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Разработан и опробован способ оценки изменений структурных характеристик белка бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА) в водном растворе в результате воздействия ионизирующего излу-
чения. Способ состоит в идентификации уникальных пептидов доменных структур белка, а также 
установлении модификаций аминокислотной последовательности с использованием жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения. Раствор БСА облучали рентгеновским излу-
чением с напряжением на трубке 80 кВ и средним значением тока 1 мА, мощность дозы составля-
ла 2 Гр/с. Поглощенную дозу в объеме образца оценивали ферросульфатным методом дозиметрии. 
Водный раствора БСА облучали в дозах 0.1, 0.5, 1, 2, 4 и 8 кГр, после чего количественно оценивали 
содержание белковых молекул в растворе и анализировали структурную целостность нативной фор-
мы белка, а также устанавливали модификации аминокислот в последовательности БСА в результа-
те действия излучения. Для более углубленного анализа проводили восстановление дисульфидных 
связей цистеин-цистеин БСА с последующим алкилированием образующихся тиольных остатков 
амидом бромуксусной кислоты. Ферментативный гидролиз БСА проводили с добавлением раство-
ра трипсина. Полученные образцы анализировали методом жидкостной хромато-масс-спектро-
метрии высокого разрешения с  тандемным масс-спектрометрическим детектированием высоко-
го разрешения. Далее оценивали изменение количества неповрежденных молекул белка методом 
определения уникальных пептидов, соответствующих каждому из трех доменов, из которых состоит 
аминокислотная последовательность БСА. С  учетом оптимизации условий детектирования трех 
доменов как маркеров активной формы БСА рассчитывали предел обнаружения каждого пептида. 
Разработанный подход позволил установить изменение естественной конформации белка бычьего 
сывороточного альбумина (его денатурацию) в водных пробах в результате воздействия ионизиру-
ющего излучения в дозах 4–8 кГр при средней мощности 2 Гр/с.

Ключевые слова: масс-спектрометрия высокого разрешения, высокоэффективная жидкостная 
хроматография, рентгеновское излучение, радиационная обработка, бычий сывороточный аль-
бумин, пептиды БСА, восстановление и алкилирование дисульфидных связей белков.
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Радиационные технологии с успехом приме-
няются в  различных сферах промышленности, 
в  том числе в  народном хозяйстве и  медицине. 
Способность ионизирующего излучения при 
воздействии на  биологические объекты изме-
нять структуру, функции клеток, подавлять их 
деление привела к  использованию радиацион-
ного воздействия для стерилизации, обработки 
продуктов питания c целью увеличения сроков 
хранения и  обеспечения безопасности и  каче-
ства продуктов, применения в  генной инжене-
рии, лучевой терапии для лечения онкологиче-
ских заболеваниях [1–5].

Воздействию ионизирующего излучения 
подвержены все клетки тканей. Разрывы связей 
между атомами в  белковых молекулах, липидах, 
углеводах и других соединениях могут приводить 
к серьезным нарушениям в тканях, образованию 
новых продуктов [3, 4, 6]. Так, при радиационной 
обработке продуктов животного происхождения 
нарушения белковых молекул могут привести 
к изменению химического состава продукта, по-
тере питательной ценности, изменению химиче-
ского состава продукта, потере органолептиче-
ских свойств [5, 6]. Белки составляют около 74 % 
органических молекул клеток биологических тка-
ней и состоят из цепочки аминокислот, соединен-
ных пептидными связями, образующими три-че-
тыре структурных уровня. Первичная структура 
является последовательностью аминокислотных 
остатков в  полипептидной цепи, которая опре-
деляет генетическую информацию. Нарушение 
последовательности может привести к  потере 
свойств и  функций белка. Вторичная структура 
строится за  счет водородных связей, включает 
α-спирали и  β-слои, обеспечивает сохранение 
стабильности белка. Третичная структура обра-
зуется на основе вторичной структуры, включает 
в себя гидрофобные взаимодействия, дисульфид-
ные связи и ионные взаимодействия, определяет 
конфигурацию белка в пространстве, что важно 
для специфических функций. К примеру, многие 
белки являются ферментами, взаимодействую-
щими с другими молекулами [5–9].

При исследовании воздействия ионизирую-
щего соединения на белковые молекулы в про-
дуктах животного и  растительного происхож-
дения обычно применяют дозы до  20–25  кГр 
[7, 10–16]. Такого воздействия достаточно для 
достижения поставленных целей, например для 
подавления роста микроорганизмов при ради-
ационной обработке, однако аминокислотный 
состав белков значительных изменений не пре-
терпевает [7, 11–16]. При облучении ускоренны-
ми электронами с энергией 10 МэВ мяса говяди-
ны в дозах 10 и 12 кГр белок трансформируется, 
но не разрушается [7]. Состав аминокислот оста-
ется стабильным в  течение 10 дней, при этом 
дозы до  10 кГр сохраняют сбалансированность 

аминокислот лучше, чем дозы 12 кГр. Количе-
ство аминокислот уменьшается не  более чем 
на 5 % [7]. Наблюдается образование большого 
количества радикалов при облучении мяса яка 
в  дозах 7 и  9 кГр, но  количество аминокислот 
при дозе 9 кГр уменьшается лишь на  3 % [13]. 
Структурные изменения вторичной и третичной 
структуры белка бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА), агрегация полипептидной цепи без 
процесса фрагментации происходят при облуче-
нии в дозе 5 кГр [14], а изменение конформации 
альбумина яичного белка  – при его облучении 
в дозах до 25 кГр, но первичная структура моле-
кул в обоих случаях остается неизменной [15].

