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Большинство известных химических и физи�
ко�химических методов определения концентра�
ции L�аргинина (Арг) имеет ряд недостатков –
низкую селективность и чувствительность, высо�
кую стоимость и сложность аппаратуры (для фи�
зико�химических методов), недостаточную ста�
бильность операционную и при хранении (для
биосенсорных методов). В связи с этим необходи�
ма разработка новых высокоселективных и чув�
ствительных методов количественного анализа
Арг, в том числе энзиматических. Перспективными
инструментами для разработки таких методов мо�
гут служить ферменты метаболизма Арг – аргиназа,
аргининдеиминаза, аргинин�декарбоксилаза. 

Аргиназа (КФ 3.5.3.1; L�аргинин�амидиногид�
ролаза) катализирует гидролиз Арг до L�орнитина
(Орн) и мочевины. Цитоплазматическая аргиназа
І печени человека принимает непосредственное
участие в цикле мочевины, а митохондриальная
аргиназа ІІ различных органов (почек и др.), не
участвуя в цикле мочевины, поддерживает гомео�
стаз Арг и Орн [1–4]. Исследования последних
лет показали, что аргиназа І может быть перспек�
тивным препаратом в энзимотерапии онкологи�
ческих заболеваний, вызывая голодание раковых
клеток по Арг, в первую очередь, гепатокарцино�
мы и меланомы [5–8]. Для контроля за таким ле�
чением требуется постоянный мониторинг уров�
ня Арг в крови. Другой важной сферой, где необ�
ходимо проводить анализ Арг, является пищевая
промышленность, в частности виноделие, по�
скольку Арг и мочевина в процессе термической
обработки продуктов образуют в присутствии
этанола канцерогенный продукт – этилкарбамат
(уретан) [9]. 

В силу высокой стоимости препарата аргина�
зы І, актуальны поиск альтернативного источника
фермента и разработка эффективной технологии
его выделения.

В Институте биологии клетки НАН Украины
были получены рекомбинантные дрожжевые
штаммы�продуценты аргиназы I печени человека
(далее – аргиназа), разработаны оптимальные
схемы получения высокоочищенных стабильных
препаратов фермента [10–12]. Препараты арги�
назы успешно применялись для иммобилизации
на золотых и серебряных наночастицах, для кон�
струирования биосенсоров на Арг [13–16], а так�
же для разработки энзиматического метода ана�
лиза Арг со спектрофотометрической (СФ) детек�
цией продукта реакции [17]. 

Однако недостаточная чувствительность раз�
работанных прежде методов (предел детекции
Арг в анализируемом образце – 100 мкМ для СФ
метода и потенциометрического биосенсора) не
позволяла измерять концентрацию этой амино�
кислоты в реальных образцах биологических жид�
костей. 

Цель работы – разработка чувствительного эн�
зиматического метода определения Арг, основан�
ного на применении аргиназы и 2,3�бутандион�
монооксима, с флуорометрической регистрацией
продукта реакции (мочевины) и апробация ново�
го метода на образцах фармацевтических препа�
ратов. 

МЕТОДИКА

В качестве продуцента аргиназы использовали
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Hansenula polymorpha pGAP1–HsARG1(leu2car1
Sc:LEU2), содержащий целевой ген HsARG1 под
контролем конститутивного промотора гена гли�
церальдегид�3�фосфатдегидрогеназы [10].

Фермент выделяли из бесклеточного экстракта
штамма�продуцента и очищали хроматографиче�
ски на аффинном сорбенте Арг�макропористое
стекло [12–13]. Препарат фермента с удельной ак�
тивностью 600 мкмоль мин–1 мг–1 белка (600 ед./мг)
использовали для разработки энзиматического ме�
тода анализа Арг. 

В работе анализировали следующие образцы
фармацевтических препаратов, содержащие Арг:
Тивортин, производства “Юрiя Фарм” (Украина),
Цитраргинин – “Laphal Industria ” (Франция) и
Аминоплазмаль 10% E – “Mr Brown Melzunhen
AG” (Германия). Все образцы хранили при –20°C.

Референтный химический анализ Арг, осно�
ванный на использовании 8–гидроксихинолина
[18], осуществляли методом добавок. Оптиче�
скую плотность продукта реакции регистрирова�
ли на спектрофотометре “Shimadzu UV�1650 PC”
(Япония), при 500 нм, против контрольного об�
разца, не содержащего Арг. Концентрацию Арг в
фотометрируемом образце определяли по калиб�
ровочному графику.

Процедуру количественного анализа Арг про�
водили по схеме, разработанной ранее для энзи�
матического метода с СФ регистрацией продукта
[17]. В стеклянные пробирки вносили по 0.1 мл
проб, разведенных 30 мМ трис�НСІ буфером
(ТБ), рН 8.8, а для калибровочных проб – по 0.1 мл
стандартных растворов Арг в ТБ с концентрация�
ми от 0.05 мМ до 12 мМ. Реакцию запускали до�
бавлением 0.01 мл раствора аргиназы (16.5 ед./мл)
в ТБ. Инкубационную смесь выдерживали при
37°С в течение 15 мин, затем добавляли 1.8 мл

0.5%�ного раствора 2,3�бутандионмонооксима
(ДМО) в воде, 1.2 мл 3.0 М H2SO4 и кипятили на
водяной бане 30 мин. 

