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Неорганические полифосфаты (полиР) являются универсальными регуляторными соединениями  
и участвуют в контроле экспрессии генов, адаптации к стрессам, мембранном транспорте, обеспече-
нии клеточной подвижности. Установлена их важная роль в развитии костной ткани, тромбообра-
зовании, воспалительном ответе, в передаче сигналов в нервных клетках и образовании амилоидов. 
Эти полимеры являются участниками гомеостаза фосфора не только в отдельных организмах, но и  
в природных и техногенных экосистемах. ПолиР используются в качестве удобрений, пищевых добавок, 
применяются для умягчения воды и подавления воспламенения в составе красок и полимерных 
материалов. Современные высокочувствительные и специфичные методы анализа полиР важны как 
для решения фундаментальных проблем регуляции биохимических процессов, так и для ряда практи-
ческих задач, таких как контроль состояния объектов окружающей среды, качества пищевых продук-
тов и разработки новых методов лечения заболеваний костной ткани, сердечно-сосудистой системы  
и нейродегенеративных патологий. В настоящее время разработаны эффективные и высокоспецифич-
ные методы определения полиР, такие как специальные методы экстракции, энзиматический анализ, 
электрофорез, окраска флуорохромом DAPI, а также микроскопические методы, включая микро-
рентгеновский анализ. Сохраняет свое значение ЯМР, в особенности для определения длины цепи 
полимера. В данном обзоре мы рассматриваем методы анализа полиР с точки зрения задач, решаемых 
при исследовании различных биологических объектов, с особым вниманием к наиболее современным  
и широко распространенным подходам.
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Неорганические полифосфаты, линейные 
полимеры ортофосфорной кислоты, относитель-
но недавно считали микробными запасниками 
фосфора, “молекулярным ископаемым”, предше-
ствовавшими АТФ в эволюции энергетического 
метаболизма [1, 2]. Однако уже в монографии  
И.С. Кулаева [3] были суммированы данные о том, 
что полиР присутствуют в клетках всех живых су-
ществ, от прокариот до человека, и высказана идея 
об их роли в качестве универсальных регуляторов 
метаболических процессов. В настоящее время 
многочисленные доказательства того, что полиР 
у микроорганизмов не только играют решающую 

роль в гомеостазе фосфора, но и участвуют в кон-
троле экспрессии генов, адаптации к стрессам, 
мембранном транспорте, вирулентности обобще-
ны в ряде обзоров [4–8]. 

Раскрытие роли полиР у млекопитающих внес-
ло существенный вклад в развитие представлений 
о значении фосфорного обмена для физиологиче-
ских процессов в норме и патологии (рис. 1). Осо-
бое значение принадлежит полиР в процессах роста  
и регенерации кости. В остеокластах накапливают-
ся электроноплотные гранулы, содержащие высо-
кую концентрацию кальция и полиР с длиной цепи 
около 60 фосфатных остатков [9, 10]. В результате 
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экзоцитоза эти гранулы выходят во внеклеточное 
пространство, где щелочная фосфатаза гидро-
лизует полиР до ортофосфата (Рi). При участии 
специфических белков из высвобождающихся Рi  
и кальция формируется структурированный апатит 
кости [9, 10]. Гранулы, содержащие полиР, присут-
ствуют также в тромбоцитах [11]. При разрушении 
тромбоцитов полиP выходят в кровь, где участвуют 
в каскаде свертывания, связываясь c фактором 
XII и активируя его, а затем эти полимеры и ионы 
кальция входят в состав тромба, увеличивая его 
стабильность [11]. ПолиР крови являются участ-
никами воспалительного ответа [11]. Комплексы 
этих полиР с ионами кальция образуют микро-
частицы, которые удерживаются на поверхности 
прокоагулянтных тромбоцитов, и инициируют 
систему, управляемую фактором XII, запуская 
провоспалительные и прокоагулянтные реакции 
через калликреин-кининовую систему [12]. ПолиР 
входят в состав специфического кальциевого канала 
мембран митоходрий, регулирующего уровень каль-
ция и стрессовый ответ в этих органеллах [13, 14].  
В нервной систем полиР являются медиаторами сиг-
налов между астроцитами посредством активации 
пуринергических рецепторов [15].

ПолиР участвуют в образовании фибрилл 
амилоидогенных белков [16, 17], в связи с чем 
обсуждается возможная роль этих полианионов 
в нейродегенеративных заболеваниях, таких как 
боковой амиотрофический склероз (БАС), лоб-
но-височная деменция (ЛВД), болезнь Альцгей-
мера и болезнь Паркинсона [18, 19]. Недавно было 

показано, что длинноцепочечный полиР способен 
усиливать барьерную функцию клеток кишечника 
и его применение приводит к клинической ре-
миссии при язвенном колите [20]. Изучение роли 
неорганических полиР в организме человека при-
знается перспективным для разработки новых ме-
тодов лечения заболеваний костной, кровеносной  
и нервной систем [19, 21].

Микроорганизмы, накапливающие полиР, 
играют ключевую роль в круговороте фосфора  
в природных и техногенных экологических нишах. 
Ряд микроорганизмов океана концентрируют фос-
фат в виде внутриклеточных полиР в поверхност-
ных слоях вод, а затем в донных отложениях полиР 
либо используются в качестве источника энергии, 
либо происходит гибель этих микроорганизмов. 
При этом в обоих случаях высвобождается фосфат 
и при этом может происходить осаждение апатитов 
[22, 23]. Актуальной также является задача очист-
ки стоков от избытка фосфата и последующего 
использования фосфатов, накопленных в акти-
вированных илах. Исследования так называемого 
процесса усовершенствованного биологического 
удаления фосфата (EBPR – Enhanced Biological 
Phosphorus Removal), обобщенные в ряде обзоров, 
свидетельствуют о важной роли микроорганизмов, 
накапливающих полиР в технологических процес-
сах, направленных на сохранение окружающей 
среды и рециклинг фосфора [24, 25].

ПолиР применяются в хозяйственной деятель-
ности для умягчения и очистки воды [26], в каче-
стве фосфорных удобрений пролонгированного 
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Рис. 1. Современные и перспективные направления практического использования неорганических полифосфатов.
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действия [27]. Они входят в состав композитов для 
получения огнестойких материалов [28] и являют-
ся разрешенной пищевой добавкой в кондитерских 
и колбасных изделиях, в замороженных рыбных и 
мясных продуктах для сохранения влаги и мягкого 
антисептического действия [29, 30]. Широкое при-
менение полифосфатов в сельском хозяйстве и пи-
щевой промышленности (рис. 1) может приводить 
к изменению количества минерального фосфора, 
попадающего в организм человека и, соответствен-
но, влиять на процессы, которые контролируются 
неорганическими полиР.

Отметим также новые перспективные на-
правления применения неорганических полиР  
в медицине, такие как использование их в соста-
ве костных имплантов [31, 32], зубных паст [33],  
а также в составе наночастиц для адресной достав-
ки лекарственных средств в органы и ткани [34, 35]. 

