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Введение. Определение внутриклеточной локализации белка необходимо для понимания функций клетки в норме и при па-
тологии. Существующие методы фракционирования, такие как дифференциальное центрифугирование или коммерческие 
наборы, часто имеют недостатки: длительность, риск повреждения органелл, перекрестную контаминацию фракций и 
потерю лабильных белков. В связи с этим разработка новых, быстрых и эффективных методов получения чистых ядерных 
и цитоплазматических фракций остается актуальной задачей.
Цель исследования –  разработать быстрый, доступный и эффективный способ разделения ядерной и цитоплазматической 
фракций из клеток и тканей для последующего анализа белков.
Материал и методы. Исследование проводили на ткани головного мозга крыс линии Wistar и клетках гепатоцеллюлярной 
карциномы человека HepG2. Ткань мозга гомогенизировали в охлажденном гомогенизаторе Поттера. Выделение фракций 
проводили по двухэтапному протоколу: сначала клетки лизировали буфером NP-40 для получения цитоплазматической фрак-
ции, а затем осадок, содержащий ядра, лизировали буфером RIPA. Качество гомогенизации оценивали с помощью микроско-
пии после окрашивания по Романовскому-Гимзе, а фракционирования по флуоресцентной микроскопии с DAPI и вестерн-блот 
анализа с маркерами фракций (ламинин B1 для ядра и глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа (ГАФДГ) для цитоплазмы).
Результаты и обсуждение. Показано, что проведенная гомогенизация позволяет получить гомогенную суспензию клеток 
с интактными ядрами. Флуоресцентная микроскопия подтвердила отсутствие ядерного материала в цитоплазматиче-
ской фракции и сохранность ядер в ядерной фракции. Данные вестерн-блота продемонстрировали высокую специфичность 
фракций: в ядерной фракции детектировался только Ламинин B1, а в цитоплазматической – только ГАФДГ, что свидетель-
ствует о минимальной перекрестной контаминации. Разработанный метод, основанный на последовательном использо-
вании детергентов NP-40 и RIPA, является быстрым, воспроизводимым и позволяет эффективно разделять субклеточные 
компартменты без этапа отмывания ядер, минимизируя потери белка.
Заключение. Предложен быстрый и эффективный метод получения чистых ядерных и цитоплазматических фракций из 
клеточных культур и тканей. Высокая степень очистки, подтвержденная независимыми методами (вестерн-блот, флуо-
ресцентная микроскопия с DAPI), позволяет рекомендовать данный протокол для широкого использования в лабораторной 
практике, в частности, для изучения транслокации белков, например, транскрипционных факторов. 
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Introduction. Determining the intracellular localization of a protein is essential for understanding cellular functions under normal 
and pathological conditions. Existing fractionation methods, such as differential centrifugation or commercial kits, often suffer from 
drawbacks: they are time-consuming, carry a risk of organelle damage, cross-contamination between fractions, and loss of labile 
proteins. Therefore, the development of new, rapid, and efficient methods for obtaining pure nuclear and cytoplasmic fractions remains 
a relevant task.
Aim. To develop a rapid, accessible, and effective method for separating nuclear and cytoplasmic fractions from cells and tissues for 
subsequent protein analysis.
Material and methods. The study was performed on brain tissue from Wistar rats and human hepatocellular carcinoma HepG2 cells. 
Brain tissue was homogenized in a chilled Potter homogenizer. Fraction isolation was carried out using a two-step protocol: cells 
were first lysed with NP-40 buffer to obtain the cytoplasmic fraction, and then the pellet containing nuclei was lysed with RIPA buffer. 

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2025; 71(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2026-71-2-139-145 
EDN: FTUZZX

