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Metody pośrednie (np. metoda Kjeldahla, Dumasa) polegają 
najczęściej na określeniu zawartości azotu i przeliczeniu go 
na białko, wykorzystując odpowiednie współczynniki prze-
liczeniowe [ ]. 

Do najczęściej stosowanych bezpośrednich metod oznacza-
nia zawartości białka należą: metoda biuretowa, Lowry’ego, 
immunoenzymatyczna, formolowa, metody oparte na wbu-
dowaniu barwników, metody spektrofotometrii w zakresie 
nadfioletu oraz oparte na zjawisku selektywnego pochła-
niania promieniowania w zakresie podczerwieni [ , , , ]. 

STRESZCZENIE
Białka są podstawowym elementem budowy tkanek, wcho-
dzą w skład enzymów i hormonów, regulując wiele ważnych 
procesów życiowych. Zmiany ich stężenia kontrolują procesy 
metaboliczne komórki. Ilościowe oznaczanie zawartości białek 
podzielono na metody pośrednie (np. Kjeldahla) i bezpośred-
nie (biuretowa, Lowry’ego, immunoenzymatyczna, formolowa, 
metody oparte na wbudowaniu barwników, spektrofotometrii 
w zakresie nadfioletu oraz oparte na zjawisku selektywnego 
pochłaniania promieniowania w zakresie podczerwieni). Jednym 
ze sposobów oznaczania zawartości białek jest metoda spektro-
fotometryczna opisana przez Bradford. Procedura oznaczenia 
stężenia protein wykorzystuje zjawisko tworzenia się kompleksu 

barwnik (Coomassie Brillant Blue G  -250)–białko, a natężenie 
barwy jest proporcjonalne do zawartości białka w roztworze. 

Celem pracy było sprawdzenie przydatności tej metody 
do oznaczania zawartości białka w komórkach THP-1 hodo-
wanych z dodatkiem ekstraktów z owocostanów pokrzywy 
zwyczajnej (Urtica dioica L.). W badaniach wykorzystano wodne 
i alkoholowe ekstrakty w dwóch stężeniach. Wykazano, że spek-
trofotometryczne oznaczanie zawartości białka metodą Bradford 
jest skuteczną i dokładną metodą określenia stężenia protein 
w makrofagach THP-1. 
Otrzymane wyniki wskazują, że metodę tę można polecić do ozna-
czania zawartości białka w innych hodowlach komórkowych. 
Słowa kluczowe: komórki THP-1, białko, spektrofotometr. 

SUMMARY
Proteins are the basic building block of tissue, and are part of 
enzymes and hormones regulating many important life proc-
esses. Changes in their concentration control the metabolic proc-
esses of the cell. Quantitative determination of the protein con-
tent is divided into indirect methods (e.g. Kjeldahl method) and 
direct methods (buret method, Lowry, immunoenzymatic, formol 
method, based on incorporation of dye in the range of ultraviolet 
spectrophotometry, and based on the phenomenon of selective 
absorption of radiation in the infrared range). One of the meth-
ods for the determination of protein content is the spectropho-
tometric method described by Bradford. The protein concen-
tration assay procedure utilizes the phenomenon of formation 

of the dye (Coomassie Brillant Blue G  -250)–protein and colour 
intensity is proportional to the protein content in the solution. 

The aim of this study was to verify the usefulness of this 
method for determining the protein content in THP-1 cells cul-
tured with extracts of nettle fruit stalks (Urtica dioica L.). Aque-
ous and alcohol extracts at two concentrations were used. It 
has been shown that the spectrophotometric determination 
of protein content by the Bradford method is an eff ective and 
accurate method for determining the concentration of protein 
in THP-1 macrophages. 
The results indicate that this method can be recommended for 
the determination of the protein content in other cell cultures. 
Key words: THP-1 cells, protein, spectrophotometer. 

WSTĘP

Białka należą do podstawowych biopolimerów wchodzących 
w skład komórki. Są podstawowym elementem budowy tkanek, 
a ponadto wchodzą w skład enzymów i hormonów, regulując 
wiele ważnych procesów organizmu. Zmiany stężenia białek 
kontrolują procesy metaboliczne komórki [ ]. Oznaczanie 
ilości białka opiera się głównie na obecności w ich struktu-
rze atomów azotu i przeprowadza się metodami pośrednimi 
oraz bezpośrednimi. 
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Jedną z metod oznaczania zawartości białek jest metoda opi-
sana przez Bradford [ , ]. Procedura oznaczenia stężenia pro-
tein wykorzystuje zjawisko tworzenia się kompleksu barw-
nik–białko. Wykorzystuje się zdolność wiązania barwnika 
Coomassie Brillant Blue G  -  (CBB  -G ) z grupami amino-
wymi białek za pomocą wiązań jonowych i hydrofobowych. 
Z barwnikiem reagują głównie reszty argininy, w minimal-
nym stopniu reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu 
i fenyloalaniny. Barwnik w środowisku kwaśnym ma brunatne 
zabarwienie, które po reakcji z białkiem zmienia się na błę-
kitne. Wiąże się z tym zmiana maksimum absorbancji z  
na  nm. Natężenie barwy jest proporcjonalne do zawartości 
białka w roztworze, a wartość absorbancji jest proporcjonalna 
do stężenia białka. Jako wzorzec białka stosuje się albuminę 
bydlęcą. Liniowa zależność absorbancji od stężenia białka leży 
w zakresie , – ,  mg/mL. 

