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Основные положения
• Наиболее высокой чувствительностью при окрашивании общего белка в лизате культур эндо-

телиальных клеток и гомогенате кровеносных сосудов имеют красители Acid Black 1 и Fast Green 
FCF, позволяющие детектировать ≥ 1 мкг белка).

• При оценке содержания конститутивных белков в лизатах культур эндотелиальных клеток 
наиболее высокой чувствительностью обладает окрашивание антителами к β-актину (детектиру-
ющее ≥ 1–2 мкг белка), TBP (≥ 2–4 мкг белка) и PCNA (≥ 4 мкг белка).

• При нормализации специфичного сигнала от антител целесообразно применять окрашивание 
на общий белок при коэффициенте вариации ≤ 20% (для лизата культур эндотелиальных клеток) 
или ≤ 25% (для гомогената кровеносных сосудов).

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ОКРАШИВАНИЯ КОНСТИТУТИВНЫХ БЕЛКОВ 
И ОБЩЕГО БЕЛКА КАК ДВУХ ПОДХОДОВ К НОРМАЛИЗАЦИИ СИГНАЛА 

ПРИ ИММУНОБЛОТТИНГЕ БЕЛКОВ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 
И КРОВЕНОСНЫХ СОСУДОВ

Цель
Провести сравнение объективности окрашивания конститутивных белков и 
общего белка как двух методик для нормализации сигнала при иммуноблот-
тинге белков эндотелиальных клеток (ЭК) и кровеносных сосудов.

Материалы 
и методы

В бис-трис-гель для электрофореза вносили серийные разведения лиза-
та культур ЭК или гомогената кровеносных сосудов (1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкг 
белка). Окрашивание конститутивных белков ЭК (CD31/PECAM1, β-акти-
на, β-тубулина, GAPDH, TBP, PCNA, гистона H3 и COX4) детектировали 
с использованием вторичных антител, конъюгированных с флюорофорами 
680RD и 800CW (флюоресцентная детекция) либо с пероксидазой хрена (хе-
милюминесцентная детекция). Визуализацию общего белка проводили при 
помощи красителей Acid Black 1, Fast Green FCF, Понсо S, Конго красного, 
нигрозина, красителя Revert 700 и 2,2,2-трихлорэтанола.

Результаты

При окрашивании общего белка из лизата культур ЭК или гомогената кровенос-
ных сосудов на мембранах из поливинилиденфторида и нитроцеллюлозы наи-
более высокую чувствительность продемонстрировали краситель Acid Black 1 
и Fast Green FCF (позволявшие детектировать ≥ 1 мкг белка), которые были вы-
браны для последующего сравнения. При анализе экспрессии конститутивных 
белков ЭК и кровеносных сосудов наиболее высокая чувствительность была 
выявлена при окрашивании антителами к β-актину (≥ 1–2 мкг белка), TBP (≥ 
2–4 мкг белка) и PCNA (≥ 4 мкг белка). Чувствительность окрашивания общего 
белка превысила чувствительность окрашивания антителами к β-актину и TBP 
(за счет более высокой интенсивности полос). Сплошной анализ результатов 
окрашивания общего белка выявил максимальный и медианный коэффициент 
вариации при анализе лизата культур ЭК в ≈ 20% и ≈ 12% соответственно, при 
анализе гомогената кровеносных сосудов – в ≈ 40% и ≈ 17%.

Заключение

Наиболее чувствительным красителем для окрашивания общего белка в ли-
зате культур ЭК и гомогенате кровеносных сосудов является Acid Black 1, 
цитоплазматическим конститутивным белком – β-актин, ядерным конститу-
тивным белком – TBP. При нормализации специфичного сигнала от антител 
целесообразно применять окрашивание на общий белок при коэффициенте 
вариации ≤ 20% (для лизата культур ЭК) или ≤ 25% (для гомогената крове-
носных сосудов).
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Aim
To compare the sensitivity of housekeeping proteins and total protein staining for 
the signal normalisation during Western blotting of endothelial cell (EC) lysate 
and vascular homogenate.

Methods

Serial dilutions of EC lysate or vascular homogenate (1, 2, 4, 8, 16, and 32 µg protein) 
were loaded into bis-tris polyacrylamide gel and stained for EC housekeeping 
proteins: platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31/PECAM1), 
β-actin, β-tubulin, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), TATA-
binding protein (TBP), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), histone H3, 
and cytochrome c oxidase subunit 4 (COX4). Housekeeping protein expression 
was detected using secondary antibodies conjugated with 680RD and 800CW 
fluorophores or horseradish peroxidase. Total protein staining was performed 
using Acid Black 1, Fast Green FCF, Ponceau S, Congo Red, nigrosine, Revert 
700, and 2,2,2-trichloroethanol.

Results

Acid Black 1 and Fast Green FCF were the most sensitive (≥ 1 µg protein) dyes 
for total protein staining in EC lysate or vascular homogenate on polyvinylidene 
fluoride or nitrocellulose membranes. Among the housekeeping proteins of EC 
lysate and vascular homogenate, the highest sensitivity was detected for β-actin (≥ 
1–2 µg protein), TBP (≥ 2–4 µg protein), and PCNA (≥ 4 µg protein). Total protein 
staining was more sensitive than β-actin or TBP staining. Total protein staining of 
EC protein lysate showed maximum and median coefficient of variation of ≈ 20% 
and ≈ 12% for the EC lysate and ≈ 40% and ≈ 17% for vascular homogenate.

Conclusion

The most sensitive dye for total protein staining in EC lysate and vascular 
homogenate is Acid Black 1, the most sensitive cytoplasmic housekeeping protein 
is β-actin, and the most sensitive nuclear housekeeping protein is TATA-binding 
protein (TBP). For the respective normalization, total protein staining can be 
employed if coefficient of variation is ≤ 20% (for EC lysate) or ≤ 25% (for vascular 
homogenate).

Keywords Western blotting • Endothelial cells • Blood vessels • Normalization • Housekeeping 
proteins • Beta-actin • TATA-binding protein
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Highlights
• Acid Black 1 and Fast Green FCF are the most sensitive dyes for total protein staining in endothelial 

cell lysate or vascular homogenate, detecting as low as ≥ 1 µg protein.
• Staining with antibodies to β-actin, TBP, and PCNA has the highest sensitivity in endothelial cell 

lysate, detecting as low as ≥ 1–2 µg protein, ≥ 2–4 µg protein, and ≥ 4 µg protein, respectively.
• Total protein staining can be employed for the signal normalization in Western blotting of endothelial 

cell lysate or vascular homogenate if coefficient of variation is ≤ 20% (in case of endothelial cell lysate) 
or ≤ 25% (in case of vascular homogenate).
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Введение
Корректная нормализация данных является не-

