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В сыворотке крови преднерестовых самок мелкочешуйной красноперки�угай 
из Японского моря идентифицировали белок вителлогенин с помощью методов 
протеомики – 2D�SDS�электрофореза и последующей масс�спектрометрии 
MALDI в тандемном режиме. Поиск гомологов в базе данных NCBI по спектрам 
фрагментации анализируемого белка позволил идентифицировать вителлоге�
нин красноперки�угай с высоким критерием достоверности. Результаты рабо�
ты показали возможность успешной идентификации вителлогенина по его 
С�концевому фрагменту, не входящему в состав консервативных мотивов. 
Полученные результаты предполагают использование методов протеомики для 
мониторинга состояния водоемов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мелкочешуйная красноперка�угай; кровь; вителлогенин; 
электрофорез; масс�спектрометрия. 

A. M. Andreeva, R. A. Fyodorov, I. P. Ryabtseva, N. E. Lamash, 
A. E. Philippova. IDENTIFICATION OF VITELLOGENIN IN THE BLOOD 
SERUM OF THE PACIFIC REDFIN TRIBOLODON  BRANDTII 

We identified the protein vitellogenin in the blood serum of the pre�spawning females of 
Tribolodon brandtii from the Sea of Japan using proteomic methods – 2d�SDS� 
electrophoresis and MALDI mass spectrometry in the tandem mode. The search for 
homologues in the DB NCBI by the spectra of fragmentation of the analyzed protein 
made it possible to identify the vitellogenin of Tribolodon brandtii with the high «score» 
criterion. The results showed vitellogenin can be successfully identified by its C�terminal 
region, which is not part of conservative motifs. The results suggest proteomic methods 
can be used to monitor waterbodies. 

K e y  w o r d s :  Tribolodon brandtii; blood; vitellogenin; electrophoresis; mass 
spectrometry. 
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Введение 

Вителлогенин входит в состав семейства бел�
ков, транспортирующих липиды и содержащих в 
структуре консервативный домен «lipid transport 
domain»; структурную формулу этого димерного 
белка можно представить как Vg = lipid ([Lv�Pv])2, 
где Vg – белок вителлогенин, Lv –  белок липови�
теллин, Pv –  белок фосвитин [Anderson et al., 
1998; Babin et al., 1999; Wang et al., 2000]. Белок 
синтезируется в печени, после чего поступает в 
кровь в виде Са�фосфолипопротеина. Известно, 
что он отсутствует в крови самцов и имеется в 
незначительных количествах в крови самок; по�
сле эстрадиоловой индукции появляется у сам�
цов и резко нарастает в крови у самок [Нейфах, 
Тимофеева, 1978]. Данным обстоятельством 
обусловлен интерес к вителлогенину как к инди�
катору загрязнений водоемов, так как некоторые 
сбрасываемые в водоемы соединения имитиру�
ют действие эстрогенов  и приводят к феминиза�
ции популяций рыб, например, эндокринные 
дизрупторы (EDs) с эстрогенными свойствами 
[Sonnenschein, Soto, 1998].  

Наиболее доступными методами идентифи�
кации вителлогенина рыб являются иммуноло�
гические методы, основанные на специфиче�
ском взаимодействии антител и антигенов, – 
иммуноблоттинг, иммуноферментные методы. 
Однако такой подход чаще всего выявляет не 
один, а несколько белков – претендентов на 
роль вителлогенина, часть которых связывает 
антитела специфично, а часть – неспецифиче�
ски. Проблема заключается в сложности оцен�
ки специфичности такого связывания и трак�
товки полученных результатов  не только в слу�
чае вителлогенина [Johanning, Specker, 1995;  
Matsubara et al., 1995, 1999; Finn et al., 2000; 
Shved et al., 2010], но и других белков [Mohida 
et al., 1994; Bengtén et al., 2002; Vesely et al., 
2006; Liu et al., 2007; Ганжа, 2011].  

В сыворотке крови самок рыб с гонадами 
4�й стадии зрелости вителлогенин обнаружи�
вается в составе так называемой «половой 
фракции», локализованной на диск�электро�
фореграмме между гамма�2� и альфа�2�глобу�
линами: часть белков этой фракции располо�
жена между гамма�2� и гамма�1�глобулинами, 
другая часть – между гамма�1� и альфа�2 гло�
булинами [Andreeva, 2001]. Ввиду множествен�
ности «половой фракции» мы предлагаем ис�
пользовать для идентификации вителлогенина 
методы протеомики – 2D�SDS�электрофорез 
с последующей масс�спектрометрией MALDI 
и поиском гомологов в базе данных NCBI. По�
скольку аминокислотная последовательность 
вителлогенина содержит консервативные мо�

тивы, такой подход дает шанс успешной иден�
тификации белка с использованием баз дан�
ных, интегрирующих информацию о величинах 
молекулярных масс продуктов трипсинолиза 
вителлогенинов у видов (позвоночных, в их 
числе и рыб) с расшифрованным геномом. На�
дежная идентификация вителлогенина в крови 
рыб дает возможность адекватной оценки со�
стояния водной экосистемы в отношении за�
грязняющих ее соединений с эстрогенными 
свойствами. 

