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На основе данных литературы и результатов собственных исследований рассмотрены 
возможности использования запасных белков семян растений, аллоферментов и изоферментов в 
качестве биохимических генетических маркеров. Показано, что их применение имеет значитель-
ный потенциал, так как позволяет отличать один генотип от другого в сравнительно короткие 
сроки, к тому же биохимические маркеры, как правило, ткане- и органоспецифичны. Обсужда-
ются преимущества этого класса генетических маркеров перед обычными морфологическими 
маркерами. Так, биохимические маркеры можно использовать на значительно большем числе 
экспериментальных объектов, чем морфологические. Для белковых маркеров обычно характерно 
большее соответствие между генотипом и фенотипом, к тому же путь реализации генетических 
различий в фенотипические для белковых маркеров значительно короче, чем для морфологиче-
ских. Кроме того, к биохимическим генетическим маркерам относят и метаболиты (сахара, угле-
воды, вторичные метаболиты и др.), которые идентифицируют биохимически после выделения из 
органов или тканей исследуемого организма и очистки. Несмотря на то, что с момента описания 
биохимических маркеров прошло более полувека, физико-химические подходы к их выявлению и 
идентификации методически почти не изменились, что накладывает определенные ограничения 
на использование таких маркеров в генетических исследованиях. Показано, что полиморфизм 
белков, выявляемый одномерным электрофорезом, может быть подвержен как качественному, 
так и количественному изменению из-за воздействия на растения экологического стресса, обу-
словленного, например, недостатком элементов питания или сменой температуры воздуха. Необ-
ходимо учитывать возможность нарушения структуры и целостности анализируемых молекул в 
силу разных причин, в том числе из-за несоблюдения стандартных условий экстракции белков и 
полипептидов при выделении и очистке, а также при электрофоретическом разделении, что мо-
жет приводить к появлению неспецифических электрофоретических спектров. Поскольку во всех 
живых организмах существует вырожденность генетического кода и не каждая замена аминокис-
лоты приводит к изменению заряда молекулы (как и к существенному изменению молекулярной 
массы белка), всего 30 % нуклеотидных замен могут вызывать белковый полиморфизм, выявляе-
мый при электрофорезе. Только при строгом учете всех без исключения факторов, накладываю-
щих методические, биологические и иные ограничения, и соблюдении установленных требований 
биохимические маркеры могут быть корректно и квалифицированно использованы в генетических 
исследованиях. 
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Начало поиска молекулярных маркеров для решения практических 
задач генетики и селекции растений приходится на 1960-е годы. ДНК-
технологии в то время еще отсутствовали, и ученые при оценке и изучении 
генетического разнообразия стали использовать полиморфизм белков. Мар-
керы, основанные на выявлении генного продукта или продукта его актив-
ности, для визуализации которых требуется биохимический анализ, получи-
ли название биохимических. К этому классу маркеров относятся не только 
разного рода белки (запасные, транспортные, строительные, различные 
ферменты и др.), но и метаболиты (сахара, углеводы, вторичные метабо-
литы и др.), которые идентифицируют биохимически после выделения из 
органов или тканей исследуемого организма и очистки. В качестве марке-
ров в основном используются запасные белки семян растений или фер-
менты. Метаболиты как маркеры не получило широкого распространения 
вследствие специфики их обнаружения, требующей дорогостоящего и 
подчас специального оборудования (спектрофотометры, жидкостные и 
газовыы анализаторы высокого и низкого давления, перегонные кубы и 
др.). Однако применение этой группы биохимических маркеров заключает 
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в себе значительный потенциал, так как позволяет отличать один генотип 
от другого в сравнительно короткие сроки; к тому же метаболиты, как 
правило, ткане- и органоспецифичны. Даже несмотря на то, что все они, 
как правило, доминантны, метаболиты как биохимические маркеры с 
успехом применяются при анализе генетического разнообразия, сохраняе-
мого в коллекциях генетических ресурсов растений (1-4).  

