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Важный этап биологического анализа ‒ выде-
ление целевого аналита. При этом методы разде-
ления должны быть простыми, надежными и не-
дорогими. Одним из таких методов фракциониро-
вания и разделения анализируемых проб является 
электрофорез в свободном потоке (ЭФСП). В по-
следние десятилетия принципы ЭФСП широко 
используются при разделении биологических си-
стем, таких как смеси белков [1–3], ионные пары 
отдельных компонентов [4], клетки [5], органел-
лы [6], протеомы [7‒11]. 

В процессе ЭФСП анализируемая смесь не-
прерывно вводится в плоскую сепарационную ка-
меру, в которой формируется ламинарный поток. 
Под действием внешнего электрического поля, 
направленного перпендикулярно основному по-
току, смесь разделяется на отдельные компоненты 
в соответствии с их электрофоретическими свой-
ствами. (рис. 1). 
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Рис. 1. Простейшая схема организации электрофо-
реза в свободном потоке [18]

Fig. 1. The simplified scheme of free flow electrophoresis
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По сравнению с традиционными техника-
ми сепарирования, например капиллярным элек-
трофорезом [12], ЭФСП обладает бесспорными 
преимуществами, такими как высокая степень 
выхода исходного образца [13, 14], устойчи-
вая биологическая активность [13–15], беспре-
рывное разделение, низкая стоимость [14–16]. 
Кроме  того, данный метод включает высокоэф-
фективные инструменты жидкостной хроматогра-
фии и капиллярного электрофореза.

В зависимости от размеров сепарационной ка-
меры ЭФСП можно проводить в макро- и микро-
объемах (мк-ЭФСП) [14]. Макрообъемы исполь-
зуются на этапах препаративных процессов, ког-
да требуются высокая пропускная способность 
и непрерывность сепарирования [14–17]. Для ре-
шения аналитических задач (разделение проб ми-
крообъема и определение их состава) применя-
ется мк-ЭФСП. Его же используют при создании 
устройств «лаборатории на чипе», позволяющих 
наблюдать за химическими процессами в режиме 
реального времени [18]. На сегодняшний день раз-
витие мк-ЭФСП направлено на разработку и совер-
шенствование устройства и методики сепарации.

В зависимости от принципов, лежащих в ос-
нове фракционирования можно выделить следу-
ющие типы мк-ЭФСП: зональный (зонный) элек-
трофорез (ЗЭФ), изоэлектрическое фокусирова-
ние, изотахофорез. 

Разделение частиц при ЗЭФ основывается 
на разнице в соотношении их массы и заряда. 
ЗЭФ проводят в однородном буферном раство-
ре в постоянном электрическом поле. Принци-
пы ЗЭФ используются при разделении образцов 
биомакромолекул [7, 18‒20] в устройствах мк-
ЭФСП. Однако разрешающая способность та-
кого подхода недостаточно высока и позволя-
ет разделять белки на фракции только с силь-
но отличающимися значениями pH. При этом 
буфер, используемый в таких системах сепара-
ции, должен иметь низкую ионную силу (напри
мер трис-боратный буфер). Для успешного рас-
пределения потоков при разделении белков 
на фракции требуется объем камеры не менее 
30–50 мкл. Эффективное разделение возмож-
но только при напряжении электрического поля, 
подаваемого на электроды, не менее 200–300 В, 
так как, чтобы избежать влияния электроли-
за воды, электроды необходимо помещать в от-
дельные камеры, соединенные системой кана-
лов с основной камерой разделения, и в резуль-
тате, они оказываются на удаленном расстоянии 
относительно друг друга. Таким образом, изго-

товление камер пригодных для мк-ЭФСП явля-
ется сложной и дорогостоящей технической за-
дачей, для решения которой требуются средства 
и специальное оборудование.

Применение ЗЭФ при разделении белко-
вых фракций более актуально для решения задач 
по выделению одной фракции частиц, не имею-
щих заряда. В этом случае pH среды подбирает-
ся таким образом, чтобы его значение совпадало 
с изоэлектрической точкой частиц, выделяемой 
фракции. В результате частицы, имеющие заряд, 
отклоняются от основного потока и остаются в се-
парационной камере, а незаряженные частицы со-
бираются в коллекторе через выходное отверстие. 
Такие принципы разделения могут применяться 
в случае выделения или очистки от балластных 
белков одного целевого аналита для создания ми-
крофлюидных аналитических устройств по типу 
«лаборатории на чипе».