Целью данной работы является идентифи�
кация белка вителлогенина в сыворотке крови 
самок мелкочешуйной красноперки�угай с по�
мощью масс�спектрометрии MALDI. 

Материалы и методы 

Объекты исследования. В качестве объек�
та исследования использовали самок мелкоче�
шуйной красноперки�угай Tribolodon  brandtii, 
отловленных в период апреля�мая в Японском 
море, залив Восток. В работе использовали 
сыворотку крови самок с гонадами 4�й стадии 
зрелости. Отбор крови проводили по протоко�
лу [Андреева и др., 2007].  

Методы исследования. Применяли фрак�
ционирование белков сыворотки крови в ПААГ и 
масс�спектрометрию MALDI (матрично�активи�
рованная лазерная десорбция/ионизация). 
Масс�спектрометрию выполняли специалисты 
ИБМХ РАМН. Белки сыворотки крови разделяли 
в двумерном SDS�электрофорезе [Laemmli, 
1970]. Низкий уровень «шумов» продуктов трип�
синолиза белков из биологических жидкостей 
рыб на масс�спектрах позволил в первом на�
правлении электрофореза использовать диск�
электрофорез вместо изофокусирования 
[Andreeva, 2012]. В первом направлении прово�
дили диск�электрофорез в 9%�м ПААГ; в лунку 
геля вносили 2 мкл сыворотки, содержащей 
0,1–0,2 мг белка, в 4 мкл 40%�й сахарозы. Пре�
электрофорез проводили в режиме 2,5 мА, ос�
новной электрофорез – 3,0 мА на лунку, при на�
пряжении  около 160 В и 300 В соответственно. 
Далее вырезали полоску геля с анализируемы�
ми белками сыворотки и вымачивали ее в тече�
ние 15 минут в денатурирующей смеси, содер�
жащей 0,0625 М трис�НСl (рН 6,8), 2%�й SDS, 
10%�ю сахарозу и 5%�й  �МЭ. По истечении 
времени полоску переносили на блок SDS�геля, 
заливали концентрирующим гелем и полимери�
зовали. Каждый образец дублировали внесени�
ем в лунку 40 мкл обработанной денатурирую�
щей смесью биологической жидкости, содержа�
щей около 26 мкг белка. Преэлектрофорез 
проводили в режиме 50 мА, основной электро�
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форез – 60 мА на камеру, при напряжении около 
80 и 100 В соответственно. После электрофоре�
за гели фиксировали 70%�м изопропанолом и 
окрашивали Coomassie R�250. Из геля вырезали 
окрашенные красителем участки, содержащие 
белки, для последующего их трипсинолиза.  

Продукты трипсинолиза анализировали с 
помощью масс�спектрометрии. Масс�спектры 
ms получали на тандемном MALDI�времяпро�
летно�времяпролетном масс�спектрометре 
Ultraflex II BRUKER (Германия), оснащенном 
УФ�лазером (Nd) в режиме положительных ио�
нов в линейной моде, с использованием реф�
лектрона и в тандемном режиме [Гоуфман и 
др., 2006]. Масс�спектры обрабатывали с по�
мощью программного пакета FlexAnalysis 2.4 
(Bruker Daltonics, Германия). При помощи про�
граммы Mascot (опция «пептидный фингер�
принт», www.matrixscience.com) проводили по�
иск гомологов в базе данных NCBI среди бел�
ков всех организмов. Кандидатные белки, 
имеющие параметр достоверности score >83 в 
базе данных NCBI, считали определенными на�
дежно  (p < 0,05). Спектры фрагментации 
ms/ms отдельных пептидов получали в тандем�
ном режиме, с использованием программного 
обеспечения Biotools 3.0 (Bruker Daltonics, Гер�
мания) проводили поиск по ms/ms.  

Результаты и обсуждение 

В диск�электрофорезе сыворотки крови са�
мок рыб выявлена множественная «половая 
фракция» (рис. 1: а).  