К рассматриваемому классу маркеров условно относят и биохими-
ческие мутации (5). У их носителей также присутствуют специфические 
органические молекулы, которые обнаруживаются биохимическими мето-
дами, но поскольку проявление таких мутаций можно непосредственно 
наблюдать на растении (без применения каких-либо биохимических мани-
пуляций), подобные мутантные формы правильнее ассоциировать с классом 
морфологических маркеров, выявляемых фенотипически. Мы придержива-
емся правила, согласно которому не стоит применять дополнительные до-
рогостоящие манипуляции (биохимические или молекулярно-биологиче-
ские) для установления факта различий между генотипами, если для этого 
достаточно простого внешнего описания фенотипа. 

Значительный прорыв в использовании маркерного биохимическо-
го анализа, получившего развитие во второй половине 1960-х годов, свя-
зан в первую очередь с широким распространением метода электрофореза 
различных белков (в том числе и ферментов) в генетических исследовани-
ях, выполнявшихся на разных объектах.  

Различия белков по электрофоретической подвижности, обуслов-
ленные аллельными замещениями в структурной части гена, можно ис-
пользовать при анализе изменений генотипического состава популяций 
так же, как морфологические различия, связанные с маркерными локуса-
ми. В то же время белковые маркеры, наряду с некоторыми недостатками, 
которые будут рассмотрены ниже, обладают рядом преимуществ перед 
обычными морфологическими (6). Во-первых, электрофоретические био-
химические маркеры можно использовать на значительно большем числе 
экспериментальных объектов, чем морфологические. Для этого не требу-
ется в течение длительного времени создавать коллекции маркерных му-
тантов, поскольку многочисленные белковые варианты относительно легко 
обнаружить в имеющемся экспериментальном материале. Во-вторых, для 
белковых маркеров обычно характерно большее соответствие между геноти-
пом и фенотипом. Так, на монолокусном уровне гомозиготы и гетерози-
готы различают, например, с помощью изоферментного анализа, тогда 
как морфологические мутации часто рецессивны, реже доминантны, по-
этому отличить гетерозиготу от обеих гомозигот, как уже отмечалось, 
обычно не удается. В-третьих, путь реализации генетических различий в 
фенотипические для белковых маркеров значительно короче, чем для 
морфологических. Наконец, в-четвертых, при расщеплении гибрида чис-
ло морфологически различимых фенотипических классов между маркер-
ными формами определяется числом гетерозиготных маркерных локусов 
(n) и при полном доминировании составляет 2n. В то же время при ана-
лизе электрофоретических различий (аллельных форм), особенно в потом-
стве отдаленных гибридов, иногда обнаруживаются генотипы с новыми 
компонентами в белковом спектре, не наблюдаемыми ни у родительских 
форм (Р1 или Р2), ни в F1. Выщепляются также особи, у которых в спек-
тре отсутствуют линии, характерные для обоих родителей и F1 (7). Таким 
образом, метод электрофореза позволяет выявлять рекомбинанты с каче-
ственно новыми спектрами белков, которые нельзя спрогнозировать, по-
скольку они образуются не в результате простого комбинирования линий 
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спектров Р1, Р2 и F1. 
Не влияя на качественный состав белков, определяемых структур-

ными генами, модификаторы изменяют активность последних и тем са-
мым — количественные соотношения белковых фракций. Учет этих соот-
ношений, которые можно рассматривать как обычные количественные 
признаки, позволяет дать более полную характеристику генотипа. О важ-
ности последнего обстоятельства можно судить на основе данных, полу-
ченных в опытах на дрозофиле: интенсивный искусственный отбор на 
увеличение устойчивости мух к этанолу приводит к значительному изме-
нению количественных соотношений фракций алкогольдегидрогеназы, не 
влияя на их качественный состав (8, 9). Авторы показали, что эти резуль-
таты связаны с изменениями в разных регуляторных локусах. Аналогич-
ные изменения белкового спектра в пределах жизни одного поколения 
происходят при адаптивной перестройке метаболизма в ответ на стрессо-
вые воздействия (7, 10). 

