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Ключевым моментом большинства иссле-
дований в области энзимологии является 
определение концентрации белка в образце 
ткани, так как этот показатель необходим для 
оценки относительной активности различных 
ферментов, а также косвенно свидетельству-
ет о состоянии белкового метаболизма в це-
лом. 

Существует метод прямого спектрофо-
тометрического определения белка, в осно-
ве которого лежит проявление в диапазоне 
длин волн 230–300 нм оптической активно-
сти аминокислотами, имеющими в составе 
молекулы циклические структуры (фенил-
аланин, триптофан, тирозин, гистидин), а так-
же при образовании дисульфидных связей 
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между молекулами цистеина. Однако этот 
метод (определение концентрации белка по 
экстинкции при 280 нм) обладает значитель-
ными ограничениями, обусловленными тем, 
что его нельзя с равной эффективностью 
применять для определения разных белков, 
так как содержание ароматических амино-
кислот в них широко варьирует. Кроме того, 
анализ белков осложняет присутствие ну-
клеиновых кислот, мочевой кислоты и неко-
торых других соединений, оптически актив-
ных в этом диапазоне [Дэвени, Гергей, 1976; 
Козлов, Слепышева, 2005]. Поэтому прямое 
спектрофотометрическое определение в вы-
шеуказанных пределах уступает по популяр-
ности калориметрическим методам, осно-
ванным на измерении интенсивности цвет-
ных реакций, развивающихся при взаимодей-
ствии белков с тем или иным специфическим 
реагентом. В настоящее время при опреде-
лении количества белка в растворе исполь-
зуются, в основном, два калориметриче-
ских метода – по Лоури, в котором осущест-
влена реакция белка с ионами Cu2+ в при-
сутствии фосфорномолибденовой кислоты 
(реактив Фолина) [Lowry et al., 1951], и окра-
ски белка красителем Coomassie G-250, 
предложенный Мерион Бредфорд [Bradford, 
1976]. Диапазон пропорциональной зави-
симости экстинкции от концентрации бел-
ка составляет 10–100 мкг/мл, а по уточнен-
ным данным для метода Бредфорд состав-
ляет 1–50 мкг/мл [Noble, Bailey, 2009]. Тем не 
менее метод Бредфорд является доминиру-
ющим, поскольку менее «капризен». Но у него 
есть минусы, один из которых заключается в 
том, что краситель Кумасси G-250 связывает-
ся только с теми белками, которые имеют в 
своем составе аргинин и в гораздо меньшей 
степени – лизин, триптофан, тирозин, фенил-
аланин и гистидин [Compton, Jones, 1985]. 
Если полипептидная цепь не имеет этих ами-
нокислот, то цветная реакция не развивается. 
И второй минус – это содержание основного 
красителя в исходном препарате, которое ко-
леблется в пределах ~60–90 % и может раз-
личаться не только у разных производителей, 
но и зависеть от номера партии, что может 
привести к ошибкам при определении кон-
центрации белка, если готовить стандартные 
растворы без учета этого обстоятельства. 

Известно, что белки оптически активны не 
только при 230–300 нм, но и в более коротко-
волновом диапазоне, что обусловлено химиче-
ским строением этих биополимеров [Козлов, 
Слепышева, 2005], в частности, процесс про-
тонирования пептидной связи оптически акти-

вен при 205 нм [Noble, Bailey, 2009]. Исходя из 
этого, можно предположить, что диапазон 200–
220 нм может быть использован для измерений 
концентрации белка. 

Цель данной работы – изучение возмож-
ности использования прямого спектрофо-
тометрического определения концентрации 
белка по поглощению в области 200–220 нм, в 
которое входили поиск оптимальных длин волн 
и концентраций, которые могли бы быть ис-
пользованы для построения калибровочного 
графика, выбор параметров спектрофотоме-
трии для работы с неизвестными концентраци-
ями, а также сравнение с калориметрическим 
методом Бредфорд для обнаружения сходства 
и различия между этими методами и выявления 
преимуществ одного метода над другим.

Материал и методы

Для исследования были использованы вос-
становленный глутатион (GSH) и бычий сыво-
роточный альбумин (БСА). Растворы полипеп-
тидов с концентрацией исследуемого веще-
ства в диапазоне 10–200 мкг/мл готовили на 
0,125 М фосфатной буферной системе (pH 6,5). 
Определение концентрации белков проводи-
ли на спектрофотометре СФ-2000 («Спектр», 
СПб.). Оптическую плотность раствора измеря-
ли в диапазоне 200–220 нм в кварцевых кюве-
тах с длиной оптического пути 1 см. Полученные 
данные использовали для построения калибро-
вочных графиков. Результаты прямого спектро-
фотометрического определения сравнивали с 
таковыми, полученными методом Бредфорд.

