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Аннотация. Одним из главных требований к создаваемым новым вакцинам является их 

безопасность в применении, в том числе содержание общего белка, являющиеся одним из 

основных показателей качества и безопасности вакцин. В данной статье представлены 

результаты работ по сравнительному анализу методов определения общего белка в составе 

активной фармацевтической субстанции (АФС) и также балк-продукта вакцины «QazCovid-

in®.Определение концентрация общего белка проводились с помощью сравнения методов 

Лоури, Бредфорда, коммерческих наборов Клини Тест-БЛ и BSA Gold Protein. В результате 

определения общего белка в составе АФС классическим методом Лоури и коммерческим 

набором КлиниТест-БЛ были получены наивысшие показатели в среднем 616,67 и 589 мкл/мл, 

а в балк-продукте 51,11 и 47,38 мкл/мл, соответственно. Самый минимальный показатель 

содержания общего белка 38,39±0,000059 показывает метод с использованием коммерческого 

набора BSA Gold Protein. Средние значения содержания общего белка показали результаты, 

полученные методом Брэдфорда и определение общего белка коммерческим набором Клини 

Тест-БЛ. Полученные данные позволяют рекомендовать использование набора Клини Тест-

БЛ для использования в контроле качества, так как данный набор отличается легкостью и 

быстротой метода определения, которая не уступает классическому методу Лоури. При 

определении содержания общего белка в балк-продукте, используемого для приготовления 

вакцины QazVac против COVID-19 метод классической Лоури показал наилучший результат 

с высокой степенью чувствительности. 

Ключевые слова: концентрация; общий белок; спектрофотометрия; метод Лоури; метод 

Бредфорд; АФС и балк-продукт. 

 

Введение  

В начале декабря 2019 г. первые случаи пневмонии неизвестного происхождения были 

выявлены в городе Ухань, провинция Хубэй, Китай. Высокопроизводительное 

секвенирование выявило новый бета-коронавирус, который в настоящее время называется 

новым коронавирусом 2019 года (SARS-CoV-2). 

Коронавирусы относятся к отряду Nidovirales, семейству Coronaviridae и подсемейству 

Orthocoronavirinae. Коронавирусы содержат одноцепочечную положительно заряженную 

РНК и обладают одним из самых больших геномов среди всех РНК вирусов. Две трети генома 

коронавируса на 5’-конце кодирует вирусные белки, участвующие в транскрипции вирусной 

РНК и репликации, а одна треть на 3’-конце кодирует структурные и группоспецифические 

вспомогательные белки. Основными структурными белками коронавирусов являются: S 

(spike), E (envelope), M (membrane) и N (nucleocapsid). Эти биомаркеры играют центральную 

роль не только в диагностике заболевания, но и в понимании его патогенности [1]. 

S белок состоит из 1300 а.к. и имеет размер 180–200 кДа, в структуре S белка выделяют 

внеклеточный N-терминальный домен (NTD), трансмембранный домен (ТМD), закрепленный 

на вирусной мембране, и короткий внутриклеточный C-терминальный домен (CMD) [2]. До 

слияния с мембраной клетки S белок обычно существует в метастабильной конформации; как 
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только вирус взаимодействует с клеткой-хозяином, происходит обширная структурная 

перестройка S белка, позволяющая вирусу сливаться с мембраной клетки-хозяина. S белок 

покрыт молекулами полисахарида, чтобы избежать иммунного ответа организма хозяина во 

время проникновения в клетку [3]. 

Е белок – это небольшой гидрофобный белок, состоящий из 74–109 а.к. молекулярной 

массой 8,4– 109 кДа. Он состоит из трех частей: NTD, TMD и CTD [4]. В структуре Е белка 

выделяют три сайта цистеина, которые специфичны к пальмитолитическому белку [5, 6]. Хотя 

точная функция пальмитолитического белка все еще вызывает споры, исследования роли 

этого белка в развитии коронавирусной инфекции продолжаются. Е белок образует в клетке 

ионный канал, повышает активность виропорина, участвует в сборке вируса, а также 

опосредует экзоцитоз вирусных частиц [7]. PDZ-связывающий мотив (PBM) является важным 

белковым мотивом в CT области, также он играет решающую роль в патогенности, разобщая 

передачу сигналов в клетке [8, 9]. 

M белок – трансмембранный гликопротеин, является важным структурным белком 

коронавирусов [10]. Это самый распространенный протеин на поверхности вируса, который 

придает ему форму. 

N белок имеет молекулярную массу 43–50 кДа. Этот структурный белок спирального 

нуклеокапсида имеет сродство к РНК и несколькими аминокислотами (лизин и аргинин) [11]. 