Запасные белки семян растений, алло- и изоферменты. 
Методические подходы к изучению генетического разнообразия с исполь-
зованием белков впервые были разработаны в 1960-1970-х годах и с того 
времени практически не изменились. Для обнаружения и описания био-
химических маркеров, ассоциированных с белковым полиморфизмом, ча-
ще всего выполняют электрофоретическое разделение белков в полиакри-
ламидном геле (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) с последующим 
окрашиванием. В основном для этих целей исследуют запасные белки се-
мян растений или определяют активность каких-либо ферментов.  

Совместное изучение белков семян растений как молекулярных 
маркеров, начатое в 1972-1973 годах учеными ВИР (Всесоюзный НИИ 
растениеводства им. Н.И. Вавилова) и ISTA (International Seed Testing As-
sociation, https://www.seedtest.org/en/home.html), заложило основы сорто-
вой идентификации и селекционной регистрации по электрофоретической 
подвижности запасных белков семян. В 1980 году 19-й Конгресс ISTA ре-
комендовал эти приемы для семеноводства и семенного контроля, а в 1983 
году их приняли в качестве стандартов идентификации сортов у пшеницы 
и ячменя (11). На основании анализа запасных белков семян успешно 
картировали ген Rrs14, определяющий устойчивость ячменя к патогену 
Rhynchosporium secalis (12), а также построили генетические карты для Pi-
nus pinaster (13-15). Тем не менее описанный подход не получил широкого 
распространения в международной практике, так как такие маркеры охва-
тывают не все группы сцепления (12, 16). При молекулярно-генетической 
идентификации растительных генотипов этот дешевый и простой в испол-
нении экспресс-тест, как правило, применяется для оценки больших тор-
говых и семеноводческих партий семян либо при изучении исходного ма-
териала в семеноводстве и в связи с некоторыми проблемами сохранения 
растительных генетических ресурсов. В первую очередь это связано с тем, 
что в соответствии с центральной догмой молекулярной биологии белки 
не являются прямым проявлением генов. «Посредником» между ДНК (ос-
новном носитель генетической информации) и белком (биохимический 
продукт экспрессии гена) выступает мРНК. Как и ДНК, она может под-
вергаться различного рода эндогенным (перестройки, сплайсинг, мутации 
и т.п.) и/или экзогенным (например, факторы внешней среды) воздей-
ствиям (17). Как следствие, возможны изменения в структуре и активно-
сти транслируемых белков, то есть белки не отвечают в полной мере тре-
бованиям, предъявляемым к генетическим маркерам (18), и это несколько 
ограничивает их использование в подобном качестве. 
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Электрофоретический анализ аллоферментов с 1960-х годов успешно 
применялся на различных группах организмов — от бактерий до многих 
видов животных и растений (19). Аллоферменты использовали в физиоло-
гических, биохимических, генетических, селекционных исследованиях для 
решения разных задач — при изучении структуры популяций, полиплои-
дии, проведении гибридизации и анализе гибридов, в систематике и др. 
(20, 21). Аллоферментный анализ относительно прост и легок в исполне-
нии. Как правило, для его проведения готовят гомогенат какой-либо тка-
ни, а полученный экстракт фракционируют в полиакриламидном или 
крахмальном геле. При этом белки, находящиеся в этом экстракте, после-
довательно разделяются по зарядам и размерам. После электрофореза гель 
окрашивают в соответствии с активностью выявляемого фермента, добавляя 
субстрат и краситель. В результате окрашивания (в соответствии с миграци-
онным положением ферментного белка в геле) образуется характерный пат-
терн. В зависимости от числа локусов, их состояния (гомо- или гетерози-
готность) и конфигурации ферментной молекулы в нем может быть от од-
ной до нескольких полос. Они могут быть полиморфными, а потому ин-
формативными при определении генных локусов и групп сцепления.  

