего покрытия капилляра и состава подвиж-
ной фазы. Так, например, авторами / исследователями De Jong и др. 
[49] было предложено использовать капилляр с гидрофильным по-
крытием, снижающим адсорбцию разделяемых веществ на его стен-
ках, а в качестве подвижной фазы использовать водный раствор, со-
держащий 6 М мочевины и метилгидроксиэтилцеллюлозу, с низким 
значением рН (2,5–3,0). При этих условиях проходило полное разде-
ление сывороточных белков и казеинов в коровьем, козьем, овечьем 
молоке, а также термически поврежденного казеина.

Разделение молочных белков капиллярным электрофорезом 
позволило осуществить его практическое применение в  части об-
наружения фальсификаций молока и  молочных продуктов. Cartoni 
с соавторами [50] описано использование капиллярного электрофо-
реза для идентификации и количественного определения коровьего 
молока в продуктах из козьего молока по присутствию определен-
ных сывороточных белков. Chen и  Zang [51] установили возмож-
ность использования этого метода для выявления фальсификации 
натурального молока сухим молоком по соотношению β-казеина 
к α-лактальбумину.

Капиллярный электрофорез позволяет проводить анализ белков 
и крупных пептидов с высоким разрешением и может быть успешно 
применен для оценки степени первичного протеолиза в различных 
видах сыра [52,53,54].

Как известно, первоначальное расщепление казеина в  сыре 
происходит из-за совместного действия молокосвертывающего 
фермента и  плазмина [55]. При этом соотношение αs1-I-казеин/
αs1-казеин можно рассматривать как показатель протеолитиче-
ской активности химозина, а соотношение γ-казеин/β-казеин — как 
показатель протеолитической активности плазмина. Такой подход 
применили итальянские исследователи [56] для оценки подлин-
ности национального сыра Fontina с  защищенным обозначением 
происхождения (PDO) из сырого молока в сравнении с аналогом — 
сыром Fontal. Разложение фракций казеина они проводили с  ис-
пользованием капиллярной колонки с гидрофильным покрытием, 
методом капиллярного зонного электрофореза. Установленные 
различия объяснялись отклонениями параметров технологических 
процессов при изготовлении сыра Fontal от строго установленных 
для сыра Fontina. В первую очередь это касалось температуры вто-
рого нагревания и типа применяемого молокосвертывающего фер-
мента.

На капиллярном электрофорезе обычно основаны рутинные ме-
тоды профилирования белков коровьего молока, которые не позво-
ляют однозначно подтвердить идентичность разделенных белков. 
Поэтому максимальная эффективность применения капиллярного 
электрофореза предусматривает его сочетание с  масс-спектроме-
трией  — наиболее распространенным методом идентификации 
белков. Ghafoori и др. [57] предложили новый метод капиллярного 
электрофореза-масс-спектрометрии в  режиме положительной ио-
низации электрораспылением. В оптимизированных условиях этот 
метод позволил разделить и идентифицировать на интактном уров-
не основные белки коровьей молочной сыворотки и казеина менее 
чем за 15 минут.

3.2. Хроматография
Хроматография  — процесс разделения веществ, находящихся 

в смеси или в растворе, на составляющие компоненты в системе двух 
фаз, одна из которых неподвижна, а другая перемещается относи-
тельно первой. Перемещение способствует миграции веществ, при 
этом неподвижная фаза не изменяется, а  каждый компонент дви-
жется независимо от других с собственной скоростью.

По агрегатному состоянию системы, в которой происходит разде-
ление веществ, хроматография разделяется на газовую и  жидкост-
ную. По механизму разделения — на распределительную, адсорбци-
онную, ионообменную, гель-хроматографию, аффинную. Возможно 
сочетание нескольких одновременно протекающих процессов с раз-
личными механизмами разделения, но один из них всегда является 
доминирующим.

3.2.1. Газовая хроматография
В  газовой хроматографии подвижной фазой является газ. В  за-

висимости от состояния неподвижной фазы газовая хроматография 
подразделяется на газо-адсорбционную (когда неподвижной фазой 
является твердый адсорбент) и  газо-жидкостную (когда неподвиж-
ной фазой является жидкость или, точнее, пленка жидкости на по-
верхности частиц твердого адсорбента).

Газовая хроматография в  основном используется для исследова-
ния летучих ароматических соединений, присутствующих в  молоке 
и в молочных продуктах, в первую очередь в сыре [58]. Образующиеся 
в результате протеолиза пептиды разного размера и свободные ами-
нокислоты способствуют образованию вкуса, общего для большинства 
сыров, а свободные аминокислоты являются важными предшествен-
никами широкого спектра катаболических реакций, которые произ-
водят летучие соединения, формирующие вкус и аромат сыров [59].