Оптимальные условия регистрации флуорес�
ценции конечного продукта, в частности выбор
длины волны эмиссии, осуществляли на приборе
Hitachi – MPF�4 (Япония) с возбуждением при
380 нм. Эксперименты по определению диапазона
линейности и селективности метода, а также изме�
рение концентрации Арг в пробах методом сравне�
ния со стандартным образцом [19] проводили на
приборе Quantech Digital Filter Fluorometer (“Ther�
mo Scientific”, США), используя светофильтры для
возбуждения флуоресценции (λ = 360 нм) и для ре�
гистрации эмиссии (λ = 535 нм).

Результаты измерений обрабатывали стати�
стически. Статистическую обработку проводили
с помощью программы OriginPro 8.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Предложенный нами метод основан на фер�
ментативном гидролизе Арг до Орн и карбамида
(І стадия реакции энзиматическая). Карбамид
при прогревании в кислой среде взаимодействует
с ДМО (ІІ стадия, химическая), образуя продукт
желтого цвета, концентрацию которого можно
количественно оценить спектрофотометрически
при 480 нм или флуориметрически при 510 нм
[20]. Конечным продуктом химической реакции
может быть как (2Е)�бутан�2,3�дион�2�семикар�
базон, так и другие соединения, в том числе цик�
лические [21–23]. Принципиальная схема пред�
полагаемых реакций, на которых основан метод
определения Арг, представлена на рис. 1. 

На рис. 2 представлены спектры продуктов хи�
мической реакции ДМО с растворами карбамида
разной концентрации. Абсорбционный макси�
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Рис. 1. Схема реакций при определении Арг с использованием аргиназы.

+ H2O



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 5  2013

МЕТОД АНАЛИЗА L�АРГИНИНА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ АРГИНАЗЫ І 533

мум поглощения окрашеного продукта находится
в коротковолновой видимой области при 480 нм
(рис. 2а), а пик эмиссии флуоресценции – при
510 нм (рис. 2б). 

Для оптимизации условий проведения химиче�
ской реакции экспериментально подбирали кон�
центрацию ДМО и время кипячения на химиче�
ской стадии реакции для получения максимальной
флуоресценции [17]. На рис. 3 представлены ка�
либровочные графики определения мочевины эн�
зиматическим методом со спектрофотометриче�
ской (рис. 3а) и флуориметрической (рис. 3б) де�
текцией продукта реакции ДМО�мочевины в
конечной реакционной смеси. Миллимолярный
коэффициент экстинкции (ε) совпадает по величи�
не с наклоном линии регрессии калибровочного

графика [19]. Как видно из рис. 3, ε мочевины для
СФ метода составляла 14.5 мМ–1 см–1 [17], а для
флуоресцентного – 873 мМ–1 см–1, что свидетель�
ствовало о возможности 60�кратного повышения
чувствительности флуориметрического способа
регистрации по сравнению со спектрофотомет�
рическим.

Сравнение калибровочных графиков для эн�
зиматического определения мочевины (рис. 3)
позволило сделать вывод, что при флуориметри�
ческой регистрации продукта реакции диапазон
линейности определяемых концентраций гораздо
шире, чем при СФ детекции. 

Все последующие эксперименты проводили
в оптимальных условиях энзиматической ста�
дии реакции, установленных ранее [17]: кон�
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центрация аргиназы в инкубационной смеси –
1.5 ед./мл, время инкубации – 15 мин. На рис. 4
представлены результаты изучения зависимости
интенсивности флуоресценции конечного про�
дукта реакции (ДМО�мочевина) от концентра�
ции Арг и определения диапазона линейности
метода. Линейность калибровочного графика
сохранялась в диапазоне концентраций Арг 2 ×
× 10–4–0.25 мМ в конечной пробе, предел обна�
ружения Арг – 1.6 × 10–4 мМ. Сравнение ε для

чистого карбамида (873 мМ–1 см–1) и карбамида,
образовавшегося из Арг (747 мМ–1 см–1) в ре�
зультате энзиматического гидролиза свидетель�
ствовало о 85%�ной конверсии Арг, т.е. при из�
бытке аргиназы на первой стадии реакции можно
ожидать еще 1.2�кратного повышения чувстви�
тельности метода. 

Изучение стабильности измеряемого конечно�
го продукта от времени показало, что интенсив�
ность флуоресценции через 1 сут снижалась всего
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на 15% при хранении реакционной смеси в темно�
те при комнатной температуре.

Таким образом, предложен высокочувстви�
тельный энзиматический метод количественно�
го определения Арг в модельных растворах с
флуоресцентной регистрацией продукта реак�
ции, не уступающей большинству известных на
сегодня физико�химических методов по чув�
ствительности [24]. 