Для маркерного анализа также используют изоферменты. Так, в 
работах на томате их применяли при изучении генетического разнообра-
зия (22, 23), для локализации хозяйственно важных генов (24), при мони-
торинге чистоты гибридных семян (25), выявлении интрогрессии генов и 
хромосом диких видов (26), для проведения пыльцевой селекции (27), а 
также при скрининге гаплоидных генотипов, регенерированных в культуре 
клеток и тканей in vitro (28). Однако существует несколько ограничений, 
не позволяющих широко использовать изоферменты в качестве молеку-
лярных маркеров (29). Мы уже касались общих требований к молекуляр-
ным маркерам (18); дополнительные условия, выполнение которых строго 
обязательно (особенно при составлении молекулярно-генетических карт), — 
это, во-первых, наличие достаточного числа маркерных локусов, равно-
мерно расположенных в геноме на расстоянии друг от друга не более 10-
15 сМ, во-вторых, маркерный локус должен быть полиморфным с таким 
расчетом, чтобы любое проводимое скрещивание выявляло расщепление 
по интересующему исследователя маркерному локусу (30). Именно двум 
этим требованиям, предъявляемым к молекулярным генетическим марке-
рам, не отвечают изоферменты. Кроме того, чисто техническим ограниче-
нием служит невозможность детектировать и количественно оценить ак-
тивность ферментов из-за отсутствия соответствующих красителей (их су-
щественно меньше, чем идентифицированных ферментов, причем меньше 
половины таких красителей пригодны для анализа изоферментов расте-
ний) (31).  

Иногда термины «изоферменты» и «аллоферменты» заменяют один 
другим, что нельзя считать корректным. Изоферменты распознают и рас-
щепляют одни и те же субстраты, но не обязательно представляют собой 
продукты одного и того же гена. Изоферменты могут быть активны в раз-
ных клетках, тканях и/или органеллах либо на различных стадиях разви-
тия организма. Вариантом изоферментов являются аллоферменты — про-
дукты ортологичных генов. Из-за их аллельных различий аминокислотный 
состав аллоферментов не совпадает по одной или нескольким аминокис-
лотам. В дальнейшем мы будем использовать термин изоферменты (с уче-
том описанных различий). 

Разделение белков в полиакриламидном геле методом 
одномерного электрофореза. Белковые маркеры (наряду с несомнен-
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ными преимуществами, выгодно отличающими их от морфологических 
маркеров) имеют ряд ограничений. Прежде всего еще раз отметим, что 
белки не относятся к первичным носителям генетической информации и 
представляют собой продукты транскрипции и трансляции кодирующих 
их генов. Помимо этого, полиморфизм белков, выявляемый одномерным 
электрофорезом, может быть подвержен как качественному, так и количе-
ственному изменению из-за воздействия на растения экологического стрес-
са, обусловленного, например, недостатком элементов питания, что опи-
сано у ячменя (32), гороха (33), нута (34),  сои (35), других культур (36, 37) 
(рис. 1) или сменой температуры воздуха (рис. 2) (6). 

 

  

Рис. 1. Влияние недостатка серы («») на 
формирование общих белков семян рапса 
(А), подсолнечника (В) и ячменя (С). 
Обращает на себя внимание присутствие 
фракций богатых серой низкомолекуляр-
ных белков (по-видимому, 2S альбуми-
нов) у рапса и подсолнечника и бедных 
серой гордеинов у ячменя (36). 

Рис. 2. Влияние температуры на электрофоретиче-
ский спектр водорастворимых белков листьев у се-
янцев разных видов рода Lycopersicon: 1 — L. hir-
sutum var. glabratum, 2 — L. pimpinellifolium, 3 — 
L. esculentum (Mo500) ½ Solanum pinellii (F1), 4 — 
L. esculentum (сорт Тепличный 200); а — 25 С, 
б — 40 С (6). 

 

Необходимо учитывать возможность нарушения структуры и це-
лостности анализируемых молекул в силу разных причин (18), в том числе 
из-за несоблюдения стандартных условий экстракции белков и полипеп-
тидов при выделении и очистке, а также при электрофоретическом разде-
лении, что может приводить к появлению неспецифических электрофоре-
тических спектров  (36, 38-41). Вырожденность генетического кода также 
служит ограничением, поскольку значительно сужает спектр полиморфиз-
ма, выявляемого на уровне аминокислотных последовательностей по срав-
нению с полиморфизмом первичных нуклеотидных последовательностей, а 
значит и возможности анализа. Кроме того, известно, что всего лишь 
треть генома (или даже менее) кодирует и экспрессирует какие-либо бел-
ки. Следовательно, геномные изменения в некодирующей или регулятор-
ной частях генов (а это более 70 % генома) при исследовании белковых 
продуктов выпадают из поля зрения. 