3.2.2. Жидкостная хроматография
В основе этого метода лежит адсорбция определяемых компонен-

тов, находящихся в  растворенном состоянии, твердым веществом, 
играющим роль неподвижной фазы. В  качестве адсорбентов в  ад-
сорбционно-жидкостной хроматографии применяются органические 
и  неорганические вещества: сахароза, крахмал, оксид алюминия, 
силикагель, активированный уголь и  др. Разделение компонентов 
смеси происходит вследствие различия их физических свойств (элек-
трического заряда, молекулярной массы, гидрофобности), обуславли-
вающих их сродство к каждой фазе. Чем лучше вещество растворимо 
в жидкой подвижной фазе, тем дальше оно продвинется по направле-
нию тока растворителя, демонстрируя низкое сродство к неподвиж-
ной фазе. Вещества, плохо растворимые в подвижной фазе, располо-
жатся ближе к точке нанесения. Таким образом, сначала из колонки 
элюируются соединения с низким сродством к неподвижной фазе, за 
которыми следуют более прочно удерживаемые соединения [60].

К методам жидкостной хроматографии относятся ионообменная 
хроматография, гель-фильтрация, аффинная хроматография. Осо-
бое место в  этом ряду занимает высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ), называемая также жидкостной хромато-
графией высокого давления. Это наиболее перспективный и широ-
ко используемый аналитический вариант классической колоночной 
хроматографии в современном приборном исполнении.

3.2.3. Ионообменная хроматография
Основана на способности некоторых твердых веществ (ионитов) 

обмениваться ионами с  подлежащими разделению веществами. 
Применяемые в ионообменной хроматографии иониты могут быть 
как органическими, так и  неорганическими. Способность к  ион-
ному обмену определяется строением ионита, представляющего 
собой каркас, на котором закреплены активные группы (–СООН, 
–SO3H,  –NH3Cl, –NH2Cl и  др.). В  зависимости от обмена катионов 
или анионов иониты делят на катиониты, аниониты и  амфолиты. 
На принципах ионообменной хроматографии основано разделение 
аминокислот в аминокислотных анализаторах [61,62].

3.2.4. Гель-фильтрация (гельпроникающая хроматография)
Гельпроникающая хроматография основана на различии в  раз-

мерах, форме и молекулярных массах белков и пептидов. Этот метод 
предполагает отсутствие взаимодействия между неподвижной фазой 
(гелем) и  растворенным веществом. Разделение происходит в  хро-
матографических колонках, заполненных сферическими частицами 
набухшего геля (размером 10–500 мкм) из полимерных материалов. 
Частицы геля проницаемы благодаря внутренним каналам, которые 
характеризуются определенным средним диаметром. При прохожде-
нии раствора образца через гранулы пористого геля разделение моле-
кул происходит исключительно по их размеру. Чем меньше молекулы, 
тем легче они проникают сквозь поры внутрь гранул геля и поэтому 
дольше задерживаются там. Путь их прохождения через колонку по-
лучается длиннее, чем у более крупных молекул белков и пептидов, 
которые не способны проникать внутрь пористых гранул геля.

Известно применение метода гель-фильтрации для оценки про-
цесса созревания сыров путем анализа так называемых пептидных 
профилей [63]. Различия в  качественном составе пептидных фрак-
ций и их количественные соотношения позволяют изучить особен-
ности протекания протеолитических процессов при созревании 
сыров, а также выявить видовые различия зрелых сыров, изготовля-
емые по разным технологиям.

3.2.5. Аффинная хроматография
Сущность метода аффинной хроматографии заключается в спе-

цифическом взаимодействии белков с  особыми веществами — ли-
гандами, закрепленными на неподвижной фазе. Используемые 
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молекулы лигандов не должны вызывать неестественные взаимо-
действия и изменять конформацию присоединяемого к ним белка. 
Распространенным вариантом аффинной хроматографии является 
иммуноаффинная хроматография с использованием антител в каче-
стве лигандов.

При пропускании смеси белков через колонку все молекулы, ко-
торые не обладают сродством к лиганду, закрепленному на носителе, 
пройдут не задерживаясь. А белок, имеющий сродство к аффинному 
лиганду, будет адсорбироваться на колонке. После этого адсорбиро-
ванный белок с колонки вымывают буферными смесями с изменен-
ной величиной рН, ионной силой, а также введением в состав элюен-
та веществ, ослабляющих связи между белками и лигандами.

