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РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. При контроле качества протеолитических ферментов, входящих в со-
став лекарственных препаратов, активность протеаз определяется спектрофотометри-
чески, измерением амидазной или эстеразной активности с синтетическим субстратом, 
и протеолитической по методу Ансона. Данные методы требуют специальных субстратов, 
обладают низкой чувствительностью, а их специфичность может оказаться недостаточ-
ной и приводить к серьезным ошибкам. Альтернативный подход определения активности 
протеаз реализуется путем количественного масс-спектрометрического измерения, кото-
рое обеспечивается добавлением к продуктам гидролиза испытуемого фермента пептида 
с изотопной меткой. Такой подход позволяет определять протеолитическую активность, 
причем по гидролизу конкретных пептидных связей, одновременно с подтверждени-
ем подлинности и специфичности испытуемого образца с высокой чувствительностью 
и без использования специальных субстратов.
ЦЕЛЬ. На примере трипсина и казеина исследовать возможность определения активно-
сти фермента методом количественной масс-спектрометрии с меткой 18О одновременно 
с подтверждением подлинности.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Использовали трипсин, казеин, H2

18O (НПО «Изотоп», Россия). 
Разделение пептидов проводили с помощью системы ВЭЖХ Agilent 1100, масс-спектры 
получали с использованием масс-спектрометра MALDI-TOF/TOF Bruker Ultraflex II. Коли-
чественный масс-спектрометрический анализ проводили, применяя пептид сравнения. 
Пептид получали путем гидролиза казеина трипсином с последующей очисткой с помо-
щью ВЭЖХ. Для получения пептида с изотопной меткой 18О исходный пептид высушивали 
и инкубировали в воде H2

18О. Количественное определение продукта проводили с при-
менением масс-спектрометрии MALDI-TOF. Для определения активности фермента и рас-
чета константы Михаэлиса (КМ) использовали метод количественной масс-спектрометрии 
с меткой 18О.
РЕЗУЛЬТАТЫ. При гидролизе казеина трипсином идентифицированы фрагменты, соответ-
ствующие цепям этого белка. Получен изотопно-меченый стандарт, концентрация кото-
рого была рассчитана масс-спектрометрически. Определена скорость гидролиза казеина 
трипсином и рассчитана КМ для трипсина, которая составила 13,65±0,60 мкМ. Стандартное 
отклонение значений повторных измерений показало, что ошибка измерений оказалась 
меньше по сравнению со спектрофотометрическим методом, а минимальная установлен-
ная чувствительность предложенного метода составила 0,50±0,08 мкМ.
ВЫВОДЫ. Подтверждена возможность применения метода количественного масс-спек-
трометрического анализа с меткой 18О для определения активности ферментов на примере 
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трипсина. Установленная чувствительность позволяет оценивать активность фермента 
одновременно с определением его подлинности и специфичности. Предложенный под-
ход является универсальным, не требует дорогостоящих материалов и реактивов, а также 
может быть легко адаптирован для определения активности практически любой протеазы.
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. In the quality control of proteolytic enzyme components of medicinal 
products, the activity of proteases is determined by spectrophotometry, which involves mea
suring the amidase or esterase activity using a synthetic substrate and the proteolytic activity 
using the Anson method. These methods require special substrates and have low sensitiv-
ity; their specificity may be insufficient, which may lead to serious errors. Quantitative mass 
spectrometry is an alternative approach to protease activity assays, which involves adding an 
isotope-labelled peptide to hydrolysates of the test enzyme. This approach allows determining 
the activity of proteases, notably, by the hydrolysis of specific peptide bonds, while simulta
neously confirming the identity and specificity of the test sample. Quantitative mass spectro-
metry has high sensitivity and does not require special substrates.
AIM. This study aimed to investigate the possibility of enzymatic activity assay and enzyme 
identification by quantitative mass spectrometry with 18O labelling through an example of 
trypsin with casein.
MATERIALS AND METHODS. The study used trypsin, casein, and H2

18O (Izotop, Russia). Peptide 
separation was performed using an Agilent 1100 HPLC system; mass spectra were obtained us-
ing a Bruker Ultraflex II MALDI-TOF/TOF mass spectrometer. Quantitative mass spectrometry 
was performed using a standard peptide, which was obtained from casein by tryptic digestion 
and HPLC purification. For 18O labelling, the authors dried the peptide and incubated it in H2

18О 
water. The quantitative analysis of the product was carried out using MALDI-TOF mass spec-
trometry. The authors used quantitative mass spectrometry with 18O labelling to determine 
enzymatic activity and calculate the Michaelis constant (KM).
RESULTS. Following the tryptic digestion of casein, the authors identified the fragments corre
sponding to casein chains. The authors produced the isotope-labelled standard peptide and cal-
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culated its concentration using mass spectrometry. The authors determined the rate of casein 
digestion by trypsin and calculated the KM for trypsin, which was 13.65±0.60 μM. The standard 
deviation for repeated measurements showed that the mass-spectrometric method had a lower 
error of measurement than the spectrophotometric method. The sensitivity threshold for the 
mass-spectrometric method was 0.50±0.08 μM.
CONCLUSIONS. The results obtained with trypsin confirm the possibility of enzymatic activity 
determination by the proposed method of quantitative mass spectrometry with 18O labelling. 
According to the sensitivity evaluation results, this method can be used for the simultaneous 
determination of enzyme activity, identity, and specificity. The proposed mass spectrometry 
approach is universal, it does not require expensive materials and reagents, and it can be easily 
adapted to determine the activity of virtually any protease.
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Введение
К настоящему времени сформировалась до-

статочно широкая номенклатура лекарствен-
ных препаратов белковой природы, полученных 
как из природных источников (органы и ткани 
человека и животных), так и биотехнологиче-
скими методами (рекомбинантные белки и их 
производные). В их числе моноклональные ан-
титела, гормоны, цитокины, интерлейкины, ин-
терфероны (ИФН-α, ИФН-β, ИФН-γ), ингибиторы 
факторов роста, гибридные белки и др. [1, 2].

