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КОМПЛЕКСНЫЙ  АНАЛИЗ  ЛЕКАРСТВЕННЫХ  ПРЕПАРАТОВ, 
СОДЕРЖАЩИХ  СТРЕПТОКИНАЗУ,  С  ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ 
 

Продемонстрирована возможность использования масс-спектрометрии для комплексного анализа лекарст-
венных препаратов, содержащих стрептокиназу. Определен состав белков в препаратах и содержание целе-
вого белка — стрептокиназы. Идентификация и количественная оценка содержания стрептокиназы прово-
дились по продуктам исчерпывающего триптического гидролиза с использованием MALDI-MS. Для коли-
чественной оценки в анализируемые пробы в качестве внутреннего стандарта добавлялись 18О-изотопомеры 
триптических пептидов стрептокиназы с известной концентрацией. Концентрация анализируемого белка 
рассчитывалась по соотношениям интенсивностей изотопных распределений аналита и меченого 18О внут-
реннего стандарта. Биологическая активность стрептокиназы оценивалась по ее способности активировать 
плазминоген в сыворотке крови человека. Активация плазминогена сопровождается появлением эстеразной 
активности, которая определялась по скорости гидролиза синтетического субстрата ТАМЕ. Образование 
продукта гидролиза ТА определялось с помощью ESI-MS в присутствии изотопномеченного ТА в качестве 
внутреннего стандарта. Все изотопомеры, использованные в качестве внутренних стандартов, были получе-
ны путем изотопного обмена карбоксилсодержаших продуктов (пептидов и тозиларгинина) в среде Н2

18О  
в присутствии ТФУ. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время масс-спектрометрия широко 
используется для идентификации индивидуальных 
белков, которая осуществляется главным образом 
по пептидному картированию их триптических 
гидролизатов. Измеренные величины молекуляр-
ных масс пептидов в гидролизате сопоставляются 
с теоретическими значениями, полученными ис-
ходя из генетических данных для всевозможных 
белков [1, 2]. 

В последнее время помимо идентификации 
масс-спектрометрия начинает находить примене-
ние и для количественного определения белков 
[3–5]. В этом случае достаточно определить лишь 
концентрацию одного или нескольких пептидов, 
полученных при исчерпывающем специфическом 
гидролизе белка, которая вследствие эквимоляр-
ности тождественна молярной концентрации ис-
ходного белка. Такой подход обеспечивает абсо-
лютную специфичность при анализе и исключает 
возможность ошибок, связанных с наличием бел-
ковых примесей. 

Для функциональных белков, каковой является 
стрептокиназа, важной характеристикой является 
их активность. Вместе с тем оказывается, что ак-
тивность таких препаратов может значительно 

отличаться от декларируемой [6]. Эти отличия 
могут быть обусловлены возможной инактивацией 
белка на всех стадиях процесса получения или 
хранения препарата. Помимо этого расхождения 
могут быть обусловлены и методическими слож-
ностями оценки активности. В значительной сте-
пени это связано с тем, что оценка активности 
стрептокиназы производится опосредованно по 
фибринолитической активности эквимолекулярно-
го комплекса этого белка с плазминогеном [7]. 
Измеряется способность лизировать в определен-
ных условиях сгусток фибрина, образованный 
смесью растворов фибриногена и тромбина с ком-
плексом стрептокиназы и плазминогена, зачастую 
присутствующего в виде примеси в фибриногене. 
Как сама методика, так и используемые компонен-
ты (в частности, содержание плазминогена в фиб-
рине не регламентировано) также могут приводить 
к несопоставимости значений этой величины, 
определяемой таким образом. 

