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Исследованы свойства реагента пирогаллол красный-молибдат-карбинол (PRMM). Было определено (на модельных сме-
сях белка), что компромиссное соотношение образец/реагент для определения белка, с одной стороны, и его осаждения, 
с другой стороны, составляет 1/9. При этом условии предел обнаружения и предел количественного определения близки 
к 0,04 г/л; выход белка составляет 50-70%. В случае окрашивания ДСН-ПАА гелей или агарозных гелей чувствительность 
реагента PRMM  ниже чувствительности красителя Coomassie R-250 или красителя Acid Violet. Однако, при использо-
вании PRMM отклик линеен от 0,5 мкг до 6 мкг БСА на полосу, что является привлекательным для полуколичественного 
электрофоретического анализа белков. В случае проб мочи CV% был равен 9,3%. Концентрации белка в образцах мочи, 
измеренных с помощью PRMM, были близки к результатам клинической лаборатории для концентраций 0,2-0,4 г / л.
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Set of properties of pyrogallol red-molybdate-methanol (PRMM) reagent was investigated. It was determined (model protein 
mixtures) that compromise ratio sample/reagent for protein determination, from one side, and precipitation, from another side, is 
1/9. Under this condition: limit of detection and limit of quantification are close to 0,04 g/l, and yield of protein is 50%-70%. In 
case of SDS-PAA gels or agarose gels staining a sensitivity of PRMM reagent is lover than sensitivity of Coomassie R-250 dye or 
acid violet dye. However, under PRMM staining response is linear from 0,5 mcg up to 6 mcg BSA per band, thus is attractive for 
the semiquantitative electrophoretic analysis of proteins. In case urine samples CV% was equal 9,3%. Protein concentrations in 
urine samples, measured with PRMM, were close to results of clinical laboratory for concentrations 0,2-0,4 g/l.
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Введение. Лечение заболевания почек составля-
ют значительную часть бюджета здравоохранения 
во многих странах. Протеинурия является частым 
проявлением патологии у таких больных, при этом 
очевидно, что происхождение белков зависит от ха-

рактера заболевания, что предполагает возможность 
заменить биопсию почки в качестве диагностической 
процедуры неинвазивным исследованием протеома 
мочи. Однако, при всех успехах протеомики следует 
четко осознавать, что результаты здесь носят, скорее, 
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качественный, чем количественный характер, и разра-
ботка клинической интерпретации данных потребует 
длительных проспективных исследований. Более то-
го, многостадийность технологии изучения протеома 
с использованием разных методов определения белка 
на разных стадиях приводит к неразрешимым анали-
тическим проблемам. А именно: общий белок мочи 
наиболее часто определяется при помощи пирогалло-
лово-молибденового реагента, в то время как окраска 
белка в электрофоретических гелях выполняется при 
помощи иных красителей с другими специфическими 
характеристиками, в результате получаются трудно 
сопоставимые результаты. Поэтому нам представля-
лось важным применить один краситель на всех ста-
диях получения протеограммы.

Использовать пирогаллолово-молибденовый реа-
гент для определения белка в моче впервые предло-
жили Y.Fujita и соавт. [1]. В дальнейшем реагент был 
модифицирован N.Watanabe и соавт. [2]. В редуциро-
ванном виде, как правило, без оксалата и карбинола, 
этот реагент широко представлен на рынке. В 1996 г. 
T.Marshal и соавт. [3] использовали реагент фирмы 
Sigma для концентрирования белков перед электро-
форезом. Это позволило получить качественные 
электрофореграммы при концентрации белка в ис-
ходных образцах ~1 мг/л. В 2004 г. R.B. Caldwell и 
C.T. Lattemann. [4] модифицировали состав реагента 
и усовершенствовали процедуру осаждения белков 
для концентрирования лизатов клеток.

Таким образом, представляется интересным ис-
следовать модифицированный реагент Ватанабе 
(PRMM) как «универсальный реагент», пригодный 
как для определения белка в миллиграммовом диапа-
зоне концентраций в моче, так и для концентрирова-
ния и исследования белка в разведенных биопробах. 