обходимым условием для объективного полуко-
личественного анализа результатов вестерн-блот-
тинга (иммуноблоттинга). Основной задачей этапа 
нормализации является коррекция интенсивности 
сигнала целевого белка (белка интереса) с учетом 
поправки на контроль загрузки белка, что может 
быть выполнено посредством: 1) окрашивания мем-
браны из нитроцеллюлозы или поливинилиденфто-
рида на общий белок (то есть визуализации всего 
белка, перенесенного на мембрану); 2) проведения 
дополнительного блоттинга с антителами к консти-
тутивным белкам (белкам «домашнего хозяйства», 
экспрессия которых не зависит от внешних усло-
вий до момента гибели клетки); 3) реблоттинга с 
использованием антител к конститутивным белкам 
(то есть повторного блота каждой мембраны после 
смывания антител к целевым белкам при помощи 
буферного раствора на основе детергентов); 4) 
мультиплексного блоттинга с одновременным ис-
пользованием антител к конститутивным белкам 
(что достигается либо при помощи конъюгации 
вторичных антител с различными флюоресцент-
ными метками, либо при помощи использования 
белков с различиями молекулярной массы не менее 
30 кДа для их четкого дифференцирования при ин-
терпретации результатов). Последующий результат 
при этом оценивается при помощи денситометрии 
(полуколичественного анализа интенсивности 
окрашивания белковых полос) с использованием 
соответствующего программного обеспечения (к 
примеру, ImageJ/FIJI) и подразумевает получение 
поправочного коэффициента для коррекции интен-
сивности сигнала от целевого антитела в зависимо-
сти от интенсивности соответствующего сигнала 
при окрашивании общего белка или от антитела 
к конститутивному белку. Это позволяет избежать 
ложноположительных или ложноотрицательных 
заключений, которые могут возникать вследствие 
различий в массе образца, загружаемого в лун-
ки геля, неравномерного или неполного переноса 
белка из геля на мембрану, неполной отмывки вто-
ричных антител, неравномерного распределения 
хемилюминесцентного реагента, неравномерного 
увеличения сигнала при изменении настроек ин-
тенсивности цвета или контрастности в процес-
се обработки изображений и прочих технических 
факторов, которые могут приводить к погрешности 
при оценке результатов иммуноблоттинга. От вы-
бранного метода нормализации зависит возмож-
ность корректного сравнения результатов измере-
ния различных образцов и, соответственно, досто-
верность интерпретации результатов. 

В качестве конститутивных белков традицион-
но рассматриваются белки цитоскелета (в част-
ности, β-актин и β-тубулин), ключевые ферменты 

метаболизма (гликолитический фермент глице-
ральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (GAPDH) или 
субъединицы фермента окислительного фосфо-
рилирования цитохром-с-оксидазы (в частности, 
COX4)), структурные белки хроматина (к приме-
ру, гистон H3), плейотропные транскрипционные 
факторы (к примеру, белок TBP, связывающийся с 
TATA-последовательностями в ДНК) или маркеры 
пролиферативной активности (к примеру, ядер-
ный антиген пролиферирующих клеток PCNA). 
Данный подход основывается на предположении 
о стабильной экспрессии указанных белков вне 
зависимости от условий эксперимента. Однако 
на практике это соответствует истине далеко не 
всегда. Известно, что экспрессия β-актина и β-ту-
булина в ишемизированном миокарде существен-
но изменяется, в то время как экспрессия GAPDH 
остается стабильной [1]. При исследовании сухо-
жилий свиней [2] и было показано, что экспрес-
сия β-актина, β-тубулина и GAPDH между живот-
ными значительно варьирует [2]. Сравнение экс-
прессии данных белков в тканях колоректальной 
аденокарциномы и прилежащих интактных тка-
нях также выявило повышение их экспрессии в 
опухолевых тканях в 1,3 – 1,7 раза при масс-спек-
трометрии и в 1,4 – 2,9 раза при иммуноблот-
тинге [3]. Таким образом, изменения экспрессии 
конститутивных белков под воздействием экспе-
риментальных условий не являются редкими и 
потенциально делают подобную нормализацию 
необъективной. Кроме того, различные биологи-
ческие ткани и типы клеток обладают индиви-
дуальными структурными и функциональными 
особенностями, что требует дополнительного 
учета этого фактора при использовании консти-
тутивных белков, в особенности метаболических 
(GAPDH или COX4). Все вышеперечисленное 
обусловливает необходимость определения опти-
мальных конститутивных белков при анализе го-
могенатов элементов системы кровообращения (в 
частности, кровеносных сосудов), и лизатов куль-
тур выделенных из них клеток – к примеру, эн-
дотелиальных клеток (ЭК). Другой проблемой яв-
ляется необходимость индивидуального подбора 
концентрации антитела к конститутивным белкам 
для предотвращения перенасыщения специфич-
ного сигнала и искажения результатов вследствие 
исходно высокой экспрессии конститутивных 
белков. Таким образом, нормализация на консти-
тутивные белки имеет не только биологические, 
но и технические ограничения.

Альтернативой нормализации с использованием 
сигнала от антител к конститутивным белкам явля-
ется нормализация на уровень общего (всего) бел-
ка, загруженного на мембрану из нитроцеллюлозы 
или поливинилиденфторида, после его окрашива-
ния соответствующими красителями. Данный под-



80 Normalization in western blotting of cardiovascular proteins

наиболее чувствительного, линейного и воспроиз-
водимого варианта;

2. Анализ чувствительности, линейности и вос-
производимости окрашивания лизата культур ЭК 
и гомогената кровеносных сосудов антителами к 
различным конститутивным белкам при флюорес-
центной и хемилюминесцентной детекции с даль-
нейшим сравнением данных параметров с таковы-
ми при нормализации на общий белок;

3. Анализ вариабельности сигнала между раз-
личными образцами на одной мембране (с расче-
том коэффициента вариации) при окрашивании ли-
зата культур ЭК и гомогената кровеносных сосудов 
на общий белок на расширенной выборке экспери-
ментальных данных.

Цель исследования – определить оптимальный 
метод нормализации при иммуноблоттинге путем 
сравнения окрашивания общего белка и конститу-
тивных белков в лизате культур ЭК и гомогенате 
кровеносных сосудов с учетом чувствительности, 
линейности и воспроизводимости данных подходов.

Материалы и методы
Получение белковых образцов из тканей и кле-

точных культур 
Для проведения экспериментов были использо-

ваны различные источники белка, а именно иммор-
тализованных ЭК пупочной вены человека линии 
EA.hy 926 (гибридома первичных ЭК пупочной 
вены человека и линии аденокарциномы легко-
го человека А549), первичных ЭК пупочной вены 
(HUVEC, 200K-05f, Cell Applications), коронарной 
артерии (HCAEC, 300K-05a, Cell Applications) и 
внутренней грудной артерии (HITAEC, 308K-05a, 
Cell Applications) человека, гингивальных фибро-
бластов, остеобластов, подкожной жировой ткани 
и гомогенизированной сонной артерии человека. 
Культивирование ЭК выполняли по ранее опубли-
кованному протоколу [8, 9]. Клеточная культура 
гингивальных фибробластов была предоставле-
на Покровским банком стволовых клеток. Клетки 
высевались на чашки Петри, предварительно по-
крытые 0,2% раствором желатина (1.4.6., Биолот). 
Культивирование проводилось в среде Игла, моди-
фицированной по Дульбекко (DMEM) с концентра-
цией глюкозы 1 г/л (С435п, ПанЭко), дополненной 
10% эмбриональной телячьей сыворотки (1.1.8.1., 
Биолот), 1% раствора пенициллина-стрептомици-
на-амфотерицина B (L0010-100, Biowest) и 1% ала-
нил-глутамина (Ф005-2/Ф005Е, ПанЭко). Первич-
ные остеобласты человека были выделены из биоп-
татов эпифиза губчатой костной ткани бедренной 
или большеберцовой кости, полученных от пациен-
тов в ходе эндопротезирования коленного или тазо-
бедренного сустава. Образцы костной ткани были 
предоставлены Федеральным государственным 
бюджетным учреждением «Национальный меди-