Тем не менее используемые в качестве биохимических генетиче-
ских маркеров белки по-прежнему остаются привлекательным инструмен-
том (11, 42-44). Причиной тому служат три основных преимущества за-
пасных белков семян и изоферментов по сравнению с ДНК маркерами. 
Во-первых, это относительная простота белкового анализа с использова-
нием сравнительно дешевых методов электрофореза. Во-вторых, у доста-
точно большого числа отдельных индивидуумов (генотипов) запасные бел-
ки или изоферменты могут быть проанализированы в течение сравнитель-
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но короткого времени. В-третьих, изоферменты, как и некоторые запас-
ные белки семян, представляют собой кодоминантные маркеры, посколь-
ку оба аллеля в диплоидном организме обычно достаточно ясно различи-
мы и гетерозиготы могут быть отделены от гомозигот. Как правило, этого 
достаточно для установления частоты аллелей (в частности, в популяци-
онной генетике). Однако позволяет ли разрешающая способность метода 
одномерного электрофоретического разделения белков выявить и верно 
оценить полиморфизм аминокислотных последовательностей, что состав-
ляет основу маркерного биохимического анализа? 

Одномерный электрофорез белка, диссоциированного додецилсуль-
фатом натрия (sodium dodecyl sulfate, SDS-PAGE), относится к наиболее 
часто используемым методам изучения полиморфизма растений с приме-
нением запасных белков семян в качестве маркеров (11, 12, 43, 44). Метод 
позволяет обнаруживать вариации молекулярной массы полипептида, воз-
никающие в результате инделов (инсерций/делеций) в кодирующей обла-
сти соответствующего гена, но он нечувствителен к изменениям заряда 
полипептида. Таким образом, применимость запасных белков семян в ка-
честве молекулярных маркеров определяется частотой инделов и их разме-
рами, которые должны быть достаточно велики для обнаружения вариа-
ций молекулярной массы кодируемого полипептида. Проблема усугубляет-
ся гетерогенностью полипептидов запасных белков, сформировавшейся в 
результате макроэволюции порядков, семейств и родов растений. Иными 
словами, в задачу исследования внутривидового полиморфизма запасного 
белка с помощью SDS-PAGE должно входить описание модификаций мо-
лекулярной массы каждого из полипептидов, образовавшихся в процессе 
макроэволюционных событий.  

Следовательно, внутривидовой полиморфизм запасного белка мо-
жет быть описан только в том случае, если известны эволюционные взаи-
моотношения между образующими его полипептидами, по крайней мере 
на уровне семейств и родов растений. Так, в одной из работ (44) методом 
одномерного денатурирующего электрофореза в полиакриламидном геле 
были изучены белки семян 11 сортов люпина узколистного и родитель-
ских форм некоторых из этих сортов. Поскольку белки из семян выделяли 
экстрагированием трис-глициновым электродным буфером (рН 8,3) и до-
полнительную очистку хроматографией или любым иным способом не 
проводили, то авторы выявили гетерогенность и полиморфизм не только 
α- и -конглютинов, но и некоторых других белков, имеющих схожие фи-
зико-химические свойства и потому экстрагирующихся одновременно с 
запасными белками семян растений (рис. 3, 4). При этом полиморфизм по 
изучаемым белкам семян был обнаружен не для всех сортов, и для уточ-
нения данных белкового анализа авторы использовали микросателлитный 
анализ ДНК, позволивший показать полиморфизм у сортов, для которых 
электрофоретический анализ исследуемых белков семян не дал положи-
тельного результата. Авторы заключают, что при отборе родоначальных 
растений проведение электрофоретического анализа белков каждого из 
них позволит исключить засорение однородных сортов и сохранить состав 
и соотношение биотипов у многокомпонентных сортов (44). Однако, как 
известно, полностью однородных сортов на сегодняшний день практиче-
ски нет, а используемые в сельском хозяйстве сорта-популяции довольно 
гетерогенны. То же касается образцов генетических ресурсов растений, 
сохраняемых в генных банках, или исходному селекционному материалу. 
Тем не менее электрофорез запасных белков семян растений по-преж-
нему остается простым и надежным методом контроля чистоты партий 
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семенного материала и сохранности товарного знака, то есть установления 
преимущественно механического загрязнения лотов семян, что в качестве 
задачи декларирует, например, ISTA (http://www.seedtest.org/en/home.html). 
В то же время глобальная международная организация Bioversity Interna-
tional (Италия) (http://www.bioversityinternational.org), которая занимается 
изучением генетического разнообразия, с середины 1990-х годов рекомен-
дует проводить генетический анализ с помощью молекулярных ДНК мар-
керов (45, 46). 

