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  Введение
Понятие "липиды" охватывает широкий спектр малополярных природных веществ, различающихся между собой химической структурой. Липиды выполняют разнообразные функции: являются структурными компонентами мембран (фосфолипиды, гликолипиды, стерины и др.), энергетическим резервом (триацилглицерины и др), пигментами (липиды со структурой сопряженных диенов), играют защитную роль в составе покровов животных, растений, микроорганизмов (воска), выполняют функции биологических эффекторов, регуляторов и медиаторов практически во всех важнейших физиологических и биохимических процессах в клетках и организме (фосфо- и гликолипиды, производные жирных кислот, стероиды,  изопреноидные соединения), кофакторов ферментов и антиоксидантов (витамины А,Е,К), переносчиков электронов (убихиноны, пластохиноны). Таким образом, детальный анализ липидов (оценка структуры, состава липидов, количественного содержания отдельных соединений липидной природы и др.) позволяет получить ценную информацию о структурно-функциональном состоянии клеток и субклеточных структур.
 Достижения в области хроматографии позволили к настоящему времени получить обширную информацию о строении и свойствах разнообразных представителей класса липидов. Последние разработки в области хроматографии липидов связаны с увеличением чувствительности анализа и повышением точности методов обработки экспериментальных данных. В настоящее время адсорбционная хроматография, тонкослойная хроматография (ТСХ) и газожидкостная хроматография (ГЖХ) являются наиболее общепринятыми методами в липидологии. 
Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) успешно применяется, когда возможно сочетание хорошего разрешения с чувствительным обнаружением - масс-спектрометрией (Рис.1).
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Рис.1. Процедуры при экстракции и разделении липидов (Нельсон, Кокс, 2012).  
1. Теоретические основы экстракции и фракционирования липидов в тонком слое 
1.1. Общие сведения об экстракции липидов



Липиды характеризуются, как правило, нерастворимостью в воде и растворимостью в различных органических растворителях. Это свойство используется  при экстракции их из изучаемого объекта. В идеальном случае процедура экстракции клеточных липидов должна приводить к количественному извлечению этих соединений в неизмененном виде. Эффективность экстракции липидов в значительной степени зависит от химической природы липидных компонентов и от вида комплексов, которые образуют липиды в клетке с другими классами природных соединений. Известны три основных типа взаимодействий липидов с  веществами. Во-первых, гидрофобное взаимодействие нейтральных или неполярных липидов, которое связывает относительно слабыми нековалентными связями их углеводородные цепи с другими липидами или с гидрофобными участками белков. Такое взаимодействие осуществляется, в частности, в жировой ткани, хиломикронах и др.  Во-вторых, электростатическое взаимодействие, при котором полярные липиды образуют связи с протеинами, как это имеет место в мембранах. В-третьих, образование комплексов, в которых жирные кислоты и оксикислоты связаны ковалентными связями с полисахаридами и белками. Из комплексов, образованных в результате гидрофобного взаимодействия, липиды можно экстрагировать относительно неполярными растворителями, такими как этиловый эфир, хлороформ или бензол. Полярные липиды экстрагируются растворителями, уменьшающими гидрофобные взаимодействия между липидными молекулами и, в то же время, разрушающими водородные связи и нарушающими электростатические взаимодействия липидов с белками, такими как этанол или метанол. Ковалентно связанные с мембранными белками липиды можно выделить, лишь расщепив комплекс липид-белок с помощью кислотного или щелочного гидролиза. 


При выделении липидов из биологического материала может происходить их окисление и деградация, приводящие к образованию побочных продуктов. Поэтому выделение липидов необходимо производить быстро в условиях, максимально исключающих влияние таких факторов, как повышенные температуры, присутствие окислителей, отсутствие подходящего растворителя. Для предотвращения окисления липидов непосредственно перед проведением экстракции растворители перегоняют, удаляют из них перекиси. 


Липидный экстракт не должен быть загрязнен нелипидными веществами, такими, как сахара и аминокислоты. Однако смеси растворителей для экстракции липидов, содержащие спирт, наряду с липидами экстрагируют содержащие в клетках нелипидные вещества. Освобождают липиды от нелипидных примесей промывкой экстракта водой, слабыми солевыми растворами (KCl, СаCl2). 