Несмотря на свою структурную простоту, полиР 
играет важную роль в чрезвычайно широком спек-
тре биологических процессов у микроорганизмов, 
в организме животных и человека, а также в фос-
форном гомеостазе экосистем. Фундаментальные 
исследования этой роли, а также разработка новых 
биотехнологий рециклинга фосфата, диагностики 
и лечения заболеваний, связанных с нарушением 
минерального фосфорного обмена у человека 
требуют специфических методов анализа этих 
полимеров в различных биологических объектах. 
В настоящее время разработаны чувствительные 
и специфические методы, позволяющие прово-
дить анализ содержания и степени полимерности  
полиР в различных биологических образцах, а так-
же оценивать их локализацию в клетках. В связи  
с возрастающим интересом к исследованию полиР 
в биологических системах, в литературе имеется 
несколько обзоров, посвященных методам анализа 
этих полимеров [36–39]. Отметим, что обзоры 
несут авторский взгляд на проблему, в том числе в 
них иногда встречаются фактические ошибки. Так 
в обзоре Tarayre [36] ошибочно указано, что для 
31Р-ЯМР нужны меченные соединения. В обзоре 
Бру [37] для сравнительного анализа эффективно-
сти методов извлечения полиР из клеток дрожжей 
разными авторами используют некорректное срав-
нение, поскольку авторы процитированных работ 
культивировали дрожжи в разных условиях, что 
приводит к разному содержанию полиР в клетках.

В настоящем обзоре рассматриваеются методы 
анализа полиР с точки зрения задач, решаемых при 
исследовании различных биологических объектов, 
особое внимание уделяя наиболее современным и 
широко распространенным подходам.

Методы экстракции. Экстракция полиР из 
клеток и тканей является во многих случаях не-
обходимым этапом для последующего качествен-
ного и количественного анализа этих соединений. 
Методы экстракции основаны на полианионных 

свойствах полиР. Эти методы имеют множество 
модификаций, связанных с особенностями 
объектов исследования, взаимосвязью полиР с 
различными компонентами клетки и клеточными 
структурами, а также с задачами исследования [40]. 
В силу лабильности полиР экстракцию чаще всего 
проводят при 0°С [40]. 

Методы экстракции можно подразделить на две 
группы. Первая – это, когда с помощью тех или 
иных реагентов стараются максимально извлечь 
все полиР, содержащиеся в образце, и весь пул по-
лиР оказывается в виде одной фракции [37, 41, 42]. 
Вторая группа – это последовательное использова-
ние разных экстрагентов и получение нескольких 
фракций полиР, различающихся по длине цепи, и 
предположительно, локализации в клетке [43–46]. 
В основе всех этих методов лежит обработка образ-
цов растворами кислот и щелочей или реагентами 
для извлечения нуклеиновых кислот. 

Для экстракции полиР растворами кислот чаще 
всего применяют 0.5–1 М хлорную кислоту при 
0–4°С, причем как для клеток микроорганизмов 
[3, 37] так и для клеток млекопитающих [42, 47]. 
Растворы серной кислоты применяются редко [48], 
во избежание окисления органических соедине-
ний. Отметим, что не все биологические объекты 
содержат так называемые кислоторастворимые  
полиР, которые извлекаются в данных условиях. 
Так у Escherichia coli такие полиР не были обнару-
жены [49]. У некоторых бактерий для успешной 
экстракции полиР растворами кислот и щелочей 
клетки необходимо предварительно обработать 
смесью хлороформа-метанола для разрушения 
мембран [50]. Раствор холодной хлорной кислоты 
обычно извлекает не все полиР из клеток. Для 
оценки общего содержания полиР остаток био-
массы обрабатывают горячей хлорной кислотой, 
гидролизуя оставшийся в биомассе полиР до Pi. 
Обычно кислоторастворимые полиР являются 
относительно короткоцепочечными [45, 51]. Ко-
личество более длинноцепочечных полиР можно 
определить по выделившемуся Pi в результате 
обработки горячей хлорной кислотой. Этот способ 
определения содержания полиР используют, когда 
достаточно сравнить уровни полиР в клетках роди-
тельского и мутантных штаммов микроорганизмов 
или при изменении физиологических условий 
культивирования [52, 53].

Для извлечения максимального количества  
полиР в одну стадию наиболее эффективно ис- 
пользование экстрагентов, применяемых для 
нуклеиновых кислот в силу сходства полиани-
онных свойств этих соединений и полиР. ПолиР 
экстрагируются совместно с ДНК и РНК раство-
рами фенола или гуанидинизотиацианата, а также 
реагентом для выделения нуклеиновых кислот 
под фирменным названием Trizol, содержащим 
оба компонента. В некоторых случаях к экстра-



 ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 61 № 6 2025

ТРИЛИСЕНКО, КУЛАКОВСКАЯ534

гирующим растворам добавляют хлороформ для 
удаления фенола, детергент SDS для разрушения 
мембран, иногда добавляют ЭДТА для разрушения 
комплексов полиР с металлами. Считается, что 
экстракция фенолом дает наибольшее количество 
извлекаемого полиР по сравнению с другими мето-
дами, в частности для клеток дрожжей [37, 41, 54] и 
клеток млекопитающих [39]. 

Все способы экстракции приводят к тому, что в 
полученных препаратах кроме полиР присутствуют 
нуклеиновые кислоты и нуклеотиды. Для очистки 
полиР используют следующие подходы. Простей-
шим способом является сорбция органических со-
единений на активированный уголь “Norit A” [55].  
Используют также обработку РНКазами и  
ДНКазами [37, 39, 41], хотя имеются сообщения о 
возможности деградации полиР РНКазами [56]. Во 
многих протоколах для очистки полиР применя-
ются микроколонки на основе диоксида кремния  
[37, 39, 41], хотя это и приводит к потерям  
полиР [37]. Эти колонки позволяют разделить 
длинноцепочечные и короткоцепочечные полиР. 
Короткоцепочечные полиР обычно обнаружива-
ются в проточной жидкости, в то время как длин-
ноцепочечные полиР обнаруживают во фракциях 
при элюции [37]. Но в объединенных фракциях 
общее количество полиР, элюированных с коло-
нок оказывается на 30% ниже, чем полученное при 
осаждении этанолом [37]. 

Ниже приведен пример методики, позволяющей 
извлечь полиР в виде одной фракции [41]. Био-
массу промывали буфером с добавлением 2.5 мМ 
ЭДТА, встряхивали с фенолом, уравновешенным 
10 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, рН 7.5–8.0 буфером  
(300 мкл на 25 мг сырой биомассы). Затем ин-
кубировали 10 мин при 45°С, после чего быстро 
охлаждали и встряхивали с 1 мл хлороформа, цен-
трифугировали 5 мин при 12000 g. Верхнюю вод-
ную фазу, содержащую экстракт полиР, отбирали  
и хранили при –20°C для количественного опреде-
ления полиР. Авторы утверждают, что по сравне-
нию с другими известными методами в этом случае 
извлекается весь пул клеточных полиР [41]. Мето-
дика может быть дополнена обработкой фракции 
полиР препаратами ДНКазы и РНКазы c последу-
ющим осаждением полиР 70%-ным этанолом [37].