Материал и методы. Модельные образцы с 
концентрацией белка от ~ 0,1 г/л до ~1,8 г/л приго-
тавливали путем разведения сыворотки крови чело-
века (3 серии) с известным содержанием белка (по 
биуретовому методу) физиологическим раствором. 
Функцию отклика (оптическая плотность раствора 
при длине волны 625 нм, спектрофотометр Helios a, 
Thermo Electron, США) регистрировали в трех при-
готовлениях каждой из концентраций для трех соот-
ношений проба/реагент: 1/1 [4], 3/7 и 1/9. Результаты 
сравнивали с характеристиками, полученными при 
использовании коммерческого реагента «Белок PGR» 
(Абрис, Россия) («рутинный метод»). Калибровка: од-
ноточечная с использованием калибратора из набора 
«Белок PGR» (бычий сывороточный альбумин (БСА), 
0,2 г/л). Пределы обнаружения аналита (LOD) рас-
считывали: 1) по ГОСТ-Р-ИСО-11843-2-2007 (метод 
А); 2) по ГОСТ-Р-ИСО-11843-1-2007 (метод Б, соот-
ветствует рекомендациям IUPAC [5]); 3) по рекомен-
дациям ICH (метод В) [6].

Согласно данным, приведенным в источнике [4], 
cмесь проба/реагент (общий объем – 2 мл) выдержи-
вали в течение ночи при температуре +4оС, затем цен-
трифугировали 10 мин (12 тыс. об/мин, центрифуга 
Jouan A12, Jouan SA, Франция). Осадок отмывали 1 
мл ацетона и вновь центрифугировали. Полученный 

осадок ресуспендировали в 50 мкл буфера Лэммли 
(без бромфенола). Выход белка (до 5 серий приготов-
лений) оценивали флуорометрически (Hitachi MPF-4, 
lвозбуждения = 280 нм, lэмиссии = 360 нм) путем сравнения 
интенсивности флуоресценции в пробах до осажде-
ния и после ресуспендирования.

Способность PRMM окрашивать электрофоре-
граммы изучали на 10% ДСН-полиакриламидном геле 
(ДСН-ПААГ, камера Mini-Protean, Bio-Rad, США) и 
агарозном геле (SP-24 Analisis kit, SAS-1, SAS-2 Helena 
Bioscienses, Великобритания). ДСН-ПАА гели после 
разделения ресуспендированных образцов окрашивали 
Coomassie-R250 (общепринятым способом) или остав-
ляли на ночь в PRMM. В случае агарозных гелей SP-
24 использовали 5 образцов сыворотки крови человека 
(каждый наносили дважды на противоположные края 
геля). После разделения пластину разрезали и окраши-
вали либо на SAS-2 (краситель Acid Violet), либо реа-
гентом PRMM.  Электрофореграммы после окраски 
PRMM не требовали обесцвечивания фона. Результаты 
документировали на сканере Epson Perfection V750 Pro. 
Чувствительность метода окрашивания гелей реагентом 
PRMM оценивали путем нанесения на дорожки ряда 
разведений калибратора из набора «Белок PGR» (от 0,15 
до 6 мкг на дорожку). Сканы электрофореграмм анали-
зировали с помощью программы ImageJ (США).

Клиническая аппликация определения концентра-
ции белка реагентом PRMM в сравнении с коммер-
ческим реагентом «Белок PGR» (Абрис) была прове-
дена на 10 образцах мочи в четырех приготовлениях. 
Измерение содержания белка в моче набором «Белок 
PGR» проводили согласно инструкции производите-
ля. В случае реагента PRMM использовали установ-
ленное оптимальное для определения белка и концен-
трирования соотношение проба/реагент 1/9.

 В ходе исследования для сбора биоматериала бы-
ло получено добровольное информируемое согласие 
обследуемых по установленной форме, принципы 
конфиденциальности и уважения автономии лично-
сти не были нарушены. Исследование одобрено ло-
кальным этическим комитетом ФГБОУ ВО ВолгГМУ 
Минздрава РФ (протокол № 2020/002 от 17.02.20 г.).

Результаты и обсуждение. Измерение концен-
трации белка. Результаты исследования зависимо-
сти оптической плотности от концентрации белка для 
соотношений проба/реагент 3/7 и 1/9 приведены на 
рис.1. При соотношении 1/1 (которое использовалось 
в работе [4]) для смеси было характерно быстрое по-
мутнение и адекватное измерение оптической плот-
ности оказалось невозможным. При соотношении 
реагент/проба 3/7 для результатов было характерно 
высокое рассеивание, а отклик был близок к линей-
ному (R2=0,9) только при концентрациях белка ниже 
0,5 г/л (рис.1).

При соотношении проба/реагент 1/9 коэффициент 
чувствительности (наклон = 0,57) значительно превы-
шал наклон, достигнутый с использованием реагента 
«Белок PGR» (0,14, см. рис.1). При этом рассеяние ре-
зультатов было несколько выше, однако коэффициент 
детерминации был близок к R2 для рутинного метода 
(0,94 по сравнению с 0,99, см. рис. 1). Расчет предела 
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обнаружения белка, проведенный с использованием 
этих данных (табл. 1), показал, что при любом спо-
собе расчета данного показателя оценки достаточно 
близки. Однако отметим, что значение, полученное 
методом А (случай линейной калибровки) для рутин-
ного реагента, несколько превышает заявленный про-
изводителем нижний предел диапазона измерений.