Такие препараты являются, вероятно, са-
мыми сложными для аналитического контро-
ля. Согласно требованиям Государственной 
фармакопеи Российской Федерации 
(ГФ РФ)1 — ОФС.1.7.2.0035.18, ОФС.1.7.1.0007.15, 
ОФС.1.7.1.0014.18 — допускаются различные ме-
тоды подтверждения подлинности и активности: 
от прямой проверки специфичности до уникаль-
ного анализа, основанного на водородно-дей-
териевом обмене. Тем не менее наиболее на-
дежным представляется метод пептидных карт, 
обязательный для подтверждения подлинности 
моноклональных антител для медицинского 
применения (ОФС.1.7.1.0014.182).

При пептидном картировании исследуемые 
белки или стандартный и испытуемый образцы 

специфически расщепляются химически (напри-
мер, с использованием BrCN) или ферментатив-
но с помощью протеазы, чаще всего трипсина. 
После этого хроматографически или масс-спек-
трометрически регистрируются сигналы, со-
ответствующие ожидаемым пептидам [3, 4]. 
Надежность анализа обеспечивается одновре-
менной регистрацией нескольких десятков со-
ответствующих характеристических сигналов. 
Масс-спектрометрия представляется наиболее 
предпочтительным методом анализа: высо-
кая точность измерения масс, возможность их 
точного предварительного расчета обеспечива-
ют внутри- и межлабораторную прецизионность.

При контроле качества лекарственных препа-
ратов белковой природы кроме подтверждения 
подлинности важными параметрами являют-
ся определение общей концентрации белка 
и его активности. Для определения концентра-
ции белков в растворах наиболее простыми 
и распространенными методами считаются 
спектрофотометрические (колориметрические). 
При этом необходимо, чтобы продукт и суб-
страт имели различающиеся спектры поглоще-
ния или флуоресценции. Если требуется, суб-
страт модифицируют введением специальных 
флуоресцирующих или поглощающих групп 

1	 ОФС.1.7.2.0035.18 Пептидное картирование. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
	 ОФС.1.7.1.0007.15 Лекарственные средства, получаемые методами рекомбинантных ДНК. Государственная фармакопея 

Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
	 ОФС.1.7.1.0014.18 Моноклональные антитела для медицинского применения. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
2	 Там же.
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или используют метки, селективно связываю-
щиеся с субстратом или продуктом. Измерение 
активности и кинетических констант сводит-
ся к определению концентрации: в процессе 
реакции регистрируется изменение поглоще-
ния/флуоресценции субстрата или продукта. 
Очевидно, что при использовании модифициро-
ванных субстратов определяются кинетические 
параметры реакции с дериватом (производным), 
а не с нативной молекулой. Такие модификации 
могут серьезно влиять на значение кинетических 
параметров. Например, представленные в круп-
нейшей базе данных ферментов BRENDA3 КМ 
(константа Михаэлиса) и Ккат (каталитическая 
константа) трипсина на несколько порядков от-
личаются для разных субстратов: от 0,15 мкМ 
до 35,5 мМ [5, 6]. Но даже незначительные мо-
дификации субстрата, например изомеризация 
одной аминокислоты, могут в несколько раз из-
менить скорость реакции [7].

Активность ферментов чаще всего определяют, 
используя доступные синтетические хромоген-
ные субстраты, по химической природе суще-
ственно отличающиеся от природных субстратов. 
Например, определение активности трипсина 
согласно ГФ РФ4 сводится к установлению его 
амидазной активности с субстратом N-α-бензоил-
L-аргинин-4-нитроанилидом (BAPNA) [8, 9] или,  
в соответствии с требованиями Фармакопеи 
США5, эстеразной активности с использованием 
хромогенного субстрата N-α-бензоил-L-аргинин-
этилового эфира (BAEE) [10] (рис. 1). Особенностью 
спектрофотометрических методов является несе
лективность, что подразумевает невозможность 
определения концентрации отдельного компо-
нента сложных смесей, например одного из пеп-
тидов, образующихся в результате гидролиза про-
теазой. Как правило, упомянутые методы требуют 
использования стандартного образца, или его на-
личие весьма желательно.

3	 https://www.brenda-enzymes.org/
4	 ФС.2.1.0195.18 Трипсин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 3; 2018.
5	 USP 43–NF 38 <89> Enzymes used as ancillary materials in pharmaceutical manufacturing. 

Рисунок подготовлен авторами по данным [8–10] с изменениями / The figure is adapted by the authors from [8–10]

Рис. 1. Субстраты, используемые для определения активности трипсина по продуктам, детектируемым спектрофотометри-
чески: BAPNA (с образованием п-нитроанилина) и BAEE (с образованием N-бензоил-аргинина).

Fig. 1. Substrates used in trypsin activity assays, by products detected by spectrophotometry: BAPNA (with the formation of 
p-nitroaniline) and BAEE (with the formation of N-benzoyl-arginine).
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Причина недостатков спектрофотометриче-
ских методов заключается в том, что при опреде-
лении концентрации белков и пептидов измеря-
ется концентрация отдельных функциональных 
групп: заместителей (гетероцикла тирозина 
и/или триптофана, содержащего ароматическую 
группу) или аминогрупп, модифицированных 
радикалами, способными поглощать излучение 
при определенной длине волны. Суммарно это 
может приводить к серьезным ошибкам.