Представляется более целесообразным исполь-
зовать для определения активности стрептокиназы 
способность активировать плазминоген in vitro в 
донорской сыворотке крови по скорости гидроли-
за низкомолекулярного субстрата ТАМЕ. По-
скольку диапазон концентраций плазминогена в 
сыворотке крови известен [8], то при внесении 
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стрептокиназы в более низких концентрациях 
изменение эстеразной активности окажется прямо 
пропорционально количеству комплекса активной 
формы белка с плазминогеном. Скорость гидроли-
за может быть оценена по накоплению продукта 
гидролиза ТА в присутствии его 18О-изотопомера 
с использованием ESI-MS [9]. 

Все изотопомеры, использованные в качестве 
внутренних стандартов в настоящей работе, могут 
быть получены путем изотопного обмена карбо-
ксилсодержаших продуктов (пептидов и тозилар-
гинина) в Н2

18О в присутствии ТФУ аналогично 
процедуре, описанной в работе [10]. 

Для масс-спектрометрического анализа исполь-
зованы препараты, содержащие стрептокиназу от 
разных производителей: "Стрептокиназа Белмед-
препараты", Беларусь (Стр-Бел); "Кабикиназа 
20В", Швеция (Стр-К); "Стрептокиназа Behring 
Werke", Германия (Стр-BW). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТА  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Во всех выбранных образцах лекарственных 
препаратов, использованных в настоящей работе, 
декларировано наличие стрептокиназы во флаконе 
в условных единицах активности (см. раздел "Ма-
териалы и методы"). 

Для получения дополнительной характеристи-
ки этого белка и его свойств в настоящей работе 

выбраны два масс-спектрометрических метода.  
С их помощью представлялось перспективным 
провести более полный сравнительный анализ 
выбранных препаратов:  определить состав и 
сравнение аминокислотных последовательностей 
целевого белка, его содержание и относительную 
активность. 

Пептидное картирование белков в препаратах  
с использованием MALDI-MS 

Прежде всего образцы всех 3 препаратов были 
подвергнуты трипсинолизу и проанализированы  
с использованием MALDI-MS. Результаты масс-
спектрометрического анализа гидролизатов пред-
ставлены на рис. 1. Полученные масс-спектро-
метрические данные по всем образцам препаратов 
были использованы для идентификации в них 
белков методом пептидного картирования (peptide 
mass fingerprint, или "отпечатков пальцев").  

Идентификация масс-спектрометрических дан-
ных полученных гидролизатов проводилась в базе 
данных UniProtKB (SwissProt+TrEMBL). Поиск 
осуществлялся среди бактериальных белков (Bac-
teria) и белков Homo sapiens (Human) при помощи 
программы Mascot (matrixscience.com, США) с 
допущением окисления метионинов кислородом 
воздуха. 

 

 
 

 
 

Рис. 1. MALDI масс-спектры триптических гидролизатов образцов лекарственных препаратов, 
содержащих стрептокиназу.  
а — Стр-Бел, б — Стр-BW, в — Стр-К 
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Рис. 2. Результаты обработки масс-спектрометрических данных пептидного картирования Стр-Бел.  
а — гистограмма и б — предложенная аминокислотная последовательность стрептокиназы. Для обнаружен-
ных в масс-спектре пептидов отмечены моноизотопные массы (MH+) и их положение в белке 

 
 
 
В качестве примера на рис. 2 представлены ре-

зультаты такого анализа для Стр-Бел по данным 
рис. 1, а, из которых следует, что в данном препа-
рате с высоким score идентифицируется стрепто-
киназа с аминокислотной последовательностью 
рис. 2, б. Наличие других белковых компонентов в 
этом препарате не обнаружено. Вместе с тем из 
экспериментальных данных следует, что N-конце-
вая последовательность начинается с 27-го амино-
кислотного остатка, что соответствует белку без 

его предшественника. В спектре присутствует с 
высокой интенсивностью ион m / z = 3806.9, соот-
ветствующий аминокислотной последовательно-
сти 27–63. 