Последовательное использование для экстрак-
ции полиР нескольких различных реагентов по-
зволяет получить фракции полиР, различающиеся 
по длине цепи. Этот подход важен в первую очередь 
для исследования клеток микроорганизмов, содер-
жащих значительное количество полиР с различ-
ными длинами цепи. 

Так, для экстракции полиР из клеток бактерий 
Propionibacterium shermanii [43], клетки подвергали 
последовательной экстракции при 0°С 2%-ной 
трихлоруксусной кислотой (ТХУ), затем смесью 
ТХУ и ацетона (0.7% ТХУ : 67% ацетона) и, наконец, 

67%-ным ацетоном, каждый раз осаждая клетки 
центрифугированием. К объединенному суперна-
танту добавляли равный объем фенол-хлороформа 
(1 : 1) насыщенного 0.1 М ацетатом аммония,  
рН 6.5. Смесь встряхивали и после расслоения 
отбирали водную фазу, содержавшую фракцию  
короткоцепочечных полиР. Затем клетки суспен-
дировали в 2 мМ ЭДТА, доводили титрованием  
0.2 М LiOH до рН 7–8, осаждали центрифуги-
рованием и в супернатанте получали фракцию 
длинноцепочечных полиР. Далее эту процедуру 
повторяли еще раз, но в конце добавляли смесь фе-
нола и хлороформа (1 : 1), энергично встряхивали 
и осаждали.

Супернатант содержал гранулы длинноцепо-
чечных полиР. Обработку органическими раство-
рителями проводили при комнатной температуре. 
Данный метод экстракции позволил выделить три 
фракции полиР, различающиеся длиной цепи [45]. 

Сравнение многостадийных методов, приме-
ненных к клеткам дрожжей, приводит к заключе-
нию, что наиболее эффективным, хотя и доста-
точно трудоемким является метод Лангена и Лисса 
[44] с последующей модификацией [57, 58]. Клетки 
S. cerevisiaе последовательно обрабатывали при 
0–2°С 0.5 М раствором хлорной кислоты, затем 
насыщенным раствором хлорнокислого натрия, 
после чего растворами NaOH (рН 9–10 и 0.05 М)  
и наконец 0.5 М хлорной кислотой при 90°С.  
В результате получали четыре фракций полиР:  
кислоторастворимую (полиР1), солераствори-
мую (полиР2), две щелочерастворимых (полиР3 
и полиР4). Содержание полиР5, гидролизуемых 
горячей хлорной кислотой, определяли по образу-
ющемуся Рi. Обработка биомассы после выделения 
первых четырех фракций 30 мМ раствором ЭДТА, 
рН 7.0, позволяет выделить фракцию полиР5 в по-
лимерной форме [58]. С помощью Р31-ЯМР-спек-
троскопии и электрофореза была определена сред-
няя длина цепи полиР для S. cerevisiae [45, 58, 59], 
которая составила 10–20, 20–50, 60–120, 100–200 
и свыше 200 фосфатных остатков для фракций 
полиР1, полиР2, полиР3, полиР4 и полиР5 соот-
ветственно. Выделение этих фракций представляет 
интерес поскольку их количество и длина цепи за-
висят от концентрации Рi [59], источника углерода 
[60] и других факторов внешней среды [61], а также 
генетических модификаций обмена полиР [55, 62]. 
Такой подход позволяет определить связь отдель-
ных фракций с различными процессами в клетке и 
особенности путей их образования и функций. 

В связи с многочисленностью литературы, не 
представляется возможным провести детальное 
сравнение методов экстракции полиР, поэтому 
остановились на их общей характеристике. Выбор 
метода экстракции зависит от поставленных целей, 
задач, биологического объекта. В зависимости 
от объекта исследования приходится модифици-
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ровать существующие методы [3, 37, 41, 40, 48].  
В опубликованных обзорах по методам исследова-
ния полиР для разных биологических систем име-
ется сравнительный анализ методов экстракции 
полиР применительно к клеткам дрожжей [37, 41], 
микроскопических водорослей [63], активиро-
ванным илам и микроорганизмам, обитающим в 
этой экологической нише [36], клеткам и тканям 
млекопитающих [39]. 

Химический анализ полиР. В прошлом веке для 
идентификации полиР использовали гидролиз 
по методу Thilo [64], который приводит к обра-
зованию циклотрифосфата, идентифицируемого 
хроматографически. Тогда же использовались 
многочисленные методы хроматографии этих сое-
динений на бумаге и ионообменных носителях [65].  
В настоящее время эти методы не применяются 
в биохимии полиР в силу трудоемкости и малой 
чувствительности, однако хроматография полиР 
на ионоообменных носителях продолжает приме-
няться при анализе химически синтезированных 
полиР разной структуры [66]. Гель-фильтрация 
коммерческих препаратов полиР на сефадексе 
G-10 [67] применяется для очистки от примесей Pi 
и пирофосфата, что важно для получения чистых 
препаратов полиР при исследовании полиР-ме-
таболизирующих ферментов. Осаждение полиР  
в виде солей бария, которое ранее применяли для их 
очистки и идентификации [59], до сих пор исполь-
зуется при необходимости концентрирования по-
лиР из экстрактов для последующих анализов [55].  
К экстрактам добавляют по каплям насыщенный 
раствор Ba(NO3)2 до легкого помутнения, оставля-
ют на ночь, центрифугируют и переводят осадок 
полиР в растворимую NH4

+ – форму с помощью 
катионообменной смолы Dowex 50 WX8. Все опе-
рации проводят при 4°С [59]. Для осаждения полиР 
используют также ацетат бария, добавляя его до ко-
нечной концентрации 0.1 М при рН 4.5 и осаждая 
полиР в течение 4 ч при 4°С [68], или абсолютный 
этанол [37].

Простейший способ химического анализа 
полиР в экстрактах – это гидролиз в 1 М HCl в те-
чение 10 мин при 100°С и последующее колориме-
трическое определение высвободившегося Pi [52].  
Этот Pi называется “лабильным фосфором”. При 
таком способе гидролиза Pi выделяется из нукле-
озидфосфатов [40], но не из нуклеиновых кис- 
лот [69]. Для того, чтобы исключить вклад этих 
соединений в образование Pi, их удаляют сорбцией 
на активированный уголь [40, 55, 70]. Лабильный 
фосфор, определяемый после такой обработки, 
относится к полиР. Данный способ удобен для 
анализа большого количества образцов, дешев  
и адекватен для массового сравнительного анализа 
экстрактов из хорошо изученных объектов для 
разных физиологических условий и мутантных 
штаммов [53].