Одним из наиболее распространенных методов экстракции липидов является метод Фолча. Экстракцию проводят смесью хлороформ:метанол (2:1) из расчета 10-20 частей экстрагирующей смеси на 1 часть ткани. Метод позволяет выделить 90-95% всех клеточных липидов. Для удаления нелипидных примесей к экстракту добавляют воду или слабые солевые растворы (обычно 1/5 часть от объема экстракта). В результате образуется двухфазная система, нижний слой которой состоит из хлороформа, а верхний - из смеси метанола и воды. Водорастворимые нелипидные соединения переходят в водно-метанольный слой. Однако в ходе промывок экстракта водой фосфолипиды и лизофосфолипиды могут переходить в водную фазу и, таким образом, теряются. 
В зависимости от целей экспериментов существуют различные модификации метода Фолча (изменение температурного режима экстракции, применение различных растворителей в различных соотношениях и др.). Примером может служить экстракция  фосфоинозитидов (ФИ). ФИ являются неотъемлемым компонентом фосфолипидного набора в организме животных, растений и микроорганизмов, однако содержатся в небольшом количестве (содержание ФИ не превышает 2-12 % от суммы всех клеточных фосфолипидов). Система фосфоинозитидов участвует в механизмах сигнальной трансдукции ряда гормонов и трансмиттеров. В частности, продукты распада ФИ  - инозитол-3-фосфат и диацилглицерол - являются универсальными вторичными мессенджерами в передаче внешних сигналов в клетку. ФИ характеризуются прочными связями с белками, что препятствует их извлечению посредством обычной экстракции органическими растворителями. Для разрушения этих связей к экстрагирующей смеси добавляют кислоту. Так, используют, например, смесь - хлороформ:метанол:концентрированная HCl (200:100:1). При этом для освобождения от нелипидных примесей последовательно применяют растворы, содержащие соляную кислоту (1н HCl, затем смесь хлороформ:метанол:0,2н HCl в соотношении 3:47:50). 


Необходимо отметить, что в случае экстракции липидов из тканей растений, которые содержат относительно стабильные энзимы, в большинстве случаев гидролитические ферменты (в частности фосфолипазу D)  следует денатурировать нагреванием.

 
Липидные экстракты не следует хранить слишком долго в связи с возможностью их окисления. При хранении липидов в течение непродолжительного времени (от нескольких дней до нескольких недель) их растворяют в смеси свежеперегнанных хлороформа и метанола (2:1) или в хлороформе, помещают в пробирки с притертыми пробками, поддерживая температуру от 0 до -15(С. При длительных сроках хранения к раствору липидов добавляют антиоксиданты.

1.2. Фракционирование и идентификация липидов

Общие методы анализа функциональных групп природных липидов (определение суммарного фосфора, сложноэфирных групп, суммарных жирных кислот, йодного числа и др.) могут дать некоторое представление лишь о классах соединений, содержащихся в смеси. Хроматографические методы применяются для детального исследования состава липидов.

Все животные и растительные ткани содержат такие сложные смеси липидов, что фракционировать и идентифицировать все компоненты этих смесей каким-либо одним аналитическим методом практически невозможно. Предварительное разделение липидов на группы, состоящие из соединений двух или трех хорошо охарактеризованных классов (например, полярные и неполярные липиды), облегчает последующее разделение смеси на отдельные компоненты. 


Разделение полярных и неполярных липидов


Разделение полярных и неполярных липидов можно выполнить методом адсорбционной, распределительной и ионообменной (ИОХ) хроматографии на колонках. Например, методом ИОХ возможно разделение липидов на неионные, биполярные и кислотные. Каждую из этих групп в дальнейшем можно разделить, основываясь на различиях в полярности  или кислотности. 


Небольшие образцы липидов удобно разделять на полярные и неполярные методом тонкослойной хроматографии. В системах растворителей, предназначенных для ТСХ фосфолипидов, нейтральные липиды мигрируют практически с фронтом растворителя, а в элюирующих системах, используемых для тонкослойной хроматографии нейтральных липидов, фосфолипиды и другие полярные липиды остаются на старте. 