В структуре N белка выделяют: NTD, CTD, а также множество неупорядоченных фрагментов 

(богатых серином и аргинином). N белок выполняет функцию присоединения и сборки генома 

вирусной РНК к длинной спиральной структуре нуклеокапсида или матрице 

рибонуклеопротеида [12]; однако он очень чувствителен к протеазам [13]. Этот белок 

фосфорилируется в нескольких специфических положениях в различных коронавирусах, что 

приводит к изменению его функций, таких как специфичность к вирусной РНК, нарушения 

связывания моноклональных антител с поверхностью вируса, а также созревание и сборка 

вируса [14-16]. 

В производстве биопрепаратов оценка содержании вирусных белков отвечающие за 

иммуногенность и безопасность в составе вакцин является актуальной задачей, таким образом, 

определение содержания белка в иммунобиологических препаратах имеет важное значение. 

Белки являются основой структурного материала всех клеточных мембран, так как образуют 

основу протоплазмы любой живой клетки, поэтому для точного количественного определение 

белка был разработан широкий спектр различных методов для количественного определения 

как сложных смесей белков, так и одного типа белка [17-18]. Методы количественного 

определения общего белка включают традиционные методы, такие как измерение поглощения 

УФ-излучения при 280 нм, анализы Бицинхониновой кислоты (BSA Gold Protein) и Бредфорда, 

а также альтернативные методы, такие как анализы Лоури. Отдельные методы 

количественного определения белка включают, иммуноферментный анализ (ELISA), вестерн-

блоттинг и в последнее время масс-спектрометрию. 

Точная количественная оценка общей концентрации белка является ключевым этапом в 

большинстве экспериментов и рабочих процессов, связанных с выделением, разделением и 

анализом белков биохимическими методами. Выбор среди доступных анализов белка обычно 

основывается на нескольких факторах, включая его химическую совместимость с буферными 

компонентами анализируемых образцов [19].  

Согласно корейским правилам, Фармакопее США [20] и Европейской фармакопее [21], 

метод Лоури считается наиболее точным методом определения концентрации белка в 

лицензированных вакцинах.  

Однако, существуют и другие методы, такие так: метод Брэдфорда, метод с 

бицинхониновой кислотой альтернативный методу Лоури, но отличающийся более высокой 

стабильностью реагента, чем реактив Фолина, и меньшей зависимостью от природы белка и 

сопутствующих соединений.  

В производстве биопрепаратов оценка количества вирусных белков, отвечающие за 

иммуногенность и безопасность в составе вакцин является актуальной задачей. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8340556/#b0035
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0075
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В исследовательских работах НИИПББ имеются опыт работы с разными методами 

определения общего белка в составе иммунобиологических препаратов, такие как метод 

Лоури, метод Бредфорда, определение методом Клини Тест-БЛ и BSA Gold Protein.  

Целью настоящей работой является проведение сравнительного анализа методов по 

определению концентрации общего белка в составе АФС и балк-продукта вакцины 

«QazCovid-in®». 

 

Материалы и методы 

Для проведения исследования использовали активную фармацевтическую субстанцию 

(АФС), который является инактивированным очищенным вирусом SARS-CoV-2, также балк-

продукт вакцины «QazCovid-in®». 

Определение общий белок методом Лоури.  

Метод основан на реакции белков с солями меди (II) в щелочном растворе и 

восстановлении фосфорномолибдено-вольфрамового реактива (реактив Фолина) с 

образованием окрашенных продуктов, интенсивность окраски которых определяют по 

оптической плотности при длине волны 750 нм [22].  

Определение методом Бредфорд.  

Определение количество общего белка проводилась согласно протоколу производителя 

[23]. 

Определение методом Клини Тест-БЛ. 

Определение количество общего белка с помощью набора «Клини Тест-БЛ» 

проводилась согласно протоколу производителя [24]. 

BSA Gold Protein (производитель ThermoFisher scientific) 

Определение количество общего белка проводилась согласно протоколу производителя 

[25]. 

 

Результаты 

Был проведен сравнительный анализ методов определения содержании общего белка 

такие как: метод Лоури, метод Брэдфорда, коммерческие наборы Клини Тест-БЛ и BSA Gold 

Protein, в результате которого наибольший выход общего белка получено с помощью 

классического метода Лоури (Рис.1 и 2). Это может быть связано с осаждением белков, с 

использованием дезоксихолата натрия (ДОХ) и трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Смесь ТХУ 

и ДОХ усиливает осаждение даже не значительного количества белков, поскольку ДОХ 

связывается с гидрофобными частями белков. Добавление ТХУ повышает гидрофобность 

дезоксихолатно-белкового комплекса, что способствует осаждению белков. Однако 

комбинация ТХУ с ДОХ приводит к образованию осадка образца, который не подходит для 

прямого анализа. 