Определение длинноцепочечных полиР по 
метахроматическому сдвигу в спектре поглощения 
толуидинового голубого [70] имеет множество 
ограничений в связи со способностью других 
соединений связываться с этим красителем, но 
продолжает применяться [71, 72].

Метод титрования концевых групп. Данный 
метод определения степени полимерности полиР 
применяется в основном в химии фосфорных сое-
динений [73]. Он прост, не требует дорогостоящего 
оборудования, поэтому сохраняет свое значение 
при анализе полиР, полученных синтетическим 
путем, в том числе для нужд пищевой промыш-
ленности, сельского хозяйства и других отраслей  
[66, 74, 75]. Для определения степени полимер-
ности полиР данным методом в зависимости от 
длины цепи требуется от одного до нескольких 
десятков граммов полимера, чем длиннее цепь, тем 
большее количество образца необходимо. В связи с 
низкой чувствительностью и требованием высокой 
чистоты препарата, метод кислотно-основного 
титрования редко применяется для биологических 
объектов [38, 70].

Образец полиР в кислой форме (рН ~ 2–3) ти-
труют раствором NaOH [75, 76]. В молекуле линей-
ного полиР (в Н+-форме) имеются средние сильно-
кислые группы (область титрования от рН 2 до 4) 
и концевые слабокислые группы по две в каждой 
молекуле полимера (область титрования от рН 7 
до 9). Концентрации групп определяют по расходу 
гидроксильных ионов при титровании. Кривая 
титрования имеет два перегиба при указанных 
значениях рН [76]. Концентрация средних сильно-
кислых групп позволяет определить число атомов 
фосфора в молекуле. Концентрация концевых сла-
бокислых групп с последующим делением ее на 2  
соответствует концентрации полимера в образце 
[41, 66]. Циклические полиР не имеют конечных 
слабокислых групп, следовательно, определить 
длину их цепи методом титрования невозможно. 
Сравнительный анализ методов определения дли-
ны цепи с помощью титрования и 31Р ЯМР, а также 
кривые титрования для синтетических полиР при-
ведены в работе [75].

Энзиматический анализ. Метод отличается 
высокой специфичностью. Несколько ферментов 
полифосфатного обмена микроорганизмов были 
предложены для количественного определения 
полиР. Первым из них была бактериальная поли-
фосфаткиназа [54]. Метод основан на превраще-
нии с помощью полифосфаткиназы АДФ в АТФ за 
счет полиР, содержащихся в пробе. Образующийся 
АТФ измеряли люциферин-люциферазным мето-
дом [54]. Однако в дальнейшем этот метод вышел 
из употребления, поскольку был разработан более 
дешевый и простой метод с использованием дрож-
жевой полифосфатазы Pрх1 [77, 78]. Этот фермент, 
кодируемый геном PPX1 (YHR201C), гидролизует 
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полиР с различной длиной цепи с близкой ак-
тивностью, начиная от триполифосфата, но не 
гидролизует пирофосфат [67]. Образующийся при 
этом Pi определяют простыми колориметрически-
ми методами. Методы определения Pi основаны 
на образовании его комплекса с гептамолибдатом 
аммония, количество которого измеряют либо 
непосредственно [79], либо после его восстанов-
ления аскорбиновой кислотой до молибденовой 
сини [80], либо после образования комплекса  
с красителем малахитовым зеленым [81, 82].  
Метод определения фосфатов после восстанов-
ления фосфомолибденового комплекса аскор- 
биновой кислотой входит в ГОСТ18309-2014 
(https://docs.cntd.ru/document/1200115799).

Доступность и простота очистки рекомбинант-
ной Ррх1 из дрожжей позволяет использовать этот 
метод для анализа разных образцов [83]. Недостат-
ком метода является то, что фермент не гидролизу-
ет до Pi образующийся в реакции пирофосфат, что 
занижает получаемый результат. Этот недостаток 
устранен в наиболее современном варианте опре-
деления полиР с помощью Ррх1, в котором для 
расщепления образовавшегося пирофосфата до-
бавляется дрожжевая неорганическая пирофосфа-
таза Ipp1, кодируемая геном IPP1 (YBR011C) [84]. 
Количество полиР выражают в виде количества Рi, 
образовавшегося в результате полного расщепле-
ния полиР.

Ppx1 

ПолиРn + (n – 2) Н2О → (n – 2) Рi + пирофосфат;
Ipp1

Пирофосфат + Н2О → 2Рi.
Оба фермента одновременно добавляют в инкуба-
ционную смесь, содержащую Трис-буфер, рН 7.5, 
соли магния и аммония. Инкубацию с образцами 
проводят в течение 1 ч при 37°C, а затем к инкуба-
ционной смеси добавляют реагент для колориме-
трического определения Pi [84]. Детальное описа-
ние проведения анализа и хранения ферментных 
препаратов даны в работе [84]. Чувствительность 
метода зависит от объема инкубационной смеси, 
который может быть снижен до 100 мкл при ис-
пользовании планшетного фотометра и зависит от 
колориметрического метода. Так, при использова-
нии метода определения Pi с малахитовым зеленым 
чувствительность находится в пределах 1–10 нмоль 
Pi на образец [82]. Если в образце присутствуют 
нуклеиновые кислоты, то их необходимо либо уда-
лять из экстрактов, либо увеличивать количество 
фермента, поскольку они ингибируют активность 
Ppx1 [37].

С помощью этих двух ферментов можно также 
определить среднюю длину цепи полиР [51]. К од-
ному образцу добавляют Ppx1, при этом образуются 
Pi и пирофосфат, а ко второму – одновременно оба 

фермента, в результате образуется только Pi. Если 
вычесть из концентрации Pi во втором образце 
концентрацию Pi, выcвобожденного в результате 
действия только Ppx1 и разделить полученную 
величину на 2, то получится концентрация пиро-
фосфата. Она соответствует концентрации полиР 
в виде полимера в образце. Зная концентрацию 
полимера и концентрацию полученного из него Pi, 
можно рассчитать среднюю длину цепи. С увеличе-
нием длины цепи полиР происходит значительное 
снижение вклада Pi, образуемого из пирофосфата 
[51]. Так, на одну молекулу полиР со средней 
длиной цепи 280 фосфатных остатков образуется 
менее одного процента Pi из пирофосфата, что не 
превышает ошибок колориметрических методов. 
Поэтому данный метод пригоден для определения 
длины цепи только коротких полиР, а для опреде-
ления длины цепи более высокополимерных по-
лиР был разработан метод, в котором определение 
пирофосфата производят независимо от Pi [84, 85]. 
Этот метод позволяет определить среднюю длину 
цепи полиР от двух до нескольких сотен фосфатных 
остатков [84, 85]. Вначале определяют концентра-
цию полиР в молях Pi на литр, как описано выше. 
В отдельном образце определяют количество пиро-
фосфата, образующегося в результате воздействия 
Ppx1. Поскольку высокочувствительных методов 
определения пирофосфата в присутствии большего 
количества Pi не имеется, то применяется фермен-
тативное определения пирофосфата, не связанное 
с Pi. В результате каскада четырех последователь-
ных реакций одна молекула пирофосфата дает 
одну молекулу НАДФН, что соответствует одной 
цепи полиР. Концентрацию НАДФН определяют 
флуориметрически [38, 84]. 