Появившиеся в 1980-х гг. биосенсорные 
методы на основе эффекта поверхностного 
плазмонного резонанса [11] (surface plasmon 
resonance, SPR) и электрохимические методы 
c аффинными модификациями электродов ис-
пользуют для определения кинетических ха-
рактеристик различных процессов, например 
констант ассоциации/диссоциации лиганд-ре-
цепторных взаимодействий, кинетики цитохро-
мов Р450 [12] и др. Эти методы предполагают им-
мобилизацию молекул одного из компонентов 
реакции на поверхности ячейки SPR или элек-
трода. В результате определяются характери-
стики гетерофазного процесса. Полученные 
константы оказываются несопоставимыми 
с константами реакций в растворе  — различ-
ными оказываются даже размерности констант 
(M×см-2 и М×мл-1 для KМ). Ограничением электро-
химических методов является необходимость 
присутствия электроноакцепторной группы 
в составе иммобилизованной молекулы [13].

Масс-спектрометрические измерения сво-
бодны от большинства перечисленных недо-
статков, но количественные измерения требуют 
дополнительных манипуляций. При выполне-
нии масс-спектрометрического анализа на не-
которые особенности метода следует обратить 
особое внимание. Прежде всего в масс-спектро-
метрии измеряется отношение массы к заряду 
ионов. Это значит, что в масс-спектрах регистри-
руются сигналы только от ионов. Образование 
ионов, несущих заряд производных молекул, 
может происходить по-разному — в результате 
утраты или присоединения электрона, протона 
анионного или катионного аддукта, например 
катиона натрия. Сродство различных соедине-
ний к протону или другому агенту, очевидно, 
не одинаково и может весьма сильно варьиро-
ваться. В результате ионизация сложных сме-
сей сопровождается конкуренцией за заряд, 
а эффективность ионизации компонентов сме-
си оказывается зависящей от ее состава. Кроме 
того, в смеси могут оказаться компоненты, гася-
щие ионизацию, например соли или детергенты.

Таким образом, в смеси, состоящей из несколь-
ких пептидов, интенсивности их сигналов могут 

меняться от спектра к спектру вне зависимости 
от их концентрации в образце. Следовательно, 
исключительно по интенсивностям пиков 
в масс-спектре без образца сравнения можно 
только предположительно оценивать концен-
трации анализируемых веществ.

Это в полной мере относится к так назы-
ваемым безметочным методам (label-free 
quantification, LFQ). Например, для оценки от-
носительной концентрации гидролизованных 
белков используется индекс содержания бел-
ка (protein abundance index, PAI) [14], который 
представляет собой количество идентифици-
рованных пептидов, деленное на количество 
теоретически наблюдаемых пептидов, или ин-
декс PAI в экспоненциальном представлении  — 
emPAI [15].

В масс-спектрах достаточно высокого раз-
решения, которые можно получить практиче-
ски на любом современном масс-спектрометре, 
органические молекулы, в нашем случае пеп-
тиды, представлены несколькими сигналами, 
называемыми изотопными, которые отличают-
ся для однозарядных ионов на 1 Да. Это след-
ствие существования изотопов  — атомов тех 
же элементов, но отличных по числу нейтронов 
в ядре. Поэтому в спектре высокого разреше-
ния каждое соединение представлено несколь-
кими сигналами.

Важно, что различающиеся по изотопному со-
ставу молекулы химически идентичны, и, неза-
висимо от условий регистрации спектров, в том 
числе состава смеси, соотношение интенсивно-
стей изотопных сигналов не меняется. При этом 
изотопный состав можно изменить искусствен-
но, заменив часть или все атомы какого-либо 
элемента на изотопы  — ввести изотопную мет-
ку. Таким образом получают изотопно-меченый 
стандарт (ИМС), образец сравнения. В смеси 
исследуемого образца с природным изотопным 
распределением и ИМС соотношения изотопных 
пиков зависят только от того, в каких соотноше-
ниях смешаны образец и ИМС. Использование 
таких изотопных меток (stable isotope labelling, 
SIL) позволяет с высокой точностью, не хуже 
спектрофотометрических методов, измерять 
концентрации по интенсивностям масс-спектро-
метрических сигналов.

Можно выделить четыре группы методов вве-
дения изотопной метки в пептиды и белки:

–– метаболическое мечение — культивирование 
организмов на средах, обогащенных тяже-
лыми изотопами, к примеру, с аминокислота-
ми, содержащими тяжелые изотопы (stable-
isotope labelling with amino acids in cell culture, 
SILAC) [16] (рис. 2A);
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–– синтез с использованием аминокислот, обо-
гащенных тяжелым изотопом, углеродом 
или азотом [17];

–– одновременная модификация исследуемого 
образца и ИМС химически идентичными, но  
различающимися по составу изотопов соеди- 
нениями, например isotope-coded affinity tag, 
ICAT (рис. 2B), и другими коммерчески доступ-
ными наборами [18, 19];

–– введение метки в результате изотопного об-
мена [20].
Первые три подхода введения изотоп-

ной метки довольно дороги и трудозатрат-
ны. Использование метода изотопного об-
мена позволяет получить ИМС за несколько 
часов и без использования редких реагентов. 
Изотопный обмен представляет собой спонтан-
ный процесс выравнивания распределения 
изотопов в различных компонентах системы 
(например, между растворителем и раство-
ренным соединением). Скорость обмена, оче-
видно, зависит от того, какие атомы обменива-
ются, и от положения этих атомов в молекуле. 
В нашем случае обмен происходит между во-
дой, обогащенной 18O, и кислородом в пептиде. 
Наиболее легко обмениваются атомы кислоро-
дов карбоксильных групп как C-концевой, так 
и глутаминовой и аспарагиновой аминокислот. 
Так как атомы кислорода карбоксильной группы 
равноправны, то в каждой карбоксильной груп-
пе могут обмениваться оба атома кислорода. 