Анализ, проведенный методом BSA Gold Protein, как правило, устойчив к ионогенным и 

неионогенным детергентам, таким как NP-40, Triton X-100, и денатурирующим агентам, также 

мочевина и хлорид гуанидиния, которые имеют тенденцию мешать другим 

колориметрическим анализам белков (Рис.1 и 2). Однако некоторые реагенты, 

этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), восстанавливающие сахара и липиды, могут 

мешать анализу BSA Gold Protein. Одним из недостатков использования BSA Gold Protein 

является то, что он проявляет сильную реакцию красителя и может привести к недооценке 

концентрации белка в образцах.  

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0264410X15011123#bib0075
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Рисунок 1. Результаты определения общего белка активной фармацевтической 

субстанции (АФС) 

 

Из рисунка 1 видно, что определение максимального содержания белка 619±0,00005 

мкл/мл выявляется классическим методом Лоури, тогда как самый минимальный показатель 

содержания общего белка 400,1±0,000051 показывает метод с использованием коммерческого 

набора BSA Gold Protein. Среднее значения содержания общего белка показали определение 

методом Брэдфорда и набором «Клини Тест-БЛ». 

Далее, в работе определяли содержания общего белка в составе балк-продукта, 

используемый для приготовления вакцины QazVac против COVID-19.  

 

 
Рисунок 2. Результаты определения общего белка в балк-продуктах 

 

Из рисунка 2 видно, что определение максимального содержания общего белка 

51,11±0,00005 мкл/мл выявлено классическим методом Лоури, тогда как самый минимальный 

показатель содержания общего белка 38,39±0,000059 показывает метод с использованием 

коммерческого набора BSA Gold Protein. Средние значения содержания общего белка показали 

результаты, полученные методом Брэдфорда и определение общего белка коммерческим 

набором Клини Тест-БЛ.  
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Обсуждение 

Определение общего белка является одним из основных показателей качества и 

безопасности применяемых вакцин. 

В данной работе для определения общего белка были использованы четыре основных 

метода спектрофотометрического анализа для быстрого определения концентрации общего 

белка, были протестированы на АФС и балк-продукте, и далее методы были сравнены между 

ними.  

Какой бы метод ни применялся, результаты во многом зависят от того, насколько точно 

стандартный белок соответствует измеряемому белку. Тем не менее, бычий сывороточный 

альбумин (BSA Gold Protein) является наиболее часто используемым стандартным белком. 

При определении количества белка в растворе использовали две калориметрических методов 

по Лоури, в котором осуществлена реакция белка с ионами Cu2+ в присутствии фосфорно-

молибденовой кислоты (реактив Фолина) [26], и окраски белка красителем Coomassie G-250, 

предложенный Мерионом Бредфордом [27], также метод BSA Gold Protein.  

Полученные результаты работы показывают, что использование набора КлинТест-БЛ 

для использования в контроле качества отличается быстротой процесса определения, однако 

по выходу белка незначительно уступает классическому методу Лоури. 

Метод BSA Gold Protein показал наименьшее содержание общего белков в исследуемых 

АФС (400,1±0,000051 мкл/мл) и балк-продукте (38,39±0,000051 мкл/мл), что вероятно, было 

связано с сравнительно низкой чувствительностью этого метода. Использование реагента 

Фолина-Чокалтеу для определения восстановленной меди делает анализ Лоури на несколько 

раз более чувствительным. Наши результаты показывают высокую концентрацию белков с 

использованием метода Лоури (616,67±0,00005 мкл/мл для АФС и 51,11±0,00005 мкл/мл для 

балк-продукта, аналогичные результаты были получены также и у других исследователей [28-

29]. 

Тем не менее метод Бредфорд является доминирующим, поскольку менее «капризен». 

Но у него есть минусы, один из которых заключается в том, что краситель Кумасси G-250 

связывается только с теми белками, которые имеют в своем составе аргинин и в гораздо 

меньшей степени лизин, триптофан, тирозин, фенилаланин и гистидин [30], что требует для 

анализа использование материалов с высокой концентрацией белков [31]. 

Также, предложено ввести стадию отделения от гидроксида алюминия для гармонизации 

в случае вакцин, содержащих алюминий, для получения точных и воспроизводимых 

результатов. Модификация метода, в том числе такие, как обработка ДОХ, осаждение ТХУ 

или термообработка были исследованы для удаления мешающих веществ [32]. Эти 

модификации включены в метод, называемый «традиционным методом Лоури. Усиляет метод 

тем, что осаждаются все белки, и таким образом эти методы не эффективны для устранения 

влияния гидроксида алюминия (Al(OH)3). 