BIOCHEMISTRY 

https://elibrary.ru/ftuzzx



140

The quality of homogenization was assessed by microscopy after Romanowsky-Giemsa staining, and the quality of fractionation was 
assessed by fluorescence microscopy with DAPI and by western blot analysis using fraction markers (Lamin B1 for the nucleus and 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) for the cytoplasm).
Results and discussion. It was shown that the performed homogenization yields a homogeneous cell suspension with intact nuclei. 
Fluorescence microscopy confirmed the absence of nuclear material in the cytoplasmic fraction and the integrity of nuclei in the 
nuclear fraction. Western blot data demonstrated high specificity of the fractions: Lamin B1 was detected only in the nuclear fraction, 
and GAPDH only in the cytoplasmic fraction, indicating minimal cross-contamination. The developed method, based on the sequential 
use of NP-40 and RIPA detergents, is rapid, reproducible, and allows for effective separation of subcellular compartments without a 
nuclear washing step, minimizing protein loss.
Conclusion. A rapid and efficient method for obtaining pure nuclear and cytoplasmic fractions from cell cultures and tissues has 
been proposed. The high degree of purification, confirmed by independent methods (western blot, DAPI fluorescence microscopy), 
allows us to recommend this protocol for widespread use in laboratory practice, particularly for studying protein translocation, e.g., 
of transcription factors.
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность поиска и совершенствования методов 

фракционирования белков на цитоплазматическую и 
ядерную фракции обусловлена необходимостью опре-
деления внутриклеточной локализации белка для пони-
мания жизнедеятельности клетки в норме и при пато-
логии в фундаментальных исследованиях. Цитоплазма 
и ядро являются ключевыми компартментами клетки, 
так как выполняют различные функции, а контролируе-
мое перемещение сигнальных белков между ними слу-
жит основным механизмом регуляции биохимических 
процессов: ответ на внешние сигналы, транскрипция 
генов, клеточное деление, апоптоз и др. Следователь-
но, изучение динамического распределения важно в 
самых разных областях – от фундаментальных иссле-
дований сигнальных путей, например, Nf-kB, Nrf-2, 
CAR, PXR и др., активация которых характеризуется 
транслокацией в ядро [1, 2], до прикладной медицины, 
где аномальная локализация онкобелков или вирусных 
антигенов служит диагностическим и прогностиче-
ским маркером при онкологических и инфекционных 
заболеваниях [3].

От правильности биохимической методологии разде-
ления клеточных структур и получения чистого осадка 
будут зависеть дальнейшие результаты исследования.

В настоящее время наиболее популярным методом 
выделения клеточных органелл из гомогенатов тканей 
и разделения ядерной и цитоплазматической фракций 
клеток является метод дифференциального центрифу-

гирования (субклеточного фракционирования). Диффе-
ренциальное центрифугирование основано на разной 
скорости осаждения отдельных частиц под действием 
центробежной силы. Быстрота разделения каждого из 
компонентов клетки зависит от размера и формы каж-
дого элемента [4]. Для более четкого разделения клеток 
и приготовления чистого препарата проводят несколь-
ко последовательных циклов центрифугирования. Ми-
нусом метода является то, что приходится тратить вре-
мя на получение градиента плотности раствора. Кроме 
того, во время выделения частиц можно повредить их 
структуру, а также, отмывание субклеточных частиц 
(ресуспендирование их в среде и последующее повтор-
ное центрифугирование) может приводить к потере 
некоторых содержащихся в них веществ, которые под 
действием сил диффузии переходят в раствор. В связи 
с этим иногда бывает трудно понять, какие из малых 
молекул действительно являются элементами исследу-
емых структур, а какие просто были адсорбированы их 
поверхностью в процессе выделения. 

Использование коммерческих наборов обеспечива-
ет эффективную экстракцию мембранных белков из 
клеток и тканей млекопитающих. Инструкции наборов 
характеризуются многостадийностью процесса.  Экс-
трагированный белок пригоден для различных после-
дующих применений, включая электрофорез, вестерн-
блот, ИФА и анализ активности ферментов [5].

Для приготовления клеточных лизатов часто ис-
пользуют детергент тритон-Х100, который разрушает 
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цитоплазматическую и митохондриальную мембраны, 
но малоэффективен в отношении ядерной. На этом ос-
нован метод применения тритона- Х100 для удаления 
цитоплазматического содержимого [6].

Имеются данные, что тритон-Х100 способен сни-
жать электрофоретическую подвижность белков [7], а 
следовательно, неудобен, например, для анализа мето-
дом вестерн-блот. 

Несмотря на доступность вышеперечисленных ме-
тодов, постоянная необходимость в совершенствовании 
этой методологии вызвана некоторыми методическими 
особенностями: перекрестная контаминация фракций, 
агрессивный или неправильно подобранный лизис мо-
жет привести к повреждению ядерной мембраны и, 
следовательно, получению общего лизата клеток, что 
может сделать количественный анализ некорректным. 
Не менее важной задачей является сохранение лабиль-
ных белковых комплексов и посттрансляционных мо-
дификаций, таких как фосфорилирование, которые лег-
ко разрушаются при недостаточно щадящих условиях 
выделения. Современные исследования часто требуют 
работы с малым количеством материала, поэтому не-
обходим поиск новых методов. 