Однако высокая чувствительность – это не
единственное требование к методу. Одной из важ�
нейших характеристик каждого аналитического
метода является селективность. Уровень селек�
тивности предлагаемого метода (рис. 5) оценива�
ли в относительных единицах (%) интенсивности
флуоресценции к величине максимального сиг�
нала (для 1 мМ Арг), принятой за 100%. В случае
CФ регистрации наблюдались положительные
сигналы: 15% на канаванин (Кан) и 1% на цитрул�
лин (Цит). Положительный сигнал на Кан в СФ
методе обусловлен способностью аргиназы гидро�
лизовать эту аминокислоту до мочевины [26]. При
флуориметрической детекции влияние Кан и Цит
незначительно – 0.4 и 0.7% соответственно. 

Отсутствие сигнала на остальные исследуе�
мые аминокислоты объясняется высокой селек�
тивностью аргиназы к природному субстрату –
Арг и высокой степенью чистоты ферментного
препарата. Положительный сигнал на Кан не
может быть существенной помехой при анализе
реальных образцов, по крайней мере биологиче�
ских жидкостей и пищевых продуктов, посколь�
ку Кан встречается, как правило, только в семе�
нах некоторых растений [25].

Предложенный энзиматический флуориметри�
ческий метод тестировали на образцах коммерче�
ских фармацевтических препаратов, содержащих
Арг, путем сравнения со стандартом. Результаты
количественного определения Арг несколькими
методами представлены в таблице. Соответствую�
щие коэффициенты корреляции (R) между резуль�
татами анализа Арг, полученными различными ме�
тодами, близки к 1 при высокой степени достовер�

ности таких связей (p < 0.006). Воспроизводимость
результатов анализа предложенным методом так�
же достаточно высока, коэффициент вариации
составлял 0.1–2.0%.

Предварительные исследования показали (дан�
ные не представлены), что разработанный фер�
ментативный метод можно применять для мони�
торинга Арг в биологических жидкостях и пище�
вых продуктах. Учитывая высокую стабильность
полученного нами препарата аргиназы (за 3 г.
хранения фермента при – 10°С в трис�буфере,
содержащем 1М NaCl и 1 мМ MnCl2, его актив�
ность уменьшалась только в 2 раза), можно про�
гнозировать перспективность разработки и вы�
пуска энзиматического набора для определения
Арг на основе предложенного метода для исполь�
зования его в лабораторной практике.

Таким образом, разработан энзиматический
метод количественного анализа Арг с флуоримет�
рической детекцией продукта реакции – мочеви�
ны. Метод основан на применении ДМО и высо�
коочищенного фермента – аргиназы І печени че�
ловека, полученного из клеток рекомбинантного
штамма дрожжей H. polymorpha. Новому методу
присущи высокая пороговая чувствительность
определения Арг (0.16 мкМ), широкий диапазон
линейности 0.2–250 мкМ, а также нечувствитель�
ность к интерферирующему влиянию других ами�
нокислот. Метод прост в исполнении, не требует
сложной подготовки образцов для анализа и мо�
жет применяться для количественного определе�
ния Арг в реальних образцах. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
проектов НАТО NUKR.SFPP 984173 и комплекс�
ной научно�технической программы НАН Укра�
ины “Сенсорные приборы для медико�экологи�
ческих и промышленно�технологических потреб�
ностей: метрологическое обеспечение и опытная
эксплуатация” 5/3�2013, а также индивидуально�
го гранта FEMS (UA�SMU2013�1Stasyuk). 

Результаты анализа Арг в фармацевтических препаратах

Метод, ссылка
Концентрация Арг в образцах, мM

Тивортин Цитраргинин Аминоплазмаль 

Данные производителя R = 1.0 199.3 475.0 8.0

Спектрофотометрия R = 1.0 [17] 199.4 ± 0.9 480.1 ± 0.9 8.2 ± 0.1

Референтный химический [эта статья] R = 0.9999 198.5 ± 3.5 481.6 ± 4.1 8.0 ± 0.4 

Амперометрия [16] R = 0.9999 200.3 ± 2.5 479.9 ± 4.7 7.8 ± 0.3

Потенциометрия [15] R = 0.9998 200.7 ± 4.5 447.2 ± 3.3 8.5 ± 0.3

Флуорометрия [эта статья] 200.1 ± 3.6 477.5 ± 0.6 8.1 ± 0.1

R – коэффициент корреляции при сравнении с флуорометрическим методом.
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L�Arginine Assay with the Use of Arginase I
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Abstract—A highly selective and sensitive method for the quantitative determination of L�arginine (Arg)
with a fluorescent detection of the reaction product has been developed. The method is based on the use of
human liver arginase I isolated from a recombinant producer strain, yeast Hansenula polymorpha, and 2,3�
butanedione monoxime, which is used to detect carbamide—the product of enzymatic reactions. The linear
concentration range for determining Arg in the final reaction mixture varies from 0.2 to 250 µM, and the
detection limit is 0.16 µM. Tests of the new method using commercial Arg�containing pharmaceutical prep�
arations showed a high correlation (R = 1.0) of the results with the manufacturer’s data and the results of
other methods for Arg detection.
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