Из четырех анализов имеют различные сильные и слабые стороны с точки зрения 

интерференции веществ и размера белка, однако определения содержания белка методом 

Лоури дал самые высокие значения, за ним следуют методы Брэдфорда и BSA Gold Protein, 

также было выявлено, что метод Лоури является наиболее подходящим методом для вакцины 

«QazCovid-in®», поскольку на него не влияет характер выборки материала.  

 

Заключение 
Результаты исследования, по сравнительной оценке четырех методов определения 

концентрации общего белка продемонстрировали эффективность классического метода Лоури 

и определение с помощью коммерческого набора Клини Тест-БЛ. Полученные данные 

позволяют рекомендовать использование набора Клини Тест-БЛ для использования при 

контроле качества общего белка, так как данный набор отличается легкостью и быстротой 

метода определения, которая по чувствительности и выходам общего белка не уступает 

классическому методу Лоури.  
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Аннотация. Жасалып жатқан жаңа вакциналарға қойылатын негізгі талаптардың бірі 

олардың қолдану қауіпсіздігі, соның ішінде вакциналардың сапасы мен қауіпсіздігінің негізгі 

көрсеткіштерінің бірі болып табылатын жалпы ақуыз мөлшері болып табылады. Бұл мақалада 

белсенді фармацевтикалық субстанция (БФС) құрамындағы жалпы ақуызды және "QazCovid-

in ® " вакцинасының балк-өнімін анықтау әдістерін салыстырмалы талдау бойынша 

жұмыстардың нәтижелері келтірілген.Анықтау жалпы ақуыз концентрациясы Лоури, 

Бредфорд әдістерін, коммерциялық Clini Test-bl жиынтықтарын және BSA Gold Protein 

салыстыру арқылы жүргізілді. Классикалық Лоури әдісімен және Clinitest-BL коммерциялық 

жиынтығымен АФС құрамындағы жалпы ақуызды анықтау нәтижесінде орташа есеппен 

616,67 және 589 мкл/мл, ал balk өнімінде сәйкесінше 51,11 және 47,38 мкл/мл ең жоғары 

көрсеткіштер алынды. Жалпы ақуыздың ең аз мөлшері 38,39±0,000059 BSA Gold Protein 

коммерциялық жиынтығын қолдану әдісін көрсетеді. Жалпы ақуыздың орташа мәндері 

Брэдфорд әдісімен алынған нәтижелерді және коммерциялық Clini Test-bl жиынтығымен 

жалпы ақуызды анықтауды көрсетті. Нәтижелер сапаны бақылауда пайдалану үшін сынау 

сынағы жинағын пайдалануды ұсынуға мүмкіндік береді, өйткені бұл жинақ классикалық 

Лоури әдісінен кем түспейтін анықтау әдісінің жеңілдігі мен жылдамдығымен ерекшеленеді. 

Qazvac COVID-19 вакцинасын жасау үшін қолданылатын balk өніміндегі жалпы ақуыздың 

құрамын анықтау кезінде классикалық Лоури әдісі жоғары сезімталдықпен ең жақсы нәтиже 

көрсетті. 

Түйін сөздер: концентрация; жалпы ақуыз; спектрофотометрия; Лоури әдісі; Бредфорд 

әдісі; АФС және сәуле өнімі. 
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Abstract. One of the main requirements for the new vaccines being created is their safety in 

use, including the total protein content, which are one of the main indicators of the quality and safety 

of vaccines. This article presents the results of work on the comparative analysis of methods for 

determining the total protein in the active pharmaceutical substance (AFS) and also the bulk product 

of the vaccine "QazCovid-in ® .Determination of the total protein concentration was carried out by 
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comparing the methods of Lowry, Bradford, commercial sets of Clini Test-BL and BSA Gold Protein. 

As a result of the determination of the total protein in the composition of the AFS by the classical 

Lowry method and the commercial CliniTest-BL kit, the highest values were obtained on average 

616.67 and 589 µl/ml, and in the bulk product 51.11 and 47.38 µl/ml, respectively. The most minimal 

indicator of the total protein content of 38.39±0.000059 is shown by the method using the commercial 

BSA Gold Protein kit. The average values of total protein content showed the results obtained by the 

Bradford method and the determination of total protein by a commercial set of Clini Test-BL. The 

data obtained allow us to recommend the use of a set of Clini Test-BL for use in quality control, since 

this set is characterized by the ease and speed of the determination method, which is not inferior to 

the classical Lowry method. When determining the total protein content in the bulk product used to 

prepare the QazVac vaccine against COVID-19, the classical Lowry method showed the best result 

with a high degree of sensitivity. 

Keywords: concentration; total protein; spectrophotometry; Lowry method; Bradford method; 

AFS and bulk product. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