Таким образом, из   вышесказанного следует, что 
поиск и разработка новых методов получения соответ-
ствующих субклеточных фракций – ядро и цитоплазма, 
обогащенных исследуемыми белками для исследова-
ния функционирования транскрипционных факторов, 
переходящих из цитоплазматической в ядерную фрак-
цию, являются актуальным вопросом фундаменталь-
ной науки.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ – разработать быстрый, доступ-
ный и эффективный способ разделения ядерной и ци-
топлазматической фракций клеток и тканей для опре-
деления уровня белка в клетках (на примере ткани го-
ловного мозга крыс Wistar и клеточной линии HepG2).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проводили на индивидуальных клет-

ках, выделенных из ткани головного мозга крыс линии 
Wistar, и клетках линии гепатоцеллюлярной карцино-
мы человека HepG2 (закуплена в ФГБУН ИНЦ РАН, 
Санкт- Петербург).

Гомогенизация ткани. Для извлечение цитоплазма-
тических/ядерных белков из образцов тканей на первом 
этапе получали отдельные клетки из ткани головного 
мозга крыс Wistar. Для этого навеску ткани головного 
мозга помещали в предварительно охлажденный гомо-
генизатор типа Potter-Elvehjem c фосфатным буфером 
в соотношении с тканью 1:1 (60 мг ткани : 60 мкл бу-
фера).  Гомогенизацию производили при температуре 
+4 °С путем 8-ми плавных нажатий пестиком без про-
кручиваний, во избежание разрушения цитоплазмати-
ческих и ядерных мембран клетки.  Также параллель-
но была проведена гомогенизация на гомогенизаторе 
DIAX 900 («Heidolph», Германия) при 26 000 об/мин в 
фосфатном буфере (pH 7,2–7,4) на холоде в соотноше-
нии 1:10 в течение 1 минуты.

Полученные гомогенаты ткани центрифугировали 
при температуре +4 °С, скорости 700 g в течение 10 ми-
нут, чтобы крупные фрагменты ткани осели на дно, но 
при этом ядра остались в супернатанте, который пред-

ставлял собой фракцию неразрушенных клеток [8].
Оценка состояния клеток головного мозга методом 

Романовского-Гимзы. Аликвоту гомогената (50 мкл) 
наносили на предметное стекло и готовили мазок. Пре-
параты фиксировали в метаноле (ХимМед, Россия) в 
течение 5 минут и высушивали на воздухе. Окрашива-
ние проводили стандартным методом: рабочий раствор 
краситель Романовского-Гимзы, разведенный в буфере, 
pH 6,8–7,2, в соотношении 1:10 («Медикс», Россия) на-
носили на мазок на 15–20 минут. После осторожного 
промывания дистиллированной водой и высушивания 
препараты анализировали под световым микроскопом 
[9]. Для каждого образца анализировали не менее 5 по-
лей зрения. Визуализацию клеток выполняли с помо-
щью инвертированного микроскопа («Olympus», Япо-
ния) с цифровой цветной камерой (ССD 5 МПикс) на 
персональном компьютере DeltaPix InSight. 

Подсчет количества клеток. Количество клеток 
оценивали с помощью счетчика клеток C100 (RWD 
Life Science, Китай).

Выделение ядерной и цитоплазматической фрак-
ций из клеток. К суспензии клеток добавляли мягкий 
неионный детергент эфир полиоксиэтилена нонил-
фенола (NP40 «Servicebio», Китай).  Полученный ли-
зат центрифугировали при 1000g в течение 10 минут 
(AvantiJXN-3, Beckmancoulter, США).  Затем супер-
натант, представляющий собой цитоплазматическую 
фракцию, переносили в эппендорфы и использовали 
для анализа. Для выделения ядерной фракции продол-
жали работу с осадком. К преципитату добавляли бу-
фер RIPA (RIPA Lysis Buffer – RadioImmunoPrecipitation 
Assay «Servicebio», Китай). Его основные компоненты 
включают 50 мМ Трис-HCl (pH 7,4), 150 мМ NaCl, 1 
мМ EDTA-2Na, 1 % Triton X-100, 1 % дезоксихолевой 
кислоты натрия и 0,1 % SDS. Буферы NP40 и RIPA до-
бавляли из расчета 107 клеток : 100 мкл буфера, инкуба-
ция проводилась в течение 30 минут при температуре 
+4 °С при постоянном перемешивании.   Далее центри-
фугировали для осаждения дебриса при 700g в течение 
10 минут (AvantiJXN-3, Beckmancoulter, США). Надо-
садочную жидкость, являющуюся ядерной фракцией, 
использовали для анализа.