Цель настоящей работы – создание и после-
дующая апробация конструкции упрощенного 
устройства для выделения целевого белка из сме-
си белков методом ЭФСП, основанная на принци-
пах ЗЭФ.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ячейка мк-ЭФСП
Была предложена конструкция камеры, которая 

предполагает ее изготовление с помощью простой 
механообработки компонентов устройства, при этом 
объем сепарационной камеры составлял около 7 мкл.

В качестве материала для изготовления кор-
пуса использовался листовой полиметилметакри-
лат (оргстекло) толщиной 5 мм. Каналы для элек-
тродов формировали фрезерованием, а отверстия 
для ввода и вывода буфера и пробы ‒ сверлени-
ем. В качестве электродов использовали проволо-
ку (Pt 99,99), обладающую свойствами нераство-
римого анода.

На корпусе сепарационного устройства 
(рис. 2) располагался подвод для разделяемой су-
спензии (1), соединенный с рабочей зоной сепара-
тора (плоская камера, размерами 20×3×0,12 мм), 
которая оканчивалась выводящим отверстием 
(10). Заряженные белки через проницаемые барье-
ры (2+ и 2-) отводились из сепарационной камеры 
в камеры для электродов. 

Для прокачки буферного раствора в электрод-
ных камерах были сформированы отдельные вво-
дные и выводные отверстия и каналы. Скорость 
прокачки буферного раствора в электродных 
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камерах многократно превосходила скорость про-
качки образца в сепарационной камере. При этом 
потоки в камерах для электродов были изолиро-
ваны от потоков в сепарационной камере с помо-
щью ион-проницаемых барьеров.

Ион-проницаемые барьеры в сепарацион-
ной камере изготавливали из пористого аце-
тата целлюлозы с характеристическими па-
раметрами пористости 80% и размерами пор 
5 мкм (Millipore США) и 0,22 мкм («Владипор» 
Россия). Такие мембраны позволяют отделять 
потоки в камере электродов от потоков в сепара-
ционной камере, при этом  не изолируя электри-
ческое поле в системе.

Электрически нейтральные белки выводятся 
из устройства для дальнейшего детектирования и 
анализа. Высокое напряжение подводится к ано-
ду и катоду, находящимся в камерах, отделенных 
от сепарационной камеры с помощью ион-прони-
цаемых барьеров (2+ и 2-). Сепарационная каме-
ра формируется с помощью диэлектрической про-
кладки (3) – пленки толщиной 120‒130 мкм из по-
лиолефинов с примесью парафина (Parafilm M). 

Реализация устройств для высоковольтно-
го мк-ЭФСП требует решения нескольких важ-
ных проблем. Во-первых, пространственное раз-
деление электродов от сепарационной камеры не 
должно допускать проникновения пузырей, воз-
никающих в результате электролиза воды, в зону 

сепарации белков. Это достигается отделением 
электродов от сепарационной камеры мембранны-
ми прокладками. Во-вторых, наличие мембранной 
прокладки обеспечивает несмешивание потоков 
электродных буферов с буфером сепарационной 
камеры и ламинарность гидродинамических пото-
ков в сепарационной камере. В-третьих, электрод-
ный буфер, омывающий электроды, препятствует 
джоулевскому нагреванию образца в камере.

Экспериментальный стенд
Исследуемый образец подавался в камеру по 

силиконовой трубке-капилляру, которая подклю-
чена к шприцу с образцом. Чтобы регулировать 
подачу образца в камеру использовали шприце-
вой насос Syringe Pump SN 50C6, позволяющий 
регулировать объемный расход (скорость подачи 
образца) в диапазоне 0,03–110 мкл/с. Буферный 
раствор для электродов подавали в отдельные ка-
меры с электродами с помощью перистальтиче-
ского насоса LongerPump YZ1515x.