Ppx1

 ПолиРn + (n – 2)Н2О → (n – 2) Рорто +  (1) 
+ пирофосфат, 

АТФ сульфурилаза

Пирофосфат + аденозин 5'-фосфосульфат   
  АТФ + SO4

2–, (2)
гексокиназа

 АТФ + глюкоза → глюкозо-6-фосфат + АДФ, (3)
глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа

Глюкозо 6-фосфат + НАДФ →  
 → 6-фосфоглюконолактон + НАДФH.  (4)

В результате этого анализа кроме данных о кон-
центрации полиР, выраженной в молях Pi на литр, 
получают данные о концентрации самого полимера 
в молях на литр. Длину цепи рассчитывают путем 
деления концентрации полиР, выраженной в виде 
Pi на концентрацию полиР в виде полимера. Метод 



СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА НЕОРГАНИЧЕСКИХ ПОЛИФОСФАТОВ 537

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 61 № 6 2025

позволяет измерять данный параметр количествен-
но вплоть до микромолярных концентраций [84]. 
Набор перечисленных ферментов для определения 
средней длины цепи выпускается коммерчески 
(https://www.aminoverse.com/phosfinity/). 

Сравнительный анализ определения средней 
длины цепи химически полученных линейных 
полиР в диапазоне средней длины цепи от 2 до  
280 фосфатных остатков, проведенный фермен-
тативным и 31Р-ЯМР методами показал лишь 
небольшую разницу от –6 до +8% [84, 85]. Это 
свидетельствует в пользу точности фермента-
тивного анализа длины цепи, который обладает 
более высокой чувствительностью и пропускной 
способностью, а также более дешев по сравнению 
с 31Р-ЯМР-спектроскопией. 

Электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ). 
ПолиР, извлеченные из биологического объекта 
представляют собой гетерогенную смесь молекул 
различающихся зарядом и молекулярной массой. 
Электрофорез полиР проводят в геле с концен-
трацией акриламида от 20 до 30% в присутствии 
7 М мочевины. Иногда для разделения полиР  
в несколько сот фосфатных остатков используют 
более низкие концентрации акриламида [40]. По-
сле электрофореза гели окрашивают либо толуиди-
новым синим, который дает пурпурное или синее 
окрашивание полиР [68], либо флуоресцентным 
красителем DAPI в случае низкого содержания 
полиР [38, 86, 87]. После окраски полиР на геле 

выглядят как удлиненное пятно, которое образуют 
длинноцепочечные полимеры или как дискретные 
полосы в случае полимеров с более короткими 
цепями. При сравнении с подвижностью синте-
тических полиР с известной средней длиной цепи 
в качестве маркеров может быть оценена средняя 
длина цепи полиР образца [68]. В качестве мет-
чиков также используют коммерчески доступные 
фрагменты ДНК известной длины [88]. 

Среднюю длину цепи полиР маркеров опреде-
ляют независимыми методами, обычно с помощью 
титрования концевых групп или 31Р-ЯМР. ПААГ 
используют не только для идентификации полиР, 
но, в первую очередь, для сравнительной харак-
теристики распределения полиР с разной длиной 
цепи. Пример такой электрофореграммы для 
фракций полиР, полученных из двух видов дрож-
жей представлен на рис. 2. Здесь хорошо видно, что 
фракции полиР, получаемые с помощью дробной 
экстракции, различаются по средней длине цепи. 

Гель с полиР после окраски можно сканировать 
и анализировать с помощью программы для анали-
за изображений [86]. При помощи электрофореза 
установить точный размер средней длины цепей 
фракций полиР невозможно. Метод удобен при 
сравнении этого параметра у различных штаммов, 
их мутантов, в случае изучения влияния разноо-
бразных факторов на штаммы. 

31Р-ЯМР-спектроскопия. Метод 31Р-ЯМР-спек-
троскопии позволяет идентифицировать и коли- 
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Рис. 2. Электрофореграмма полиР, экстрагированных из клеток Saccharomyces cerevisiae и Cryptococcus humicola: по-
лиР метчики – коммерческие полиР со средней длиной цепи 15 (полиР15), 25 (полиР25), 45 (полиР45) и 208 (по-
лиР208) фосфатных остатков. Поли1 – полиР5 – фракции полиР, полученные из клеток дрожжей путем многоста-
дийной экстрации (см. “Методы экстракции”).
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чественно определить в клетке все соедине-
ния, содержащие фосфор, в том числе и полиР. 
31P-ЯМР-спектроскопия имеет долгую историю 
применения как наименее повреждающий и наи-
более точный анализ полиР [89–91]. Метод дает 
информацию о структуре полиР (линейная, цикли-
ческая или разветвленная), его общем количестве  
и средней длине цепи [38]. Линейные полиР дают 
три резонансных пика: от терминальных фосфат-
ных групп (PP1) –6.62–7 ppm, от предтерминальных 
фосфатных групп (PP2–PP3) –20.17–21.7 ppm, и от 
внутренних или коровых фосфатных групп (РР4) 
–22.37–22.5 ppm [89, 90]. Свойства растворителя 
образца (рН, температура) влияют на химический 
сдвиг 31Р [38]. С помощью данного метода можно 
решать следующие задачи: идентифицировать по-
лиР в экстрактах, точно определять среднюю длину 
цепи полимеров, а также проводить наблюдения  
в реальном времени за динамикой накопления и де-
градации внутриклеточных полиР непосредствен-
но в живой клетке [38, 92]. Так, с помощью дан-
ного метода в целых клетках бактерии Xanthobacter 
autotrophicus были обнаружены не только линейные 
полиР, но и в значительном количестве цикличе-
ские фосфаты с числом фосфатных остатков 3–8  
в составе электроноплотных нерастворимых гранул 
[93], хотя ранее считалось, что в живых организмах 
циклические фосфаты не присутствуют [3]. 

По интенсивности пиков, специфических для 
полиР, можно рассчитать не только количество 
полиР, но и среднюю длину цепи ñ. Для расчета 
предложена формула, основанная на соотношении 
интенсивности пиков коровых (РР4) и терминаль-
ных и предтерминальных (РР1, РР2 и РР3) фосфат-
ных групп в 31Р-ЯМР спектрах [94]:

ñ = 2 ([PP1] + [РР2] + [РР3] + [РР4])/[РР1].
При более детальном исследовании было уста-
новлено, что интенсивность сигнала коровых 
фосфатных групп каждого отдельного полиР воз-
растает пропорционально его концентрации [95]. 
Чем выше полимерность индивидуального полиР, 
тем меньше с увеличением его концентрации ста-
новится прирост интенсивности пика внутренних 
фосфатных групп. В связи с этим в данной работе 
[95] представлена формула для расчета длины цепи 
полиР с учетом указанного эффекта. 