Для характеристики аминокислотной по-
следовательности белков в  настоящее время ис-
пользуют несколько подходов – topdown, bottom 
up, middle down и  др. Они в  первую очередь от-
личаются друг от друга молекулярными массами 
анализируемых молекул. Использование подхода 
topdown при определении структурных характе-
ристик БСА затруднено его высокой молекуляр-
ной массой и низкой чувствительностью обнару-
жения таких высокомолекулярных соединений. 
Использование способа bottom up, когда уста-
новление аминокислотной последовательности 
происходит путем анализа продуктов фермента-
тивного гидролиза БСА, предпочтительней, по-
скольку позволяет добиться высокой точности 
и чувствительности, а также более эффективного 
разделения низкомолекулярных компонентов.

Трипсин является наиболее часто использу-
емой эндопротеазой для протеомного анализа. 
В основном применяют трипсины “протеомно-
го класса”, в которых лизины метилированы для 
защиты от автолитического гидролиза. Функци-
онально трипсин является сериновой специфи-
ческой протеазой (расщепляет C-конец остатков 
аминокислот K и  R) и  сохраняет свою актив-
ность в выбранном диапазоне pH [17, 18]. Меха-
низм переваривания трипсином хорошо изучен, 
и  он обладает высокой активностью и  специ-
фичностью [19]. Безусловно, использование 
трипсина имеет ряд ограничений и  недостат-
ков – это в первую очередь не 100 %-ное покры-
тие аминокислотной последовательности при 
исследовании продуктов гидролиза белков. Тем 
не  менее его использование позволяет добить-
ся значений покрытия 90–95 %, что приемлемо 
для целей нашего исследования. Использование 
других ферментов необходимо в первую очередь 
для увеличения покрытия аминокислотной по-
следовательности определяемого белка [20].

В работе [21] описан способ определения 
структурной целостности нативной формы БСА 
в  водном растворе с  использованием фермен-
тативного гидролиза трипсином после облуче-
ния ускоренными электронами, при этом в ходе 
процедуры пробоподготовки дисульфидные 
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связи цистеин-цистеин БСА не  подвергались 
восстановлению, что создавало стерические за-
труднения при проведении ферментативного 
гидролиза и существенно уменьшало возможно-
сти данного подхода при изучении структурных 
изменений белка под воздействием ионизирую-
щего излучения. Тем не  менее авторам удалось 
данным способом установить влияние ускорен-
ных электронов на структурные характеристики 
БСА. Предел обнаружения составил 0.5 мкг/мл.

Несмотря на значительный потенциал имею-
щихся методов [22], необходимы дальнейшие ис-
следования влияния излучения на  структурные 
характеристики высокомолекулярных соедине-
ний, особенно модификации аминокислот бел-
ков, подвергшихся радиационному воздействию.

Цель данной работы состояла в  разработке 
высокочувствительного способа определения 
структурных характеристик белков на  приме-
ре БСА для изучения влияния радиационного 
воздействия на его структурные характеристики 
в  водном растворе с  использованием жидкост-
ной хромато-масс-спектрометрии высокого раз-
решения (ВЭЖХ-МС/МС).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выполняли модельный эксперимент 
по  установлению присутствия белка бычьего 
сывороточного альбумина в  активной (натив-
ной) форме в  водном растворе, облученном 
рентгеновским излучением, а  также количе-
ственно оценивали его содержание в контроль-
ных и  облученных образцах с  использованием 
метода ВЭЖХ–МС/МС.

Объект исследования  – белок бычий сыво-
роточный альбумин (BSA фракция V, BioClot 
Gmbh, Германия), который разводили в физио-
логическом 0.9 %-ном растворе NaCl (35 мг/мл). 
Рабочие буферные и  другие растворы, необхо-
димые для анализа структурной целостности 
белка, готовили растворением точных навесок 
в соответствующих растворителях в день прове-
дения эксперимента.

Белок БСА является удобной распростра-
ненной моделью в  биомедицинских и  биохи-
мических исследованиях. Он составляет 60 % 
белков плазмы крови, содержит восемь неза-
менимых аминокислот, играет главную роль 
в  транспортировке жирных кислот, гормонов, 
некоторых витаминов и  выполняет широкий 
ряд функций [14, 23]. БСА хорошо взаимодей-
ствует с другими биомолекулами, что позволяет 
использовать его в  качестве основы для созда-
ния различных биохимических систем и анали-
зов; он часто используется в иммунодиагности-
ческих процедурах [24] и  клинической химии 
[25], входит в состав питательных сред для выра-
щивания клеточных культур [26], присутствует 

в  пищевых продуктах, содержащих коровье 
молоко или мясо. Структурные характеристи-
ки БСА подробно изучены, он  легкодоступен 
и является ценным объектом для исследований, 
результаты которых можно адаптировать для из-
учения других белков и биомолекул.

Воздействие ионизирующим излучением и кон-
троль дозы облучения. Для проведения облучения 
образцы раствора БСА в концентрации 35 мг/мл 
объемом 0.5 мл помещали в  стерильные пла-
стиковые микроцентрифужные пробирки объ-
емом 2 мл (АО “РЗП”, Россия). Для обеспече-
ния равномерности облучения высота раствора 
не превышала 2 мм, после чего помещали по три 
пробирки на расстояние 11 см от бериллиевого 
окна рентгеновской трубки RAD-100 с молибде-
новым анодом. Облучение проводили на рентге-
новском аппарате 1BPV23-100 ФГБУ ГНЦ “Фе-
деральный медицинский биофизический центр 
им. А.И. Бурназяна” ФМБА России.

Во время облучения регистрировали время 
облучения, ток трубки, среднее значение кото-
рого устанавливали 1 мА, и напряжение – 80 кВ. 
Допустимая погрешность составляла не  более 
0.1 %. Воздействие проводили при 20оС.

Дозу D, поглощенную образцами, и  мощ-
ность дозы во  время проведения эксперимента 
оценивали с  использованием ферросульфатно-
го дозиметра Фрикке. Раствор FeSO4 в  объеме, 
соответствующем объему с образцами БСА, по-
мещали в микроцентрифужные пробирки и об-
лучали при тех же параметрах, что и  опытные 
образцы. Дозиметрический раствор и  образцы 
с раствором БСА близки по плотности к воде.