 

 

Рис. 3. Выделение и очистка легуминопо-
добного белка (ЛПБ) из семян сои. 

Частичная очистка ЛПБ высали-
ванием сульфатом аммония (А): 1 — сум-
марный солевой экстракт, 2 — частично 
очищенный препарат ЛПБ (фракция при 
концентрации сульфата аммония 30 % на-
сыщения). 

Препарат ЛПБ, очищенный хро-
матографической фильтрацией через Q-
сефарозу (Б): 1 и 2 — электрофореграммы 

белка, диссоциированного додецилсульфатом натрия соответственно в присутствии и в от-
сутствие 2-меркаптоэтанола. 

Иммуноблоттинг препарата ЛПБ, частично очищенного высаливанием, против ан-
тисыворотки к глицинину сои (В): 1 и 2 — разбавление антисыворотки соответственно в 4000 
и 8000 раз; аналогичные результаты получены при использовании антисывороток к 11S гло-
булинам семян кормовых бобов и овса (47). 

 

Результаты, схожие с данными E.E. Eggi с соавт. (44), были полу-
чены в 1969-1970 и 2006-2007 годах двумя независимыми группами ученых 
в России в экспериментах по установлению влияния азотного питания на 
компонентный состав глиадина у озимой пшеницы (17, 48, 49). Обращает 
на себя внимание тот факт, что проламины злаков, к которым относится 
глиадин пшеницы, обладают достаточно широким полиморфным компо-
нентным составом и, как правило, принадлежат к мультигенным семей-
ствам, что выгодно отличает их от глобулинов двудольных растений. Од-
нако компонентный состав проламинов, как и любого другого белка се-
мян растений, может быть подвержен изменениям из-за влияния окружа-
ющей среды и условий выращивания (см. рис. 1), что и было наглядно 
продемонстрировано исследованиями российских ученых (17, 48, 49). 
Пшеницу выращивали в полевых условиях при различных нормах высева, 
а также при различных дозах минеральных удобрений и пестицидов. Су-
щественные изменения в компонентном составе глиадина наблюдали при 
внесении повышенных доз азота (17, 48, 49). Молекулярно-генетический 
анализ позволил установить, что различные генетически детерминирован-
ные компоненты в электрофоретическом спектре глиадинов пшеницы не-
одинаково реагируют на изменение условий окружающей среды (49). До 
30 % компонентов проявляли очень высокую зависимость синтеза от усло-
вий выращивания растений. Вполне вероятно, что количественные изме-
нения в синтезе этих белков определяются степенью стабильности соот-
ветствующих мРНК (17). 

Справедливости ради необходимо отметить, что принципиально 
любой растительный белок может быть использован в качестве генетиче-
ского маркера для описания внутривидового полиморфизма с помощью 
SDS-PAGE, если этот белок удовлетворяет следующим формализованным 
требованиям: он достаточно консервативен, чтобы его можно было иден-
тифицировать как члена семейства растительных белков, но достаточно 
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вариабелен, чтобы его микроэволюционные изменения могли быть обна-
ружены методом SDS-PAGE; геном в идеале должен содержать либо един-
ственный ген потенциального белка-маркера, либо небольшое число его 
четко различимых вариантов, сформированных в ходе макроэволюции.  