Определение длины цепи полиР в экстрактах из 
биологических объектов является важной задачей, 
поскольку длина цепи этих полимеров зависит как 
от локализации в клетке, так и от ее метаболиче-
ского состояния [5, 6, 8]. Именно применение 
31Р-ЯМР-спектроскопии позволило доказать, что 
пять фракций, выделенных из дрожжей S. cerevisiae 
по методу Лангена и Лисса в модификации Кулаева 
[57] четко различаются по средней длине цепи, 
как правило, увеличиваясь от полиР1 до полиР5  
[45, 58, 59]. При этом были получены доказатель-

ства, что эта средняя длина цепи изменялась в зави-
симости от стадии роста и концентрации фосфата  
в среде [45, 59].

31Р-ЯМР-спектроскопиия имеет давнюю исто-
рию применения для изучения метаболизма полиР 
в интактных клетках [96]. ПолиР, которые выяв-
ляются с помощью 31Р-ЯМР, в литературе иногда 
обозначают как “ЯМР-видимые” (NRM-visible) 
[97]. Однако отсутствие характерных сигналов не 
может служить доказательством отсутствия полиР, 
так как эти сигналы зависят от рН, концентрации 
двухвалентных катионов и других компонентов 
клетки, а также от локализации полиР [94]. У неко-
торых организмов сигналы полиР в ЯМР спектрах 
появляются только после обработки клеток силь-
ной щелочью [98]. 

Дополнительные возможности дает метод 
двумерной диффузионно-упорядоченной спектро-
скопия ядерно-магнитного резонанса (Diffusion-
Ordered Two Dimensional NMR Spectroscopy, 
2D-31P-DOSY-ЯМР), с помощью которого можно 
определять индивидуальные длины цепей моле-
кул полиР, присутствующих в смеси [38, 87, 99, 
100]. 31P-DOSY-ЯМР связывает химический сдвиг  
полиР с коэффициентом диффузии для каждого 
компонента смеси. Коэффициент диффузии 
обратно пропорционален молекулярной массе  
[38, 99]. Для оценки молекулярной массы ин-
дивидуальных полиР (длины цепи) на основе 
значений их диффузии обычно строят калибро-
вочную кривую корреляции между логарифмами 
значения диффузии идентифицированных сиг-
налов и их теоретической молекулярной массой. 
В случае полиР для построения линии регрессии 
подходят идентифицированные сигналы орто-, 
пиро- и триполифосфатов. Используя уравнение 
для полученной кривой, были математически 
рассчитаны значения молекулярных масс поли-
фосфатов смеси из соответствующих значений 
их диффузии. Разница между определенной 
(измеренной) и теоретической молекулярной 
массой индивидуальных компонентов смеси со-
ставляла до 7.3%, что ниже 10% предела точности 
для экспериментов DOSY [99]. Таким образом, 
использование 31P-DOSY-ЯМР-спектроскопии 
расширяет возможности ЯМР-спектроскопии  
в оценке гетерогенности полиР и длины цепей 
хорошо разрешенных сигналов полиР. Однако 
метод применяется для полиР достаточно редко  
в силу дороговизны приборного обеспечения. 
Кроме того, клеточные системы метаболизма 
длинноцепочечных полиР обычно не реагируют 
на разницу между этими молекулами от одного 
до нескольких фосфатных остатков. Что касается 
короткоцепочечных полиР и пирофосфата, то для 
их анализа существуют более дешевые и простые,  
в частности, энзиматические методы. 
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Основным недостатком метода 31Р-ЯМР-спек-
троскопии является дорогое оборудование и необ-
ходимость большого количества полиР в образцах. 
Поэтому метод наиболее пригоден для химически 
синтезированных полиР, а также для живых клеток 
c большим содержанием полиР. Данный метод  
в силу высокой точности и надежности идентифи-
кации фосфорных соединений остается необходи-
мым этапом при доказательстве присутствия полиР 
в новых, неисследованных ранее объектах [101]. 
Этот метод часто применяется при исследовании 
полиР в активированных илах, почвах и природных 
водах, в первую очередь тех, где присутствуют так 
называемые PAO (Phosphate accumulating organ-
ism, фосфат-аккумулирующие микроорганизмы) 
[102], а также при анализе разнообразных условий 
протекания процесса EBPR (усовершенствованное 
удаление фосфата). Литература по применению 
31Р-ЯМР-спектроскопии для изучения EBPR мно-
гочисленна и здесь приведены лишь несколько 
примеров [103–105]. 31Р-ЯМР по-прежнему счи-
тается так называемым золотым стандартом для 
анализа полиР и при необходимости используется 
даже в случае небольшого содержания полиР, в том 
числе для клеток человека [106].

Электронная микроскопия и энергодисперсионная 
рентгеновская спектроскопия (EDX), рамановская 
микроскопия. При электронной микроскопии тон-
ких срезов, окрашенных солями свинца, скопле-
ния фосфорных соединений выглядят электроно-
плотными образованиями, что позволяет выявлять 
гранулы полиР и их локализацию в клетке (рис. 3). 
Такие микрофотографии клеток микроорганизмов 
можно найти во многих публикациях, в частности, 
множественная локализация полиР в клетках дрож-

жей хорошо продемонстрирована именно таким 
образом в работе [107]. Для однозначной иденти-
фикации фосфора (и других элементов) на тонких 
срезах или сколах после замораживания приме-
няется энергодисперсная рентгеновская спектро-
скопия (Energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDX), 
которая позволяет получить также и количествен-
ные данные по содержанию различных элементов. 
С помощью этого метода, находящегося в арсенале 
исследователей уже более полувека, определили не 
только локализацию гранул полиР, но и наличие 
в этих гранулах катионов Na, K, Ca, Mg, Mn, Zn, 
Ba, и Al. Метод особенно ценен тем, что позволяет 
определить состав катионов в гранулах полиР, он 
был успешно применен для идентификации полиР 
и локализации гранул полиР в клетках различных 
организмов и в настоящее время используется 
столь широко, что ниже мы приведем только 
несколько ссылок в качестве примера. В данных 
работах приводятся как количественные данные, 
так и микрофотографии, позволяющие видеть осо-
бенности локализации полиР и влияние физиоло-
гических условий на эту локализацию, в том числе 
для клеток бактерий [108–113], грибов [114–116], 
водорослей [117], трипаносом [118]. Методом EDX 
показана локализация гранул полиР в костной тка-
ни [9] и синовиальной жидкости млекопитающих 
[119].