Изотопный обмен кислорода карбоксильных 
групп катализируется кислотами (кислотный ка-
тализ), а также гидролазами (например, трипси-
ном). При катализе специфичными протеазами 
обмен преимущественно происходит по сайтам 
специфического гидролиза. Важно подчеркнуть, 
что трипсин катализирует обмен кислорода так-
же в уже свободной карбоксильной группе.

Таким образом, ИМС может быть получен 
в результате гидролиза белка в воде или обме-
ном отдельного пептида в воде H2

18O. А для по-
лучения ИМС можно использовать любой уже 
имеющийся пептид, идентичный измеряемому, 
например синтетический.

Получение ИМС путем обмена 16О на 18О 
в молекуле пептида не требует дорогостоящих 
материалов и реактивов или специального син-
теза пептидов. Такой ИМС можно использовать 
для количественного определения пептидов 
масс-спектрометрически. Определяя концентра-
цию образовавшегося через некоторое время 
пептида при разных концентрациях субстрата, 
можно масс-спектрометрически устанавливать 
кинетические параметры протеолитических 
реакций. Предложенный подход не только яв-
ляется альтернативой существующим методам, 
но и позволяет решить проблему определения 
активности протеаз, для которых сложно или не-
возможно получить специальные субстраты.

Цель работы  — на примере трипсина и ка-
зеина исследовать возможность определения 

Авидин/биотин аффинная
хроматография

Avidin/biotin affinity
chromatography

Смешивание и гидролиз
Mixing and hydrolysis

8 Да

m/zm/z

«Легкая» среда
“Light” medium

Смесь
Mixture

«Тяжелая» среда
“Heavy” medium

Рисунок подготовлен авторами по данным [16, 18, 19] с изменениями / The figure is adapted by the authors from [16, 18, 19]

Рис. 2. Методы изотопного мечения для количественного масс-спектрометрического анализа. A — схема метаболического 
мечения: синим цветом — клеточная культура на обычной среде («легкая» среда); красным цветом — среда с тяжелыми 
изотопами («тяжелая» среда). При сравнении двух белков, экстрагированных из клеточных культур, концентрации белков 
можно определить, сравнивая площади/интенсивности пиков в масс-спектре. B — тиоловые группы цистеинов модифици-
руются легкой (X — 1H) или тяжелой (X — 2H) метками (isotope-coded affinity tag, ICAT). Концентрации белков определяются 
путем сравнения площади/интенсивности пиков в масс-спектре.

Fig. 2. Isotope-labelling methods for quantitative mass-spectrometric analysis. A, metabolic labelling scheme: blue, cell growth 
on a conventional medium (“light” medium); red, cell growth on a medium with heavy isotopes (“heavy” medium). When comparing 
two proteins extracted from cell cultures, an analyst can determine protein concentrations by comparing peak areas/intensities 
in the mass spectrum. B, labelling of cysteine thiol groups with light (X, 1H) or heavy (X, 2H) isotope-coded affinity tags. Protein 
concentrations can be determined by comparing peak areas/intensities in the mass spectrum.

А B
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активности фермента методом количественной 
масс-спектрометрии с меткой 18О одновременно 
с подтверждением подлинности.

Материалы и методы
Реактивы и материалы

В качестве фермента использовали трипсин 
(Promega, США, кат. № v5111), а в качестве субстра
та казеин (Sigma-Aldrich, США, кат. № 9005-46-3).  
Гидролиз проводили в бикарбонатном бу-
ферном растворе pH 7,8 (Sigma-Aldrich, США,  
кат.  № 1066-33-7). Для очистки смеси от казе-
ина и трипсина после гидролиза использовали 
центрифужные фильтры Microcon 3 кДа (Merсk 
Millipore, США, кат. № 42404). Обмен ато-
мов кислорода в пептидах проводили в 10% 
трифторуксусной кислоте, ТФУ (Merсk, США, 
кат. № 1.08262.0025) в воде H2

18O (НПО «Изотоп», 
Россия). В качестве матрицы использовали 
2,5-дигидроксибензойную кислоту, DHB (Bruker 
Daltonics, Германия, кат. № 8201346). В качестве 
подвижных фаз ВЭЖХ применяли ацетонит-
рил (Merck, кат. № 1.00030.2500) и воду (Merck, 
кат. № 1.15333.2500).

Оборудование
Разделение пептидов проводили с исполь-

зованием ВЭЖХ с помощью хроматографа 
Agilent 1100 (Agilent, США), оснащенного УФ-
детектором на диодной матрице и коллектором 
фракций. Полученные фракции с пептидами 
высушивали на центрифужном концентраторе 
Concentrator plus (Eppendorf, Германия).

Масс-спектры получали на времяпролет-
ном масс-спектрометре MALDI-TOF/TOF Bruker 
Ultraflex II (Bruker Daltonics, Германия), оборудо-
ванном Nd:YAG лазером с длиной волны 355 нм, 
системами задержки экстракции и тандемным 
селектором LIFT. Спектры регистрировали в по-
ложительных ионах в рефлекторном режиме. 
Каждый спектр получен суммированием серии 
сигналов, регистрируемых при 1000 импульсах 
лазера. Масс-спектры фрагментации пептидов 
регистрировали в тандемном режиме прибора.