Варианты фракционирования неполярных липидов, фосфолипидов

В настоящее время среди аналитических методов фракционирования липидов широко используют тонкослойную хроматографию. ТСХ отличатся простотой, высокой разрешающей способностью и требует малых количеств вещества для анализа. Разделение липидов методом ТСХ происходит в процессе пропускания органического растворителя через тонкий слой сорбента, на определенный участок которого нанесена смесь липидов. В процессе используют готовые пластинки разных размеров с различными сорбентами,  содержащими связывающие агенты, либо изготавливают пластинки самостоятельно. Размеры пластинок, выбор сорбента (чаще всего в качестве сорбента используют силикагель) зависит от цели анализа. При проведении качественного анализа толщина сорбента не должна превышать 2,5 мм. Используя пластинки с более толстым слоем адсорбента (до 5 мм), можно одновременно хроматографировать гораздо большее количество материала (препаративная тонкослойная хроматография).


Для нанесения смеси анализируемых веществ на пластинку удобно пользоваться капиллярами с внутренним диаметром 0,1-0,2 мм, микропипетками, микрошприцами. Как правило, разделение проводится в стеклянной хроматографической камере с небольшим количеством растворителя. Смеси, состоящие из двух или трех растворителей, часто дают лучшую картину разделения по сравнению с чистыми растворителями. Для фракционирования тех или иных групп липидов используют определенные системы растворителей с различной степенью полярности. Например, для разделения фосфолипидов и гликолипидов часто используют систему растворителей хлороформ:метанол:вода в соотношении 65:25:4, фосфоинозитидов - хлороформ:метанол:7 н аммиак в соотношении 13:7:1, нейтральные липиды фракционируют в системе  гексан:диэтиловый эфир:ледяная уксусная кислота (90:10:1 или 78:25:2), гликолипиды-ацетон-бензол-вода (91:30:8), хлороформ:ацетон:метанол:уксусная кислота (146:50:3:1) и др.  
1.3. Качественный и количественный анализ отдельных фракций липидов после их фракционирования 

Тонкослойную хроматографию применяют как для качественного, так и для количественного определения отдельных классов веществ. К последнему можно приступить после обнаружения компонентов исследуемой пробы и снятия копий с хроматограмм (качественный анализ). Для идентификации липидов (качественный анализ), разделенных методом ТСХ, используют различные обнаружители. К неспецифическим обнаружителям, которые вызывают деструкцию липидов, можно отнести 5-50% раствор серной кислоты, насыщенный раствор бихромата калия в 80 % серной кислоте и др. Реагентами опрыскивают пластинки и нагревают, пока все липиды (и другие органические соединения) не обуглятся и не образуют черные пятна. К неспецифическим обнаружителям, не вызывающим деструкции липидов, можно отнести пары кристаллического йода, который связывается по месту непредельных связей в жирных кислотах, входящих в состав липидов, родамин и др.  Для обнаружения отдельных классов или представителей липидов используют также специфические реагенты. Так, фосфолипиды идентифицируют 5-10% спиртовым раствором фосфорномолибденовой кислоты, для обнаружения фосфолипидов, содержащих в молекуле аминокислотные остатки (фосфатидилсерин и фосфатидилэтаноламин), хроматографическая пластинка обрабатывается нингидрином (0,3 % раствор на н-бутаноле, содержащий 3%-ную уксусную кислоту), холинсодержащие фосфолипиды обнаруживают реактивом Драгендорфа, цереброзиды и кардиолипин - 5% раствором молибдата аммония в 96% растворе этанола и др. 
При проведении качественной тонкослойной хроматографии различных смесей можно использовать такие показатели, как подвижность каждого компонента относительно фронта растворителя - величину Rf. Rf позволяет численно выразить положение пятна на хроматограмме, определяется отношением расстояния, пройденного растворенным соединением к расстоянию, пройденному фронтом растворителя.
Однако величина Rf зависит от толщины слоя сорбента, характера связующего вещества, количества нанесенного образца  и др. В связи с этим, значение Rf можно использовать как показатель относительного положения определяемого вещества на хроматограмме в сравнении с положением других веществ, присутствующих в анализируемой смеси. Пробу при этом следует фракционировать вместе с известными соединениями-стандартами.