Культивирование клеток линии HepG2. Клетки 
культивировали в 6-луночных планшетах («Corning», 
США) при 37 °C и 5 % содержании СО2 в среде Иг-
ла, модифицированной Дульбекко (DMEM), с высо-
ким содержанием глюкозы (4500 мг/л), содержащей 
L-глутамин (4 мМ), 10 % фетальной бычьей сыворотки, 
100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина 
(все компоненты производства «Sigma Aldrich», Герма-
ния) до появления монослоя (5 суток). По достижении 
клетками HepG2 90 % конфлюентности монослоя, уби-
рали кондиционированную среду, трижды промыва-
ли раствором фосфатного буфера (ПанЭко, Россия) и 
снимали с лунок. Клетки откручивали при температуре 
+4 °C  на скорости 3000 g в течение 10 минут, удаляли 
фосфатный буфер и проводили выделения ядер и цито-
плазмы по схеме, описанной выше и представленной 
на рис. 1. 

Анализ перекрестной контаминации ядерных и ци-
топлазматических фракций с использованием флуо-
ресцентной микроскопии DAPI. Чистоту выделенных 
фракций оценивали путем окрашивания ядерной и 
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цитоплазматической фракций клеток си-
ним флуоресцентным красителем DAPI 
(«Sigma-Aldrich», США) на наличие/от-
сутствие ядер клеток.  Раствор красите-
ля готовили путем разведения порошка 
DAPI в PBS в отношении 1:5000. 

К ядерному осадку до разрушения 
мембраны и цитоплазматической фрак-
ции гомогената добавляли раствор кра-
сителя и инкубировали 3 минуты в тем-
ноте. Полученную суспензию ядер нано-
сили на предметное стекло и проводили 
микроскопирование.  Визуализацию ядер 
выполняли с помощью инвертированного 
микроскопа.  

Анализ белков-маркеров клеточных 
фракций для контроля качества гомо-
гената.  Чистоту выделенных фракций 
проверяли путем обнаружения маркер-
ных белков методом вестерн-блот. В на-
шем случае, маркерными белками для 
ядер является ламинин B1 [10], для ци-
топлазмы – глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназа (ГАФД). 

Вестерн-блот анализ проводили по 
стандартному протоколу.  Электрофорез 
белков проводили в 7,5 % полиакрила-
мидных гелях, приготовленных с исполь-
зованием набора TGX Stain-Free FastCast 
Acrylamide Kit («Bio-Rad», США). Перед 
электрофорезом образцы клеточного ли-
зата смешивали с буфером Laemmli, со-
держащим 50 мМ β-меркаптоэтанола 
(«Bio-Rad», США), в соотношении 1:3 
(образец:буфер) и денатурировали в тече-
ние 10 минут при 70 °C. На гель наносили 
20 мкг белка, после чего электрофорез про-
водили при постоянном напряжении 100 В 
в течение 90 минут. Разделенные белки пе-
реносили на нитроцеллюлозную мембра-
ну (Trans-Blot Turbo Mini-Size «Bio-Rad», 
США) с использованием системы для по-
лусухого трансблоттинга Mini Trans-Blot 
(«Bio-Rad», США). Условия переноса со-
ставляли 25 В и 1,3 А в течение 10 минут. 
Для блокирования неспецифических сай-
тов связывания мембрану инкубировали в 
течение 1 часа при комнатной температуре 
в блокирующем буфере, содержащем 1% 
раствор EveryBlot Blocking Buffer («Bio-
Rad», США) и 0,1 % Tween-20 («Sigma», 
Германия). Детекцию целевых белков про-
водили с использованием специфичных 
моноклональных мышиных антител – ла-
минин B1 и GAPDH («Affinity», Китай) в 
разведении 1:1000.  После отмывки мем-
браны инкубировали с вторичными кроли-
чьими антителами против мышиных IgG, 
конъюгированными с пероксидазой хрена 
(Rabbit-anti-Mouse IgG (H+L) Secondary 
Antibody, HRP («Invitrogen», США), в раз-
ведении 1:4000 в течение 1 часа при ком-
натной температуре. Сигнал визуализиро-