Для подключения питающего напряжения ис-
пользовали высоковольтный источник питания 
Б5-50 М, позволяющий подавать постоянное на-
пряжение в диапазоне от 0 до 300 В. Контроль ве-
личины подаваемого напряжения и электрическо-
го тока, формирующегося в сепарационной ка-
мере, осуществляли с помощью двухканального 
мультиметра АМ-1109 («Актаком» Россия).

Рис. 2. 3D модель устройства мк-ЭФСП в собранном виде, где 1, 10 – вводной и выводной каналы, соответственно, 
2+, 2– ‒ полупроницаемые мембраны, отделяющие камеру катода и анода соответственно, 3 – диэлектрическая про-
кладка, 4 – пластины корпуса

Fig. 2. 3D model of the assembly of μ-FFE device. 1, 10 are the input and output respectively, 2+, 2– are the membranes for 
isolation of cathode and anode chambers, 3, the dielectric spacer and 4, the slabs of the device body
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Модельная система

В качестве модельной системы для разде-
ления использовали смесь следующих бел-
ков – сывороточного альбумин человека (Sigma) 
(Mw = 68‒69 кДа, pI 4,8‒5,2) и гемоглобин чело-
века (Serva) (Mw = 68 кДа, pI 6,8–6,9). Эти бел-
ки имеют близкую молекулярную массу и доста-
точно сильно отличаются по своим изоэлектриче-
ским точкам.

В качестве сепарационной среды, чтобы уве-
личить эффективность разделения за счет улуч-
шения электрофоретических свойств разделя-
емых объектов, был использован 10 мМ буфер 
HEPES с pH 6,9, обладающий невысокой прово-
димостью и ионной силой 0,001. Для тестирова-
ния устройств использовались растворы белков 
САЧ и ГГ, а также их смесь в 10 мМ HEPES оди-
наковой концентрации 1мг/мл. Смесь белков по-
давалась в сепарационную камеру устройства с 
различной скоростью прокачки при постоянной 
величине приложенного напряжения и с постоян-
ной скоростью прокачки, при этом величина по-
даваемого напряжения изменялась. В результате 
эксперимента отбирали фракцию образца объе-
мом 200 мкл из выводящего отверстия (рис. 2, 10) 
и анализировали содержание белков ГГ и САЧ в 
отобранной фракции. Эффективность сепараци-
онного процесса оценивали по относительной 
концентрации белка в растворе, которая представ-
ляла собой отношение оставшегося после сепара-
ции в растворе белка к его содержанию в исход-
ном растворе. Для оценки воспроизводимости 
результатов было проведено по три независи-
мых эксперимента для каждой серии испытаний. 
Погрешность измерения определяли по методу 
Корнфельда, когда в качестве доверительного ин-
тервала использовались данные от минимально-
го до максимального результата измерений, а рас-
считывали погрешность как половину разности 
между максимальным и минимальным результа-
том измерения.

Регулирование концентрации гемоглобина  
и сывороточного альбумина человека

Контроль за концентрацией ГГ и САЧ прово-
дился по спектрам поглощения и спектрам фу-
оресценции. Измерения спектров поглощения 
красителей проводились на спектрофотометре 
СФ-2000 (Россия), флуоресцентные измерения – 
на спектрофлуориметре «Флюорат-02-Панорама» 
(Россия) в кварцевых полумикрокюветах. Измене-
ние концентрации ГГ определялось относительно 

растворов сравнения (метод калибровочной кри-
вой) по спектрам поглощения, регистрация спек-
тров поглощения проводилась в видимой обла-
сти ‒ в области полосы Соре (λabs = 416 нм) и в 
области Q-полос (λabs = 540–580 нм). Контроль от-
носительного изменения концентрации альбуми-
на выполнялся различными способами: по спек-
трам поглощения в УФ области (λabs = 280 нм, при 
обработке спектров учитывали поглощение ге-
моглобина), по собственной флуоресценции бел-
ка (λex = 290 нм, λfl. = 340 нм). Спектры флуорес-
ценции САЧ корректировались на спектральную 
характеристику канала возбуждения и на погло-
щение раствора.