ход признан более объективным и воспроизводи-
мым при значительной вариабельности экспрессии 
референсных белков, особенно в исследованиях 
с существенными различиями между экспери-
ментальными условиями опытной и контрольной 
групп [4]. Такой метод анализа основан на оценке 
всего белкового содержимого в каждом образце 
без привязки к какому-либо отдельному белку, что 
позволяет снизить влияние колебаний экспрессии 
отдельных белков. Это достигается за счёт окра-
шивания мембраны специфично связывающимися 
с белками химическими соединениями (Acid Black 
1, Fast Green FCF, Ponceau S и прочими), что обе-
спечивает прямую визуализацию общего белко-
вого содержимого в каждом образце независимо 
от экспрессии отдельных белков [5]. В то же вре-
мя нормализация на общий белок является весьма 
требовательной к качеству окрашивания, равно-
мерности переноса белка с геля на мембрану и к 
типу мембраны – на нитроцеллюлозных мембранах 
белок визуализируется с более высокой чувстви-
тельностью и равномерностью [6]. Мембраны из 
поливинилиденфторида характеризуются большей 
механической прочностью и устойчивостью к мно-
гократному стриппингу, однако требуют специаль-
ной обработки для устранения аутофлюоресценции 
при флюоресцентной схеме детекции результатов 
иммуноблоттинга [6]. В одном из сравнительных 
исследований было показано, что мембраны из 
поливинилиденфторида обладают более высокой 
чувствительностью при детекции белков с низкой 
экспрессией и высокой молекулярной массой: для 
визуализации церулоплазмина (~150 кДа) было до-
статочно 0,2 мкг белка на мембране из поливинили-
денфторида против 0,8 мкг на мембране из нитро-
целлюлозы [7]. В то же время мембраны из нитро-
целлюлозы обеспечивали лучшее качество сигнала 
при работе с низкомолекулярными белками (менее 
30 кДа) и невысоких количествах загружаемого 
белка [7]. Следует отметить, что предварительное 
проведение визуализации общего белка перед им-
муноблоттингом может затруднять последующую 
детекцию специфических белков, особенно при их 
малом содержании в образце.

Несмотря на широкое распространение обоих 
приведенных подходов к нормализации специфич-
ного сигнала, остается открытым вопрос: какой из 
них обеспечивает большую чувствительность, ли-
нейность и воспроизводимость сигнала в лабора-
торной практике? Литературные данные указывают 
как на преимущества, так и на ограничения каждого 
подхода, что затрудняет выбор оптимальной страте-
гии для конкретных задач. В данной работе было 
проведено поэтапное исследование, включающее:

1. Оценку и отбор красителей для визуализа-
ции общего белка в лизате культур ЭК и гомогена-
те кровеносных сосудов с последующим выбором 
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концентрацией полиакриламида (соотношение 
акриламида к метилен-бис-акриламиду 37,5:1) 
собственного изготовления толщиной 1,5 мм. В 
качестве маркера молекулярных масс для имму-
ноблоттинга с флюоресцентной схемой детекции 
использовали Chameleon Duo Pre-stained Protein 
Ladder (928-60000, LI-COR Biosciences), для им-
муноблоттинга с хемилюминесцентной схемой де-
текции – EasySee II (TransGen-DM211-01, Transgen 
Biotech). Разделение белков проводили методом 
электрофореза в полиакриламидном геле в присут-
ствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) при 
250 В в течение 40 минут с использованием буфе-
ра для электрофоретического разделения белков на 
основе 2-(N-морфолино)этансульфоновой кислоты 
G-RUN MES (K-021, AppScience Products), антиок-
сиданта G-NOOOX (K-027, AppScience Products) 
и вертикальной системы для электрофореза WIX-
easyPRO4 Mini Easy (10110001, WIX Technologies). 
Перенос белков осуществляли с использовани-
ем нитроцеллюлозных (IB23001, Thermo Fisher 
Scientific) и поливинилиденфторидных (IB24001, 
Thermo Fisher Scientific) мембран и прибора iBlot 
2 Gel Transfer Device (Thermo Fisher Scientific) со-
гласно инструкции производителя в стандартном 
режиме переноса для белков от 30 до 150 кДа (P0 
– 20 В в течение 1 минуты, 23 В в течение 4 минут, 
25 В в течение 2 минут).

Иммуноблоттинг
После переноса белков с геля мембраны ин-

кубировали в растворе Block’n’Boost! (К-028, 
AppScience Products) в течение 1 часа для предот-
вращения неспецифического связывания. Имму-
ноблоттинг выполняли с использованием анти-
тел мыши к белку CD31/PECAM1 (SLM-10825M, 
Sunlong Biotech), β-актину (SLM-33036M, Sunlong 
Biotech), β-тубулину (SLM-33034M, Sunlong 
Biotech), GAPDH (SLM-33033M, Sunlong Biotech), 
TBP (SLM-33227M, Sunlong Biotech), PCNA (SLM-
2006M, Sunlong Biotech), гистону H3 (SLM-33042M, 
Sunlong Biotech) и COX4 (SLM-33037M, Sunlong 
Biotech) в разведении 1:1000. Данные белки «до-
машнего хозяйства» (housekeeping proteins) были 
выбраны на основании анализа литературы [1-3], 
а также на основании рекомендаций соответству-
ющих производителей, расположенных на их офи-
циальных сайтах (Abcam, Thermo Fisher Scientific, 
Novus Biologicals, LI-COR Biosciences, Bio-Rad). 
Белок CD31/PECAM1 был выбран вследствие со-
четания высокого базового уровня конститутив-
ной экспрессии в ЭК и специфичности для ЭК на 
основании проведенных ранее экспериментов [8]; 
следует отметить, что он не относится к белкам 
«домашнего хозяйства», в том числе и вышеука-
занными источниками литературы, в классическом 
определении данного понятия.

цинский исследовательский центр травматологии 
и ортопедии имени Р.Р. Вредена» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации. Подроб-
ная применяемая методика получения и ведения 
остеобластов описана в статье [10].

Для анализа белка в образцах гомогенатов со-
судов микроциркуляторного русла использовали 
образцы эпикардиальной, периваскулярной и под-
кожной жировой ткани, полученные от пациентов с 
ожирением и без него. Образцы промывали стериль-
ным раствором хлорида натрия и гомогенизирова-
ли в буфере T-PER (78510, Thermo Fisher Scientific) 
с добавлением ингибиторов протеаз и фосфатаз 
Halt (78444, Thermo Fisher Scientific) с использо-
ванием прибора FastPrep-24 5G (MP Biomedicals) 
и пробирок Lysing Matrix S (116925050-CF, MP 
Biomedicals). После первичного центрифугирова-
ния при 14 000 × g в течение 10 минут надосадок 
дополнительно центрифугировали при 200 000 × 
g (Optima MAX-XP, Beckman Coulter) в течение 1 
часа для удаления нерастворимых компонентов 
внеклеточного матрикса. Аналогичный протокол 
применяли при выделении белка из сонной арте-
рии человека [11]. Таким же образом был выделен 
белок из атеросклеротических бляшек сонной арте-
рии человека и прилежащих интактных артериаль-
ных сегментов [12]. Во всех случаях определение 
концентрации белка выполняли с использованием 
набора BCA Protein Assay Kit на основе 2,2-бицин-
хониновой кислоты и сульфата меди (23227, Thermo 
Fisher Scientific) и спектрофотометра Multiskan Sky 
(51119700DP, Thermo Fisher Scientific) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Протокол исследования и сбор клинических 
образцов были одобрены Локальным этическим 
комитетом НИИ КПССЗ (протокол заседания № 5 
от 10.04.2023 г.). От пациентов было получено ин-
формированное добровольное согласие на исполь-
зование биоматериала в научных целях, включая 
публикацию полученных данных в обезличенном 
виде. Исследование выполнялось в соответствии 
со стандартами надлежащей клинической практи-
ки (Good Clinical Practice) и принципами Хельсинк-
ской декларации (2013 г.).