Применительно к  молочным белкам аффинная хроматография 
была применена для выделения β-лактоглобулина из молочной 
сыворотки, а также для извлечения мелких белков из изолятов сы-
вороточного белка. Этот метод может быть использован также для 
концентрирования, выделения и  идентификации второстепенных 
катионных белков, таких как лактоферрин и другие факторы роста 
[64,65], меламина [66].

Вышеописанные методы разделения белков необходимы и обяза-
тельны для их последующей идентификации и  потому в  протеом-
ном анализе они используются в комбинации с методами, позволя-
ющими обнаружить и распознать отдельные белки.

4. Методы идентификации белков
К  наиболее популярным методам идентификации белков после 

их разделения электрофоретическими или хроматографическими 
методами относятся вестерн-блоттинг и  масс-спектрометрический 
анализ.

4.1. Вестерн-блоттинг
Вестерн-блоттинг представляет собой процедуру, целью которой 

является обнаружение определенного (специфического) белка в ис-
следуемом объекте. Белки обычно анализируются после разделения 
с помощью электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсуль-
фатом натрия (SDS-PAGE) в  соответствии с  их массой или с  помо-
щью двумерного электрофореза в геле (2-DE) в соответствии с их pI 
и массой. Затем разделенные белки переносятся на мембраны, где 
конкретные интересующие белки могут быть обнаружены с  помо-
щью антител, распознающих цель [67,68,69].

Количественный вестерн-блоттинг состоит из четырех основных 
этапов: 1  — разделение белков по размеру; 2  — перенос белка на 
твердую подложку (мембрану); 3 — маркировка целевого белка с ис-
пользованием соответствующих первичных и  вторичных антител 
для визуализации; 4 — полуколичественный анализ [70].

С  момента своего возникновения в  1979 г. [71,72] блоттинг бел-
ков постоянно развивался. В настоящее время существуют различ-
ные способы и средства его осуществления. Перенос белков может 
осуществляться методами, основанными на принципах простой 
диффузии, вакуумного потока растворителя, электрофоретическо-
го элюирования и др. Один из последних вариантов осуществления 
этого метода представлен в  протоколе, разработанном колумбий-
скими учеными [73].

В  публикациях, освещающих использование вестерн-блоттинга 
при изучении молочных белков, преобладают направления, свя-
занные с  обнаружением фальсификации состава молока и  молоч-
ных продуктов. Среди них следует отметить работу Chávez и  др. 
[74] о  применении вестерн-блоттинга с  использованием поликло-
нальных антител для обнаружения гликомакропептида в  молоке 
и  в  других пищевых системах, содержащих подсырную сыворотку. 
Это может быть полезно при установлении фальсификации молока 
подсырной сывороткой, присутствие которой можно обнаружить 
идентификацией гликомакропептида. В данном случае гликомакро-
пептид является специфическим маркером, т. к. он отсутствует в мо-
локе, но присутствует в сыворотке, образующейся при производстве 
сыра. Это является результатом свертывания молока сычужным фер-
ментом под действием химозина, когда молочный белок (κ-казеин) 
распадается на два пептида. Более крупный пептид, называемый 
пара-κ-казеином (остатки 1–105), остается в структуре образующе-
гося геля, а меньший — гликомакропептид (остатки 106–169) — пере-
ходит в сыворотку. Он представляет собой гликозилированный рас-
творимый пептид с молекулярной массой 6,8 кДа без гликозидной 
части. Гликомакропептид является специфическим компонентом 
подсырной сыворотки и должен отсутствовать в  нефальсифициро-
ванном молоке. Авторы сообщают, что с  помощью вестерн-блот-
тинга можно обнаружить в молоке 0,001% гликомакропептида, 0,5% 
жидкой и 0,001% сухой подсырной сыворотки.

Следует отметить, что гликомакропептид, выделяемый из под-
сырной сыворотки, обладает высокими питательными свойствами 
и  относится к  функциональным ингредиентам. Некоторые компа-
нии по производству молочных продуктов уже коммерциализируют 
его, чтобы воспользоваться его потенциалом в  качестве пищевой 
добавки. Вместе с тем он является маркером фальсификации молока 
подсырной сывороткой, который использовался в различных мето-
дах анализа, в том числе ВЭЖХ [75].