Электрофоретическая подвижность белков
Измерение электрофоретических свойств 

белка проводилось на оборудовании Malvern 
Zetasizer Nano ZS (Великобритания) при длине 
волны 635 нм, оптической плотности раствора 
0,1–0,4. В результате электрофоретических изме-
рений была получена информация об электрофо-
ретической подвижности белков в рабочем рас-
творе и их ζ-потенциалах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По данным распределения ζ-потенциала и 
электрофоретической подвижности выбранных 
белков (рис. 3) видно, что при условиях экспери-
мента в среде 10 мМ HEPES рН 6,9 сывороточный 
альбумин человека обладает сравнительно высо-
кой электрофоретической подвижностью, сред-
нее значение которой достигает ‒1,9 мкм ∙ см/В·с 
(движение к аноду), в то время как гемоглобин 
оказывается в условиях близких к изоэлектри-
ческой точке и среднее значение его электрофо-
ретической подвижности оказывается близким к 
нулю. В случае электрофоретического разделе-
ния заряженные молекулы САЧ должны удаляться 
из сепарационной камеры, а гемоглобин, наобо-
рот, проходит через микросепарационную камеру 
в коллектор для сбора образца.

В результате тестирования устройств нами 
были получены зависимости изменения относи-
тельной концентрации белков от условий разделе-
ния, а именно, от напряжения и скорости подачи 
образца в микросепарационную камеру (рис.4).

При увеличении напряжения на электродах 
сепарационного устройства наблюдается умень-
шение концентрации обоих белков как САЧ, так 
и ГГ. При этом концентрация САЧ при макси-
мальном напряжении 150 В уменьшается почти 
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на 80%, в то время как уменьшение концентра-
ции ГГ не превышает 40%. Уменьшение скорости 
прокачки при одинаковом напряжении приводит к 
увеличению количества отсепарированного белка 
как в случае САЧ, так и ГГ. 

Способность молекулы белка к электрофо-
резу определяется величиной его электрофоре-

тической подвижности (µэф), которая выражает-
ся как скорость движения заряженной молекулы 
(мкм/с) в электрическом поле с напряженностью 
E = 1  В/см. На заряженную частицу в простей-
шем случае действуют две противоположно на-
правленные силы – сила электростатического 
притяжения (формула (1)) и сила сопротивления 
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движению потока частицы (формула (2)).

Fэф = qE, 	 (1)

где q – заряд частицы, а E – напряженность элек-
трического поля,

Fпоток = 6πηrvэф, 	 (2)

где η- вязкость среды, r – радиус частицы, vэф ‒ 
скорость миграции частицы.

В равновесных условиях силы уравновешива-
ют друг друга, и скорость миграции vэф частицы 
определяется выражением:

.	 (3)

Электрофоретическая подвижность (мкм ∙ см/В∙с) 
определяется как отношение скорости миграции 
частицы к напряженности электрического поля:

.	 (4)

Таким образом, чем выше напряженность 
электрического поля и электрофоретическая под-
вижность, тем выше будет скорость миграции ча-
стицы в постоянном электрическом поле.

Электрофоретическая подвижность белков, 
содержащихся в анализируемой смеси, различ-
на, что позволяет разделить эти белки в простран-
стве. Электрофоретическую подвижность белка 
определяют следующие факторы:
‒ размеры (молекулярная масса), форма, электри- 
  ческий заряд, степень диссоциации и гидрата- 
   ции молекулы; 
‒ концентрация молекул; 
‒ свойства среды (вязкость, рН, температура, ион- 
   ная сила); 
‒ характеристика используемого электрического  
   поля.

Эффективность сепарационного процес-
са может определяться как отношение количе-
ства удаленного белка (альбумина), т.е. разности 
исходного количества удаляемого белка и белка, 
не удаленного из сепарационной камеры, к его ис-
ходному количеству.

Эффективность сепарации может быть также 
определена экспериментально как аналогичное 
отношение концентраций удаляемого белка к его 
исходной концентрации в растворе. 