Celem pracy była ocena przydatności spektrofotometrycznej 
metody oznaczania zawartości białek wg Bradford do ozna-
czania stężenia protein w komórkach THP-  hodowanych 
z dodatkiem ekstraktów z owocostanów z pokrzywy zwy-
czajnej (Urtica dioica L.). 

METODY

Do przygotowania ekstraktów wykorzystano owocostany 
pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.) zliofilizowane w apa-
racie Alpha –  LD plus (ciśnienie ,  mmHg, temperatura 

− °C). W celu przygotowania ekstraktu etanolowego  g suszu 
przeniesiono do kolby o pojemności  mL i dodano  mL 

% etanolu. Mieszaninę utrzymywano  godz. w łaźni wodnej 
( °C) pod chłodnicą zwrotną, następnie schłodzono do tempe-
ratury pokojowej i przefiltrowano. Przesącz poddano   -krotnej 
ekstrakcji eterem naftowym. Alkohol odparowano na wyparce 
rotacyjnej pod zmniejszonym ciśnieniem. Aby przygotować 
ekstrakt wodny do kolby o pojemności  mL, odważono  g 
suszu i wprowadzono  cm  destylowanej wody o temp. °C. 
Kolbę zamkniętą korkiem wytrząsano  min w temperaturze 
pokojowej, po czym przefiltrowano. W celu odparowania roz-
puszczalnika przesącz poddano destylacji pod zmniejszonym 
ciśnieniem w wyparce rotacyjnej. Suche ekstrakty przecho-
wywano w temp. − °C.

W doświadczeniu wykorzystano komórki THP  -  (ATCC, Roc-
kville, USA), które w ilości × ⁶ posiano na   -dołkowych płyt-
kach. W celu przekształcenia monocytów w makrofagi do komó-
rek dodawano po  nM PMA (phorbol   -myristate   -acetate) 
i inkubowano  h ( °C, % CO₂). Po tym czasie komórki prze-
mywano   -krotnie ciepłym PBS i dodawano po  μg ekstraktu 
wodnego lub alkoholowego z owocostanów pokrzywy. Osta-
teczne stężenie w dołku ekstraktu wodnego wyniosło  μg/mL 
(PW ) i ,  μg/mL (PW ), natomiast ekstraktu etanolowego 

 μg/mL (PA ) i  μg/mL (PA ). Kontrolę pozytywną (K plus) 
stanowiły komórki hodowane z dodatkiem  μL DMSO (dimety-
losulfotlenek), kontrolę negatywną (K minus) bez dodatku tego 
związku. Po  godz. inkubacji ( °C, % CO₂) komórki zdra-
pywano z płytki i odwirowywano ( °C,  min,  obr./min). 

Supernatant odrzucano, a otrzymaną peletkę komórek zamra-
żano w temperaturze − °C. W każdej próbce zawartość białka 
oznaczano w  powtórzeniach [ ]. Oznaczenia wykonano przy 
użyciu spektrofotometru Agilent UV. 

W celu wykonania krzywej kalibracji przygotowano roz-
twory białka albuminy bydlęcej (bovine serum albumin – BSA) 
w  M NaOH o stężeniach: ,  mg/mL; ,  mg/mL; ,  mg/mL; 

,  mg/mL i ,  mg/mL. Badane próbki zawierały odczynnik 
Bradford oraz roztwór albuminy bydlęcej zmieszany w sto-
sunku : . Ostateczne wartości stężenia wzorców BSA wyno-
siły: ,  mg/mL; ,  mg/mL; ,  mg/mL; ,  mg/mL; 
,  mg/mL. 

Pomiary absorbancji wzorców BSA przeprowadzono przy 
długości fali  nm. Jako próbkę referencyjną stosowano roz-
twór niezawierający BSA. Podczas pomiarów spektrofotome-
trycznych stosowano kuwety kwarcowe o drodze pomiaru 
wynoszącej  cm. Jako próbkę referencyjną (blank) użyto mie-
szaninę odczynnika Bradford z  M roztworem NaOH, zmieszaną 
w stosunku objętościowym : . Próbką badaną była mieszanina 
odczynnika Bradford z roztworem próbki badanej w  M NaOH, 
zmieszana również w stosunku objętościowym : . 