Способы количественного определения липидов подразделяются на две большие группы: прямое (непосредственно на пластинке) и косвенное определение. Прямое определение проводится с помощью методов денситометрии, радиометрии и др..  Первый основан на интенсивности окраски соединения на хроматограмме. Вещества, несущие радиоактивную метку, количественно определяются на пластинке с помощью специальных счетчиков или радиоавтографическим методом. Наложение рентгеновской пленки на проявленную пластинку обеспечивает разрешение, сравнимое с таковым на исходной хроматограмме. Количественный анализ осуществляется денситометрированием пятен на проявленной пленке. Косвенное определение - элюирование пятен вещества с последующим анализом элюата, проводится с помощью спектрофотометрии и радиометрии. При этом вещество элюируют с пластины соответствующим растворителем. После элюции можно проводить прямое определение, или обработать вещество подходящим реактивом, затем измерить поглощение в ультрафиолетовом или видимом свете. Однако этот метод имеет два существенных недостатка: а) вымывание загрязнений из сорбента, которые иногда мешают цветной реакции, б) неполное вымывание вещества, обусловленное главным образом остаточной адсорбцией некоторых веществ на слое сорбента. Таким образом, при количественном определении элюированного с пластинки вещества необходимо при каждом анализе элюировать параллельно и неокрашенный участок хроматограммы, соответствующий размерам пятна (этот так называемый холостой опыт позволяет исключить влияние возможных загрязнений сорбента на результаты определения). Необходимо отметить, что от применяемого способа количественного определения липидов зависит выбор метода их идентификации. Так, при прямом определении (непосредственно на пластинке) удобнее использовать метод опрыскивания деструктивными реагентами с последующим нагреванием.   


 В последнее время проявленные пластинки сканируют, а затем при помощи специальных программ количественно оценивают относительное содержание отдельных фракций липидов. Примером может служить использование программ "ONE-Dscane", "Sigmagel" и др. 

2. Исследование состава липидов тканей животных и растений: фракционирование, качественный и количественный анализ нейтральных липидов и фосфолипидов, оценка количественного содержания суммарных фосфолипидов в пробе
2.1. Лабораторная работа № 1 
Экстракция липидов. Фракционирование фосфолипидов и нейтральных липидов методом ТСХ
Реактивы и оборудование

1. Пластинки с тонким слоем силикагеля  ПТСХ-В,  "Sorbfil".
2. Стеклянные хроматографические камеры для восходящей хроматографии.
3. Центрифуга. 

4. Термостат.
5. Смесь хлороформ:метанол ( 2:1).
6. Смесь хлороформ:изопропиловый спирт (2:1).
7. Смесь этанол:диэтиловый эфир (1:1).
8. Смесь гексан:диэтиловый эфир:ледяная уксусная (73:25:2).
9. Смесь хлороформ:метанол:вода (65:25:4).
10. 5% раствор фосфорномолибденовой кислоты в 96( этаноле.

11. 0,1% раствор холестерина в хлороформе.
12.  0,9% раствор NaCl.
Ход работы
Твердый исследуемый материал (ткани лабораторных животных – печень, почки, сердце, зеленая масса растений – 0,5 г) перед экстракцией липидов предварительно грубо измельчают, затем тщательно растирают в ступке с небольшим количеством смеси хлороформ:метанол в соотношении 2:1 (для растительных тканей предпочтительнее использовать смесь хлороформ:изопропиловый спирт). Измельченный материал из ступки переносят через воронку в пробирку, смывая ступку и пестик несколько раз смесью для экстракции. Общее количество смеси, используемой для экстракции липидов должно составлять 10 мл. Пробирку с измельченным материалом закрывают пробкой и помещают в термостат при 45°С на 15 минут. Определенный объем жидких исследуемых объектов (цельная кровь, сыворотка или плазма крови, гемолизат эритроцитов - 0,5 мл) помещают в пробирку, приливают туда 10 смеси хлороформ:метанол (2:1) и далее поступают как с твердым исследуемым материалом. 
Для получения гемолизата кровь лабораторных животных стабилизируют 3,8% раствором цитрата натрия в соотношении 9:1. Плазму и эритроциты разделяют путем центрифугирования крови в течение 15 мин при 3000 об/мин. Эритроциты дважды отмывают физиологическим раствором (0,9 % раствор NaCl). Для этого к эритроцитам добавляют физиологический раствор в соотношении 1:9, соответственно, ресуспендируют, а затем центрифугируют в течение 15 мин при 3000 об/мин.