Для простейшей оценки эффективности се-
парационного процесса (a) важно сравнить вре-
мя электрофоретической миграции заряженных 
частиц к одному из электродов поперек несуще-

го потока (tэф) со временем нахождения этих ча-
стиц в электрическом поле до выноса их пото-
ком (tпоток):

.	 (5)

Превалирование электрофоретической ми-
грации частиц над их движением в потоке (a < 1), 
при заданных условиях, позволяет делать вывод 
о правильности подобранных условий для эффек-
тивной электрофоретической сепарации, т.е. тео-
ретически за указанное время количество удаляе-
мого белка в прошедшей фракции будет стремить-
ся к нулю, а эффективность сепарации к единице. 

В рассматриваемой ячейке для мк-ЭФСП ос-
новными параметрами, позволяющими регули-
ровать процесс, являются подаваемое на электро-
ды напряжение и скорость подачи образца в ка-
меру. Варьируя эти параметры, можно подобрать 
условия для максимально эффективного разде-
ления. Предварительные оценки параметров раз-
деления проводились в предположении, что ско-
рость электрофоретической миграции белка (vэф), 
оцениваемая исходя из величины элеткрофоре-
тической подвижности белка (САЧ) в нейтраль-
ной среде (pH  6,9) и ионной силой 0,001, рав-
ной 1,9  мкм∙см/В·с при разности потенциалов 
U = 100  В, прикладываемой на расстоянии 5 мм, 
составляет ~0,4 мм/с (уравнение (3)). При шири-
не канала сепарационной камеры W = 3 мм и для 
разности потенциалов U = 100 В время пересече-
ния канала молекулой альбумина составит менее 
10 с. Заполнение камеры объемом 7 мкл за 10 с 
осуществляется при средней скорости прокачки 
0,7 мкл/с (2,5 мл/ч). Принимая во внимание, что 
при ламинарном потоке профиль скорости пото-
ка представляет собой параболу (течение Пуазей-
ля) с максимумом в центре канала и нулевой ско-
ростью у стенок, а максимальная скорость пре-
восходит среднюю линейную скорость прокачки 
~ в  2  раза, для эффективной сепарации скорость 
подачи образца следует уменьшить так же вдвое. 

Таким образом, в рассматриваемой системе 
при подаче напряжения 100 В на электроды ско-
рость прокачки должна составлять около 0,3 мкл/с 
(1 мл/ч) для осуществления эффективного разде-
ления смеси САЧ и ГГ, т.к. среднее значение элек-
трофоретической подвижности ГГ близка к 0 и 
при проведение сепарационного процесса моле-
кулы ГГ не должны вымываться из камеры.

В проведенных экспериментах по электро-
форезу белков наблюдалось уменьшение концен-
трации как САЧ (более чем на 80%), так и менее 
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существенное уменьшение концентрации ГГ. 
Результаты измерения ζ-потенциала показали до-
вольно широкое распределение по величине для 
ГГ, что, вероятно, связано с наличием нескольких 
изоформ молекулы ГГ, которые могут оказаться 
заряженными в условиях эксперимента. Кроме 
того, сам буфер HEPES, являясь цвиттер-ионным 
буфером, обладает своей собственной подвижно-
стью при pH 6,9. Известно [21], что в диапазоне 
pH 5,5–9,5 молекулы HEPES в среднем имеют не-
большой отрицательный заряд от 0,99 до 0,01 и, 
следовательно, создают дополнительное смеще-
ние незаряженных частиц в потоке самого буфе-
ра. Эти факторы могут способствовать уменьше-
нию концентрации ГГ при ЭФ в рассматриваемых 
условиях.

На эффективность разделения существен-
но влияет процесс экранирования электрическо-
го потенциала самими заряженными молекула-
ми белка, оседающими на поверхности электро-
да или разделительном барьере. Так, например, в 
экспериментальных ячейках, в которых проница-
емые барьеры в сепарационной камере изготавли-
вали из пористого ацетат целлюлозы с размерами 
пор 0.22 мкм («Владипор») электрофоретическое 
разделение белков не наблюдалось. Наиболее ве-
роятной причиной непригодности данных мем-
бран с малым размером пор для сепарации белков 
может быть экранирование потенциала электрода 
заряженными молекулами белка, налипающими 
на волокна мембраны. Для мембран с большим 
размером пор 5 мкм (Millipore) такой эффект не 
наблюдался, т.к. благодаря более крупным порам 
молекулы белка свободно преодолевали область 
проницаемого барьера и выходили с потоком бу-
фера для электродов из сепарационной камеры. 