Специально следует оговорить, что необходимым условием приме-
нимости метода SDS-PAGE для описания полиморфизма любых белков 
служит чистота исследуемых препаратов (рис. 4). Неочищенные или грубо 
очищенные препараты содержат, как правило, полипептиды белковых 
примесей, близких по молекулярным массам к исследуемым белкам, 
например к запасным белкам семян растений (см. рис. 4), что усугубляет 
сложность идентификации их макро- и микроэволюционных вариантов.  

 

 
 

Рис. 4. Денатурирующий электрофорез 
в полиакриламидном геле (SDS-PAGE) 
не очищенных хроматографией солерас-
творимых белков семян: 1 — цветная 
капуста (Brassica oleraceae), 2 — рапс 
(B. napus), 3 — турнепс (B. rapa), 4 — 
цветная капуста (B. oleraceae), 5 — кор-
мовая капуста (B. oleraceae); 12, 23 и 
34 — смеси соответствующих образ-
цов, Gl и Al — соответственно очи-
щенные хроматографией 12S глобу-
лин и альбумин семян рапса (40). 

 

Грубое фракционирование (осаждение и переосаждение) различно-
го рода солями дает лишь предварительную очистку (поскольку вместе с 
изучаемыми белками всегда выделяются другие белки, содержащиеся в 
тканях растений и имеющие схожие физико-химические свойства) и слу-
жит первым этапом выделения чистого белка, за которым обязательно 
должен следовать второй этап — очистка хроматографическими или ины-
ми методами (рис. 5) (38-40, 50).  

 

 

Рис. 5. Анализ запасных белков 
сои методом SDS-PAGE: 1-3 — 
очищенные белки в отсутствие 
2-меркаптоэтанола, 4 — неочи-
щенный белок (сырой экстракт), 
5-7 — очищенные белки в при-
сутствии 2-меркаптоэтанола; 1 
и 5 — 7S конглицинин; 2 и 6 — 
11S глицинин; 3 и 7 — 8S ос-
новный глобулин; М — моле-
кулярный маркер (51). 

 

Если очистка хроматографией или иным способом не проводится, 
то строго необходимо представлять доказательства того, что анализируе-
мый препарат не содержит примесей других белков, либо указывать на 
гетерогенность анализируемого белкового экстракта. Кроме того, не стоит 
забывать, что вариабельность электрофоретического спектра грубого экс-
тракта белков при одномерном электрофорезе может быть результатом 
взаимодействия генотип—среда (17, 34, 37, 52, 53), разной степени выпол-
ненности зерен (54) и изменения регуляции генной активности (36, 49). 
Дополнительно следует отметить, что разрешающая способность и специ-
фичность методов биоинформатики, применяемых для описания поли-
морфизма белков на уровне кодирующей нуклеотидной и аминокислотной 
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последовательностей, неизмеримо выше по сравнению с любым электро-
форетическим методом их анализа (41, 55-57), что тоже свидетельствует не 
в пользу метода SDS-PAGE. И, наконец, с помощью изоферментного ана-
лиза обычно выявляется небольшая степень изменчивости, максимум по 
20-50 ферментами, визуализируемым с помощью биохимического окраши-
вания (24), а общий белкового полиморфизма, как правило, зависит от 
целого ряда факторов эндогенного и экзогенного характера, что обсужда-
лось выше, и охватывает лишь экспрессируемую часть генома. В ряде слу-
чаев показано, что изоферменты различаются по одному или нескольким 
физиологическим свойствам (58), в связи с чем они не могут быть эволю-
ционно нейтральными.  

Более практический аспект заключается в том, что растительные 
ткани, предназначенные для анализа изоферментов или других белков, 
должны быть фактически немедленно после сбора использованы для экс-
тракции этих компонентов, поскольку изоферменты, как и другие белки, в 
таких образцах обычно не слишком стабильны. 