Методы
Получение пептидов казеина. Пептиды для вве-

дения в них изотопной метки 18O и дальнейшего 
использования в качестве ИМС получали гидро-
лизом казеина (15,5 мкМ) трипсином (1,84 мкМ) 
в 100 мМ аммоний бикарбонатном буферном 
растворе pH 7,8. Гидролиз проводили в течение 
30 мин при 37 °С. Пептидную фракцию получен-
ной смеси отделяли центрифугированием с по-
мощью Microcon 3 кДа и далее разделяли мето-
дом обращенно-фазовой ВЭЖХ на колонке Luna® 

C18(2) (5 мкм, 100 Å, 150×4,6 мм, Phenomenex, 
США, кат. № 00F-4252-E0). Фаза А — 0,1% ТФУ; 
фаза В  — 0,1% ТФУ, растворенная в ацетонит-
риле; линейный градиент от 4 до 75% фазы B 
за 40 мин, поток 1 мл/мин, температура колонки 
40 °С. Хроматограммы регистрировали при дли-
нах волн 215 и 280 нм. Собранные на коллек-
торе фракций пептиды идентифицировали 
с использованием тандемной масс-спектромет-
рии MALDI TOF/TOF и высушивали на центри-
фужном концентраторе до остаточного объема 
5 мкл. Концентрации пептидов были рассчита-
ны по площадям хроматографических пиков; 
спектрофотометрическая ячейка хроматографа 
предварительно откалибрована по пептидам, 
содержащим тирозин и/или триптофан.

Изотопный обмен. В качестве ИМС выбрали 
триптический пептид казеина TTMPLW c массой 
747,3 Да. Для введения изотопной метки высу-
шенные пептиды растворяли в 10% ТФУ в H2

18O 
и инкубировали 2 ч при 60 °С.

Гидролиз белка для определения кинетики 
трипсина. В качестве субстрата был исполь-
зован раствор казеина с концентрациями 7,75, 
3,87 и 3,1 мкМ. Смешивали 16 мкл раствора ка-
зеина и 12 мкл раствора трипсина (концентра-
ция 0,02  мг/мл) в аммоний-бикарбонатном бу-
ферном растворе pH 7,8. Смесь инкубировали 
в течение 15 мин.

Масс-спектрометрия MALDI. В качестве мат-
рицы использовали 10 мкг/мл DHB, раство-
ренной в смеси 50% ацетонитрила с 0,4% ТФУ. 
0,5 мкл образца смешивали с 0,5 мкл раствора 
матрицы непосредственно на масс-спектромет-
рической мишени и высушивали на воздухе.

Количественный анализ MALDI. Для количе-
ственного масс-спектрометрического анализа 
от 3 до 10 мкл растворов пептидов или реак-
ционных смесей гидролиза казеина трипсином 
смешивали с пептидами с внедренной меткой 
18О в соотношениях 1:2, 1:1, 2:1 и перемешива-
ли. Сразу после этого к полученным смесям до-
бавляли раствор матрицы и быстро наносили 
на масс-спектрометрическую мишень и высуши-
вали на воздухе.

В качестве матрицы использовали DHB. 
Для каждой пробы было получено не менее 
трех спектров.

Результаты и обсуждение
Идентификация казеина и трипсина

Смесь продуктов гидролиза казеина трипсином 
содержала фрагменты, соответствующие четы
рем цепям этого белка. Перекрытие аминокис- 
лотной последовательности α-S1 казеина соста-
вило 48%, α-S2 казеина — 38%, β-казеина — 21% 
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и каппа-казеина (κ-казеина) — 28%. Пептиды ав-
толиза трипсина перекрывали 38% его последо-
вательности. Не все пептиды находятся в диапа-
зоне, регистрируемом масс-спектрометрически. 
Если необходимо полное покрытие, используют 
несколько протеаз [21]. Однако такого процен-
та покрытия может быть достаточно для под-
тверждения подлинности одновременно белка 
и фермента (особенно если комбинировать та-
кой метод с методом тандемной масс-спектро-
метрии), а также подтверждения специфичности 
фермента.

Получение изотопно-меченого стандарта 
и определение его концентрации

Количественный масс-спектрометрический 
анализ с использованием изотопных меток 
позволяет определить отношение концентра-
ций изучаемого образца к концентрации ИМС. 
То есть для определения концентрации изуча-
емого пептида необходимо и достаточно знать 
концентрацию ИМС. Метод определения кон-
центрации ИМС не имеет значения, как и проис-
хождение пептида. Важным является его хи-
мическая идентичность измеряемому образцу. 
Пептид может быть синтезирован химически 
или получен путем гидролиза субстрата и по-
следующего выделения его продуктов на ВЭЖХ. 
В настоящей работе использовали второй под-
ход, так как по мнению авторов он является бо-
лее простым и удобным.

Концентрацию ИМС определяли, смешивая 
его с таким же природным пептидом без изотоп-
ной метки (эталоном) с известной концентраци-
ей. Концентрацию эталона определяли по пло-
щади хроматографического пика. Зависимость 
концентрации от поглощения при 280 нм полу-
чена с использованием модельных триптофан-
содержащих пептидов.

Концентрацию небольших пептидов, содер-
жащих одну или несколько ароматических ами-
нокислот, можно с высокой точностью вычис-
лить по поглощению при длине волны 280 нм. 
Коэффициенты экстинкции тирозина и трипто-
фана известны [22], при этом поглощение пеп-
тидных связей и радикалов других аминокислот 
при этой длине волны пренебрежимо мало. Это 
позволяет вычислять концентрации по площа-
дям хроматографических пиков. Концентрация 
эталонного пептида без изотопной метки соста-
вила 26 мкМ (±2мкМ).