Аналогичным образом проведен масс-спектро-
метрический анализ гидролизатов двух других 
образцов, который показал, что во всех образцах с 
хорошим score идентифицируется стрептокиназа с 
той же N-концевой последовательностью. Все 
пептиды этого белка, представленные в спектре  

Mascot Score Histogram 

а 

б 
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Табл. 1. Идентификация белков в препаратах стрептокиназы по данным MALDI-MS 

 

№ Препарат Белок Score Перекрывание, % Количество идентифициро-
ванных пептидов 

1 Стр-Бел Streptokinase C  
C5WED5-1 177 67 19 

2 Стр-BW Streptokinase C  
C5WED5-1 100 70 19 

3 Стр-К 

Streptokinase C 
C5WED5-1 78 57 14 

Serum albumin Homo 
sapiens 71 34 17 

 
 
Табл. 2.  Характеристика препаратов, содержащих стрептокиназу 
 

№ Препарат D280
*, о. e. Содержание белка 

мг/(мг препарата) 
Активность** 

стрептокиназы, 
у.е. Измерен. Вычисл. Белок Стрептокиназа Альбумин 

1 Стр-Бел 0.27 0.27 0.37 0.37 — 0.01 

2 Стр-BW 0.14 0.14 0.21 0.21 — 0.11 

3 Стр-К 0.22 0.22 0.425 0.095 0.33 0.15 

* — в растворе препарата с концентрацией 1мг/мл  
** — превращение 1 мкмоль ТАМЕ за 1 мин на 1 мг целевого белка — стрептокиназы 

 
 
 

на рис. 1, отмечены знаком (*) для каждого образ-
ца. Таким образом, из анализа данных по составу 
пептидных фрагментов следует, что стрептокиназа 
представлена белком если не идентичным, то бел-
ком с высокой гомологией. Отметим также, что 
обработка данных по пептидному картированию 
кабикиназы четко указала наличие в составе пре-
парата альбумина человека, который, видимо, 
добавлен в качестве стабилизатора. Пептиды аль-
бумина, представленные в спектре гидролизата 
кабикиназы на рис. 1, в, отмечены знаком (). 
Результаты полной обработки масс-спектрометри-
ческих данных представлены в табл. 1. 

Масс-спектрометрическое определение  
концентраций стрептокиназы 

Для количественного определения стрептоки-
назы в препаратах использована масс-спектро-
метрия. Анализ основан на определении концентра-
ций ряда индивидуальных пептидов, полученных 
при исчерпывающем триптическом гидролизе бел-
ков. В этом случае концентрация каждого из пепти-
дов эквимолярна концентрации исходного белка. 

Концентрация каждого пептида может быть 
определена из соотношения интенсивностей ана-
лизируемого пептида и его изотопсодержащего 

стандарта. Для этого из анализируемых белков с 
известной концентрацией были получены трипти-
ческие гидролизаты, в которые путем изотопного 
обмена в кислой среде в присутствии Н2

18О введе-
ны атомы 18О. Полученные смеси изотопомеров 
пептидов были использованы в качестве внутрен-
них стандартов. Отметим, что при таком подходе 
концентрация белка может быть вычислена сразу 
по нескольким пептидам, выбор которых опреде-
ляется их достаточной интенсивностью, подходя-
щим разделением в масс-спектрах выбранного 
пептида и его изотопомера и отсутствием наложе-
ния в спектре соседних пептидов. 

Поскольку в гидролизатах всех препаратов на-
бор наиболее интенсивных ионов пептидов для 
стрептокиназы примерно одинаков как по значе-
нию, так и по соотношению интенсивностей, то 
для их количественного определения возможно 
использование единого внутреннего стандарта. В 
качестве образца для получения стандарта стреп-
токиназы использован препарат Стр-Бел, который 
был предварительно гидролизован трипсином. Его 
исходная концентрация была оценена из спектро-
фотометрических данных отдельных тирозинсо-
держащих пептидов, по результатам хроматогра-
фического анализа и спектрофотометрическим 
данным исходного раствора белка. 
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Табл. 3. Результаты масс-спектрометрической детекции стрептокиназы в смесях аналита  
и стандарта для препаратов 
 