В  работе Molina и  соавторов [76] сывороточные белки молока 
α-лактальбумин и β-лактоглобулин рассматриваются как фальсифи-
цирующие агенты в соевом молоке. Для их обнаружения был приме-
нен метод вестерн-блоттинга после разделения соевых и молочных 
белков с  помощью SDS-PAGE. После электрофоретического разде-
ления была проведена иммунодетекция с антисыворотками против 
α-лактальбумина и  β-лактоглобулина. Авторы утверждают о  воз-
можности обнаружения фальсификации сывороточными белками 
молока в различных видах соевого молока (в сухом соевом молоке 
и соевых детских смесях) на минимальном уровне 0,1%.

В работе этих же ученых [77] представлены результаты исследова-
ний по обнаружению пастеризованного и  ультрапастеризованного 
коровьего молока, а также термически денатурированных сыворо-
точных белков коровьего молока в сырах, изготовленных из молока 
других животных (овечьего, козьего и  буйволиного). Для этого ис-
пользовался вестерн-блоттинг β-лактоглобулина, выделенного из 
казеиновой фракции, с  иммунодетекцией антисывороткой. Изуча-
лась селективность антисывороток в реакции с нативным и денату-
рированным β-лактоглобулином. Установлено, что иммуноблоттинг 
нативных пластинок PAGE сывороточных белков из сыра позволяет 
обнаруживать денатурированные под действием тепла сывороточ-
ные белки коровьего молока или пастеризованное коровье молоко, 
добавленные в сыр даже в количестве менее 1%.

В публикации турецких ученых [78] приведены результаты срав-
нительных исследований электрофоретических профилей фракций 
казеина в  коровьем и  буйволином молоке. Образцы молока были 
проанализированы на предмет молекулярной массы их фракций 
казеина с помощью электрофореза в полиакриламидном геле с до-
децилсульфатом натрия (SDS-PAGE) и  вестерн-блоттинга. Установ-
лено, что казеиновые фракции as, β и κ в буйволином молоке имеют 
более высокие молекулярные массы, чем те же фракции в коровьем 
молоке. Это может быть использовано для идентификации молока 
коров и буйволиц. Кроме того, был сделан вывод о том, что буйволи-
ное молоко может положительно влиять на реологические свойства 
и выход изготовляемых из него молочных продуктов.

4.2. Масс-спектрометрия
В  основе метода лежит ионизация молекул белков и  пептидов 

с  последующим разделением ионов в  вакууме электрическим или 
магнитным полем в зависимости от их массы и заряда, влияющих на 
скорость перемещения. Метод реализуется в приборах — масс-спек-
трометрах.

Сначала осуществляется ионизация молекул, затем — перевод ио-
нов в газовую фазу в вакуумной части масс-спектрометра. Глубокий 
вакуум необходим для обеспечения беспрепятственного движения 
ионов, т. к. при его отсутствии ионы рассеиваются и теряют заряд. На 
заряженную частицу, движущуюся в магнитном или электрическом 
поле, действует сила Лоренца, искажающая ее траекторию. Опреде-
ляется разница траекторий ионизированных молекул, по которой 
рассчитываются соотношения их масс и зарядов (m/z). Подсчет доли 
каждого компонента осуществляется путем измерения интенсивно-
сти ионного потока. Масс-спектр вещества представляет собой сово-
купность значений отношения массы к заряду (m/z) всех ионизиро-
ванных молекул, представленных в зависимости от интенсивности 
ионного тока.

Существует множество модификаций масс-спектрометрическо-
го анализа, отличающихся как методами ионизации молекул белков 
и пептидов, так и методами их идентификации. Способами иониза-
ции могут быть: бомбардировка быстрыми атомами (FAB — fast atom 
bombardment); матрично-активированная лазерная десорбция/ио-
низация (MALDI  — matrix assisted desorption/ionization); ионизация 
электрораспылением (ESI — electrospray ionization). Наиболее распро-
страненными из них являются ионизация электрораспылением (ESI) 
и матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация (MALDI). 
Эти методы считаются щадящими, т. к. не вызывают разрушения от-
носительно хрупких пептидных молекул во время ионизации [79].

В методе ионизации электрораспылением (ESI) образец в форме 
раствора распыляется через небольшой игольчатый излучатель под 
высоким напряжением на вход масс-спектрометра. Поскольку это 



565

Лепилкина О. В. и др.  |  ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ  |  Том 7 № 4  |  2024  |  С. 560–567

непрерывное распыление, его можно легко соединить с элюатом из 
жидкостной хроматографии (ЖХ), что позволяет проводить онлайн 
ЖХ-ESI-масс-спектрометрию.