Электрофорез белков
Образцы белкового лизата (либо по 10 мкг бел-

ка в каждом из образцов внутри одной загрузки, 
либо в виде серийного разведения в 1, 2, 4, 8, 16 
и 32 мкг белка) смешивали с загрузочным буфе-
ром OrangeMark (K-023, AppScience Products) при 
флюоресцентной схеме детекции или VioletMark 
(K-022, AppScience Products) при хемилюминес-
центной схеме детекции в соотношении 6:1, дена-
турировали при 99°C в течение 5 минут (Термит, 
ДНК-Технология), после чего вносили в 10-луноч-
ный гель на основе бис-трис-буфера с 10%-ной 
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использовали коммерческий набор Revert 700 Total 
Protein Stain Kit (926-11016, LI-COR Biosciences) в 
соответствии с инструкцией производителя.

В качестве альтернативного метода применяли 
визуализацию белка по безокрасочной технологии 
на основе 2,2,2-трихлорэтанола (T819396, Shanghai 
Macklin Biochemical Technology), который добавля-
ли в состав полиакриламидного геля в концентра-
ции 2% до полимеризации акриламида. После про-
ведения электрофореза гель подвергали ультрафи-
олетовой экспозиции в течение 5 минут с исполь-
зованием гель-документирующей системы XR+ 
(Bio-Rad). Далее белок переносили на мембраны 
из нитроцеллюлозы или поливинилиденфторида 
без дополнительного окрашивания. Визуализацию 
общего белка также проводили с использованием 
гель-документирующей системы XR+ (Bio-Rad) и 
экрана для визуализации полиакриламидных гелей 
в ультрафиолетовом свете по безокрасочной техно-
логии (12003028, Bio-Rad).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с исполь-

зованием программы GraphPad Prism 8 (GraphPad 
Software). Для оценки линейности использовали 
анализ линейной регрессии с вычислением коэф-
фициента детерминации (R²). Дополнительно при-
меняли Runs test для проверки отклонения данных 
от прямолинейной зависимости. Для оценки вари-
абельности специфичного сигнала использовали 
коэффициент вариации (CV) с расчетом 0-го про-
центиля (минимальное значение), 10-го, 25-го, 50-
го (медианы), 75-го, 90-го и 100-го (максимальное 
значение) процентилей. 

Результаты
В рамках данного исследования была проведена 

серия экспериментов, направленных на определе-
ние наиболее объективного подхода к нормализа-
ции данных иммуноблоттинга. На первом этапе 
исследования было проведено сравнение пяти кра-
сителей – Acid Black 1 (Амидо черный 10B), Fast 
Green FCF (зеленый прочный), Ponceau S (Понсо 
S), Congo Red (Конго красный), нигрозина и за-
патентованного компанией LI-COR Biosciences 
красителя Revert 700 – на мембранах из поливини-
лиденфторида и нитроцеллюлозы после переноса 
белка с полиакриламидного геля. Целью данного 
этапа было определить универсальный краситель 
с наиболее высокой чувствительностью и воспро-
изводимостью независимо от типа мембраны. Наи-
более высокую интенсивность при окрашивании 
одинаковой массы белка лизата культур ЭК (10 
мкг) на обоих типах мембран продемонстрирова-
ли Acid Black 1 и Fast Green FCF, при окрашива-
нии которыми белковые полосы равномерно визу-
ализировались по всему диапазону молекулярных 

Для флюоресцентной детекции использовали 
вторичные антитела козла против мыши, конъю-
гированные с флюорофорами 680RD (926-68070, 
LI-COR Biosciences) или 800CW (926-32210, LI-
COR Biosciences) в разведении 1:1000. Хемилю-
минесцентную детекцию проводили с исполь-
зованием субстрата SuperSignal West Pico PLUS 
(34580, Thermo Fisher Scientific). Инкубацию с 
антителами проводили с использованием раство-
ра Block’n’Boost! (К-028, AppScience Products), 
карточек iBind Flex (SLF2010, Thermo Fisher 
Scientific) и прибора iBind Flex Western Device 
(SLF2000, Thermo Fisher Scientific) в течение 3 ча-
сов в соответствии с протоколом производителя. 
Визуализацию флуоресцентного и хемилюминес-
центного сигнала осуществляли с помощью систе-
мы Odyssey XF (LI-COR Biosciences). Для визуа-
лизации флюорофора 680RD использовали канал 
с длиной волны 700 нм (возбуждение – 685 нм, 
испускание – 730 нм, красное свечение), для ви-
зуализации флюорофора 800CW – канал с длиной 
волны 800 нм (возбуждение – 785 нм, испускание 
– 830 нм, зеленое свечение).

Окрашивание мембран на общий белок
Сразу после переноса белка на мембраны из 

нитроцеллюлозы или поливинилиденфторида, а 
также после проведения иммуноблоттинга и ви-
зуализации сигнала мембраны инкубировали с 
различными красителями для оценки содержания 
общего белка. Мембраны окрашивали в 0,1% рас-
творе Fast Green FCF (SRL-60339-5, Sisco Research 
Laboratories) и 0,1% растворе Acid Black 1 (A2097, 
Tokyo Chemical Industry) в течение 10 минут при 
комнатной температуре. После инкубации мембра-
ны отмывали в бидистиллированной воде в течение 
10 минут. При окрашивании Ponceau S (6226-79-5, 
HiMedia) мембраны инкубировали в 0,1% растворе 
красителя в течение 10 минут и быстро (не более 
5 секунд) отмывали в бидистиллированной воде. 
При окрашивании Конго красным мембраны пред-
варительно активировали в метаноле (8.07.00035, 
Химреактивснаб) в течение 5 минут, инкубировали 
с 0,1% раствором красителя (100472, ЛенРеактив) 
при комнатной температуре в течение 15 минут и 
отмывали в бидистиллированной воде до полной 
прозрачности, в растворе хлорида натрия (1 моль/л) 
для удаления избытка красителя и снова в биди-
стиллированной воде в течение 2 минут. При окра-
шивании нигрозином 0,1% раствором нигрозина 
(8005-03-6, Химреактивснаб) мембраны предвари-
тельно промывали в воде (5 минут), инкубировали с 
красителем в течение 15 минут при комнатной тем-
пературе, отмывали до прозрачности, инкубирова-
ли в 1% растворе уксусной кислоты (14-3, ЭКОС-1) 
в течение 5 минут и вновь отмывали в бидистилли-
рованной воде в течение 2 минут. Дополнительно 
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Понсо S не показало удовлетворительных результа-
тов даже при окрашивании перенесенных на мем-
брану из нитроцеллюлозы белков (рис. 1). Следует 
отметить, что окрашивание перенесенных на мем-
брану из поливинилиденфторида белков не при-
вело даже к удовлетворительным результатам при 
окрашивании всеми красителями, за исключением 
Acid Black 1 (рис. 1). В то же время при окрашива-
нии мембран из нитроцеллюлозы достаточное для 
полуколичественного анализа качество наблюда-
лось после использования Acid Black 1, Fast Green 
FCF и Конго красного (рис. 1). На основании этих 
результатов Acid Black 1 и Fast Green FCF были вы-
браны в качестве наиболее чувствительных и уни-
версальных красителей для визуализации общего 
белка в дальнейших экспериментах.