По изменению оптической плотности 
при 304 нм после облучения раствора Фрик-
ке вследствие окисления ионов Fe2+ до  ионов 
Fe3+ оценивали дозу, поглощенную образца-
ми, и  мощность дозы. Оптическую плотность 
измеряли на  спектрофотометре УФ-3000 (ТМ 
ЭКОВЬЮ, Россия) [27]. Дозы облучения соот-
ветствовали значениям 0.1, 0.5, 1, 2, 4 и 8 кГр, 
при этом мощность дозы составляла 2 Гр/с 
с погрешностью не более 3 %.

Методика анализа. Для анализа структурной 
целостности нативной формы белка и  оценки 
его содержания использовали муравьиную кис-
лоту (95 %, Sigma-Aldrich, США, кат. № F0507), 
ацетонитрил (Panreac, Испания), высокомо-
лекулярные фильтры (10 кДа, Amicon, Россия, 
кат. № Z677108), высокомолекулярные фильтры 
(30 кДа, Amicon, Россия, кат. №  UFC503024), 
хлорид натрия (99 %, Sigma-Aldrich, США, кат. 
№ S9888), бикарбонат аммония (99 %, Sigma-Al-
drich, США, кат. № A6141), дитиотриэтол (98 %, 
Merck, Германия, кат. №  D0632), 2-бромацета-
мид (98 %, Sigma-Aldrich, США, кат. № 301272), 
иодуксусную кислоту (98 %, Sigma-Aldrich, 
США, кат. №  I4386), набор для проведения 
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ферментативного гидролиза с  использовани-
ем трипсина SMART Digest Trypsin Kits (Ther-
mo Fisher Scientific, США, кат. №  60109-101), 
деионизованную воду после очистки системой 
Milli-Q (Millipore, США), стандартный образец 
БСА, фракция V (Bioclot Gmbh, Германия, пар-
тия № 61171334).

Идентификацию пептидов и  количествен-
ный анализ проводили с  использованием ана-
литической станции, состоящей из  жидкост-
ного хроматографа Dionex Ultimate 3000 RSLC 
(Германия), оборудованного системой автома-
тического ввода пробы, с  масс-селективным 
тандемным анализатором высокого разрешения 
Thermo Scientific Orbitrap Fusion Lumos (США) 
c источником ионов и ионизацией электрорас-
пылением. Специфические пептиды БСА выде-
ляли на колонке 100 мм × 2.1 мм Zorbax 300 SB – 
C18 с диаметром зерна сорбента 3.5 мкм (Agilent, 
США). Экспериментальные данные регистри-
ровали и  обрабатывали с  помощью программ-
ных пакетов Xcalibur (ThermoScientific, США). 
Использовали системы для центрифугирования 
MPW-352R (MPW Med. Instruments, Польша) 
и  термостатирования MAXQ 4450 (Thermo Sci-
entific, США) для проведения алкилирования 
и  восстановления дисульфидных связей БСА, 
а также ферментативного гидролиза.

Методика обнаружения специфических пепти-
дов бычьего сывороточного альбумина. Подготов-
ка водных растворов. Ферментативный гидролиз 
проводили согласно ранее опубликованной ме-
тодике [21] с добавлением стадии восстановления 
и алкилирования дисульфидных связей молеку-
лы БСА. Для этого к 50 мкл водного раствора, 
содержащего 0.9 % NaCl, добавляли 150 мкл 1 М 
раствора NH4HCO3 и  помещали в  центрифуж-
ный фильтр Amicon 0.5 мл с отсечкой по массам 
30 кДа (фильтр предварительно дважды промы-
вали в течение 15 мин с использованием 500 мкл 
деионизованной воды при частоте оборотов 
10  000 об/мин), далее раствор центрифугиро-
вали в  течение 15 мин при 14  000 об/мин. Да-
лее к  концентрату белка на  фильтре добавляли 
150 мкл буферного раствора из набора для трип-
синолиза SMART Digest Trypsin Kits (Thermo 
Fisher Scientific, США) и  5  мкл раствора трип-
сина в концентрации 1 мг/мл из того же набора 
для проведения денатурации и ферментативно-
го гидролиза БСА, далее фильтр закрывали гер-
метичной пленкой и инкубировали в термостате 
при 70°С в течение 30 мин. К полученной смеси 
на фильтре добавляли 2 М раствор дитиотреитола 
для восстановления дисульфидных связей и ин-
кубировали в  течение 40 мин при 55°С. После 
этого проводили алкилирование образовавших-
ся тиольных остатков цистеинов двумя разными 
реагентами  – 2-бромоацетамидом (добавляли 
21 мг) и иодуксусной кислотой (добавляли 28 мг) 

при 40°С в течение 30 мин. Далее образовавшу-
юся смесь пептидов на фильтре центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 14 000 об/мин, филь-
трат собирали. После этого на фильтр добавляли 
100  мкл смеси ацетонитрил–вода–муравьиная 
кислота (20 : 79.9–0.1, по  объему) и  повторяли 
процедуру центрифугирования. Фильтраты объ-
единяли и высушивали досуха при 50°С. Сухой 
остаток вновь растворяли в 100 мкл смеси ацето-
нитрил–вода–муравьиная кислота (20 : 79.9 : 0.1, 
по объему). Полученную пробу помещали в ми-
крофлакон для последующего анализа методом 
ВЭЖХ–МС/МС.

Хромато-масс-спектрометрический анализ. 
Использовали источник ионов с  ионизацией 
электрораспылением в режиме регистрации вы-
бранных ионных реакций положительных ио-
нов. Величина разрешения масс-анализатора 
составляла не менее 60 000 отн. ед., погрешность 
при определении величины m/z не  превышала 
3 млн–1. Температура переходного капилляра 
составляла 300°С, напряжение на  распыля-
ющем капилляре  – 3500 В, давление газа для 
распыления подвижной фазы в  источнике ио-
нов – 420 кПa.