№ Пептид m / z ncр 
18O 

Стрептокиназа, в % от стандарта 
Стр-Бел Стр-BW Стр-К 

1 FFEIDLTSR 1128 2.8 43 42 51 
2 KGEKPYDPFDR 1352  2.8 44 45 51 
3 DGSVTLPTQPVQEFLLSGHVR 2281 2.2 43 41 47 
4 SVDVEYTVQFTPLNPDDDFRPGLK 2753 4.5 45 42 55 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
Содержание белка по спектрофотометрическим 

данным, в том числе по тирозинсодержащему пеп-
тиду, рассчитывалось с использованием молеку-
лярных коэффициентов экстинкций, представлен-
ных в программе GPMAW6: ε280 =33850 см–1М–1 
и ε280 =1280 см–1М–1 соответственно. Было показа-
но, что содержание белка в данном образце со-
ставляет с учетом его молекулярной массы 
0.38мг/(мг препарата). Результаты масс-спектро-
метрического определения концентрации стрепто-
киназы в различных препаратах представлены   
в табл. 2. Они основаны на серии масс-спектроме-
трических измерений изотопного распределения 
смесей анализируемых препаратов и их изотопо-
меров, используемых в качестве внутреннего 
стандарта. Соотношения весовых концентраций 
стандарта и аналитов Стр-Бел, Стр-BW и Стр-К 

составляют соответственно 1 : 0.8, 1 : 13 и 1 : 4.1 в 
гидролизатах. Анализ проводился с использовани-
ем гидролизатов всех препаратов и единого для 
всех стандарта, концентрация которого была оп-
ределена заранее по данным хроматографического 
и спектрофотометрического анализов Стр-Бел. 
Для анализа выбраны четыре пептида, изотопоме-
ры которых максимальным образом отличаются от 
исходного изотопного распределения и не имеют 
наложений, обусловленных присутствием пепти-
дов с перекрывающимися значениями m / z (см. 
табл. 3).  В  качестве примеров на рис. 3 представ-
лены фрагменты масс-спектров для двух пептидов 
в  гидролизате до (а), после введения изотопов, 
использованных в качестве стандартов (б), а также 
их смеси (в). Прежде всего отметим тот факт, что 
 

m / z = 1351.8 m / z = 2753.48 

а а 

б б 

в в 

m / z m / z 

Рис. 3. Фрагмен-
ты масс-спектров 
для двух пептидов 
с m / z = 1351.8  и 
m / z = 2753.48.  
а, б — до и после  
(соответственно) 
введения изотопа 
18О;  в — для сме-
си анализируемо-
го образца и стан-
дарта для Стр-Бел 
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Рис. 4. Масс-спектры продукта реакции ТА в смеси со стандартом.  
а — до реакции; б — 30 % превращения; в — 53 % превращения; г — 99 % превращения. Спектры были 
получены на приборе МХ-5310 с ионизацией типа электроспрей 
 
 

полученные изотопомеры имеют достаточное 
количество атомов 18О, что практически приводит 
к разделению их по изотопному распределению с 
исходными пептидами. Рассчитанное среднее 
количество атомов 18О (nср) для этих двух пепти-
дов и двух других, использованных для анализа, 
представлено в табл. 3. Рассчитанные значения в 
процентах для трех смесей стандарта со всеми 
анализируемыми образцами препаратов стрепто-

киназы представлены в той же табл. 3. Отметим, 
что соотношения объемов анализируемого гидро-
лизата и стандарта с известной концентрацией при 
получении смесей выбирались таким образом, 
чтобы соотношения максимальных интенсивно-
стей изотопных ионов для аналита и стандарта в 
смеси были сопоставимы по величине. 