Для масс�спектрометрии с дорожки «поло�
вой фракции» на 2D�SDS�геле были отобраны 
несколько субъединиц, в их числе субъединица 
с ММ около 26 кДа (рис. 1: б). На примере дан�
ной субъединицы рассмотрим принцип иден�
тификации белка вителлогенина. Для иденти�
фикации белка получили масс�спектры продук�
тов его трипсинолиза (рис. 2). Далее проводи�
ли поиск гомологов в NCBI. Проведенный по 
масс�спектрам ms поиск не дал приемлемых 
результатов. Для субъединицы с ММ 26 кДа 
кандидатные последовательности были пред�
ставлены в основном библиотеками кДНК, 
сконструированными на основе популяций 
мРНК трески Gadus morhua (score 80), черного 
толстоголова Pimephales promelas (score 79)  и 
других рыб (Mascot EST vertebrates).  

Далее поиск гомологов был продолжен по 
ms/ms пептидной карты белка. Для фрагмента с 
молекулярной массой 974,4966 Da обнаружено 
50 кандидатных белков, из которых 23 – вителло�
генины рыб с критерием достоверности score 
выше 117: 1) vitellogenin precursor [Pimephales 

 
 

Рис. 1. Фракционирование белков сыворотки крови красноперки�угай в диск� (а) 
и SDS�электрофорезе (б) 

а – сыворотка крови самцов (1) и самок (2, 3); вертикальная стрелка указывает направление 
электрофореза, горизонтальная светлая стрелка указывает на локализацию «половой фрак�
ции» в крови самок; б – электрофореграмма белков сыворотки самки красноперки�угай; гори�
зонтальная стрелка указывает направление диск�, вертикальная – SDS�электрофореза, свет�
лая стрелка указывает «дорожку» «половой фракции», цифра 1 обозначает локализацию субъе�
диницы с молекулярной массой около 26 кДа; М – маркер молекулярной массы Fermentas, 
молекулярные массы маркерных белков представлены в килодальтонах (kDa) 
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promelas] (score 312); 2) vitellogenin [Cyprinus 
carpio] (score 308); vitellogenin [Carassius auratus] 
(score 289); vitellogenin 1 precursor [Danio rerio] 
(score 268); vitellogenin 7 precursor [Danio rerio] 
(score 262); vitellogenin B1 [Cirrhinus molitorella] 
(score 247); и др. (Mascot NCBI). На рис. 3 пред�
ставлена аминокислотная последовательность 
одного из этих кандидатных белков – Vg карпа. 

 Аминокислотная последовательность ви�
теллогенина карпа из 1353 остатков на 4 % 
перекрывалась с исследуемым белком крас�
ноперки�угай (рис. 3). Для пептида 
K.LLGYQLAAYFDKPTAR.V score была макси�
мальной (табл.). 

Аминокислотная последовательность вителлогени�
на Сyprinus carpio и его пептидов, совпадающих с 
пептидами белка красноперки�угай 

Start–End Mr (calc) Score Peptide 

433–445 1440,7105  
R. EVVMLGYGSMIAR. 
H + oxidation (M) 

433–445 1456,7054  
R. EVVMLGYGSMIAR. 
H+ 2 oxidation (M) 

1035–1050 1811,9880 14 R. LLKQISLIDEETPEGK. A
1174–1189 1825,9726 129 K. LLGYQLAAYFDKPTAR. V
1236–1248 1286,6619 76 K. AEAGVLGEFPAAR. L 
1249–1255 973,4869 66 R. LELEWER. L 

(http://www.matrixscience.com/) 

Таким образом, субъединица с мол. массой 
около 26 кДа представляет собой С�концевой 
фрагмент вителлогенина красноперки�угай. 
Анализ аминокислотной последовательности 
Vg в DB CDD NCBI показал, что этот фрагмент 
лежит вне области консервативных мотивов. 

Выводы 

Результаты работы показали успешную 
идентификацию вителлогенина красноперки�
угай с использованием баз данных по белкам 
рыб с секвенированным геномом с высоким 
критерием достоверности. Успешная иденти�
фикация прошла с использованием MALDI 
в тандемном режиме. Важным выводом работы 
является возможность идентификации вител�
логенина по неконсервативному фрагменту. 
Полученные результаты предполагают воз�
можность использования подходов протеоми�
ки для оценки состояния водоемов по 
маркерным белкам. 

Авторы выражают искреннюю благодар�
ность к. б. н. М. В. Серебряковой (ИБМХ РАМН) 
за масс�спектрометрический анализ белков.  

 
 

Рис. 2. Масс�спектр продуктов трипсинолиза субъединицы с молекулярной массой около 26 кДа. По оси абс�
цисс – отношение величины молекулярной массы к заряду продуктов трипсинолиза белков (m/z), по оси ор�
динат – интенсивность сигнала 
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фундаментальных исследований (проект № 13�
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