Компоненты исследуемых образцов раз-
деляли в  режиме градиентного элюирования. 
Расход подвижной фазы 0.30 мл/мин, темпе-
ратура термостата колонки 40oC. Подвижная 
фаза А  –  0.1 об.  % НСООН в  воде, подвижная 
фаза Б – ацетонитрил. Программа градиентно-
го элюирования: 0–3 мин: 95 % А; 3–35 мин: 
5–40 % Б; 35–40 мин: 40–80 % Б; 40–44 мин: 
80 % Б; 44– 50 мин: 95 % A. Объем вводимой 
пробы составлял 10 мкл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Масс-спектрометрическое детектирование 
и  выбор оптимального способа пробоподготовки. 
На первом этапе работы исследовали образую-
щиеся пептиды и  выбирали специфические для 
БСА пептиды. Для этого отбирали 50  мкл рас-
твора БСА (35 мг/мл) и проводили денатурацию 
и  ферментативный гидролиз БСА, используя 
фильтры с отсечкой по массам 30 кДа. Получен-
ную смесь пептидов обрабатывали дитиотреи-
толом для восстановления дисульфидных свя-
зей цистеин-цистеин. Образующиеся тиольные 
остатки алкилировали с использованием двух ре-
агентов – 2-бромоацетамида и иодуксусной кис-
лоты. В первом случае в масс-спектре наблюдали 
карбамидометильные производные цистеиновых 
остатков БСА, во  втором случае  – карбоксиме-
тильные производные цистеиновых остатков. 
Для поиска и выбора специфических аминокис-
лотных последовательностей использовали базы 
данных строения БСА Swissprot database (в базе 
БСА соответствует номер P02769 [28]).
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Таким образом, на  данном этапе осущест-
вляли поиск уникальных пептидов БСА с  ис-
пользованием двух реагентов для алкили-
рования, а  также измеряли аналитический 
сигнал каждого идентифицированнгого пепти-
да (в виде площади хроматографического пика 
пептида) 

В ходе исследования продуктов фермента-
тивного гидролиза БСА удалось идентифициро-
вать 62 уникальных пептида при использовании 
2-бромоацетамида в  качестве алкилирующего 
агента и 29 уникальных пептидов при модифи-
кации восстановленных остатков цистеина ио-
дуксусной кислотой, характеристики которых 
представлены в табл. 1 и 2 соответственно. В та-
блицах указаны положения идентифицирован-
ных пептидов в структуре БСА, а именно доме-
ны, к которым они относятся. Согласно данным 
[29], пространственная структура молекулы 
сывороточного альбумина имеет форму серд-
ца и состоит из трех гомологичных спиральных 
доменов (I, II, III). Каждый домен содержит два 
поддомена (A и B), которые имеют общие струк-
турные мотивы.

Как видно из  представленных данных, ис-
пользование 2-бромоацетамида в качестве алки-
лирующего агента при определении БСА приво-
дит к образованию большего числа уникальных 
пептидов в  сравнении с  применением иодук-
сусной кислоты, при этом интенсивность ана-
литического сигнала молекулярных ионов этих 
пептидов также на порядок выше. Это связано, 
по-видимому, с  большей реакционной способ-
ностью 2-бромоацетамида при взаимодействии 
с тиольными остатками цистеина после восста-
новления дисульфидных связей БСА, поэтому 
в дальнейшем в качестве оптимального реагента 
для проведения алкилирования в  ходе пробо-
подготовки БСА к анализу использовали 2-бро-
моацетамид.

Для изучения влияния излучения на струк-
турные характеристики необходимо оценить 
содержание нативного белка БСА. Для этого 
следует убедиться в том, что белок присутству-
ет в  активной форме в  растворе. Аминокис-
лотная последовательность БСА содержит 607 
аминокислот и  состоит из  трех доменов [29], 
поэтому для идентификации выбрали такие три 
уникальных пептида (LVNELTEFAK (T66-75), 
HLVDEPQNLIK (T402-412) и  QTALVELLK 
(T549-557)), которые присутствуют в  одном 
из  трех доменов БСА и  имеют наибольшую 
площадь хроматографического пика при его де-
тектировании (табл. 1). Так, пептид LVNELTE-
FAK находится в положении 66–75 (IА домен), 
пептид HLVDEPQNLIK  – в  положении 402–
412 (IIВ–IIIА домен) и  QTALVELLK  – в  поло-
жении 549–557 (IIIВ домен). Присутствие этих 
трех маркеров БСА в  пробе после процедуры 

трипсинолиза указывает на  то, что образец 
БСА находится в активной форме.

Следующим этапом работы являлась опти-
мизация условий детектирования выбранных 
трех маркеров БСА. Использовали электрорас-
пылительную ионизацию в режиме регистрации 
положительных ионов, поскольку образующие-
ся в результате ферментативного гидролиза БСА 
пептиды в  своем составе имеют аминогруппы, 
отвечающие за  образование протонированных 
положительно заряженных молекул в  ходе ио-
низации. Условия масс-спектрометрическо-
го детектирования оптимизировали в  режиме 
прямого ввода исходного раствора БСА после 
стадии ферментативного гидролиза трипсином 
непосредственно в источник ионов, минуя хро-
матографическую колонку. Изучили влияние 
напряжения источника ионизации в  диапазоне 
от 2500 до 4500 В на величину сигнала протони-
рованных молекулярных ионов специфических 
пептидов БСА. При этом использовали параме-
тры работы масс-спектрометрического детек-
тора, рекомендуемые производителем и  про-
писанные в  файле автоматической настройки 
системы  – автотюнинга. Установили, что при 
увеличении напряжения источника ионизации 
с 3500 до 4500 В интенсивность сигналов увели-
чивается на 20–30 %, однако при этом величина 
шума возрастает на 50 %, поэтому в качестве оп-
тимального напряжения источника ионизации 
выбрали значение 3500 В.