Содержимое пробирок после извлечения липидов фильтруют через обезжиренный фильтр (для обезжиривания фильтры помещают в эксикатор со смесью этанол:диэтиловый эфир в соотношении 1:1) в пробирку с притертой пробкой. Для освобождения фильтрата от нелипидных примесей к нему добавляют 2 мл воды, содержимое  воронки встряхивают и дают отстояться. Содержимое пробирки разделяется на две фазы: нижняя содержит липиды, а верхняя - нелипидные компоненты. Раствор липидов (нижняя фаза) концентрируют путем удаления растворителя под вакуумом либо выпаривания на теплой (80 (С) водяной бане в вытяжном шкафу. К осадку липидов добавляют 0,1 мл хлороформа и используют для дальнейшего анализа методом ТСХ. Каждый биообразец экстрагируют в четырех повторностях (пробы № 1-4, соответственно). В дальнейшем две пробы используют для анализа состава нейтральных липидов в биообразце и две пробы – для анализа состава фосфолипидов.

Для разделения смеси липидов на отдельные компоненты используют пластинки с тонким слоем силикагеля  ПТСХ-В  фирмы "Sorbfil". Адсорбция липидов на поверхности зерен силикагеля обусловлена образованием водородных связей между полярными группами сорбента и функциональными группами липида. Липиды, содержащие ионогенные группы (фосфо- и гликолипиды), образуют с сорбентом более прочные связи за счет электростатического взаимодействия. Адсорбционные свойства силикагеля связаны с наличием на поверхности его частиц силанольных групп (Si-OH), которые в обычных условиях удерживают мономолекулярный слой воды. В связи с этим, пластинки активируют 30 мин при температуре 100-110(С для удаления воды и увеличения адсорбционной способности силикагеля.


Нанесение экстрактов на пластинки. Исследуемые смеси липидов (0,1 мл) наносят в виде полосы длиной 1 см на расстоянии 1,5 см от нижнего края пластинки и 1,0-1,5 см - от бокового. Расстояние между полосами должно составлять 1,0 см. При нанесении необходимо получить возможно меньший размер ширины полосы и не нарушить слой сорбента. На пластинки вместе с анализируемым образцом наносят также по 0,1 мл растворов липидов-свидетелей (0,1% растворы холестерола, фосфатидилхолина, линолевой кислоты фирмы Sigma в хлороформе).

Разделение липидов. Пластинки с нанесенными пробами ставят в хроматографическую камеру, в которую предварительно налит растворитель слоем 0,7-1 см. Камера должна быть установлена горизонтально, иметь плотно закрытую крышку и быть хорошо насыщена парами растворителя, что достигается выстиланием внутренних стенок камеры фильтровальной бумагой. Для разделения нейтральных липидов в пробах № 1,2 используется смесь гексан:диэтиловый эфир: ледяная уксусная кислота в соотношении 73:25:2 (первая хроматографическая  камера). Для разделения фосфолипидов в пробе № 3,4 используют смесь хлороформ:метанол:вода в соотношении 65:25:4 (вторая хроматографическая камера). Разгонка липидов продолжается, пока фронт растворителя не дойдет до уровня, отстоящего от верхнего края на 0,5-1,0 см. 


Для обнаружения липидов используют пары йода (недеструктивный реагент) - в пробах №1,3,  и раствор фосфорномолибденовой кислоты - в пробах № 2,4. Так, одну пластинку  из камеры после высушивания в вытяжном шкафу помещают в эксикатор с кристаллическим йодом на 5-10 мин. Липиды проявляются в виде желто-коричневых пятен.Пластинки, проявленные в парах йода, долго не хранятся, т.к. йод постепенно испаряется. Обычно для фиксации результатов делают фотокопии пластин. 
Вторую пластинку из каждой камеры проявляют раствором фосфорномолибденовой кислоты. Для этого пластинку опрыскивают 5% раствором фосфорномолибденовой кислоты в этаноле. После нагревания при 80-90(С зоны липидов окрашиваются в темно-синий цвет на желто-зеленом фоне (при небольшом перегреве фон темнеет).  

После фракционирования липидов в системе растворителей гексан:диэтиловый эфир: ледяная уксусная кислота в соотношении 73:25:2 липидные фракции сосредоточены на хроматограмме в следующей последовательности, начиная от линии старта: фосфо- и гликолипиды, холестерол, моноацилглицеролы и диацилглицеролы, свободные жирные кислоты (СЖК), триацилглицеролы, стериды. Непосредственно к линии фронта проявителя примыкают углеводороды. В системе растворителей хлороформ:метанол:вода в соотношении 65:25:4, начиная от линии старта липиды расположены в следующей последовательности: лизофосфатидилхолин, сфингомиелин и фосфатидилсерин, фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфатидная кислота. К линии фронта растворителя (финиш) примыкают нейтральные липиды (Рис. 2).
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 Рис. 2 Основные фракции фосфолипидов плазмы крови (система для фракционирования – хлороформ:метанол:вода в соотношении 65:25:4)
2.2. Лабораторная работа № 2 
Количественный анализ отдельных фракций липидов
Реактивы и оборудование


1. Персональный компьютер.