Следует отметить, что если задачи экспери-
мента позволяют выбрать пептид для измере-
ний, то желательно избежать возможного на-
ложения спектра с другими пептидами близкой 
массы. Это связано с тем, что при кислотном 

катализе обмениваться будут атомы кислорода 
всех карбоксильных групп, а значит, спектр пеп-
тида будет расширяться в сторону бóльших масс.

В данной работе был выбран пептид TTMPLW 
(рис. 3), не содержащий аминокислот, в радика-
лах которых имеются карбоксильные группы, 
то есть аспарагиновой и глутаминовой кислот.

Для контроля обмена атомов 16О на изотопы 
18О в пептиде в течение трех часов были полу-
чены спектры (рис. 4). После одного часа инкуба-
ции замена атомов 16О на их изотопы 18О прошла 
не полностью, но через два часа площадь перво-
го пика составила менее 1% площади пятого пика. 
Сравнивая площади пиков изотопных сигналов, 
соответствующих пептидам с одним или дву-
мя включенными (обменянными) кислородами, 
можно определить, что в 18% молекул обменялся 
один атом кислорода, в 81% — два атома и в ~1% 
молекул не обменялось ни одного атома кислоро-
да. Важно, что для количественной оценки пепти-
да не обязательно использовать ИМС, в котором 
замена 16О на 18О произошла во всех молекулах 
пептида или полнота обмена была близкой к та-
ковой. Полученные результаты позволили далее 
вычислять концентрацию исследуемого пептида, 
зная только концентрации ИМС и соотношения 
площадей изотопных пиков в масс-спектрах об-
разцов природного пептида.

Методом тандемной масс-спектрометрии 
подтверждено, что в карбоксильной группе 
С-концевого триптофана в пептиде TTMPLW два 
атома 16О заместились на два атома 18О (рис. 5). 
Наблюдаемые N-концевые фрагменты исходно-
го пептида и пептида после обмена идентичны, 
в то время как массы С-концевых фрагментов от-
личаются на 4 Да, что соответствует обмену двух 
атомов кислорода карбоксильной группы на 18О. 
Несмотря на то что в пептиде имеется остаток 
треонина, который содержит атом кислорода 
в гидроксильной группе радикала, потенциаль-
но способный к обмену, этого не наблюдается, 
так как скорости обмена атомов разных функ-
циональных групп различаются на несколько 
порядков.

Расчет концентрации пептида по изотопно-
меченому стандарту

Для определения концентрации полученно-
го ИМС его смешивали с эталонным пептидом 
известной концентрации, вычисленной по пло-
щади хроматографического пика. ИМС и пептид 
TTMPLW (продукт или эталон) желательно сме-
шивать в таком соотношении, чтобы интенсив-
ности моноизотопного пика продукта и наибо-
лее интенсивного пика ИМС с включенными 18О 
были примерно одинаковыми. В нашем случае 
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оптимальное соотношение продукта к ИМС со-
ставило 2:1.

Следует отметить, что при изотопном обмене 
сложно добиться замены только одного или толь-
ко двух атомов кислорода. В результате полу-
чившийся ИМС содержит смесь всех трех изо-
топных форм пептида, которые накладываются 
в спектре: пептиды без 18О, с одним изотопом 18О 
и пептиды с двумя 18О (рис. 4B и 6В). В части моле-
кул произошла замена только одного атома кис-
лорода карбоксильной группы на 18O и привела 
к тому, что изотопные пики этого пептида сдвину-
лись на 2 атомные единицы массы (а.е.м.) впра-
во (рис. 6B, выделено желтым цветом). При этом 
соотношение интенсивностей изотопных пиков 
этого пептида сохраняется. В другой части моле-
кул произошла замена обоих атомов кислорода 
карбоксильной группы, которая привела к тому, 

что изотопные пики этого пептида сдвинулись 
на 4 а.е.м. (рис. 6B, выделено зеленым цветом).

Обычно удается получить ИМС, в кото-
ром практически отсутствуют пики пептида 
без включения 18O. В этом случае отношение 
концентраций пептида-продукта и ИМС будет 
равно отношению интенсивности первого пика 
к сумме третьего и пятого пиков (рис. 6B). Это 
пики ИМС, но на них накладываются третий 
и пятый пик продукта, а на пятый пик (пепти-
ды с двумя включенными изотопами 18O) — еще 
и третий пик пептидов (пептиды с одним вклю-
ченным изотопом 18O). Вклады этих пептидов 
нужно вычесть [23] согласно формуле (1):

=
q5 –     q1 –     (q3 –     q1) + (q3 –     q1)

,  (1)
q1CИМС

Cпродукт p1

p5

p1

p3

p1

p3

p1

p3

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Масс-спектр смеси продуктов трипсинолиза казеина. С правой стороны представлен масс-спектр пептида TTMPLW 
(молекулярная масса 747,3 Да) в увеличенном масштабе. m/z — отношение массы заряженных частиц (ионов) к их заряду.

Fig. 3. Mass spectrum of tryptic casein hydrolysates. The insert in the right upper corner shows the mass spectrum of the TTMPLW 
peptide (molecular weight: 747.3 Da) in a larger scale. m/z is the mass-to-charge ratio of charged particles (ions).
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где q1, q3 и q5 — интенсивности первого, третье-
го и пятого сигналов в спектре смеси продукта 
реакции и ИМС, p1, p3 и p5 — соответствующие 
интенсивности сигналов в спектре исходного 
пептида с неизмененным изотопным составом. 
Для проведения расчета можно не регистри-
ровать спектр природного пептида, а взять его 
из другого эксперимента или рассчитать p1, 
p3 и p5 теоретически.