Далее выбирали оптимальные пары ионных 
реакций при определении исследуемых марке-
ров БСА. На рис. 1 представлены масс-спектры 
фрагментации протонированных молекуляр-
ных ионов выбранных пептидов БСА, полу-
ченные в режиме высокого разрешения. Видно, 
что в  масс-спектрах имеется большое количе-
ство фрагментных ионов, что характерно для 
фрагментации многозарядных пептидов (все 
исследуемые пептиды в ходе ионизации образу-
ют многозарядные ионы). Для подтверждения 
присутствия маркеров БСА применяли две вы-
бранные ионные реакции для каждого пепти-
да, используя ионы-фрагменты с  максималь-
ной интенсивностью сигнала в  масс-спектре 
фрагментации. После выбора характерных пар 
фрагментных ионов исследовали влияние энер-
гии фрагментации на величину аналитического 
сигнала этих ионов. Установили, что интенсив-
ность сигналов выбранных ионных реакций 
при исследовании пептидов БСА после трип-
синолиза максимальна при энергии фрагмен-
тации 28 В. Характеристики ионных реакций, 
выбранных для подтверждения присутствия 
трех уникальных пептидов БСА, представлены 
в табл. 3. Время сканирования при детектиро-
вании каждой выбранной ионной реакции со-
ставило 54 мс.



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 80	 № 3	 2025

298	 БРАУН и др.

Таблица 1. Характеристики уникальных пептидов бычьего сывороточного альбумина, присутствующие 
в модельном водном растворе после трипсинолиза с использованием в качестве алкилирующего реагента 
2-бромоацетамида* (величина стандартного отклонения при измерении площади пика не более 20 %, n = 3)

Аминокислотная последовательность Домен Заряд 
иона

Значение m/z 
иона-предше-
ственника, Да

Время  
удерживания,  

мин

Площадь 
пика, 

S × 10–8

DTHKSEIAHR IA 3 398.53909 1.02 3.7

TcVADESHAGcEK IA 2 732.29803 2.09 1.9

TPVSEKVTK IIIA 2 494.78870 2.70 42

DTHKSEIAHRFK IA 4 367.94662 3.71 100

LRcASIQK IB–IIA 3 325.85150 3.92 12

SHcIAEVEK IIA 2 536.75867 6.04 20

EccDKPLLEK IIA 3 431.20593 8.43 1.5

DLGEEHFK IA 2 487.73254 8.77 4.4

YIcDNQDTISSK IIA 2 722.32422 8.95 23

LKEccDKPLLEK IIA 2 766.89355 9.62 3.2

VHKEccHGDLLEcADDR IIA 2 1057.44360 10.06 0.26

FKDLGEEHFK IA 3 417.21249 11.02 41

AEFVEVTK IIA 2 461.74796 11.12 210

LcVLHEKTPVSEK IIIA 2 770.41278 11.42 1.0

YIcDNQDTISSKLK IIA 2 842.91620 12.49 0.53

LcVLHEKTPVSEKVTK IIIA 2 934.51831 11.79 0.49

EAcFAVEGPK IIIB 2 554.26031 11.89 2.7

YNGVFQEccQAEDK IB 2 874.35724 11.99 0.52

ccAADDKEAcFAVEGPK IIIB 3 643.27094 12.39 4.8

LAKEYEATLEEccAK IIB 3 605.61377 12.43 0.37

VHKEccHGDLLEcADDRADLAK IIA 2 1306.58142 12.75 0.15

QEPERNEcFLSHKDDSPDLPK IA 3 847.72919 12.86 0.85

NEcFLSHKDDSPDLPK IA 2 951.43817 13.22 0.79

EccHGDLLEcADDRADLAK IIA 3 749.98840 14.03 0.26

HLVDEPQNLIK IIB–IIIA 2 653.36328 14.38 110

LKHLVDEPQNLIK IIB–IIIA 3 516.30347 14.54 4.9

LKPDPNTLcDEFKADEK IA 2 1010.48865 15.49 6.8

LKPDPNTLcDEFKADEKK IA 2 1074.53479 14.80 0.44

LVVSTQTALA IIIB 2 501.79605 15.06 89

LKPDPNTLcDEFK IA 2 788.88977 15.52 1.6

ADLAKYIcDNQDTISSK IIA 2 971.46295 15.69 0.30
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Аминокислотная последовательность Домен Заряд 
иона

Значение m/z 
иона-предше-
ственника, Да

Время  
удерживания,  

мин

Площадь 
пика, 

S × 10–8

LKHLVDEPQNLIKQNcDQFEK IIB–IIIA 4 649.83679 15.78 1.5

HLVDEPQNLIKQNcDQFEK IIB–IIIA 2 1178.07336 15.92 2.1

RHPEYAVSVLLR IIB 3 480.60941 16.70 210

RPcFSALTPDETYVPK IIIA 2 940.96490 17.06 9.4

KQTALVELLK IIIB 2 571.86200 17.50 140

LVNELTEFAK IA 2 582.32019 17.57 180

SLHTLFGDELcK IA 2 710.34882 18.10 13

HPEYAVSVLLR IIB 2 642.35986 18.23 7.0

LFTFHADIcTLPDTEKQIKK IIIB 3 802.42090 19.14 0.43

QTALVELLK IIIB 2 507.81442 19.75 160

LFTFHADIcTLPDTEKQIK IIIB 2 1139.08496 20.26 0.28

LFTFHADIcTLPDTEK IIIB 2 954.46509 20.52 8.7

DAIPENLPPLTADFAEDKDVcKNYQEAK IIB 3 1064.51123 20.74 5.9

DAIPENLPPLTADFAEDKDVcK IIB 2 1229.59668 21.36 0.95

RHPYFYAPELLYYANK IB 2 1023.02032 21.58 5.7

SHcIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDK IIA 3 1003.82428 22.11 0.34