Далее было проведено сравнение чувствитель-
ности, линейности и воспроизводимости окра-
шивания общего белка лизата культур ЭК при его 
градиентной загрузке (1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкг) на 
мембраны из поливинилиденфторида и нитроцел-
люлозы. Для этого были использованы отобран-
ные на первом этапе исследования Acid Black 1 и 
Fast Green FCF, а также запатентованный компани-
ей LI-COR Biosciences краситель Revert 700. Как 
и на первом этапе исследования, на обоих типах 
мембран Acid Black 1 и Fast Green FCF обладали 
высокой чувствительностью и интенсивностью 
окрашивания белковых полос, которые детекти-
ровались даже при загрузке 1 мкг белка, при этом 
интенсивность окрашивания белковых полос по 

масс с минимальными артефактами (рис. 1). При 
этом интенсивность окрашивания Fast Green FCF 
была ниже, чем Acid Black 1 (особенно на мембра-
не из поливинилиденфторида, рис. 1). Окрашива-
ние Конго красным перенесенных на мембрану из 
нитроцеллюлозы белков показало более высокую 
контрастность при окрашивании белков с высокой 
экспрессией, однако существенно более низкую 
контрастность при окрашивании белков с низкой 
экспрессией (рис. 1). Окрашивание нигрозином и 

Рисунок 1. Окрашивание общего белка, перенесенного на 
мембраны из поливинилиденфторида (слева) или нитроцел-
люлозы (справа), с использованием пяти различных краси-
телей – Acid Black 1, Fast Green FCF, Конго красного, Понсо 
S и нигрозина. Загрузка белка: 10 мкг лизата иммортализо-
ванных ЭК пупочной вены человека EA.hy 926 на лунку
Figure 1. Total staining of proteins transferred onto 
polyvinylidene difluoride membranes (left) or nitrocellulose 
membranes (right) using five different dyes: Acid Black 1, 
Fast Green FCF, Congo Red, Ponceau S, and nigrosin. Protein 
loading: 10 µg of EA.hy 926 immortalized human umbilical vein 
endothelial cell lysate per well

Рисунок 2. Окрашивание общего белка, перенесенного на 
мембраны из поливинилиденфторида (сверху) или нитро-
целлюлозы (снизу), с использованием красителей Acid Black 
1, Fast Green FCF и Revert 700. Загрузка белка слева направо 
путем последовательного двукратного разбавления: 1, 2, 4, 8, 
16 и 32 мкг лизата иммортализованных ЭК пупочной вены 
человека EA.hy 926 на лунку
Figure 2. Total staining of proteins transferred onto polyvinylidene 
difluoride membranes (top) or nitrocellulose membranes (bottom) 
using Acid Black 1, Fast Green FCF, and Revert 700 dyes. Protein 
loading from left to right by serial twofold dilution: 1, 2, 4, 8, 
16, and 32 µg of EA.hy 926 immortalized human umbilical vein 
endothelial cell lysate per well
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ментов в качестве наиболее чувствительного краси-
теля для детекции общего белка был выбран Acid 
Black 1, а в качестве приоритетного материала для 
изготовления мембран – нитроцеллюлоза (рис. 3).
Кроме того, важным преимуществом мембран из 
нитроцеллюлозы перед мембранами из поливи-
нилиденфторида является их применимость для 
флюоресцентной детекции при иммуноблоттинге 
(мембраны из поливинилиденфторида требуют для 
этого специальной обработки).

На втором этапе исследования было проведено 
сравнение чувствительности, линейности и вос-
производимости окрашивания различных консти-
тутивных белков ЭК при флюоресцентной двухка-
нальной и хемилюминесцентной (одноканальной) 
схемам детекции. Для оценки линейности и вос-
производимости детекции специфичного сигнала 
было использовано последовательное двукратное 
разведение белка (1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкг) и приме-
нены коэффициент детерминации (R²) и коэффици-
ент вариации. Для улучшения качества денситоме-
трического анализа все изображения окрашенных 
флюоресцентно меченными антителами мембран 
были дополнительно переведены в градации серо-
го, поскольку в исходных цветных изображениях 
визуализация белковых полос низкой интенсивно-
сти может быть затруднительна.

Детекция красного флюорофора 680RD на кана-
ле с длиной волны 700 нм (возбуждение – 685 нм, 
испускание – 730 нм) продемонстрировала мень-
шую чувствительность в сравнении с детекцией 
зеленого флюорофора 800CW на канале с длиной 
волны 800 нм (возбуждение – 785 нм, испускание 
– 830 нм, рис. 4). Использование красного флюо-
рофора 680RD не позволяло детектировать менее 
4 мкг белка при использовании любого из консти-
тутивных белков в качестве маркера (рис. 4). В то 
же время использование зеленого флюорофора 
800CW позволяло детектировать 1 мкг белка при 
окрашивании антителами к β-актину, TBP, PCNA и 
COX4 и 2 мкг белка при окрашивании антителами 
к CD31/PECAM1 (рис. 4). Во всех 8 случаях чув-
ствительность зеленого флюорофора 800CW была 
выше, чем красного флюорофора 680RD (рис. 4). 
Наиболее высокая чувствительность (возможность 
минимальной детекции 1 мкг белка и убедительной 
детекции 2 мкг белка) была продемонстрирована 
при окрашивании антителами к β-актину, TBP и 
COX4, в то время как при окрашивании антитела-
ми к PCNA минимальная детекция была возможна 
при 2 мкг белка, а отчетливая – при 4 мкг (рис. 4). 
При сравнении флюоресцентной детекции с ис-
пользованием зеленого флюорофора 800CW и хе-
милюминесцентной детекции была выявлена сопо-
ставимая чувствительность обеих указанных схем 
(в двух случаях более высокой чувствительностью 
обладала детекция зеленого флюорофора 800CW, в 

всему их диапазону при окрашивании Acid Black 1 
была существенно выше, чем Fast Green FCF (рис. 
2). Как и на первом этапе исследования, окраши-
вание перенесенных на мембрану из нитроцел-
люлозы белков показало существенно более высо-
кую интенсивность и контрастность в сравнении 
с мембранами из поливинилиденфторида (рис. 2). 
Окрашивание белка Revert 700 показало удовлетво-
рительный результат при использовании мембран 
из поливинилиденфторида (с меньшей интенсив-
ностью окрашивания малых концентраций белка 
и большей интенсивностью окрашивания высоких 
концентраций белка), однако продемонстрировало 
существенно меньшую чувствительность и линей-
ность при применении мембран из нитроцеллюло-
зы (рис. 2). 