Как показывают данные, представленные в 
табл. 3, для каждой смеси соотношения площадей  

а б 

в г 

m / z m / z 

m / z m / z 
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Рис. 5. Поверка пропорциональности степени превращения и добавляемой аликвоты (для Стр-К) 
 
 

для аналита и стандарта близки по величине для 
всех 4 пептидов. Концентрация стрептокиназы, 
вычисленная для всех препаратов из среднего 
значения соотношения площадей, выбранных 
пептидов с учетом исходной концентрации стан-
дарта и соотношения при смешивании представ-
лена в табл. 2. 

Для двух препаратов содержание стрептокина-
зы Бел. и BW, оцененное масс-спектрометрически, 
совпадает со спектрофотометрическими данными 
(см. табл. 2). Для кабикиназы, представляющей 
смесь белков, найденное масс-спектрометрически 
содержание целевого белка позволяет оценить 
количество альбумина в препарате по спектрофо-
тометрическим данным, которые также представ-
лены в табл. 2. Расчет проводился исходя из сум-
марной величины поглощения D280 за вычетом 
поглощения, которое соответствует определенной 
масс-спектрометрически концентрации стрептоки-
назы с использованием молекулярного коэффици-
ента экстинкции для альбумина ε280 = 30770 см–1М–1  
(программа GPMAW6). 

Определение активности стрептокиназы 
Как уже отмечалось во Введении, активность 

стрептокиназы в настоящей работе определяли по 
скорости гидролиза метилового эфира N-тозил-
аргинина (ТАМЕ) в качестве субстрата. Скорость 
гидролиза ТАМЕ определялась масс-спектроме-
трически по накоплению продукта реакции —  
N-тозил-аргинина (ТА) с использованием изото-
помера ТА в качестве внутреннего стандарта (см. 

рис. 4). Изотопомер ТА добавляли в количестве, 
составляющем 40 % от исходного количества суб-
страта. При анализе учитывалась скорость "спон-
танного" гидролиза субстрата в сыворотке без до-
бавления стрептокиназы. За 1 единицу активности 
(у.е.) принималось превращение 1 мкмоль субстра-
та за 1 мин на 1 мг целевого белка. 

Экспериментально было показано (рис. 5), что 
в выбранном диапазоне концентраций скорость 
превращения прямо пропорциональна количеству 
вводимого препарата, причем эта скорость одина-
кова для обоих типов сывороток. 

Измеренные таким образом значения удельной 
активности (в расчете на целевой белок) стрепто-
киназы для всех препаратов представлены в 
табл. 2. Из этих данных следует, что стрептокина-
зы, близкие по аминокислотной последовательно-
сти, существенным образом отличаются по актив-
ности. Наибольшей удельной активностью обла-
дает Стр-К, а наименьшей Стр-Бел. Этот результат 
соответствует выводам работы [6], в которой от-
мечались значительные различия в активности 
препаратов от декларируемой. 

ВЫВОДЫ 

Масс-спектрометрия позволяет выйти на новый 
уровень исследования белковых препаратов, кото-
рый обеспечивает не только количественное опре-
деление состава многокомпонентных белковых 
смесей, но и функциональную активность индиви-
дуальных компонентов. Для получения количест-

Vсмеси,  мкл 
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венных характеристик представляется перспек-
тивным использовать изотопомеры, которые могут 
быть получены для анализируемых соединений 
путем изотопного обмена с использованием H2

18O. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе использовали метиловый эфир n-(тозил)-
аргинина (ТАМЕ) и n-(тозил)аргинин (ТА) фирмы 
"Sigma" (Германия); 90% H2

18O производства "B.O.C. 
Limited" (Великобритания); трифторуксусную кислоту 
фирмы "Sigma" (Германия); 2,5-дигидроксибензойную 
кислоту (Aldrich, США); трипсин Gold (Promega); пре-
параты стрептокиназы: "Стрептокиназа" — Белмедпре-
параты (Беларусь), "Кабикиназа" — Kabi Vitrum (Шве-
ция), "Стрептокиназа" — Behring Werke (Германия). 