Строго говоря, данные EDX свидетельствуют  
о наличии фосфора, а не собственно полиР. Одна-
ко случаи накопления других фосфорных соедине-
ний в клетках встречаются относительно редко, так  
у бактерии Desulfovibrio gigas электроноплотные 
гранулы содержали β-глюкозу, 1,2,3,4,6- пентафос-
фат [120], а у Brevibacterium antiquum накапливался 
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Рис. 3. Электронно- микроскопическая фотография тонких срезов клеток S. cerevisiae, контрастирование солями 
свинца: а – клетки, выращенные при лимите фосфата; б – клетки, выращенные при избытке фосфата; 1 – цито-
плазма, 2 – вакуоль, 3 – гранулы, содержащие фосфор. Фотография выполнена Н.Е. Сузиной.
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ортофосфат магния [50]. Кроме того, наличие  
полиР может быть подтверждено другими метода-
ми и в сочетании с EDX это позволяет получить 
надежные количественные данные о локализации 
этого полимера в клетке.

Еще одним методом, применяемым для иден-
тификации полиР, является рамановская спек-
троскопия в качестве неинвазивного метода для 
оценки динамики внутриклеточного полиР. Этот 
метод был успешно применен для полифосфат-ак-
кумулирующих микроорганизмов в процессах 
усиленного биологического удаления фосфора, где 
дифференциальные спектры комбинационного 
рассеяния полиР позволили как идентифицировать 
ПАО, так и количественно оценить распределение 
внутриклеточных полиР во время различных мета-
болических фаз [121]. Метод также использован в 
исследовании одноклеточных водорослей [122].

Анализ с помощью флуоресцентных красителей. 
Чувствительным и относительно специфичным 
способом обнаружения полиР in situ является флу-
оресцентная микроскопия с использованием кра-
сителя 4',6'-диамино-2-фенилиндола ·2HCl (DAPI), 
который обычно применяется для обнаружения 
ДНК. При высокой концентрации (50 мг/мл) он 
окрашивает гранулы полиР и липидные включе-
ния [123–125]. Флуоресценция комплексов DAPI-
ДНК бело-голубая, DAPI-полиР, DAPI-липидных 
комплексов и DAPI-полигидроксибутиратных 
комплексов – желтая. Флуоресценция последних 
слабая и через некоторое время наблюдения угаса-
ет, тогда как гранулы, содержащие полиР, флуорес-
цируют ярко-желтым, что позволяет различить эти 
включения [125]. Длина волны возбуждения DAPI 
составляет 330–385 нм, а испускания – 456 нм, в то 
время как полиР вызывают сдвиг максимума флу-
оресценции до 525 нм. При длине цепи меньшей, 
чем 15, уровень флуоресценции снижается [126]. 

Окрашивание DAPI является простым спо-
собом визуализации гранул полиР in vivo как  
в клетках микроорганизмов, так и в клетках мле-
копитающих. Работы, где используется это окра-
шивание, многочисленны, и ниже мы приведем 
лишь некоторые из них. Это окрашивание исполь-
зовали для идентификации полиР в вакуолях [123] 
и на поверхности клеток дрожжей [124]. На рис. 4  
в качестве примера показана микрофотография 
клеток дрожжей Cryptococcus humicola, окрашенных 
DAPI. Светлые гранулы на рис. 4 – оранжевая 
флуоресценция при указанных выше параметрах 
флуоресцентной микроскопии. Возможность при-
жизненного окрашивания позволяет с помощью 
DAPI наблюдать за движением гранул полиР в бак-
териальной клетке [127] или в вакуолях дрожжей 
[128], что представляет интерес при сравнительном 
анализе роли полиР в разных физиологических 
условиях. Описаны протоколы окрашивания этим 
флуорохромом клеток трипаносом, одноклеточ-

ной водоросли Euglena gracilis и насекомых [129]. 
Для обнаружения полиР в бактериальных клетках  
и в клетках млекопитающих использовали также 
проточную цитофлуориметрию клеток, окрашен-
ных DAPI. Этот подход позволяет получать срав-
нительные количественные данные об относитель-
ных уровнях полиР [36]. Спектры флуоресценции 
комплексов синтетических полиР при разном со-
отношении полиР и DAPI, отсутствие влияния на 
них АТФ и анализ влияния ДНК, а также методика 
количественного определения полиР в биологиче-
ских образцах представлены в работе [130]. Здесь 
же указана чувствительность метода – 25 нг/мл 
при использовании в качестве стандарта полиР со 
средней длиной цепи 70 фосфатных остатков [130].

Идентификация полиР накапливаемых микро-
организмами в илах и других природных объектах 
необходима как для мониторинга гомеостаза фос-
фора в этих экологических нишах, так и для разра-
ботки микробных консорциумов, обеспечивающих 
удаление фосфата из стоков. Окраску DAPI ис-
пользуют также для идентификации полиР-нака-
пливающих микроорганизмов в активированных 
илах [36, 131, 132], или в составе планктона [133]. 
Разработан метод изоляции полифосфат-акку-
мулирующих организмов (PAOs) из илов и других 
природных образцов [134]. Образцы окрашивали 
DAPI (10 мкг/мл) в течение 30 мин, при этом про-
исходила визуализация гранул полиР и сохранение 
жизнеспособности около 60% клеток. Клетки, 
накапливающие полиР, выделяли с помощью 
варианта метода проточной цитофлуориметрии 
FACS (Fluorescence-activated cell sorting). Их затем 
использовали для микробиологических тестов  
и определения их систематического положения  
с помощью секвенирования гена 16S рРНК [134]. 

Другие методики количественного анализа 
содержания полиР с помощью DAPI в различных 

10 мкм

Рис. 4. Флуоресцентная микрофотография клеток 
дрожжей Cryptococcus humicola, окраска DAPI, стрел-
ки указывают гранулы полиР, окрашенные DAPI. 
Фотография выполнена А.Н. Звонаревым.
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биологических образцах рассмотрены в обзоре 
[36], а детальные протоколы количественного ана-
лиза полиР в экстрактах приведены в ряде статей 
[126, 129, 133, 135]. Возможность количественной 
оценки содержания полиР подтверждена с помо-
щью анализа на содержание фосфора методом 
EDX, а также энзиматическим методом анализа в 
экстрактах [129]. Чувствительность метода зависит 
от используемого варианта флуориметрии, она 
может быть повышена при использовании малых 
объемов, в том числе при измерении в планшетных 
фотометрах. Сообщалось о чувствительности мето-
да в пределах 0.2–7.0 нмоль полиР в пробе (считая 
по количеству ортофосфата) [133]. Отмечено, что 
в связи с разницей в максимумах интенсивности 
флуоресценции между DAPI-полиР и DAPI-ДНК, 
DAPI-ATФ, присутствие в экстрактах ДНК или 
нуклеотидов не приводит к значимому завышению 
результатов, тогда как присутствие РНК может 
вносить более существенный вклад в уровень 
флуоресценции, поскольку комплексы DAPI-
РНК имеют максимум флуоресценции в зеленой 
области спектра [129, 133]. Способность DAPI об-
разовывать комплексы с РНК, флуоресцирующие 
зеленым была известна ранее [136]. Предлагается 
для повышения достоверности результатов удалять 
РНК из экстрактов с помощью РНКаз [129, 133]. 
Более простой способ удаления из экстрактов как 
нуклеиновых кислот, так и нуклеотидов состоит в 
предварительной инкубации их с активированным 
углем, который сорбирует органические вещества, 
но не полиР [55, 70]. 