DAIPENLPPLTADFAEDK IIB 2 978.48376 22.19 8.2

AFDEKLFTFHADIcTLPDTEK IIIB 2 1249.60571 22.27 0.18

QNcDQFEKLGEYGFQNALIVR IIB–IIIA 3 843.74603 22.87 1.0

HPYFYAPELLYYANK IB 2 944.96838 23.05 2.0

MPcTEDYLSLILNR IIIA 2 862.92102 25.83 1.1

RHPYFYAPELLYYANKYNGVFQEccQAEDK IB 3 1258.57361 24.14 0.095

NYQEAKDAFLGSFLYEYSR IIB 2 1151.04285 24.53 0.30

HLVDEPQNLIKQNcDQFEKLGEYGFQNAL
IVR IIB–IIIA 3 1272.64185 24.82 0.14

DAFLGSFLYEYSR IIB 2 784.37744 25.10 43

AEFVEVTKLVTDLTK IIA 2 846.97058 25.38 0.075

DDPHAcYSTVFDKLKHLVDEPQNLIK IIB–IIIA 4 771.38910 25.71 0.23

DAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLR IIB 4 747.88965 27.39 0.18

FKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQcPFDEHVK IA 3 1241.62695 28.21 0.036

DLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQcPFDEHVK IA 4 862.68195 29.34 0.012

GLVLIAFSQYLQQcPFDEHVKLVNELTEFAK IA 4 909.97833 31.60 0.050

*Каждый остаток цистеина в полученных пептидах присутствует в форме карбамидометильного производного.

Таблица 1. Окончание
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Таблица 2. Характеристики уникальных пептидов бычьего сывороточного альбумина, присутствующие 
в модельном водном растворе после трипсинолиза с использованием в качестве алкилирующего реагента 
иодуксусной кислоты (величина стандартного отклонения при измерении площади пика не более 20 %, n = 3)

Аминокислотная последовательность Домен Заряд 
иона

Значение m/z 
иона-предше-
ственника, Да

Время  
удерживания, 

мин

Площадь 
пика,

S × 10–7

TcVADESHAGcEK IA 2 733.28088 4.03 0.50

FKDLGEEHFK IA 3 417.21048 14.70 280

LcVLHEKTPVSEK IIIA 2 770.90448 12.35 0.94

LcVLHEKTPVSEKVTK IIIA 2 935.01141 12.51 0.39

YIcDNQDTISSKLK IIA 2 843.40698 13.22 0.45

QEPERNEcFLSHKDDSPDLPK IA 3 848.05682 13.45 1.1

NEcFLSHKDDSPDLPK IA 3 634.95569 13.93 5.7

HLVDEPQNLIK IIB–IIIA 2 653.36340 14.43 580

LKHLVDEPQNLIK IIB–IIIA 2 773.95227 14.53 5.5

LKPDPNTLcDEFKADEK IA 2 1010.98206 16.52 7

HLVDEPQNLIKQNcDQFEK IIB–IIIA 3 786.04584 16.69 14

RHPEYAVSVLLR IIB 3 480.60928 16.70 1500

VPQVSTPTLVEVSR IIIA 2 756.42688 17.10 48

LVNELTEFAK IA 2 582.31989 25.16 1100

KQTALVELLK IIIB 2 571.86157 17.51 880

DDPHAcYSTVFDKLK IIB–IIIA 3 599.61115 17.72 4.1

SLHTLFGDELcK IA 3 474.23187 18.79 30

LGEYGFQNAILVR IIIA 2 740.40289 20.59 1400

RHPEYAVSVLLRLAK IIB 4 438.76288 20.84 0.73

LFTFHADIcTLPDTEK IIIB 2 954.95801 21.24 11

RHPYFYAPELLYYANK IB 2 1023.02136 21.59 32

DAIPENLPPLTADFAEDK IIB 3 652.65796 22.20 7.9

HPYFYAPELLYYANK IB 2 944.96667 23.08 6.5

TVMENFVAFVDK IIIB 2 700.35095 23.60 6.4

DAFLGSFLYEYSR IIB 2 784.37708 25.13 300

NYQEAKDAFLGSFLYEYSR IIB 3 767.69965 24.44 2.6

GLVLIAFSQYLQQcPFDEHVK IA 3 831.75134 28.77 2.0

ATEEQLKTVMENFVAFVDK IIIB 3 733.70557 29.36 0.20

GLVLIAFSQYLQQcPFDEHVKLVNELTEFAK IA 4 910.22015 31.94 0.062

*Каждый остаток цистеина в  полученных пептидах присутствует в  форме карбоксиметильного 
производного.
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Рис. 1. Масс-спектры фрагментации протонированных молекулярных ионов пептидов, выбранных для обнаруже-
ния БСА после трипсинолиза в режиме регистрации положительно заряженных ионов: (а) – пептид Т66–75 (заряд 
иона-предшественника 2+); (б) – пептид Т402–412 (заряд иона-предшественника 2+); (в) – Т549–557 (заряд ио-
на-предшественника 2+).
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Хроматографическое разделение и  критерии 
оценки содержания. В  методе ВЭЖХ-МС/МС 
высокого разрешения назначение хроматогра-
фической системы и  требования, предъявля-
емые к  ней, несколько отличаются от  таковых 
в  традиционных вариантах ВЭЖХ. Масс-спек-
трометр высокого разрешения позволяет ре-
гистрировать строго специфический параметр 
каждого определяемого соединения  – набор 
отношений значений m/z образующихся ионов. 
При работе в  режиме мониторинга выбранных 
ионных реакций для большинства соединений 
не  возникает необходимости полного хромато-
графического разделения компонентов смеси, 
поскольку набор выбранных ионных реакций 
для каждого соединения специфичен, и влияние 
сигнала от посторонних компонентов на сигнал 
аналита в  этом случае ничтожно мало. Кроме 
того, подвижная фаза в варианте ВЭЖХ-МС мо-
жет содержать только летучие компоненты.