 2. Программа One-Dscan (DSP Inc., США). 

3. Сохраненные в памяти компьютера изображения хроматограмм, проявленных раствором фосфорномолибденовой кислоты.

4. ФЭК.
5. 0,5% раствор CuSO4 в 4М ацетатном буфере (рН 4,0). Приготовление 4М ацетатного буфера (рН 4,0): К 1,8 частям 4М СН3СООNa3Н2О (Мr=136,09) приливают 8,2 части 4М СН3СООН (Мr=60). 

6. 5% раствор молибденовокислого аммония.
7. 0,2% раствор метола в 5% растворе  Na2SO3.
8. Стандартный раствор КН2РО4  (0,0439 мг/мл).

Ход работы
Оценка абсолютного содержания фосфолипидов
Участок силикагеля на пластине, содержащей фосфолипиды (пластинка, на которой фракционированы нейтральные липиды после проявления ее в парах йода, проба № 1), обводят иглой и соскабливают в пробирки (опыт). В контрольную пробирку соскабливают пустой участок, равный по площади опытному. В обе пробирки добавляют 1 мл хлорной кислоты (d = 1,7 ) и нагревают на песчаной бане (220-2400С) до обесцвечивания жидкости (~30мин). При этом происходит минерализация фосфолипидов и образуется неорганический фосфор. После  сжигания в охлажденные пробирки добавляют 1 мл дистиллированной воды и отфильтровывают содержимое в пустую пробирку с делениями на 5-10 мл. Пробирки, где проводилось сжигание, и фильтры дополнительно промывают 1 мл дистиллированной воды. Содержимое мерных пробирок нейтрализуют 5н NaОН в присутствии фенолфталеина до слабо-розовой окраски и доводят дистиллированной водой до метки 5 мл. Затем проводят определение неорганического фосфора по методу Пануша. Все методы количественного определения неорганического фосфора основаны на том, что в кислой среде он реагирует с молибденовокислым аммонием, в результате чего образуется фосфорномолибденовая кислота - соединение желтоватого цвета:


Н3РО4 + 12(NH4)2МоО4 + 2НА = (NH4 )2Н[P(Mo2O7)] + 21Н4А + 10Н2О,

где А - анион кислоты. 
При восстановлении фосфорномолибденовой кислоты в кислой среде образуется молибденовая синь (смесь различных окислов молибдена) - продукт синего цвета. Интенсивность окраски молибденовой сини пропорциональна исходному количеству неорганического фосфора (ортофосфата) в растворе. В методе Пануша в качестве восстановителя фосфорномолибденовой кислоты используется метол (п-метиламинофенол). Пределы чувствительности метода 0,6 - 6 мкг фосфора в пробе.


Для определения ортофосфата в пробирки отбирают 2,75 мл нейтрализованного раствора, прибавляют 1,25 мл 0,5% раствора сернокислой меди в 4М ацетатном буфере (рН 4,0), 0,5 мл 5% раствора молибденовокислого аммония и 0,5 мл 0,2% раствора метола в 5% Na2SO3 (сульфит натрия). Содержимое пробирок тщательно перемешивают, выдерживают при комнатной температуре в течение  45 мин, а затем колориметрируют на ФЭКе с красным светофильтром против контроля, где вместо нейтрализованного раствора содержится вода.


Количество ортофосфата рассчитывают по калибровочному графику, для построения которого используют стандартный раствор КН2РО4  (0,0439 мг/мл). 1 мл этого раствора содержит 10 мкг фосфора (Табл.1).

Таблица 1.

Разведение стандартного раствора для построения калибровочного графика

	№ 


	Объем стандартного 

раствора КН2РО4,  мл
	Объем Н2О, 
мл
	Количество фосфора в пробе, мкг
	Показания

ФЭК

	1.
	0,25
	2,50
	2,50


	

	2.
	0,50


	2,25


	5,00


	

	3.


