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образцах, содержащих белки. Постепен
ная градиентная замена буфера позволя
ет проводить мягкое обессоливание 
образцов, склонных к преципитации 
белка при высоких концентрациях  
солей. В результате белки остаются в  
растворённом состоянии. Кроме того, 
небольшая длительность процедуры 
помогает предотвратить разрушение 
белка от воздействия протеаз.

2. Метод
Для оценки эффективности и произ
водительности диафильтрации по  
сравнению с традиционным методом 
диализа параллельно с устройствами 
Sartorius Vivaspin® 20 использовались 
традиционные рамки для диализа в усло
виях лаборатории. Процесс диализа с 
помощью рамок выполнялся в соответ
ствии с инструкциями производителя, с 
последующей процедурой на всю ночь 
(O | N). Целью было уменьшить содержа
ние минералов на 99%.

Оптимальные условия центрифугирова
ния концентраторов Vivaspin® 20 были 
подобраны для замены буфера как с 
помощью диафильтрационой вставки, 
так и без неё. С этой целью использовал
ся модельный раствор БСА и суперна
тант культур клеток CHO (снижение  
концентрации соли с 1 М до 0,01 М).

Были определены следующие оптималь
ные рабочие условия для уменьшения 
концентрации соли до > 99%:
– 4 000 в бакетном роторе
– 15 мл буфера для замены
–  продолжительность центрифугирова

ния определялась для каждого образца
(концентрирование объёма образца до 
конечного объёма кармана с заменой 
буферного раствора между этапами):

БСА CHO

Vivaspin® 20 без 
диализной вставки

2 × 8 
мин.

2 × 45 
мин.

Vivaspin® 20 с 
диализной вставкой

2 × 6 
мин.

2 × 45 
мин.

После определения оптимальных усло
вий обессоливания с помощью концен
траторов Vivaspin® 20 было проведено 
сравнение этой процедуры со стандарт
ной процедурой диализа. В результате 
было показано, что процесс обессолива
ния проходит наиболее идеальным  
образом с использованием диафильтра
ционных вставок Sartorius.

1. Введение
Замена буферного раствора  важный 
этап при подготовке образцов биологи
ческих проб, такая процедура выполня
ется для подготовки образцов перед 
выделением целевого компонента или 
перед последующим длительным хране
нием пробы.1,2 Замена буфера может 
быть проведена с помощью диализа или 
диафильтрации. Диафильтрация с помо
щью Vivaspin® 20 и диализных вставок от 
Sartorius  метод замены буфера и обес
соливания, хорошо зарекомендовавший 
себя в лабораториях, занимающихся  
анализом белка. Приведём несколько 
примеров. Данный метод был использо
ван Ридом и др. для приготовления 
гибридных белков для последующей 
очистки с помощью аффинной хромато
графии.3 Здесь GSTгибридные белки 
(содержащие глутатионSтрансферазу) 
очищались с помощью аффинной хрома
тографии4 с матрицей на основе глутати
онагарозы, а в дальнейшем буфер  
заменялся на связующий буфер (0,2 М 
NaHCO3, 0,5 М NaCl, 2 М мочевины, pH 8,3) 
с помощью диафильтрационной вставки. 
Азиз и др. перед проведением кристал
лизации фрагмента области белка,  
принимающей отклик предполагаемого 
белкарегулятора BPSL0128, выполнили 
обессоливание этого фрагмента (0,2 М 
NaCl, 50 мМ Трис с pH 8,0 был заменён на 
10 мМ Трис с pH 8,0 с помощью диафиль
трационной вставки).5 ТоварХеррера  
и др. провели обессоливание белка  
экспансина ScExIx 1 перед измерением 
активности (20 мМ NaH2PO4, 20 мМ ими
дазола, 0,5 М NaCl pH 7,4 вместо 50 мМ 
NaOAc, pH 5).6 Гуччионе и др. провели 
обессоливание активного сайта субъеди
ницы метилменахинол : фумаратредукта
за (MfrA) перед анализом ферментатив
ной активности (1,5 M NH4SO4, 50 мМ 
Трис, pH 8,0 на 50 мМ Трис, pH 8,0 соот
ветственно).7

В основе процесса диализа, традицион
но используемого для замены буфера  
в биологических образцах, лежит пассив
ная диффузия. Данный процесс занимает 
очень много времени и требует большо
го расхода буферного раствора.8 Здесь 
представлен другой способ, основанный 
на диафильтрации с помощью центри
фужных концентраторов Vivaspin® 20. 
Вместе с диализными вставками Sartorius 
(DFвставками) данные устройства пред
ставляют собой быстрый, эффективный  
и надёжный метод замены буфера в 



3. Результаты

3.1 Сравнение способов замены буфера с помощью кон-
центраторов Vivaspin® 20 и с помощью диализных кассет
Процесс обессоливания был проведён с помощью концентра
торов Vivaspin® 20 вместе с диафильтрационными вставками 
и без них. В данном эксперименте использовались два типа 
образцов: 2 мл модельного раствора БСА и 2 мл супернатанта 
культуры CHO (рисунок 1). Диаграмма на рисунке 1 отобража
ет концентрацию соли, измерявшуюся для каждого образца в 
процессе замены буфера.
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Рисунок 1. Концентрация солей во время процесса диафильтрации в  
концентраторах Vivaspin® 20 (30 000 кДа) с раствором БСА (1 мг/мл, рас
творённый в 1 М NaCl/0,25 мМ NaOAc; жёлтый цвет линии на диаграмме)  
и супернатанта клеточной культуры CHO (зелёная пунктирная линия), в 
качестве заменяющего буфера использовалась деионизированная вода 