Пептиды, образующиеся в  результате фер-
ментативного гидролиза БСА, обладают кис-
лотными свойствами, поэтому для увеличения 
доли незаряженных частиц данных веществ 
и уменьшения размывания хроматографических 
пиков использовали подвижную фазу, состоя-
щую из  0.1 %-ного раствора муравьиной кис-
лоты в воде (А) и ацетонитрила (Б). Поскольку 
использовали режим регистрации положитель-
но заряженных ионов, присутствие муравьиной 
кислоты в подвижной фазе способствовало уве-
личению доли положительно заряженных ионов 
в  камере ионизации за  счет протонирования 
аминогрупп пептидов. Величины времен удер-
живания tR, коэффициентов емкости k и эффек-
тивности N хроматографической колонки для 
выбранных аналитов в выбранных условиях раз-
деления представлены в табл. 4.

При оценке содержания БСА в  пробе пред-
варительно необходимо его идентифицировать. 
В  качестве критериев установления присут-
ствия БСА в  водных пробах после облучения 

использовали время удерживания и  совпаде-
ние двух пар выбранных ионных реакций для 
каждого из  уникальных пептидов. Содержание 
БСА в пробе оценивали по площади пика моле-
кулярного иона каждого уникального пептида 
и по его точному значению m/z (в табл. 3 соот-
ветствующее значение m/z иона-предшествен-
ника) – для пептида Т66–75– m/z 582.3190, для 
пептида Т402–412– m/z 653.3617, для пептида 
Т549–557 – m/z 507.8134.

Предел обнаружения и  оценка влияния рент-
геновского облучения. В  выбранных условиях 
анализировали контрольные водные растворы 
БСА, не подвергшиеся воздействию рентгенов-
ского облучения, с концентрациями 0.1, 0.2, 0.5, 
1, 2, 5 и 10 мкг/мл. Факт присутствия нативного 
белка БСА в  пробах считали надежно доказан-
ным при обнаружении трех выбранных пепти-
дов БСА (табл. 3).

Предел обнаружения рассчитывали при ус-
ловии соблюдения соотношения интенсивности 
сигналов пиков маркеров БСА и величины шума 
S/N > 5 для каждого из пептидов. Оказалось, что 
предел обнаружения БСА при идентификации 
с  использованием пептидов Т66–75, Т402–412 
и Т549–557 ограничен значением 0.1 мкг/мл.

После облучения возможна денатурация 
белка с разрывом амидных связей между амино-
кислотами и  образование низкомолекулярных 
пептидов, поэтому на  первом этапе пробопод-
готовки проводили фильтрацию через фильтр 

Таблица 3. Характеристики уникальных пептидов бычьего сывороточного альбумина, используемых для 
оценки его содержания в модельных растворах

Пептид Точное значение m/z 
иона-предшественника

Аминокислотная 
последовательность 

предшественника
Выбранные ионные реакции

T66-75 582.3190 LVNELTEFAK 1.m/z 582.32 →m/z 951.4749
2. m/z 582.32 →m/z 595.3084

T402-412 653.3617 HLVDEPQNLIK 1. m/z 653.36 →m/z 1055.5730
2. m/z 653.36 →m/z 956.5053

T549-557 507.8134 QTALVELLK 1. m/z 507.81 →m/z 498.8095
2. m/z 507.81 →m/z 601.3936

Таблица 4. Хроматографические параметры 
разделения уникальных пептидов бычьего 
сывороточного альбумина (to = 1.1 мин)

Пептид tR, мин k N, ТТ/м

T66-75 17.6 ± 0.2 15.0 240 000

T402-412 14.4 ± 0.2 12.1 202 000

T549-557 19.8 ± 0.2 17.0 266 000
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Amicon 0.5 мл с отсечкой по массам 30 кДа для 
того, чтобы избавиться от  низкомолекулярных 
продуктов разложения, которые могут давать 
ложноположительные результаты в  ходе иден-
тификации после процедуры трипсинолиза. 
Далее выполняли описанную выше процеду-
ру денатурации белка и  трипсинолиза, после 
чего восстанавливали дисульфидные связи ци-
стеин-цистеин молекулы БСА и  алкилировали 
образующиеся тиольные остатки 2-бромоаце-
тамидом, полученную смесь пептидов анализи-
ровали. В  первую очередь устанавливали факт 
присутствия выбранных уникальных пептидов 
БСА и  оценивали содержание БСА по  каждо-
му из  них. При этом содержание БСА в  пробе 
после облучения нормировали относительно 
контрольного водного раствора 35 мг/мл БСА, 
не  подвергшегося радиационному облучению. 
Результаты исследования влияния рентгенов-
ского облучения на  содержание уникальных 
пептидов в образцах раствора БСА представле-
ны в табл. 5. 

На рис.  2 приведена диаграмма относитель-
ных концентраций идентифицированных уни-
кальных пептидов Т35–44, Т2402–412, Т549–557 
для доз облучения 0–8 кГр. Из эксперименталь-
ных данных видно, что с увеличением дозы рент-
геновского излучения концентрация уникальных 
пептидов в водном растворе уменьшается, а сле-
довательно, уменьшается и концентрация натив-
ного (неповрежденного) белка БСА. При ради-
ационном воздействии со  средней мощностью 

2  Гр/с при дозе 4 кГр наблюдается значимое 
уменьшение содержания активной формы БСА 
в  водном растворе, соответствующее уменьше-
нию на 30 % по сравнению с контрольными об-
разцами. Вероятно, это связано с  денатурацией 
белка в  результате разрыва пептидных связей 
молекулы с  образованием низкомолекулярных 
фрагментов. Такие же результаты наблюдаются 
при дозе облучения 8 кГр.