Z wyników otrzymanych dla poszczególnych powtórzeń 
obliczono średnią oraz odchylenie standardowe wykorzy-
stując wzory: 

gdzie: 
 – średnia arytmetyczna 

xi – wartość zmiennej i  -tej jednostki 
n – liczebność obserwowanej zbiorowości

gdzie:
SD – odchylenie standardowe
 – średnia arytmetyczna

xi – wartość zmiennej i  -tej jednostki (kolejna obserwacja w próbie)
n – liczebność obserwowanej zbiorowości

Krzywa kalibracji oraz jej parametry statystyczne zostały 
wykonane z użyciem oprogramowania UV  -Visible ChemSta-
tion. 

WYNIKI

Na rycinie  przedstawiono krzywą kalibracyjną roztworów 
albuminy bydlęcej. 

Parametry statystyczne funkcji opisującej krzywą kalibra-
cji roztworów BSA zestawiono w tabeli . 

Uzyskany współczynnik korelacji kwadratowej (R² = , ) 
jest bliski jedności, co świadczy o bardzo dobrym dopasowaniu 
danych doświadczalnych do opisującej je funkcji. 

Na podstawie wykonanej krzywej kalibracji oraz otrzy-
manego równania C = , ∙A∙R (R – krotność rozcieńczenia 
stosowana dla próbek badanych; R = ) można, dokonując 
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pomiarów absorbancji (A) próbek przy  nm, obliczyć zawar-
tość białka w próbce wyrażoną w mg/mL. 

Na rycinie  przedstawiono widma Uv  -Vis badanych roz-
tworów wzorcowych BSA o różnym stężeniu. Przerywaną linią 
zaznaczono maksima absorbcyjne przy długości fali  nm, 
dla którego wykonywano pomiary absorbancji. 

Zawartość białka znajdującego się w badanych próbkach 
komórek THP  przedstawiono w tabeli . 

Zawartość białka w komórkach THP  była zróżnicowana 
w zależności od warunków hodowli. Najniższą zawartość białka 
( ,  mg/mL) stwierdzono w komórkach hodowanych z dodat-
kiem wodnego ekstraktu z owocostanów pokrzywy o stę-
żeniu  μg/mL, natomiast najwyższą wartość ( ,  mg/mL) 
w kontroli pozytywnej (komórki THP-  hodowane z dodatkiem 
DMSO). Niewielkie wartości odchylenia standardowego świad-
czą o dużej powtarzalności prowadzonych oznaczeń, wyniki 
są skupione blisko siebie i przede wszystkim ich rozrzut wokół 
wartości średniej jest niewielki. 

WNIOSKI

Spektrofotometryczne oznaczanie zawartości białka 1. 
metodą Bradford okazało się skuteczną i dokładną metodą 
określenia stężenia protein w makrofagach THP-1. 

Otrzymane wyniki badań wskazują, że metodę tę można 2. 
polecić do oznaczania zawartości białka w innych hodowlach 
komórkowych. 

Krzywa kalibracji roztworów albuminy bydlęcejRYCINA   1. 

Widma Uv  -Vis roztworów wzorcowych albuminy bydlęcej (BSA)RYCINA   2. 

Parametry statystyczne krzywej kalibracji roztworów albuminy TABELA   1. 
bydlęcej

Nazwa wzorca Albumina bydlęca

Liczba wzorców 5

Równanie krzywej kalibracji C = k1*A

Współczynnik k1 0,6789 mg/mL

Odchylenie standardowe k1 0,05157 mg/mL

Odchylenie standardowe krzywej kalibracji 0,02161 mg/mL

Współczynnik korelacji R2 0,97744

Zawartość białka w komórkach THP1 hodowanych z dodatkiem TABELA   2. 
ekstraktów z owocostanów pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.)

Symbol 
próbki

Powtó-
rzenie

Absorbancja 
przy 

λ = 595 nm

Stężenie 
białka 

(mg/mL)

Zawartość białka 
(mg/mL)

średnia 
(x) SD

K minus

1 0,24623 7,3553

7,5253 0,19102 0,25884 7,7320

3 0,25069 7,4886

K plus

1 0,25850 7,7218

7,7044 0,08912 0,26057 7,7836

3 0,25469 7,6079

PW1

1 0,18097 5,4059

5,5880 0,24982 0,18363 5,4853

3 0,19660 5,8727

PW2

1 0,22787 6,8068

6,9886 0,16612 0,23877 7,1324

3 0,23523 7,0266

PA1

1 0,24790 7,4052

7,5479 0,14572 0,25249 7,5421

3 0,25765 7,6964

PA2

1 0,20071 5,9955

5,9904 0,09102 0,20349 6,0787

3 0,19741 5,8970
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