Эффекты экранирования потенциала элект-
рода заряженными молекулами белка также под-
тверждаются проведенными экспериментами по 
низковольтному электрофорезу в свободном по-
токе. Низковольтный ЭФСП реализовывался на 
специальных ячейках, в которых электроды из не-
ржавеющей стали были удалены на расстояние 
0,1‒0,2 мм друг от друга, а прикладываемое напря-
жение не превышало 1,5 В, чтобы избежать про-
цесса электролиза воды, который начинается при 
разности потенциалов 1,8 В. Общая напряжен-
ность электрического поля в таких системах дости-
гала 1500 В/см, что является достаточным для ак-
тивного электрофоретического разделения белков. 
Экспериментальные результаты показали отсут-
ствие какого-либо значимого разделения или задер-
живания белков в потоке. Осаждение заряженных 

молекул белка на электродах приводило к экрани-
рованию приложенного рабочего потенциала меж-
ду электродами, и, как следствие, к отсутствию 
электрофореза и сепарации заряженных белков. 

Оценка величины экранирующего потенциа-
ла, создаваемого белком, может быть проведена 
через сравнение поверхностного заряда на элект-
родах с зарядом белка. Поверхностную плотность 
заряда σ на электродах можно рассчитать, исполь-
зуя выражение для плоского конденсатора:

,	 (6)

где U – разность потенциалов между обкладками, 
d – расстояние между обкладками, ε – диэлектри-
ческая проницаемость среды, ε0 – диэлектриче-
ская константа 8,85·10‒12 Ф/м. 

При разности потенциалов 1,5 В и расстоянии 
между электродами 0,1 мм поверхностная плот-
ность заряда составит 1,0·10‒5 Кл/м2. При площади 
поверхности каждого электрода не более 10  мм2 

заряд на электроде – не более 1,0·10‒10  Кл. Для 
сравнения, заряд одной молекулы САЧ при pH 6,9 
равен 1,6·10‒18 Кл. Таким образом, для полного 
экранирования заряда 1,0·10‒10 Кл достаточно все-
го 7·107 (10‒16 моль) молекул альбумина. В усло-
виях эксперимента, когда проводится разделение 
раствора белка с концентрацией 1,5·10‒8 моль/мл, 
количество белка достаточное для экранирования 
потенциала пренебрежимо мало, по сравнению с 
его общим количеством в пробе.

Частичным экранированием потенциала мо-
жет быть объяснено уменьшение, по сравнению с 
теоретической, эффективности разделения смеси 
белков в устройстве с максимально проницаемы-
ми барьерами, когда использовались высокопори-
стые мембраны с размерами пор 5 мкм.

Движение ионов, белков и любых наночастиц 
в электрическое поле определяется уравнениями 
Нернста‒Планка. В данном случае электрическое 
поле можно считать постоянным и направленным 
вдоль одной оси. Поэтому изменение концентра-
ции белков во времени (∂c/∂t) может быть описа-
но следующим уравнением:

,	 (7)

где D – коэффициент диффузии частицы, vэф ‒ ско-
рость миграции частицы в электрическом поле 
(уравнение (3)). 

Однако в реальных системах необходи-
мо учитывать множество факторов, связанных 
с диссоциативным равновесием слабых кислот, 

U d
0

c
t

D c
x

v c
x

2

2 эф



74

ЛЕОНОВИЧ и др.

Biotechnology, 2018, V. 34, No. 5

оснований и амфолитов, а также с реакцией ав-
тоионизации воды. Учесть все эти факторы и по-
лучить достаточно точное решение можно только 
при компьютерном моделировании процесса.

Расчет зависимости относительной концен-
трации альбумина от координаты, совпадаю-
щей с направлением напряженности электриче-
ского поля, был проведен в программе COMSOL 
Multiphysics для одномерной задачи. Рассматри-
вали процесс изменения во времени концентра-
ции альбумина и гемоглобина в центральном ка-
нале сепарационной камеры в среде амфолитного 
10 мМ буфера с pH 6,9. Коэффициенты диффу-
зии белков принимали равными 5‧10‒12 м2/с, за-
ряд молекулы сывороточного альбумина челове-
ка в нейтральной среде составляет ‒15 [22], ге-
моглобина ‒ 0.