Для оценки возможности устранения самой 
процедуры окрашивания общего белка была при-
менено добавление 2% 2,2,2-трихлорэтанола в 
полиакриламидный гель до его полимеризации с 
последующей детекцией белка по безокрасочной 
технологии после ультрафиолетовой экспозиции. 
Несмотря на возможность детекции даже 2-4 мкг 
белка в полиакриламидном геле, после переноса на 
мембрану удовлетворительной чувствительности 
для детекции белка добиться не удалось, что исклю-
чает возможность использования данной техноло-
гии вместо окрашивания классическими белковы-
ми красителями типа Acid Black 1 или Fast Green 
FCF (рис. 3). На основании проведенных экспери-

Рисунок 3. Визуализация общего белка до переноса на 
мембрану из нитроцеллюлозы (в полиакриламидном геле, 
слева) и после переноса на мембрану из нитроцеллюлозы 
(справа) по безокрасочной технологии при добавлении 2% 
2,2,2-трихлорэтанола в полиакриламидный гель до его поли-
меризации. Загрузка белка слева направо путем последова-
тельного двукратного разбавления: 1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкг ли-
зата иммортализованных ЭК пупочной вены человека EA.hy 
926 на лунку
Figure 3. Total protein visualization before the transfer to a 
nitrocellulose membrane (in the polyacrylamide gel, left) and after 
the transfer to a nitrocellulose membrane (right) using a stain-
free technology with the addition of 2% 2,2,2-trichloroethanol 
to the polyacrylamide gel before polymerization. Protein loading 
from left to right by serial twofold dilution: 1, 2, 4, 8, 16, and 32 
µg of EA.hy 926 immortalized human umbilical vein endothelial 
cell lysate per well
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Рисунок 4. Визуализация трансмембранных (CD31/PECAM1), цитоплазматических 
(β-актин, β-тубулин, GAPDH), ядерных (TBP, PCNA, гистон H3) и митохондриальных 
(COX4) конститутивных белков при иммуноблоттинге. Загрузка белка слева напра-
во путем последовательного двукратного разбавления: 1, 2, 4, 8, 16 и 32 мкг лизата 
иммортализованных ЭК пупочной вены человека EA.hy 926 на лунку. Слева: имму-
ноблоттинг с флюоресцентной двухканальной схемой детекции (флюорофор 680RD на 
красном канале, флюорофор 800CW на зелёном канале). Справа: иммуноблоттинг с 
хемилюминесцентной схемой детекции. Флюоресцентные изображения представлены 
в исходном цвете и дополнительно переведены в градации серого для проведения ден-
ситометрического анализа. Красной линией на изображениях отмечена минимальная 
концентрация белка, при которой визуализируется минимально различимая белковая 
полоса. Для каждого конститутивного белка рассчитан коэффициент детерминации 
(R²), отражающий линейность сигнала
Figure 4. Visualization of transmembrane (CD31/PECAM1), cytoplasmic (β-actin, 
β-tubulin, GAPDH), nuclear (TBP, PCNA, histone H3), and mitochondrial (COX4) 
housekeeping proteins by immunoblotting. Protein loading from left to right by serial 
twofold dilution: 1, 2, 4, 8, 16, and 32 µg of EA.hy 926 immortalized human umbilical 
vein endothelial cell lysate per well. Left: immunoblotting with a two-channel fluorescence 
detection scheme (680RD fluorophore in the red channel and 800CW fluorophore in the 
green channel). Right: immunoblotting with a chemiluminescence detection scheme. 
Fluorescence images are shown in their original colors and additionally converted to 
grayscale for densitometric analysis. The red line in the images indicates the minimum 
protein concentration at which a minimally distinguishable protein band is visualized. For 
each housekeeping protein, the coefficient of determination (R²), reflecting signal linearity, 
was calculated

ческого, ядерного и митохон-
дриального конститутивных 
белков для различных экспери-
ментальных нужд, можно сде-
лать вывод о целесообразности 
использования в этом качестве 
β-актина, TBP (с опциональной 
заменой на PCNA) и COX4. В 
то же время чувствительность 
окрашивания общего белка 
превысила чувствительность 
окрашивания антителами к 
β-актину и TBP (за счет более 
высокой интенсивности полос, 
рис. 2 и рис. 4).

На последнем этапе иссле-
дования был проведен расчет 
коэффициента вариации при 
анализе окрашивания общего 
белка, загруженного на мем-
браны из нитроцеллюлозы в 
семи независимых экспери-
ментах, ранее выполненных в 
нашей лаборатории с лизатами 
ЭК и гомогенатами кровенос-
ных сосудов (всего 81 мембра-
на). Данный сплошной анализ 
генеральной совокупности был 
выполнен с целью определения 
порогового значения для при-
нятия решения о выборе подхо-
да к нормализации специфич-
ного сигнала (окрашивание на 
общий белок и окрашивание 
антителами к конститутивным 
белкам) в реальной лаборатор-

люминесцентной схемы детекции позволяло детек-
тировать гистон H3 при загрузке 4 мкг белка (рис. 
4). Использование антител к наиболее часто ис-
пользуемому для нормализации конститутивному 
белку (GAPDH) показало неоднозначные резуль-
таты с его минимальной детекцией при загрузке 4 
мкг белка и убедительной детекцией при загрузке 8 
мкг белка в сочетании с высокой интенсивностью 
при более высокой загрузке в отличие от CD31, 
β-тубулина и COX4 (рис. 4). В то же время исполь-
зование антител к эндотелиальному маркеру CD31/
PECAM1 не показало убедительных результатов 
при иммуноблоттинге с флюоресцентной схемой 
детекции, хотя и может быть использовано при ана-
лизе лизата культур ЭК по данным более ранних 
исследований нашей группы, а также по результа-
там иммуноблоттинга с хемилюминесцентной схе-
мой детекции (где он детектировался даже при за-
грузке 1 мкг белка, рис. 4). Сопоставив показатели 
чувствительности и линейности, а также принимая 
во внимание необходимость выбора цитоплазмати-

четырех – хемилюминесцентная детекция, рис. 4). 
В частности, хемилюминесцентная схема детекции 
позволяла детектировать 1 мкг белка при окра-
шивании антителами к CD31/PECAM1, β-актину, 
β-тубулину и TBP (рис. 4). Наиболее высокий коэф-
фициент детерминации регистрировался при окра-
шивании антителами к TBP (0,975 при флюорес-
центной схеме детекции с зеленым флюорофором 
800CW и 0,979 при хемилюминесцентной схеме 
детекции), PCNA (0,926 и 0,974 соответственно), 
GAPDH (0,942 и 0,993 соответственно), β-акти-
ну (0,828 и 0,983 соответственно) и COX4 (0,945 
и 0,857 соответственно, рис. 4). Следует отметить, 
что для PCNA, β-актина и COX4 высокая линей-
ность также наблюдалась и при флюоресцентной 
схеме детекции с красным флюорофором 680RD 
(0,903, 0,920 и 0,964 соответственно, рис. 4). Наи-
меньшую чувствительность продемонстрировали 
β-тубулин и гистон H3 (детектируемые даже с ис-
пользованием зеленого флюорофора 800CW лишь 
при загрузке 16 мкг белка), хотя применение хеми-
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и 30,50% (от 17,52% до 36,78%, таблица). Это ука-
зывает на умеренную и приемлемую вариабель-
ность общего белка в большинстве проведенных 
экспериментов и позволяет рекомендовать значе-
ние коэффициента вариации в 25% (приблизитель-
но соответствующее 75-му процентилю, таблица). 
При этом для гомогенатов кровеносных сосудов 
75-й процентиль коэффициента вариации составил 
23,76% (от 18,88% от 31,57%), что также позволя-
ет использовать значение коэффициента вариации 
в 25% в качестве порогового (таблица). В то же 
время для лизатов клеточных культур максималь-
ное значение коэффициента вариации составило 
20,22%, что позволяет рекомендовать для данного 
вида биоматериала пороговое значение коэффици-
ента вариации в 20% (таблица). При превышении 
этого значения предпочтительнее использовать 
нормализацию на конститутивные белки (в случае 
анализа цитоплазматических белков – на β-актин, 