вали с помощью хемилюминесцентного субстрата и регистрировали 
на системе ChemiDoc XRS+ («Bio-Rad», США).  Количественный 
анализ интенсивности полос проводили методом денситометрии с 
использованием программного обеспечения ImageLab («Bio-Rad», 
США). Молекулярные массы исследуемых белков подтверждали с по-
мощью маркеров молекулярной массы Precision Plus Protein Standards 
Dual Color («Bio-Rad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Цитологический анализ гомогенатов тканей головного мозга 

крыс, окрашенных по Романовскому-Гимзе, выявил существенные 

Рис. 1. Схема получения гомогената клеток головного мозга и выделения цитоплазма-
тической и ядерной фракций белков клеток (выполнено с помощью BioRender).

Рис.  2.  Электронно-микроскопическое изображение гомогенатов ткани после окра-
шивания по Романовскому-Гимзе. А - гомогенаты ткани головного мозга крыс Wistar, 
обработанные с помощью гомогенизатора Potter-Elvehjem;  Б – гомогенаты ткани го-
ловного мозга крыс Wistar, обработанные в гомогенизаторе DIAX 900; световая микро-
скопия («Olympus», Япония). Ув. ×40.

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2026; 71(2)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2026-71-2-139-145 

EDN: FTUZZX

БИОХИМИЯ



143

различия в эффективности двух методов го-
могенизации.  Гомогенаты, полученные с 
помощью гомогенизатора Potter- Elvehjem, 
характеризовались более однородной струк-
турой: в поле зрения преобладали свободные 
ядра с хорошо сохранившейся мембраной и 
четкой структурой хроматина, цитоплазмати-
ческие обломки и минимальное количество 
интактных клеток (рис. 2, А). Напротив, в об-
разцах, обработанных в автоматическом го-
могенизаторе DIAX 900, наблюдалась значи-
тельная гетерогенность с наличием как раз-
рушенных клеток, так и большого количества 
неизмененных клеток и крупных тканевых 
агрегатов (рис. 2, Б).

Метод окраски по Романовскому-Гимзе 
является наглядным методом для оценки ка-
чества гомогенизации.  Полученные данные 
демонстрируют, что условия гомогенизато-
ра Potter-Elvehjem обеспечивают более вос-
производимое и полное разрушение ткани за 
счет стандартизированной и более интенсив-
ной механической обработки. Это приводит к 
получению гомогената, более пригодного для 
последующего фракционирования и выделе-
ния субклеточных компонентов. 

Первым этапом валидации разработанного 
протокола стала оценка морфологической це-
лостности и чистоты полученных фракций с 
помощью флуоресцентного красителя DAPI, 
специфичного к ДНК.  DAPI является спец-
ифичным, высокофлуоресцентным красите-
лем, который прочно связывается с участками 
ДНК, богатыми аденином и тимином.  Кра-
ситель часто используется для окрашивания 
ядер живых и фиксированных клеток, а также 
срезов тканей [11–14].

Как показано на рис. 3, анализ подтвердил 
высокую эффективность разделения.  В цито-
плазматической фракции (рис. 3, А) полностью 
отсутствовали какие-либо DAPI- положитель-
ные структуры, следовательно, процедура лизи-
са и центрифугирования не привела к контами-
нации цитоплазматической фракции ядерным 
материалом.  Отсутствие видимых клеточных 
структур, дебриса и цитоплазматических за-
грязнений свидетельствовало о том, что началь-
ное центрифугирование при 1000g после лизи-
са NP-40 эффективно осаждала ядра, оставив 
цитоплазматические компоненты в супернатан-
те.  Таким образом, микроскопический анализ 
подтвердил, что на данном этапе протокол по-
зволяет получить чистую цитоплазматическую 
фракцию, свободную от ядер.