На рис. 5 представлено расчетное простран-
ственное распределение относительной концен-
трации альбумина в центральном канале для по-
следовательной длительности электрофореза 
и при приложенном напряжении 100 В и 40 В. 
Площадь под каждой кривой распределения кон-
центрации в определенный момент времени будет 
соответствовать количеству альбумина, оставше-
гося в сепарационной камере. Чем меньше ука-
занная площадь, тем выше эффективность се-
парации. Очевидно, что теоретически можно 
получить близкую к единице эффективность се-

парации при определенных значениях прило-
женного напряжения и времени сепарации. Так, 
согласно теоретической модели, при напряже-
нии 100 В уже через 6 с содержание альбумина 
в сепарационной камере становится близким к 0 
(рис. 5а кривая 4), концентрация гемоглобина при 
этом практически не изменяется.

Однако в экспериментах не удавалось полу-
чить такой эффективности разделения, из-за экра-
нирующего потенциала, который способен су-
щественно понижать напряженность электриче-
ского поля в сепарационной камере. Фактически 
необходимо признать, что разность приложенно-
го и экранирующего потенциала будет составлять 
действующий потенциал, который существенно 
меньше приложенного потенциала (см. рис 5b). 
При понижении потенциала до 40 В даже после 
12 с экспозиции объекта в электрическом поле 
часть альбумина все еще остается в канале сепа-
рационной камеры (рис 5b, кривая 8).

К сожалению, заранее определить или пред-
сказать действующий потенциал не представля-
ется возможным. Фактическая эффективность се-
парации всегда будет ниже теоретической. Для 
повышения эффективности сепарации большое 
значение имеет подбор материалов мембран-
ной прокладки с минимальной адгезией к бел-
кам и другим ионным компонентам сепарируе-
мой суспензии.

СА
Ч

-с
од

ер
ж

ан
ие

, о
т

н.
 е

д.

0,0

1 2

3

5

a b

6 7

8

4
0,0

–1,0 –1,0–0,5 –0,50,0 0,00,5 0,51,0 1,0

0,2 0,2

0,4 0,4

0,6 0,6

0,8 0,8

1,0 1,0

мм

Рис. 5. Моделирование пространственного распределения концентрации альбумина в центральном канале при на-
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Fig. 5. Numerical modeling of spatial distribution of albumin concentration in the central channel at the voltage of 100 V (a) 
and 40 V (b) at time t = 0 s (curves 1 and 5), 2 s (curve 2), 4 s (curves 3 and 6), 6 s (curve 0), 8 s (curve 7), and 12 s (curve 8). 
X-axis – cross-section line of the сentral channel of the separation camera
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Важным аспектом эффективного функциони-
рования устройств для зонного электрофореза в 
свободном потоке является сохранение потенци-
ала, подаваемого на электроды устройства. Экра-
нирование потенциала заряженными молекула-
ми может приводить к снижению эффективно-
сти сепарационного процесса или к его полному 
прекращению.

Предлагаемое в работе сепарационное ус
тройство показало свою эффективность для раз-
деления смесей белков по их электрофизическим 
свойствам методом зонного электрофореза в сво-
бодном потоке. Такие упрощенные устройства 
могут быть частью более сложных устройств, 
предназначенных в дальнейшем для решения 
аналитических задач, связанных с выделением и 
идентификацией целевого аналита.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований, проект 
№ 16-08-000704.
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Abstract–A simplified separation device design is proposed, and a separation technique for separation 
of the target protein from their mixture by free-flow electrophoresis. The effectiveness of the device 
was demonstrated theoretically and experimentally on the example of separation of hemoglobin and 
human serum albumin from their mixture. The proposed separating device and separation technique 
are characterized by ease of use and good performance (1 mL/hour). The effect of the surface potential 
shielding of electrodes on the efficiency of separation of protein mixtures is shown. A computer simulation 
of the electrophoretic process was carried out within the framework of the Nernst-Plank theory for the 
separated proteins.
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