Следует отметить, что нет необходимости 
знать соотношение пиков в спектре ИМС, доста-
точно только знать, что замена атомов 16О на 18О 
произошла в большей части пептидов, а число 
атомов в молекуле пептида, которые могут под-
вергаться замене, невелико. Однако распределе-
ние в экспериментально полученных пептидах 
часто оказывается отличным от расчетного, что  

приводит к неправильному расчету p1, p3, p5 и уве-
личению ошибок в значении концентрации.

Последние ограничения не исключают воз-
можности точного расчета концентраций: даже 
если ИМС будет не идеальным, в положении 
первого пика окажется достаточно сильный сиг-
нал, обмен пройдет не полностью, а подвергать-
ся замене будет большое число атомов, точный 
расчет концентраций все равно остается воз-
можным — в этом случае нужно будет использо-
вать три спектра:

–– спектр пептида с замещенными на 18O атома-
ми кислорода карбоксильной группы (ИМС);

–– спектр смеси ИМС и эталонного природного 
пептида;

–– спектр смеси ИМС и пептида, полученного 
в результате гидролиза (продукта).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Масс-спектры пептида TTMPLW после его перерастворения в 10% растворе трифторуксусной кислоты в H2
18O через 

5 мин (A), 60 мин (B) и 120 мин (C) инкубации.

Fig. 4. Mass spectra of the TTMPLW peptide redissolved in 10% trifluoroacetic acid in H2
18O and incubated for 5 minutes (A), 

60 minutes (B), and 120 minutes (C).
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Интенсивность каждого сигнала в спектре 
смеси окажется суммой соответствующих сиг-
налов эталонного пептида и ИМС с коэффици-
ентами t и k (2):

q2 = kp2 + ts2...
qi = kpi + tsi

q1 = kp1 + ts1

,                         (2)

где qi — интенсивность сигнала пика i в спектре 
смеси продукта реакции и ИМС; pi — интенсив-
ность сигнала пика i в спектре эталонного пеп-
тида (с неизмененным изотопным составом); si — 
интенсивность сигнала пика i в спектре ИМС.

В силу того, что в различных опытах (даже по-
вторах) величины qi, pi и si могут сильно меняться, 

рассчитанные значения коэффициентов t и k 
также будут изменяться. Однако, как было ска-
зано ранее, если компоненты смеси химиче-
ски идентичны, то соотношение пиков таких 
компонентов не меняется. Для определения 
концентрации пептида продукта необходимо 
найти отношение коэффициентов t к k, которое 
сохраняется для разных спектров. Чтобы найти t 
и k, достаточно двух уравнений; желательно вы-
брать два наиболее интенсивных сигнала. В на-
шем случае ими оказались q1 и q5 (3): 

q5 = kp5 + ts5

q1 = kp1 + ts1 .                         (3)

Отношение k к t равняется отношению кон-
центрации продукта к концентрации ИМС 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Масс-спектры фрагментов пептида TTMPLW после инкубации в воде H2
18O (А) и исходного пептида (В).

Fig. 5. Mass spectra of TTMPLW peptide fragments incubated in H2
18O (А) and the intact peptide (В).
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и находится путем решения системы линейных 
алгебраических уравнений согласно (4): 

= = =t (p1s5 – p5s1)(p5q1 – p1q5)
. (4)

k (q1s5 – q5s1)(p5s1 – p1s5)
p5q1 – p1q5

q1s5 – q5s1

CИМС

Cпродукт

Поскольку пятого пика в спектре эталона 
мы не наблюдали (p5=0), а первый пик эталона 
и пятый пик ИМС нормируются на 1 (p1=1, s5=1), 
то уравнение принимает вид (5): 

= .                      (5)q5

q1 – q5s1

CИМС

Cпродукт

Определение концентрации продукта про-
водили при использовании этого подхода 
дважды  — устанавливая концентрацию ИМС 
по спектру его смеси с эталоном и затем опре-
деляя концентрацию продукта реакции по спек-
тру его смеси с ИМС.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 6. Схематическое изображение масс-спектров. A — пептид TTMPLW (продукт); B — изотопно-меченый стандарт (ИМС) 
с заменой одного или двух атомов 18О; C — смеси ИМС и продукта, где наглядно показано наложение относительных ин-
тенсивностей пиков ИМС и продукта. Химическими формулами изображены атомы кислорода, способные обмениваться 
в исследуемом пептиде.

Fig. 6. Schematic mass spectra: A, TTMPLW peptide (product); B, isotope-labelled standard peptide with one and two 18О ex-
changes; C, mixtures of the standard peptide and the product, clearly showing the superposition of the relative intensities of the 
respective peaks. The chemical formulas depict the oxygen atoms in the peptide that are capable of exchange.
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Определение константы Михаэлиса трипсина
В ходе работы проводилось определение 

количества пептида-продукта, образующегося 
при гидролизе трех различных концентраций 
субстрата (казеина) трипсином за 15 мин. Эти 
данные далее использовались для измерения 
активности фермента.

Для более точного определения концентра-
ции масс-спектрометрическим методом необ-
ходимо смешивать ИМС и продукт в таком соот-
ношении, чтобы относительные интенсивности 
сигналов этих пептидов на масс-спектре были 
примерно одинаковыми. Поскольку с уменьше-
нием количества субстрата уменьшается и коли-
чество продукта, то к образцам добавлялся ИМС 
с различным соотношением: для концентрации 
казеина 7,75 мкМ соотношение субстрата к ИМС 
было 1:1, а для концентраций казеина 3,87 
и 3,1 мкМ — 1:2,5. Несмотря на то, что концен-
трацию ИМС можно посчитать из одного спек-
тра  — смеси ИМС с эталоном  — более точным 
будет измерение концентрации ИМС масс-спек-
трометрически для каждого разведения (соот-
ношения субстрат-ИМС). Поэтому концентрация 
ИМС, рассчитанная по спектру смеси ИМС и эта-
лона в соотношении 1:1, составила 11,0±0,2 мкМ, 
а в случае соотношения 1:2,5 — 3,8 мкМ.