ной практике. Такой подход позволил включить в 
исследование различные источники белка – гомо-
генаты жировой ткани, интактной сонной артерии 
человека, атеросклеротических бляшек и интакт-
ных прилежащих сегментов сонной артерии чело-
века, лизат первичных ЭК коронарной и внутрен-
ней грудной артерии и пупочной вены человека, 
лизат гингивальных фибробластов и остеобластов 
(таблица). В каждом эксперименте рассчитывали 
значения коэффициента вариации по отдельным 
мембранам, после чего определяли медианное зна-
чение для всего массива данных, что позволило 
оценить вариабельность внутри каждого из семи 
выполненных экспериментов (таблица). Медиана 
(50-й процентиль) коэффициента вариации, 75-й и 
90-й процентиль коэффициента вариации по всем 
мембранам (n = 81) составили 16,5% (при диапазо-
не медианных значений между экспериментами от 
13,25% до 23,68%), 22,24% от 16,10% до 31,57%) 

Анализ вариабельности уровня общего белка (детектированного при окрашивании Fast Green FCF), выделенного из 
различного биоматериала, в семи независимых экспериментах (четырех экспериментах с гомогенатами кровеносных сосудов 
и трех экспериментах с лизатами культур ЭК)
Analysis of variability in total protein levels, detected by Fast Green FCF staining, isolated from different biological materials in seven 
independent experiments: four experiments with blood vessel homogenates and three experiments with EC culture lysates

№ Тип образцов / Sample type

Кол-во 
мембран / 
Number of 
membranes

CVmin 
(%)

10% 
CV

25% 
CV

50% 
CV

75% 
CV

90% 
CV

CVmax 
(%)

1

Гомогенат жировой ткани (эпикардиальная, 
периваскулярная, подкожная) человека / 

Homogenate of human epicardial, perivascular, or 
subcutaneous adipose tissue

29 8,53 8,97 11,89 15,19 18,88 23,96 32,86

2
Гомогенат жировой ткани (эпикардиальная, 
подкожная) человека / Homogenate of human 

epicardial, perivascular, or subcutaneous adipose tissue
23 10,10 10,58 16,71 21,87 28,3 33,43 39,41

3 Гомогенат интактной сонной артерии человека / 
Homogenate of intact human carotid artery 7 7,37 7,37 11,47 13,25 20,23 30,54 30,54

4

Гомогенат атеросклеротических бляшек и 
интактных прилежащих сегментов сонной артерии 

человека / Homogenate of human atherosclerotic 
plaque and adjacent intact carotid artery

5 12,06 12,06 16,53 23,68 31,57 36,78 36,78

Совокупные значения по всем экспериментам с 
гомогенатами кровеносных сосудов / Total values 
for all experiments with vascular homogenates

64 7,37 9,32 12,96 16,92 23,76 32,11 39,41

5

Лизат первичных ЭК коронарной и внутренней 
грудной артерии человека / Lysate of primary 

human coronary artery and internal thoracic artery 
endothelial cells

7 5,23 5,23 11,22 15,10 16,10 17,52 17,52

6
Лизат первичных ЭК пупочной вены человека / 

Lysate of primary human umbilical vein endothelial 
cells

4 11,89 11,89 12,31 14,51 17,44 18,09 18,09

7
Лизат гингивальных фибробластов и 

остеобластов / Lysate of gingival fibroblasts and 
osteoblasts

6 10,98 10,98 11,81 14,75 19,95 20,22 20,22

Совокупные значения по всем экспериментам с 
лизатами клеточных культур / Total values for all 
experiments with endothelial cell lysates

17 5,23 9,83 11,99 15,1 17,33 19,94 20,22

Совокупные значения по всем экспериментам 
/ Total values for all experiments with vascular 
homogenates and endothelial cell lysates

81 5,23 9,49 12,42 16,50 22,24 30,50 39,41

Примечание: ЭК – эндотелиальные клетки; CV – коэффициент вариации. 
Note: CV – coefficient of variation. 
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Наиболее классическими красителями для окра-
шивания общего белка в полиакриламидных гелях 
являются бриллиантовый синий Кумасси (G-250 и 
R-250) и нитрат серебра, однако протокол окраши-
вания красителями Кумасси несовместим с мембра-
нами из нитроцеллюлозы (требуя для окрашивания 
также уксусной кислоты в сочетании с метанолом 
или этанолом, растворяющих нитроцеллюлозу) 
[30]. Окрашивание нитратом серебра или специ-
фическими гелевыми красителями (к примеру, чув-
ствительным красителем ProteOrange от россий-
ской компании LumiProbe) также несовместимо с 
окрашиванием белка на мембранах, что требует ис-
пользования альтернативных красителей. К таким 
красителям можно отнести использованные в дан-
ной работе Acid Black 1, Fast Green FCF, Конго крас-
ный, Понсо S, нигрозин (индийские чернила), кол-
лоидное серебро и коллоидное золото, семейство 
красителей SYPRO и целый ряд запатентованных 
коммерческих красителей (Revert 700 от компании 
LI-COR Biosciences), Pierce Reversible Protein Stain 
Kit и MemCode Reversible Protein Stain Kit (Thermo 
Fisher Scientific), TotalStainQ и AzureRed Fluorescent 
Total Protein Stain (Azure Biosystems), а также дру-
гие. Различные исследования показывают более 
высокую эффективность использования тех или 
иных красителей (к примеру, Понсо S [31–34], Кон-
го красного [35, 36], Acid Black 1 [37], различных 
коммерческих красителей [38–40]), использования 
безокрасочной технологии для детекции белка на 
мембранах [41–44], а также указывают на преиму-
щества окрашивания общего белка различными 
красителями в сравнении с окрашиванием антите-
лами к конститутивным белкам [45–47].

В рамках данной работы был проведен поэтап-
ный анализ для выбора наиболее объективного 
метода нормализации, начиная с оценки чувстви-
тельности, линейности и воспроизводимости раз-
личных красителей. Наиболее чувствительным из 
белковых красителей был Acid Black 1, обеспечива-
ющий линейную визуализацию ≥ 1 мкг общего бел-
ка на мембранах из нитроцеллюлозы и поливини-
лиденфторида с наименьшим фоновым окрашива-
нием. В качестве варианта резерва для мембран из 
нитроцеллюлозы (но не поливинилиденфторида) 
может быть использован Fast Green FCF, обладаю-
щий сопоставимой, хотя и меньшей чувствительно-
стью и высокой линейностью. Отдельный интерес 
представляла оценка безокрасочной технологии 
детекции белка при помощи 2,2,2-трихлорэтанола, 
широко позиционируемая как быстрая и удобная 
альтернатива классическим методам окрашивания. 
Несмотря на качественную визуализацию белка на 
геле до его переноса на мембрану, результаты его 
визуализации непосредственно на мембране из ни-
троцеллюлозы оказались неудовлетворительными. 
Таким образом, данный метод может быть реко-

ядерных белков – на TBP, митохондриальных бел-
ков – на COX4).