Триптический гидролиз белка проводили сле-
дующим образом. К 10 мкл раствора каждого образца 
добавляли по 30 мкл 10% ТФУ для денатурации белков. 
Растворы термостатировали при 50°С 105 мин, затем 
высушивали на спидваке и перерастворяли в 10 мкл 
воды. К каждому образцу добавляли по 10 мкл трипси-
на c концентрацией 0.03 мг/мл в 0.1 M NH4HCO3. Гид-
ролиз проводили в течение 20 ч при 37°С. 

Получение изотопомера N-(тозил)-аргинина. На-
веску 4.7 мг тозил-аргинина растворяли в смеси 50 мкл 
H2

18O и 3 мкл ТФУ. Обмен проводили в течение 3 ч при 
50°С. Раствор ТА высушивали на спидваке, перерас-
творяли в 50 мкл воды и использовали в качестве стан-
дарта при определении активности стрептокиназы. 

Получение изотопомеров триптических пептидов 
стрептокиназы. Для этого 10 мкл триптического гид-
ролизата Стр-Бел высушивали и перерастворяли в 
20 мкл 8% ТФУ в H2

18O. Раствор термостатировали при 
50°С 105 мин. Гидролизат после обмена высушивали на 
спидваке, перерастворяли в 40 мкл воды и использова-
ли в качестве внутреннего стандарта для определения 
концентрации стрептокиназы. 

Подготовку образцов для масс-спектрометрии 
проводили следующим образом: на мишени смешивали 
по 1 мкл раствора анализируемого образца и 0.3 мкл 
раствора 2,5-дигидроксибензойной кислоты (20 мг/мл в 
20% ацетонитриле в воде с 0.5% ТФУ) и полученную 
смесь высушивали на воздухе. 

MALDI-масс-спектры были получены на тандем-
ном времяпролетном масс-спектрометре Ultraflex II 
BRUKER (Германия), оснащенном УФ-лазером (Nd). 
Масс-спектры получены в режиме положительных 
ионов с использованием рефлектрона. 

ESI-масс-спектры были получены на времяпролет-
ном масс-спектрометре МХ-5310 с ортогональным 
вводом ионов, оборудованном электрораспылительным 
источником ионов (ESI-o-TOF) (ИАП РАН, г. Санкт-
Петербург). Все спектры получены в режиме съемки 
положительных ионов. Объем пробы  10–50 мкл, ско-
рость подачи пробы  1–5 мкл/мин. 

Идентификацию белков по "пептидному фингер-
принту" осуществляли при помощи программы Mascot 
(www.matrixscience.com). Поиск проводился в базе 
данных NCBI среди белков бактерий и человека с уче-

том возможного окисления метионинов кислородом 
воздуха. 

Спектрофотометрический анализ проводили с ис-
пользованием капельного спектрофотометра Cary 100 
Scan. 
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The possibility of mass-spectrometry using for complex analysis of medical products containing streptoki-
nase is showed. The protein composition and target protein – streptokinase - content are determined. The identi-
fication and quantitative estimation of streptokinase content were carrying out by MALDI-MS on exhaustive 
tryptic cleavage products. For the quantitative estimation, 18O-isotopic tracers of streptokinase tryptic peptides 
with known concentration were added to the analysis samples as internal standard. The analyzable protein con-
centration was calculated on the intensities ratio of isotopic distribution of the analyzable protein and 18O la-
beled internal standard. The streptokinase biological activity was estimated by its capability to activate plasmi-
nogen in human blood serum. The plasminogen activation is accompanied by the appearance of esterase activity 
which was determined by the cleavage rate of synthetic substrate TAME. The formation of hydrolytic cleavage 
product TA was determined with ESI-MS in the presence of radio labeled TA as an internal standard. All iso-
tope tracers used as internal standards were obtained by isotopic exchange of products containing carboxyl 
(peptides and tozilarginin)  in the medium H2

18O. 
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