Затем по известной концентрации ИМС была 
рассчитана концентрация пептида-продукта. 
Для концентрации казеина 7,75 мкМ она соста-
вила 5,00±0,04 мкМ (или 0,3 мкМ/мин), для кон-
центрации казеина 3,87 мкМ  — 3,00±0,29 мкМ 
(или 0,2 мкМ/мин), а для концентрации 3,1 мкМ — 
2,55±0,25 мкМ (или 0,17 мкМ/мин). Стандартное 
отклонение значений повторных измерений 
показало, что ошибка измерений оказывается 
меньше по сравнению со спектрофотометриче-
ским методом, а минимальная установленная 
чувствительность предложенного метода соста-
вила 0,50±0,08 мкМ. При этом чувствительность 
МАЛДИ масс-спектрометрии существенно выше 
этих значений, что указывает на возможное до-
стижение еще более высокой чувствительности.

По полученным данным строили график зави-
симости скорости образования пептида-продук-
та от концентрации субстрата (казеин) в обрат-
ных координатах (рис. 7). Как видно из графика, 
наблюдается зависимость увеличения количе-
ства продукта от увеличения концентрации суб-
страта в обратных координатах и, следовательно, 
уменьшение концентрации субстрата при умень-
шении концентрации фермента в прямых. 

Расчет КМ при использовании описанной мето-
дики определения активности фермента показал, 
что КМ для трипсина составила 13,65±0,60 мкМ. 
Сравнение полученного значения константы с КМ, 
доступными в базе данных BRENDA для казеина 
при сходных температурных условиях и pH, пока-
зало, что КМ=3,33 мкМ [24] отличается от получен-
ных нами данных практически в 4 раза. Возможно, 
это объясняется тем, что в указанной работе 
казеин был модифицирован меткой FITC, кото-
рая является радикалом, реагирующим с пер-
вичными аминами белков по остаткам лизина 
и на аминогруппе белка. Как следствие данной 
модификации, такой субстрат отличается от ис-
пользованного нами, и, следовательно, скорость 
гидролиза трипсина по такому субстрату долж-
на отличаться. Следует добавить, что активность 
самого фермента может отличаться для разных 
партий фермента даже одного производителя6, 
что также влияет на кинетические параметры.

Представленный метод введения изотопной 
метки является универсальным и может быть ис-
пользован для любой протеазы, поскольку обра-
зующиеся в результате гидролиза пептиды имеют 
как минимум два атома кислорода на С-концевой 
карбоксильной группе, способные к обмену на изо-
топ 18О. Также для каждой протеазы можно подо-
брать пептид, по которому можно проводить рас-
чет, однако такой пептид должен отвечать ряду 

6	 https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-
trypsin-protocol.pdf?la=en
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Рис. 7. Зависимость скорости образования пептида-продук-
та от концентрации субстрата (казеин) в двойных обратных 
координатах. По оси Y — 1/скорость образования продукта 
(мин/мкМ), по оси X — 1/концентрация субстрата (1/мкМ).

Fig. 7. Double reciprocal plot of the product formation rate 
plotted against the substrate (casein) concentration. Y-axis, 
1/product formation rate (min/MM); X-axis, 1/substrate con-
centration (1/MM).

https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-trypsin-protocol.pdf?la=en
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/n/sequencing-grade-modified-trypsin-protocol.pdf?la=en
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требований. Поскольку сигналы ИМС в спектре 
находятся справа (соответствуют большим зна-
чениям m/z) от сигналов измеряемого пептида, 
желательно, чтобы в этом участке спектра отсут-
ствовали сигналы других ионов, которые могут на-
кладываться на сигналы ИМС. Кроме того, предло-
женный метод не требует специальных реактивов 
(например, BAEE и BAPNA) и растворителей, а в ка-
честве субстрата можно использовать любой бе-
лок. Вода, обогащенная 18О, применяется в меди-
цинской диагностике, производится в достаточно 
больших объемах и не требует больших затрат.

Следует отметить, что предложенный авторами 
в данной работе метод является ресурсозатратным, 
и для него необходимо наличие масс-спектрометра 
и хроматографа. К недостаткам также можно отне-
сти этап подбора перед анализом пептида, по ко-
торому будут измеряться кинетические параметры.

Выводы
1.  Подтверждена подлинность казеина, пере-

крытие аминокислотной последовательности 

цепей α-S1, α-S2, β и каппа-казеина составило 
48, 38, 21 и 28% соответственно. Перекрытие 
аминокислотной последовательности трипси-
на — 38%. Идентифицированные пептиды были 
гидролизованы по аминокислотным остаткам 
лизина и аргинина, что подтверждает специфич-
ность трипсина.

2.  На примере хорошо известных белка-суб-
страта и фермента — казеина и трипсина — по-
казана возможность определения активности 
фермента альтернативным методом с исполь-
зованием количественной масс-спектрометрии 
с меткой 18О. Рассчитана константа Михаэлиса, 
которая составила 13,65±0,60 мкМ.

3.  Предложенный подход позволяет одновре-
менно определять специфичность фермента 
и подтверждать его подлинность при масс-спек-
трометрическом анализе. Метод не требует 
использования дорогостоящих коммерческих 
реагентов, а также его легко адаптировать 
для оценки кинетических характеристик прак-
тически любой протеазы.
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