В ядерной фракции (рис. 3, Б) было зафик-
сировано наличие интактных, морфологиче-
ски сохранных ядер, что визуализировалось 
в виде ярких, четко очерченных сферических 
образований с интенсивным синим свечени-
ем при использовании гомогенизатора Potter-
Elvehjem, но при использовании DIAX 900 
был получен общий гомогенат с разрушенны-
ми ядрами (рис. 3, В). 

Рис. 3. Окрашивание цитоплазматической и ядерной фракции гомогенатов ткани 
головного мозга крыс Wistar синим флуоресцентным красителем DAPI.  А – ци-
топлазматическая фракция гомогената, полученная с помощью Potter-Elvehjem; 
Б – ядерная фракция гомогената, полученная с помощью Potter-Elvehjem; В 
– гомогенат, полученный с помощью DIAX 900; флуоресцентная микроскопия  
(«Olympus», Япония).  Ув. ×20.

Рис. 4. Окрашивание гомогената клеток HepG2 синим флуоресцентным краси-
телем DAPI. А – цитоплазматическая фракция гомогената; Б – ядерная фракция 
гомогената, полученная с помощью Potter-Elvehjem; флуоресцентная микроско-
пия («Olympus», Япония). Ув. ×40.

Рис.5. Вестерн-блот анализ маркерных белков ядерной и цитоплазматической 
фракций гомогената клеток мозга и HepG2. 1 – цитоплазма, 2 – ядро.

Для леток линии HepG2 был выполнен аналогичный тест и 
получен такой же результат (рис. 4). Цитоплазматическая фрак-
ция была свободная от ядер (рис. 4, А), а ядерная фракция бога-
та целыми ядерными структурами в гомогенате, полученным с 
помощью Potter-Elvehjem (рис. 4, Б). 

Далее для подтверждения полученных результатов проводи-
ли вестерн-блот анализ маркерных белков для подтверждения 
специфичности фракционирования. Проводили детекцию спец-
ифичных маркерных белков: ламинина B1 для ядерной фракции 
и ГАФДГ для цитоплазматической.  Ламинин B1 представляет 
собой структурный белок и является компонентом ядерной обо-
лочки, он играет важную роль в формировании структуры ядра, 
регулировании распределения хроматина и обеспечении экс-
прессии генов, репликации и репарации ДНК [15]. 

Результаты, представленные на рис. 5, демонстрируют вы-
сокую специфичность разработанного метода, как для клеток 
ткани головного мозга, так и для клеточной линии: в ядерной 
фракции был однозначно детектирован белок ламинин B1 (~66 
кДа), в то время как сигнал от цитоплазматического маркера 
ГАФДГ (~37 кДа) отсутствовал. 
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В. цитоплазматической. фракции. наблюдалась. об-
ратная.картина:.интенсивная.полоса,.соответствующая.
ГАФДГ,.при.отсутствии.сигнала.от.ламинина.B1 .

По.результатам.анализа.было.получено,.что.в.ядер-
ной. фракции. гомогената. присутствует. ламинин. В1.
и. отсутствует.ГАФДГ,. а. в.цитоплазматической.–.при-
сутствует.ГАФДГ,.отсутствует.ламинин.В1,.что.свиде-
тельствует.о.чистоте.выделенных.фракций.клеточного.
лизата.и.адекватности.разработанного.метода .

Предлагаемый.способ.разделения.цитоплазматиче-
ской.и.ядерной.фракций.клеток.линии.HepG2.является.
быстрым.и.удобным.способом.разделения.цитоплазма-
тической.и.ядерной.фракций.суспензии.клеток.линии.
HepG2. с. целью. проведения. дальнейших. биохимиче-
ских.анализов ..

Данные.результаты.доказывают.адекватность.мето-
дики ..Отсутствие.перекрестного.загрязнения.фракций.
свидетельствует. о. том,. что. буфер. NP-40. эффективно.
лизирует.плазматическую.мембрану,.оставляя.ядерную.
оболочку.интактной,.а.последующее.использование.бу-
фера.RIPA.позволяет.эффективно.экстрагировать.белки.
уже.из.изолированных.ядер .

Разработанный.двухэтапный.протокол,.основанный.
на. последовательном. использовании. детергентов.NP-
40.и.RIPA.в. сочетании. с. дифференциальным.центри-
фугированием,. показал. себя. как. высокоэффективный.
метод.для.субклеточного.фракционирования ..

ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка.надежных.и.воспроизводимых.методов.