Параллельно с такими же образцами проб проводилась  
замена буфера с помощью традиционного способа диализа  
в предварительно собранной рамке для диализа. В соответ
ствии с инструкцией производителя буфер для диализа  
заменялся через 2 и 4 часа, а образец был получен только 
после заключительного этапа диализа на протяжении ночи. 
Вся процедура диализа заняла примерно 24 часа. Устройства 
Vivaspin® 20 обеспечили требуемую концентрацию солей 
быстрее, чем кассеты для диализа (см. рисунки 1 и 2).

3.2 Сравнение длительности процедур
При использовании способа с концентраторами Vivaspin® для 
замены буферного раствора потребовалось в 140 раз меньше 
времени по сравнению с традиционным диализом  
с помощью диализных кассет (см. таблицу 1).

Таблица 1. Длительность в минутах каждого этапа сравниваемых  
процессов и устройств

Замена 
буфера

Vivaspin® 20  
без DF-вставки

Vivaspin® 20  
с DF-вставкой

Кассета для 
диализа

БСА CHO БСА CHO БСА | CHO

1
2
3

8 мин.
8 мин.
–

45 мин. 
45 мин.
–

6 мин.
6 мин.
–

45 мин. 
45 мин.
–

  120 мин.
  120 мин.
1200 мин. 
(ночь)

Итого 16 мин. 90 мин. 12 мин. 90 мин. 1440 мин. 
(24 ч)
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Рисунок 2. Сравнение затрат времени, необходимого для полной  
замены буфера

После обессоливания целостность структуры всех образцов 
белка была подтверждена с помощью электрофореза в  
полиакриламидном геле. Концентрация солей оценивалась 
измерением электропроводности. 



Таблица 2. Сравнение концентрации соли и длительности процедур для БСА и супернатанта клеточной структуры CHO в устройствах Vivaspin® 20 и 
кассетах для диализа

Перед  
диафильтрацией

В процессе  
диафильтрации (DF)

После  
диафильтрации

Устройство Концен-
трация 
соли [М]

Объём  
замещающего 
буфера [мл]

Длитель-
ность руч-
ной работы 
[мин.]

Длитель-
ность  
процесса 
[мин.]

Концентрация 
соли [М]  
(%: остаточная 
концентрация)

БСА Vivaspin® 20 без диафиль
трационных вставок

1,00 35 45 16 0,01 (0,9%)

Vivaspin® 20 с диафильтра
ционными вставками

1,00 30 45 12 0,01 (1,6%)

Кассеты для диализа 1,00 1500 60 1440 0,00 (0,0%)

Супернатант 
культуры  
клеток CHO

Vivaspin® 20 без диафиль
трационных вставок

1,26 35 45 90 0,02 (1,83%)

Vivaspin® 20 с диафильтра
ционными вставками

1,26 30 45 90 0,01 (0,95%)

Кассеты для диализа 1,26 1500 60 1440 0,00 (0%)
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Выводы
Диафильтрация с помощью концентраторов Vivaspin® 20 позво
ляет осуществлять быструю замену буфера. При использовании 
их вместе с диализными (диафильтрационными) вставками от 
Sartorius возможна постепенная градиентная замена буфера. 
Замена буферного раствора таким мягким способом обеспечи
вает уменьшение концентрации соли перед концентрировани
ем пробы до конечного объёма кармана. Таким образом, белки, 
склонные к преципитации при повышенном содержании солей, 
будут с большей долей вероятности оставаться в растворённом 
состоянии. Кроме того, диафильтрационные вставки помогают 
сократить длительность процесса и позволяют более эффектив
ным образом снизить концентрацию солей (см. рисунок 1).  
Продолжительность центрифугирования необходимо оптими
зировать для каждого образца пробы измерением содержания 
солей после каждого этапа диафильтрации. Для сокращения 
концентрации соли на 99% и достижения концентратом конеч
ного объёма кармана перед заменой буферного раствора 
достаточно два цикла центрифугирования.

Способ работы с использованием диафильтрационных вставок 
в концентраторах Vivaspin® 20 превосходит традиционные 
методы диализа по скорости и простоте использования и  
экономичнее по объёму затраченного буферного раствора. 
Процесс диализа с использованием диализных кассет занимает 
значительно больше времени и требует продолжительного 
ручного труда по сравнению с методом диафильтрации. Так 
как замена буфера с помощью Vivaspin® 20 происходит значи
тельно быстрее, целевые белки в большей степени защищены 
от действия протеаз. Диализ приводит к разбавлению образца 
во время замены буфера, и для достижения требуемой конеч
ной концентрации необходим заключительный этап концен
трирования. Использование концентраторов Vivaspin® 20 с 
диафильтрационными вставками эффективно предотвращает 
разбавление образцов проб, позволяя проводить одновремен
но его обессоливание и концентрирование.

Диафильтрация с помощью устройств Vivaspin® 20 позволяет 
быстро получать образцы высокой степени концетрации в 
практически любом буферном растворе.
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