В связи с тем, что в клетках и тканях млеко-
питающих содержится относительно небольшое 
количество полиР, идентификация их с DAPI яв-
ляется широко применяемым подходом. В работе 
[9] описана подготовка образцов, спектральный 
анализ и результаты, полученные на образцах 
костной ткани, которые также подтверждены EDX 
и предобработкой щелочной фосфатазой. Имеется 
детальное описание флуоресцентного анализа по-
лиР с использованием различных методов фикса-
ции клеток и контрольной предобработкой щелоч-
ной фосфатазой в тромбоцитах [137] в том числе 
количественного анализа [138]. Флуоресценция  
с DAPI была использована для определения полиР 
в отдельных органеллах клеток млекопитающих: 
митохондриях [139, 140] и ядрах [42]. Обзор, вклю-
чающий описание анализа полиР у млекопитаю-
щих также уделяет внимание данному методу [39]. 

В некоторых работах в качестве флуорохрома 
используется тетрациклин [38] (с длиной волны 
возбуждения 390 нм и длиной волны излучения 
515 нм), однако этот метод не получил большого 
распространения из-за того, что антибиотик дает 
зеленую флуоресценцию также с ионами магния  
и кальция [141].

Чтобы повысить специфичность анализа, 
разрабатывается применение других флуорес-
центных зондов. Так, флуорохром JC-D7 более 
специфичен по сравнению с DAPI и не окрашивал 
РНК, что позволило обнаружить высвобождения 
полиP из лизосом в живых клетках в реальном 
времени и повышение уровня полиP в клетках с 
мутациями, связанными с болезнью Паркинсона 
[142]. Этот краситель использовали также для 
количественного анализа полиР в экстрактах из 
клеток бактерий и водорослей [143]. Раствор JC-D7  
в диметисульфоксиде (DMSO) в концентрации  
1 mМ разводили в 25 мМ Hepes, pH 8.0 до концен-
трации 60 μМ и добавляли к экстрактам в соотно-
шении 1 : 1. Окрашивание происходило в течение 
5−10 мин и интенсивность флуоресценции изме-
ряли при длине волны возбуждения и эмиссии 405 
и 535 нм соответственно. Чувствительность метода 
составила от 5 до 30 мкМ полиР (по фосфату) для 
полимеров с длинами цепи от 15 до 130 фосфатных 
остатков. Авторы сравнили энзиматический метод 
количественного определения полиР с полифос-
фатазами Ррх1 и Ipp1 и флуоресцентные методы  
с DAPI и JC-D7. DAPI давал несколько завышен-
ный результат, если не проводить предварительный 
гидролиз ДНК и РНК в образцах, тогда как данные 
с новым красителем были близки к полученным 
с помощью энзиматического метода без допол-
нительной обработки [143]. Метод окрашивания 
JC-D7 был использован для оценки содержания 
полиP в экстрактах из клеток дрожжей. Показано, 
что флуоресцентный отклик зависел от концен-
трации полиP в диапазоне концентраций полиP 
0.5–500 мкг/мл, но он также зависел от длины цепи 
полимера, что снижало возможность абсолютной 
количественной оценки. Флуоресценция JC-D7 не 
зависела от неорганического фосфата до 50 мМ, но 
зависела от присутствия ионов металлов [144]. 

В целом, флуоресцентные методы остаются 
основными для прижизненного наблюдения за 
локализацией полиР, а также для быстрого и чув-
ствительного количественного анализа в образцах 
разного происхождения, в первую очередь тех, где 
содержание полиР невелико. Основной пробле-
мой, которая возникает при анализе результатов, 
полученных при окрашивании DAPI, является 
способность этого флуорохрома давать сдвиг  
в красную область спектра при взаимодействии  
с РНК [136], гепарином [145], инозитол-фосфатами 
[146] и аморфным фосфатом кальция [147]. В связи 
с этим сохраняется необходимость подтверждения 
полученных результатов с помощью EDX и энзи-
матического метода, а также использования ДНКаз 
и РНКаз при предобработке экстрактов для после-
дующего количественного определения. 

* * *
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В заключение отметим, что выбор методов 
исследования полиР в биологических объектах 
зависит от задач и объекта исследования. В лите-
ратуре описаны относительно редко применяемые 
методы, которые могут быть полезны для решения 
специфических задач. Это капиллярный электро-
форез [148], масс-спектрометрия, которые приме-
нимы для короткоцепочечных полиР [149], а также 
методы, основанные на применении полиР-зави-
симых белков и антител к ним [150]. Современные 
методы дают возможности для анализа полиР как 
в живых клетках, так и в различных экстрактах из 
биологического материала, позволяют отслежи-
вать динамику накопления и расходования полиР 
при изменении внешних условий, изучать лока-
лизацию этих соединений и получать данные об 
их количественном содержании и особенностях 
строения с высокой точностью и надежностью. 
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Modern Methods of Inorganic Polyphosphate Analysis in Biological Samples (Review)

L. V. Trilisenkoa, T. V. Kulakovskayaa, *

aFederal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”,  
Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: alla@ibpm.ru

Inorganic polyphosphates (polyP) are universal regulatory compounds and participate in the control of gene 
expression, stress adaptation, membrane transport, and cell motility. They plays important role in bone 
tissue development, thrombosis and inflammation processes, signal transmission in nerve cells, and amyloid 
formation. These polymers are participate in phosphorus homeostasis both in living cells and natural and 
technogenic ecosystems. PolyP are used as fertilizers, food additives, and water treatment compound and flame 
retardant. Modern highly sensitive and specific methods for polyP analysis are necessary for solving fundamental 
problems of biochemical process regulation and for a number of practical tasks, such as monitoring the state of 
environmental objects, food quality, and developing new methods for treating bone diseases, the cardiovascular 
system, and neurodegenerative pathologies. Currently, efficient and highly specific methods for polyP assay have 
been developed, such as special extraction methods, enzymatic analysis, electrophoresis, DAPI staining, and 
microscopic methods, including micro-X-ray analysis. NMR retains its importance, especially for determining 
the polymer chain length. In this review, we consider polyP analysis methods from the point of view of problems 
solved in the study of various biological objects, with special attention to the most modern and widespread 
approaches.

Keywords: inorganic polyphosphate, extraction, enzymatic analysis, electrophoresis, 31P -NRM, fluorescence 
microscopy, chain length
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