Важным направлением данного исследо-
вания являлось изучение модификаций ами-
нокислотной последовательности БСА после 
рентгеновского излучения. Для этого уста-
навливали аминокислотные остатки в  окис-
ленной форме в  фильтрате после проведения 
трипсинолиза. Сравнивали каждый обра-
зец, подвергшийся воздействию облучением, 
с  контрольным образцом сравнения. Поиск 
модификаций проводили по  наличию сдви-
га значения m/z на величину +15.9949 Да, что 
соответствует процессу окисления. Именно 
процесс окисления выбрали в  качестве воз-
можного побочного процесса при воздей-
ствии рентгеновского излучения на  молекулу 
БСА, поскольку в  растворе возможно обра-
зование свободных радикалов, которые могут 
окислять аминогруппы. В  результате сравни-
тельного анализа удалось установить наличие 
окисленной формы аспарагиновой кисло-
ты в  положениях 182Asn, 341Asn, 409Asn и  428Asn 
аминокислотной последовательности БСА 
при воздействии рентгеновского облучения 
с  дозой 8 кГр. Отсутствие таких модифика-
ций аспарагина при воздействии меньших доз 

Таблица 5. Результаты оценки содержания 
бычьего сывороточного альбумина в пробах после 
рентгеновского облучения с мощностью дозы 
2 Гр/с (n = 3)

Доза 
облучения, 

кГр

сотн Т35–44 
(sr), %

сотн Т402–412 
(sr), %

сотн T548–556 
(sr), %

0 (контроль) 100 100 100

0.1 105 (8) 105 (10) 110 (2)
0.5 98 (8) 90 (4) 97 (12)
1 95 (2) 87 (8) 95 (13)
2 91 (13) 87 (26) 89 (5)
4 67 (19) 67 (9) 68 (2)
8 66 (3) 73 (10) 69 (7)

*сотн пептид X = 100 % × Sобл/Sконтр – отношение пло-
щади пика иона, выбранного для оценки содер-
жания соответствующего пептида к  площади 
пика данного пептида в  контрольной водной 
пробе БСА, не подвергавшейся радиационному 
облучению.
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Рис.  2. Диаграмма относительной концентрации 
идентифицированных уникальных пептидов для доз 
облучения 0–8 кГр при мощности дозы рентгенов-
ского излучения 2 Гр/с.
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и в контрольном образце сравнения позволя-
ет предположить, что окисление происходит 
в процессе воздействия рентгеновского облу-
чения на БСА, а не на этапе пробоподготовки.

* * *

Разработан и  опробован в  водных образ-
цах бычьего сывороточного альбумина способ 
идентификации и  оценки содержания актив-
ной формы БСА методом ВЭЖХ-МС/МС вы-
сокого разрешения, который характеризуется 
высокой чувствительностью (0.1  мкг/мл БСА) 
и  специфичностью при изучении влияния ра-
диационного облучения на структурные харак-
теристики белка. Способ основан на  предва-
рительной денатурации и  разложении пробы 
белка трипсином с  последующим восстанов-
лением дитиотреитолом и  алкилированием 
2-бромоацетамидом. В  рамках данной работы 
обнаружено влияние ионизирующего излуче-
ния на  модификации аминокислотной после-
довательности БСА – в результате воздействия 
происходит окисление ряда аминокислот бел-
ка. Впервые получены данные о влиянии рент-
геновского облучения на структурные характе-
ристики белка в растворе БСА, облученном при 
средней мощности 2 Гр/с дозами 0.1, 0.5, 1, 2, 
4 и 8 кГр способом, описанном выше. Данный 
метод позволил выявить значимое уменьшение 
содержания нативного белка БСА в пробах при 
дозах облучения 4 и  8 кГр. В  результате срав-
нительного анализа удалось установить нали-
чие окисленной формы аспарагиновой кис-
лоты в положениях 182Asn, 341Asn, 409Asn и 428Asn 
аминокислотной последовательности БСА при 
воздействии рентгеновского облучения с  до-
зой 8 кГр.
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Abstract. A method for assessing changes in the structural characteristics of bovine serum albumin (BSA) 
protein in aqueous solution as a result of exposure to ionizing radiation has been developed and tested. The 
method consists of identifying unique peptides of the protein domain structures, as well as establishing ami-
no acid sequence modifications using high-resolution liquid chromatography-mass spectrometry. The BSA 
solution was irradiated with X-ray radiation with a tube voltage of 80 kV and an average current of 1 mA, 
the dose rate was 2 Gy/sec. The absorbed dose in the sample volume was estimated by the ferrosulfate do-
simetry method. Aqueous solution of BSA was irradiated at doses of 0.1, 0.5, 1, 2, 4, and 8 kGy, after which 
the content of protein molecules in the solution was quantitatively assessed and the structural integrity of 
the native form of protein was analyzed, as well as the modifications of amino acids in the BSA sequence as 
a result of the radiation action were determined. For more in-depth analysis, the reduction of cysteine-cys-
teine disulfide bonds by BSA followed by alkylation of the resulting thiol residues with bromoacetic acid 
amide was performed. Enzymatic hydrolysis of BSA was carried out with the addition of trypsin solution. 
The obtained samples were analyzed by high-resolution liquid chromatography-mass spectrometry with 
high-resolution tandem mass spectrometric detection. Next, we evaluated the change in the number of in-
tact protein molecules by detecting unique peptides corresponding to each of the three domains that make 
up the amino acid sequence of BSA. The detection limit of each peptide was calculated taking into account 
the optimization of conditions for detection of the three domains as markers of the active form of BSA. The 
developed approach made it possible to determine the change in the natural conformation of bovine serum 
albumin protein (its denaturation) in aqueous samples as a result of ionizing radiation exposure at doses of 
4-8 kGy at an average power of 2 Gy/sec.

Keywords: high-resolution mass spectrometry, high-performance liquid chromatography, X-ray, radiation 
treatment, bovine serum albumin, BSA peptides, protein disulfide bond reduction and alkylation.