Как известно, к необходимым характеристикам 
любого аналитического метода относится также пре-
дел количественного определения (LOQ), который 
определяется априорно установленными требовани-
ями к смещению результата измерения (B%) и коэф-
фициенту вариации (CV%). Результаты анализа этих 
характеристик приведены на рис. 2. 

Коэффициенты вариации для обоих вариантов пи-
рогаллолово-молибденового реактива, начиная с кон-
центрации 0,05 г/л, были в пределах 2%. Значитель-
ная же величина смещения может быть объяснена 
тем, что «истинной» считалась концентрация белка, 
приготовленная исходя из результатов измерения бел-
ка биуретовым методом. Таким образом, если устано-
вить относительно «жесткие» требования только к ко-
эффициенту вариации (5%), и учесть данные табл. 1, 
то предел количественного определения для метода с 

PRRM можно принять равным 0,04 г/л (как и для ру-
тинного метода).

Осаждение (концентрирование) белка. Результа-
ты оценки выхода белка при осаждении приведены на 
рис 3. Зависимость отношения интенсивностей флу-
оресценции пробы до и после осаждения выглядит 
несколько парадоксально – чем ниже концентрация, 
тем выше выход белка. Однако следует учитывать, 
что, помимо аналитической полосы поглощения, ком-
плекс реагент-белок имеет также достаточно высо-
коинтенсивное «плечо» в области 360-380 нм [1]. То 
есть характер зависимости может быть объяснен эф-
фектом внутреннего фильтра. Рассматривая результа-
ты в области малых концентраций, можно заключить, 
что выход белка составляет не менее 56-79% (см. 
рис. 3). Такой выход белка сопоставим с выходом, 
который достижим, например, при осаждении белков 
мочи другими методами [7].

Окрашивание гелей реагентом PRMM. Вид 
электрофореграмм после окрашивания PRMM в со-
поставлении с «традиционной» окраской (при оди-
наковых настройках сканера) приведен на рис.4. 
Качественная оценка электрофореграмм показывает, 
что интенсивность фракций при окраске PRMM не-

Рис. 1. Зависимость оптической плотности аналитической смеси от концентрации белка для соотношений проба/реагент 3/7 и 1/9.

Т а б л и ц а  1
Пределы обнаружения белка реагентом PRMM (соотношение реагент проба 1/9) в сопоставлении с рутинным методом

Реактив Метод А Метод Б* Метод В

PRMM 0,061 г/л 0,018 г/л 0,03 г/л

Белок PGR 0,048 г/л 0,011 г/л 0,032 г/л

Примечание. * – В качестве «малой» использовали концентрацию белка 0,05 г/л.
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ный экспоненциальный характер. В то же время, при 
окраске PRMM – зависимость линейна (R2=0,98).  
А преимущество Кумасси по коэффициенту чувстви-
тельности (наклон прямой при линейной аппрокси-
мации) выражено только при малых количествах 
белка (7905 у.е./мкг до 1 мкг на дорожку, см. рис. 5). 

Рис.2. Зависимость коэффициента вариации и смещения результата от концентрации белка.

Рис. 3. Зависимость отношения интенсивностей флуоресценции «проба до осаждения/проба после ресуспендирования» от 
приготовленной концентрации белка.

сколько уступает Кумасси R-250. Однако фоновое 
окрашивание при использовании PRMM практиче-
ски отсутствует (см. рис. 4). Количественная оценка 
зависимости площади полосы на электрофореграм-
ме от количества нанесенного белка (рис. 5) показа-
ла, что для Кумасси эта зависимость носит выражен-
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При больших количествах белка на дорожку – ко-
эффициенты чувствительности для обоих методов 
окрашивания примерно равны. Близкие результаты 
были получены при окрашивании реагентом PRMM 
агарозных гелей SP-24 «Helena» (рис. 6).

Измерение концентрации белка в моче пациен-
тов.  На этом этапе: а) оценивали воспроизводимость 
результатов анализа содержания белка в моче реаген-
том PRMM (табл. 2), и б) проводили сравнительный 
анализ результатов, полученных в клинической лабо-

Рис. 4. Результаты ДСН-ПААГ электрофореза ресуспендированных проб: окрашивание PRMM и Кумасси R-250.