Итак, существует целый ряд ограничений, не позволяющих изо-
ферментному, как, впрочем, и любому другому белковому анализу стать 
универсальным при выявлении генетической изменчивости, несмотря на 
простоту и низкую себестоимость. Новый аллель может быть обнаружен 
как полиморфный только в том случае, если замена нуклеотида в ДНК 
приведет к замене аминокислоты в белке, что, в свою очередь, повлечет 
изменения в электрофоретической подвижности изучаемых белковых мо-
лекул. Генетический код вырожден, и не каждая замена аминокислоты 
приводит к изменению заряда и существенному изменению молекулярной 
массы белка, поэтому только 30 % всех нуклеотидных замен проявляются 
как детектируемый электрофорезом белковый полиморфизм. Электрофо-
ретический спектр белков зависит от эколого-генетического взаимодей-
ствия генотип—среда (например, от изменения условий питания в период 
биосинтеза белков, воздействия различного рода стрессов, от года, места и 
времени выращивания растений и т.п.) и даже от условий экстракции бел-
ков и проведения электрофореза. Как следствие, с помощью анализа алло-, 
изоферментов и/или каких-либо других белков невозможно полностью 
установить и оценить генетическую изменчивость. Еще одна проблема со-
стоит в том, что многие виды растений полиплоидны, а, как известно, у 
полиплоидных видов анализ изоферментов может быть существенно за-
труднен. К тому же изоферменты могут различаться по одному или не-
скольким физиологическим свойствам и в этом случае не могут быть эво-
люционно нейтральными. Образцы, отобранные для исследования поли-
морфизма белков, нужно быстро использовать для их выделения и фрак-
ционирования. Наоборот, методы, основанные на анализе ДНК, позволя-
ют проводить исследования спустя длительное время после сбора расти-
тельных тканей или выделения ДНК благодаря возможности долгосрочно-
го хранения образцов и препаратов без потери свойств. Если сбор расти-
тельного материала производится на значительном расстоянии от лабора-
тории, предпочтительность анализа ДНК особенно очевидна.  
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A b s t r a c t  
 

This literature review summarizes the accumulated knowledge and the author’s own re-
search data about suitability of seed storage proteins, allozymes and isozymes as biochemical genetic 
markers. These markers have a huge potential, since it allows researchers to distinguish genotypes 
from other in a short time. Therewith, biochemical markers are usually tissue- and organ-specific. 
The advantages that these markers possess over morphological markers are shown. So biochemical 
markers can be used on a much larger number of experimental objects than morphological ones. 
Protein markers are usually characterized by a greater correspondence between genotype and pheno-
type, and, besides, the path to the implementation of genetic differences into phenotypic ones for 
protein markers is much shorter than for morphological ones. In addition, metabolites (sugars, carbohy-
drates, secondary metabolites, etc.), which are identified biochemically after isolation from the organs 
or tissues of the studied organism and purification, are also referred to biochemical genetic markers. 
Though more than half a century has passed since the first description of biochemical markers, the 
physicochemical bases to their detection and identification have hardly changed methodologically. 
This gives some limitations on their use in genetic investigations. For example, it is shown, that plant 
protein polymorphisms revealed by one-dimensional electrophoresis can be subjected to quality and 
quantity changes because of ecological stresses such as nutrition deficiency or temperature deviations. 
Researchers also must take into account casual destructive changes and breaks of the analyzed mole-
cules for various reasons, including due to non-standard conditions for protein and polypeptide ex-
traction and purification, as well as during electrophoretic separation, which leads to non-specific 
electrophoretic spectra. Because of degeneracy of the genetic code and the fact that not every amino 
acid substitution leads to a change in charge and the molecular weight of the protein, only 30 % of 
nucleotide substitutions can cause electrophoretically detected protein polymorphism. Only strict 
observance of all methodological, biological and other restrictions, as well as established require-
ments, allow the correct and skillful use of biochemical markers in genetic research. 

 

Keywords: seed storage proteins, allozymes, isozymes, polymorphism, electrophoretic pat-
terns, biochemical markers. 