Результаты и обсуждение

Проведенные нами измерения оптической 
плотности растворов белка в пределах 10–
200 мкг/мл показали активность исследован-
ных полипептидов в диапазоне 200–230 нм, 
и по их результатам были построены графи-
ки. Прирост оптической плотности при 205 нм 
(рис., А) был наиболее сильным. Диапазон кон-
центраций, при которых изменение экстинк-
ции было пропорциональным, составил 20–
70 мкг/мл, при этом показания для GSH и БСА 
почти совпали и были выше значений для ана-
логичных концентраций, полученных методом 
Бредфорд. При увеличении длины волн значе-
ния оптической плотности приближаются к та-
ковым, получаемым калориметрическим ме-
тодом. Так, при 210 нм (рис., Б) обнаружилось 
совпадение графиков, построенных для GSH 
и метода Бредфорд, при 215 и 220 нм (рис., В 
и Г) – для БСА и Бредфорд. Оптическая плот-
ность растворов GSH при 215 и 220 нм была 
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ниже, чем у БСА и Бредфорд. На рисунке видно, 
что понижение экстинкции связано с увеличе-
нием длины волны от 210 до 220 нм. Интересно 
отметить, что размах пропорциональной зави-
симости экстинкции от концентрации пептида 
был выше, чем при 205 нм, и составлял 20–
200 мкг/мл, в то время как для БСА не превысил 
140 мг/мл. При 215 и 220 нм показатели оптиче-
ской плотности растворов БСА совпали с тако-
выми, полученными методом Бредфорд.

Проведенное нами определение оптической 
плотности разных концентраций БСА методом 
Бредфорд на спектрофотометре СФ-2000 по-
казало, что пропорциональная зависимость на-
ходилась в диапазоне от 20 до 140 мкг/мл, в от-
личие от данных других авторов [Bradford, 1976; 
Noble, Bailey, 2009]. 

При обсуждении полученных результатов 
стоит еще раз вернуться к вопросу о необхо-
димости учета некоторых отрицательных мо-
ментов при использовании метода Бредфорд. 

Кроме тех, о которых уже было сказано, на опре-
деление белка этим методом могут оказывать 
влияние технические и конструктивные особен-
ности спектрофотометров, поскольку, напри-
мер, при изготовлении серии дифракционных 
решеток очень трудно добиться их абсолютной 
идентичности. Но самой серьезной проблемой 
применения метода для оценки суммарного ко-
личества белков в экстрактах из клеток остает-
ся, на наш взгляд, взаимодействие Кумасси с 
боковыми цепями строго определенных ами-
нокислот, входящих в состав белковой молеку-
лы. Белки, не несущие в своем составе аргини-
на и в меньшей степени – циклических амино-
кислот, остаются вне поля зрения исследова-
теля. Стоит отметить, что со свободным арги-
нином краситель не взаимодействует. Отсюда 
следует, что данные определения общей кон-
центрации белка в экстрактах из животных 
или растительных тканей, полученные мето-
дом Бредфорд, будут заведомо заниженными. 
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Измерение концентрации белка методом прямой спектрофотометрии при разных длинах волн и 
методом Бредфорд (графики построены по усредненным данным из 5 измерений):

А – при 205 нм, Б – при 210 нм, В – при 215 нм, Г – при 220 нм; 1 – глутатион, 2 – БСА, 3 – БСА (по Бредфорд); по 
оси абсцисс – концентрация белка (мкг/мл); по оси ординат – оптическая плотность раствора
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В настоящее время в качестве стандарта при 
количественной оценке суммарного белкового 
состава чаще всего используется БСА, что, по 
нашему мнению, не всегда оправданно. В раз-
личных руководствах рекомендуется для полу-
чения достоверных результатов использовать 
при построении калибровочных графиков бел-
ки, с которыми предстоит работать, либо близ-
кие по составу [Kruger, 1994; Simonian, Smyth, 
2006; Noble, Bailey, 2009]. 

Как нам представляется, прямое спектрофо-
тометрическое определение концентрации рас-
творенных белков в диапазоне длин волн 200–
220 нм лишено этого недостатка, поскольку оце-
нивает оптическую активность самой пептидной 
связи. При 205 нм наблюдалось совпадение кали-
бровочных графиков, построенных по GSH и БСА. 
Размах линейной зависимости оптической плот-
ности от концентрации белка был не очень широ-
ким (20–70 мкг/мл), тем не менее в этих пределах 
можно надежно определять все белковые компо-
ненты клеточного экстракта и оценка других по-
казателей в пересчете на белок будет соответ-
ствовать реальности. Проведенные нами экспе-
рименты показали, что зависимость экстинкции 
от концентрации для GSH при 210–220 нм име-
ла наибольший прямолинейный отрезок графи-
ка. Это положительный момент, который может 
быть использован для определения концентра-
ции низкомолекулярных соединений пептидной 
природы, причем это может быть любая длина 
волны в указанном диапазоне, которая подбира-
ется в зависимости от спектральных характери-
стик того или иного спектрофотометра.

Данная работа выполнена при поддерж-
ке гранта Президента РФ «Ведущие научные 
школы Российской Федерации» 306.2008.4; 
программы ОБН РАН «Биологические ресур-
сы России: оценка состояния и фундаменталь-
ные основы мониторинга» на 2009–2011 гг.; 
программы фундаментальных исследований 
Президиума РАН «Биологическое разнообра-
зие» на 2009–2011 гг.
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