Рис. 5. Зависимость площади пика на электрофореграмме от количества белка, нанесенного на дорожку при окрашивании 
Кумасси R-250 и реагентом PRMM.
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ратории, с результатами, полученными с применени-
ем реагента PRMM (рис. 7)

Коэффициент вариации (CV%) при анализе от-
дельных проб колебался в пределах 3%-10%. За-
висимость коэффициента от концентрации белка в 
пробе, в отличие от модельных образцов (см. рис. 
2) отсутствовала (см. табл. 2), так, что эти колеба-
ния, по-видимому, были связаны с особенностями не 
белкового состава проб. В целом же (по результатам 
дисперсионного анализа, см. табл. 2), CV% в случае 
анализа реальных образцов составил 9,3%.

Зависимость между результатами измерений об-
щего белка в моче набором «Белок PGR» (получены 

в клинической лаборатории) и реагентом PRMM име-
ет выраженный линейный характер (R2=0,98; рис. 7). 
Однако тангенс угла наклона составил всего 0,69. 
При этом, при низких концентрациях белка в пробе 
(на нижней границе динамического диапазона набо-
ра «Белок PGR») результат измерений с реагентом 
PRMM выше на 60-80% (смещение, см. рис. 7). При 
высоких концентрациях белка в пробе (0,4 – 1 г/л) – 
результат занижен на 10 – 20%. Это обусловлено, по-
видимому, тем, что концентрация белка в 8 из 10 об-
разцов мочи, использованных в данной серии, была 
меньше нижней границы динамического диапазона 
коммерческого реагента. Однако в области диагно-

Рис. 6. Гель SP-24 Analisis kit после окраски Acid Violet и PRMM.

Рис. 7. Зависимость между результатами измерений общего белка в моче набором «Белок PGR» (Абрис) и реагентом PRMM 
(смещение = (PGR-PRMM)/PGR,%). 
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стического порога (0,2 – 0,3 г/л) результаты измере-
ний близки (см. рис. 7). 

Сопоставление полученных результатов с реко-
мендациями Westgard QC [8] (табл. 3) показывает, 
что в области диагностического порога определение 
белка с помощью оригинальной рецептуры реагента 
PRMM – адекватная альтернатива рутинному методу 
(«Белок PGR», Абрис).

Выводы: 
По совокупности характеристик, полученных 

при исследовании модельных смесей белка, реагент 
PRMM выглядит весьма перспективным для его ис-
пользования в качестве «универсального» на 3-х на-
чальных стадиях анализа белкового состава биологи-
ческих проб с концентрацией белка в диапазоне 0,05-
2 г/л.

1. Для измерения концентрации белка в исходных 
образцах (при соотношении проба/реагент 1/9).

2. Для осаждения (концентрирования) белка в тех 
же образцах.

3. Для окраски электрофореграмм и полуколиче-
ственной оценки содержания отдельных белковых 
фракций (от 0,5 до 6 мкг во фракции).

На примере клинических образцов мочи также 
показано, что коэффициент вариации при определе-
нии белка на превышает 10% в широком диапазоне 
концентраций, а смещение (B%) близко к 10% в зоне 
0,2-0,4 г/л. То есть, общая ошибка (TE%) в зоне диа-
гностического порога (0,3 г/л) не превышает 14%, что 

укладывается в требования, предъявляемые к клини-
ческим лабораторным тестам.
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Т а б л и ц а  2
Оценка воспроизводимости количественного определения белка в моче реагентом PRMM (концентрация белка, г/л)

Код пациента
Приготовления

CV% 
1 2 3 4

5 0,748 0,713 0,811 0,794 5,8

9 0,410 0,392 0,413 0,399 3,2

10 0,372 0,366 0,392 0,359 3,7

26 0,228 0,189 0,211 0,199 8,23

33 0,221 0,220 0,227 0,235 3,1

36 0,236 0,217 0,252 0,227 6,41

20 0,101 0,090 0,090 0,091 5,81

21 0,180 0,168 0,161 0,182 5,8

22 0,155 0,158 0,154 0,168 3,9

23 0,120 0,134 0,133 0,108 10,0

- 9,3*

Примечание. * – Коэффициент вариации (СV%) по результатам двухфакторного дисперсионного анализа.

Т а б л и ц а  3
Рекомендуемые аналитические характеристики для методов определения белка в моче по Westgard QC

Аналит
Биологическая вариабельность Целевые аналитические характеристики

CVi, % CVi, % CVа, % Смещение B, % Общая ошибка,%

Белок в моче, г/л 35,5 23,7 17,8 10,7 40