Метод лазерной десорбции-ионизации с  матрицей (MALDI) 
включает смешивание образца с  матрицей, сушку его на стальной 
мишени, а  затем облучение высушенного пятна образца лазером. 
MALDI довольно сложно взаимодействует в тандеме с  жидкостной 
хроматографией, но может обеспечить быстрый анализ очень не-
больших количеств анализируемого вещества. Обычно он комбини-
руется с  времяпролетным масс-анализатором. Используемый при 
этом времяпролетный метод (ToF — Time of Flight) позволяет опре-
делять скорость движения частицы по времени пролета от мишени 
до детектора [79].

Масс-спектрометрия предусматривает два подхода к идентифи-
кации белков: методом «сверху вниз» (top-down) и методом «снизу 
вверх» (bottom-up).

Метод top-down основывается на масс-спектрометрическом 
анализе неповрежденных белковых молекул. В  методе bottom-up 
применяется предварительное энзиматическое расщепление белка 
для получения набора пептидных фрагментов. Расшифровка полу-
ченных спектров пептидов осуществляется путем сопоставления 
с  пептидными базами данных и  по совокупности пептидов дается 
характеристика и идентификация исходного белка [80].

Следует отметить, что расшифровка масс-спектров и  интерпре-
тация полученной информации является важнейшим этапом масс-
спектрометрического анализа. Эта процедура требует проведения 
компьютерной обработки результатов и  обращения к  базам масс-
спектральных данных, таким как NIST (США), MassBank (Япония).

В  настоящее время масс-спектрометрия признана основным 
методом анализа белков, благодаря информативности, чувстви-
тельности и экспрессности. Этот метод позволяет не только быстро 
и  надежно определять первичную структуру белков, но и  изучать 
структуры более сложного порядка, а также устанавливать тип и ме-
сто посттрансляционных модификаций [81].

Масс-спектрометрия высокого разрешения подтвердила свою 
важность для надежной характеристики протеоформ белков ко-
ровьего молока, особенно протеоформ с  небольшими различиями 
в  молекулярной массе, таких как β-казеин A1 и A2, отличающихся 
всего одной аминокислотой. Такая точность необходима для точной 
и однозначной идентификации молока со специфическим составом 
β-казеина (например, молока A2A2, которое широко известно как 
молоко A2) [57]. Тандемная масс-спектрометрия с ионизацией элек-
трораспылением (ESI–MS/MS) успешно применяется для иденти-

фикации биоактивных пептидов в пищевых матрицах, в том числе 
в сырах [82].

Масс-спектрометрия как высокоточный аналитический метод 
нашла широкое применение в контроле качества молочных продук-
тов. С  ее помощью ученые могут обнаруживать различные загряз-
нения, такие как токсичные металлы (свинец и кадмий [83]), оцени-
вать жизнеспособность полезных бактерий (бифидобактерий [84]), 
контролировать гормональный фон (определяя уровень эстрогенов 
[85]), а также выявлять фальсификацию путем обнаружения добавок 
сухого молока в натуральном коровьем [86]. Присутствие сухого мо-
лока в натуральном молоке в работе [86] обнаруживалось с помощью 
MALDI-TOF MS по наличию специфических пептидов, модифициро-
ванных под воздействием высоких температур, применяемых при 
сушке молока.

Чаще всего масс-спектрометрия используется в сочетании с жид-
костной (ЖХ–МС) и газовой хроматографией (ГХ–МС). Комбинация 
двух селективных методов позволяет разделять и измерять количе-
ство интересующих белков и пептидов в сложных смесях и обнару-
живать определенные соединения в соответствии с их элементными 
и структурными характеристиками.

5. Выводы
Для исследования белковой системы молока и молочных продук-

тов применяются различные методы протеомики. Наиболее распро-
страненными являются методы, основанные на разделении и иден-
тификации белков и  пептидов. Для разделения белковых фракций 
используются различные варианты электрофореза и  хроматогра-
фии, а  для идентификации  — спектрометрия и  вестерн-блоттинг.

Помимо научной ценности, эти методы имеют важное практиче-
ское значение. Прежде всего, оно выражается в выявлении различно-
го рода фальсификаций состава молока и  молочных продуктов. Это 
может быть добавление в молоко и молочные продукты сухого молока 
или подсырной сыворотки, а также подмена молочного сырья моло-
ком других животных, что недопустимо, например, при производстве 
сыров с  защищенным наименованием места происхождения (PDO) 
или с защищенным географическим указанием (PGI).

К перспективным направлениям использования протеомных ме-
тодов следует отнести исследования протеолитических процессов, 
протекающих при созревании сыров, а также установление их видо-
вых различий в зависимости от технологии изготовления. Несмотря 
на большой потенциал протеомных методов, особенно методов раз-
деления и  идентификации белков, требуется проведение дополни-
тельных исследований в данной области.
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