Обсуждение
Выбор подходящего метода нормализации спец-

ифичного сигнала при иммуноблоттинге является 
ключевым этапом для обеспечения достоверности 
и воспроизводимости последующего полуколиче-
ственного анализа белков. На практике наиболее 
часто применяются два подхода: использование 
конститутивных белков и нормализация на общий 
белок (совокупность всех белков в образце, окра-
шенных непосредственно на мембране). Несмо-
тря на широкое распространение обоих методов, в 
литературе нет единогласного или консенсусного 
мнения относительно их универсальности, и в ряде 
работ подчеркивается необходимость адаптации 
стратегии нормализации под конкретные экспери-
ментальные условия [13–15]. При этом производи-
тели химических реактивов для иммуноблоттинга 
(в том числе антител) рекомендуют использова-
ние нормализации на общий белок (total protein 
normalization / total protein staining) в качестве при-
оритетного метода коррекции сигнала, в то время 
как в академическом сообществе более стандарт-
ным способом этого является использование ан-
тител к конститутивным белкам (в первую очередь 
GAPDH) [16–18]. Тем не менее, в последние годы 
наблюдается тенденция к более широкой рекомен-
дации использования окрашивания на общий белок 
как способа нормализации [19–24]. В контексте 
нормализации специфичного сигнала иммуноблот-
тинг с флюоресцентной схемой детекции имеет 
определенные преимущества, поскольку позволя-
ет одновременно анализировать содержание двух 
белков (к примеру, белка интереса с использова-
нием более чувствительного флюорофора 800CW 
на зеленом канале и конститутивного белка с ис-
пользованием менее чувствительного флюорофора 
680RD на красном канале), требует использования 
мембран из нитроцеллюлозы для исключения фо-
нового свечения (дополнительным преимуществом 
чего является более высокая интенсивность и кон-
трастность при окрашивании на общий белок) [25], 
а также позволяет последующую количественную 
оценку сигнала вследствие линейности интенсив-
ности свечения флюоресцентных меток в сравне-
нии с нелинейной реакцией фермента и субстрата 
при хемилюминесцентной схеме детекции [26–28]. 
Следует отметить, что фоновое свечение при флюо-
ресцентной съемке возможно исключить также и на 
мембранах из поливинилиденфторида, однако это 
требует специальной обработки, увеличивающей 
стоимость соответствующего анализа [29]. Тем не 
менее, качество полуколичественного анализа в та-
ком случае не уступает таковому при использова-
нии мембран из нитроцеллюлозы [29].
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тутивных белков составлял до 20% [48] или даже 
50% [49]. Следует отметить, что при помощи высо-
копроизводительной протеомики предпринимают-
ся попытки поиска новых конститутивных белков 
для иммуноблоттинга с меньшей вариабельностью 
между различными биологическими тканями, кле-
точными популяциями и образцами (в частности, в 
качестве нового конститутивного белка был пред-
ложен DJ-1), однако данные конститутивные белки 
не получили широкого распространения [50, 51].

Сравнивая примененную в данной статье мето-
дологию с результатами проведенных ранее иссле-
дований, стоит выделить использование коэффи-
циента детерминации (R2) в качестве метрики кон-
троля качества и коэффициента вариации (CV) как 
метрики для оценки эффективности метода норма-
лизации специфичного сигнала [52]. С учетом по-
всеместной распространенности иммуноблоттин-
га и многообразия анализируемых биологических 
тканей и клеточных популяций, вероятно, целесо-
образной является оценка коэффициента вариации 
различных конститутивных белков в отдельных 
тканях или типах клеток [53–55], однако сравнение 
с нормализацией на общий белок в любом случае 
является необходимым для разработки объектив-
ной методологии коррекции специфичного сигна-
ла. В качестве ограничения исследования следует 
отметить зависимость чувствительности флюоро-
форов 680RD и 800CW от особенностей различных 
каналов детекции, конструкции различных систем 
детекции и условий конкретной съёмки, несмотря 
на исходно заданные и определенные свойства са-
мих флюорофоров как химических соединений.

Заключение
На основании проведенного исследования мож-

но заключить, что наиболее чувствительным кра-
сителем для окрашивания общего белка в лизате 
культурах ЭК и гомогенате кровеносных сосудов 
является Acid Black 1, наиболее чувствительным 
цитоплазматическим конститутивным белком – 
β-актин, наиболее чувствительным ядерным кон-
ститутивным белком – TBP. При нормализации 
специфичного сигнала от антител целесообразно 
применять окрашивание на общий белок при зна-
чениях коэффициента вариации ≤ 20% (для лизата 
культур ЭК) или ≤ 25% (для гомогената кровенос-
ных сосудов), при превышении этих значений сле-
дует применять окрашивание антителами к β-акти-
ну или TBP.
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мендован для визуализации белка при анализе ре-
зультатов электрофореза в полиакриламидном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия (не требу-
ющего переноса белка с геля мембрану), однако не 
может быть рекомендован для анализа результатов 
иммуноблоттинга.

Анализ чувствительности, линейности и вос-
производимости окрашивания антителами к кон-
ститутивным белкам ЭК показал значительную 
вариабельность данных параметров. Наибольшей 
чувствительностью среди цитоплазматических бел-
ков обладал β-актин, среди ядерных белков – TBP 
и PCNA, среди митохондриальных – COX4. Наи-
более часто используемый для нормализации при 
иммуноблоттинге конститутивный белок (GAPDH) 
показал приемлемую линейность и интенсивность 
при высоких концентрациях белка, но обладал 
меньшей чувствительностью. В качестве универ-
сальной метрики для выбора способа нормализа-
ции специфичного сигнала при иммуноблоттинге 
предлагается использовать коэффициент вариации 
(к примеру, по аналогии с иммуноферментным ана-
лизом).

С учетом того, что максимальный коэффици-
ент вариации при сплошном анализе лабораторной 
практики окрашивания лизатов культур ЭК на об-
щий белок при помощи Fast Green FCF составил ≈ 
20%, а медиана – ≈ 12%, в данном случае окраши-
вание на общий белок можно предположить в ка-
честве метода выбора. В то же время при анализе 
окрашивания гомогенатов кровеносных сосудов на 
общий белок максимальный и медианный коэффи-
циент вариации составил ≈ 40% и ≈ 17% соответ-
ственно, что предполагает повышение допустимо-
го порогового значения коэффициента вариации до 
25% (то есть до значения, приблизительно соответ-
ствующего 75-му процентилю в реальной лабора-
торной практике) с учетом объективно более слож-
ного разделения белков в данном виде образцов. 
При превышении коэффициента вариации в 20% 
(для лизатов культур ЭК) и в 25% (для гомогенатов 
кровеносных сосудов) следует использовать окра-
шивание антителами к конститутивным белкам 
(β-актину, TBP либо COX4). Другие исследования 
предлагают использовать в качестве порогового на 
порядок или по меньшей мере кратно более низкий 
коэффициент вариации (2–5% [48] либо 7–8% [49]), 
однако в реальной практике флюоресцентного им-
муноблоттинга рутинное получение таких значе-
ний при проведении денситометрии объективно 
представляется маловероятным (даже минималь-
ное значение коэффициента вариации при полуко-
личественном анализе окрашивания на общий бе-
лок составляло 5,23%). При этом значения коэффи-
циента вариации менее 5% были получены именно 
при окрашивании на общий белок, в то время как 
коэффициент вариации при использовании консти-
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