	0,75


	2,00
	7,50
	

	4.
	1,00
	1,75
	10,00


	


               С каждой из пробирок проводят реакцию на ортофосфат как указано выше,  затем растворы колориметрируют. Строят график, откладывая по оси ординат показания ФЭК, а по оси абсцисс количество фосфора в мкг,  находят разность в количестве ортофосфата между опытом и контролем. Содержание фосфолипидов рассчитывают в мкг фосфора на 1г (мл) исследуемого объекта с учетом разведения. 

Оценка относительного содержания отдельных фракций фосфолипидов и нейтральных липидов
Для количественной оценки относительного содержания каждого липида  (в процентах от суммы всех фракций) пластинки, обработанные фосфорномолибденовой кислотой, сканируют. Затем при использовании программы ONE-Dscan Version 1.3 оценивают содержание
 каждой фракции в %.

Для количественной оценки относительного содержания каждого липида  (в процентах от суммы всех фракций) пластинки (пробы 2,4), обработанные фосфорномолибденовой кислотой, сканируют (разрешение 150 dpi). Затем с помощью графического редактора (Photoshop, Corel Draw и др.) хроматограммы переводят в черно-белые рисунки и сохраняют в формате TIFF, присвоив им имя на английском языке. Обработанные рисунки копируют в специальную папку One-DScan. 
Для работы в программе запускают приложение One-Dscan, в появившемся диалоговом окне находят копируемый файл и открывают его. 
1) В окне “New Experiment” выбирают команду “No initialization”. В окне программы появится отсканированная хроматограмма. 
2) В строке задач программы выбирают функцию “Analyze” и команду “Mark Lanes Location” (стрелка курсора изменится на крест). 
3) Курсор мыши подводят к началу трека (чуть выше линии старта) и, удерживая левую кнопку, вытягивают линию до конца пробега всех фракций липидов (то есть положения зоны фосфорномолибденовой кислоты - красителя). Отпускают кнопку мыши: на рисунке появятся границы в виде цветных крестов, а значок курсора изменится на стрелку. 7) Курсор устанавливают на выбранный трек и, нажав правую кнопку мыши, выбирают команду “Define Lanes”. В появившемся окне “Number of Lanes” выбирают число зон - появляется новое окно, в котором дают имя образцу и подтверждают выбор командой “ok”. Программа автоматически (по умолчанию) сгенерирует на треке зоны для анализа. 
4) Подведя курсор к анализируемому треку, нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Band Detection Parms”. В появившемся диалоговом окне “Edit Band Detection Parms” устанавливают число видимых глазом зон липидов.  Выбирают команду “At Min”, затем подтверждают выбор (ok). На треке изменится количество «чёрточек». 
5) Подведя курсор к треку, нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Detected Bands” - появится курсор в виде креста. Этот курсор подводят к идентифицированным зонам липидов  и, нажимая левую кнопку мыши, помечают их. Для коррекции меток подводят курсор и нажимают правую кнопку мыши, в контекстном меню выбирают нужную команду: Add band - добавить метку полосы,  Move band - переместить метку, Delete band - удалить лишнюю метку. Метки оставляют лишь на зонах липидов, относительное содержание которых рассчитывается.  
6) Нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Done edit bands”, после чего левой кнопкой нажимают 2 раза на анализируемом треке. Сбоку от рисунка появится диаграмма интенсивности окраски данной линии. Подведя курсор к этой диаграмме, нажимают правую кнопку мыши, выбирают команду “Calc Integrated Density” и подтверждают выбор (ok). На диаграмме появятся пунктирные линии. 
7) Нажимают правую кнопку мыши и выбирают команду “Edit Drop Lanes” (значок курсора изменится на крест со стрелками). Подводя курсор к пунктирным линиям и передвигая их,  выставляют границы пятна зоны липида. 
8) Правой кнопкой мыши вызывают команду “Done edit drop lanes”. 
9) Закрывают диаграмму трека и запускают процедуру анализа. На панели задач “File” выбирают команду “Reports”. 
10) В появившемся диалоговом окне “Experiment Report” выбирают “Band Report” и нажимают “Save”, вводят название файла на английском. Данные сохраняются в формате TXT в папке "One-Dscan" в виде таблицы.

Примечание. Все органические растворители - гексан, хлороформ, диэтиловый эфир - в той или иной степени ядовиты, поэтому работать с ними нужно под тягой. Все органические растворители необходимо держать вдали от нагревательных  приборов.
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