субклеточного. фракционирования. остается. актуаль-
ной.задачей.в.клеточной.биологии,.поскольку.точность.
определения. локализации. белка. напрямую. влияет. на.
интерпретацию.его.функции ..Настоящее.исследование.
было.посвящено.оптимизации.протокола.для.быстрого.
и.эффективного.разделения.ядерной.и.цитоплазматиче-
ской.фракций .

В.качестве.основных.реагентов.использовались.бу-
феры.NP-40.и.RIPA ..Буфер.для.лизиса.NP-40.является.
солюбилизирующим.агентом,.используемым.для.при-
готовления. клеточных. экстрактов. для. иммунологиче-
ских.анализов.и.методов.блоттинга.и.является.одним.
из.самых.популярных.буферов.для.лизиса.[10] ..NP-40.
может. в. основном. разрушить. клеточную. мембрану,.
но.разрушение.ядерной.мембраны.слабое. [16] ..Буфер.
RIPA.воздействует.на.ядерную.мембрану ..

Полученные.результаты.однозначно.свидетельству-
ют.об. эффективности.разработанной.методики,.осно-
ванной.на.применении.буферов.NP-40.и.RIPA ..Комби-
нация.двух.независимых.методов.валидации.(флуорес-
центной. микроскопии. и. вестерн-блот). предоставляет.
подтверждение.чистоты.изолированных.фракций ..Ми-
кроскопия.доказала.отсутствие.физического.(ядерного).
загрязнения.в.цитоплазматической.фракции,.а.вестерн-
блот.подтвердил.это.на.биохимическом.уровне,.проде-
монстрировав. специфичность. распределения. маркер-
ных.белков .

Использование. мягкого. неионного. детергента. NP-
40.для.селективного.лизиса.плазматической.мембраны.
позволило.высвободить.цитоплазматические.белки,.не.
повреждая.более.прочную.ядерную.оболочку ..Последу-
ющее.центрифугирование.при.низкой.скорости.(700.g).
эффективно.осадило.интактные.ядра ..Важно.отметить,.

что.отмывание.осадка.ядер,.которое.часто.приводит.к.
потере.материала,.в.данном.протоколе.было.исключе-
но,.что.минимизировало.потенциальные.потери.ядер-
ных.белков .

Разработанный. метод. является. удобным. инстру-
ментом. для. фундаментальных. и. клинических. работ ..
Быстрота. и. простота. способа. разделения. ядерных. и.
цитоплазматических. белков. делают. его. удобным. для.
исследований,. требующих. анализа. большого. количе-
ства.образцов.одновременно,.например,.при.изучении.
временной.динамики.транслокации.белков.(например,.
транскрипционных.факторов.NF-κB,.STAT,.Nrf-2.и.др .).
из. цитоплазмы.в. ядро. в. ответ.на. различные. стимулы.
в.фундаментальных.исследованиях.[17,.18] ..Важно.от-
метить,.что.предложенный.метод.имеет.ключевое.кли-
ническое. значение. для. онкологии,. так. как. позволяет.
уточнить. диагностику,. прогноз. и. понять. механизмы.
специфической.субклеточной.локализации.белков-мар-
керов.[19] ..Так,.например,.ядерная.локализация.TFPI-2.
служит.высокоспецифичным.диагностическим.призна-
ком.светлоклеточного.рака.яичников.[20],.а.раздельный.
анализ. ядерного. и. цитоплазматического. пулов. белка.
MTA1.при.раке.толстой.кишки.позволяет.точнее.оце-
нивать.агрессивность.опухоли.и.потенциал.дифферен-
цировки.[21],.в.то.время.как.выявление.гипоксия-инду-
цируемого.фактора.HIF-1α.в.ядре.при.трижды.негатив-
ном.раке.молочной.железы.подтверждает.его.активную.
роль.в.регуляции.генов.выживания.и.коррелирует.с.не-
благоприятными.клиническими.параметрами.[22] .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленный.метод.является.быстрым,.доступ-

ным.и.высокоэффективным.инструментом.для.получе-
ния.чистых.ядерных.и.цитоплазматических.фракций.из.
клеточных.линий.и.тканей ..Высокая.степень.очистки,.
подтвержденная. контролем.маркерных.белков,. позво-
ляет. рекомендовать. данный. протокол. для. широкого.
использования.в.лабораторной.практике.для.последу-
ющих.биохимических.анализов .
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