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В работе описан метод получения ингибитора трипсиноподобных протеиназ из
промышленных отходов получения гамма�глобулина донорской крови человека. Ис�
пользуя ионообменную хроматографию, было выделено 5 изоформ ингибитора трип�
синоподобных протеиназ. Пятая изоформа обладала самой высокой ингибиторной
активностью и низкой активностью трипсиноподобных протеиназ, которую исполь�
зовали для изучения терапевтических свойств при экспериментальном гриппе. Наши
исследования показали, что 5�ая изоформа ингибитора протеиназ на 80 % защити�
ла животных, зараженных смертельной дозой вируса гриппа.
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Введение

Грипп до настоящего времени ос�
тается одним из наиболее массовых
заболеваний, которое приводит к гос�
питализации тысяч заболевших и высо�
кой смертности.

Ежегодно в Украине заболевает от
10 до 14 млн. человек, что составляет
25�30 % общей заболеваемости насе�
ления. Заболеваемость остается высо�
кой и причиняет большой ущерб. В на�
стоящее время смертность от этих за�
болеваний и его осложнений не снижа�
ется, а, наоборот, отмечается стабили�
зация и увеличение этого показателя
[1]. В 2010 г. от гриппа в Украине умер�
ло 1127 человек, из которых 100 бере�
менных женщин во 2�ом и 3�ем триме�
страх.

Актуальными остаются вопросы
поиска препаратов для профилактики и
лечения гриппа и ОРВИ, особенно на
ранних стадиях заболевания, учитывая
ограниченные возможности врачей�
практиков в дифференциальной диаг�
ностике этих заболеваний на предгос�
питальном этапе. Для получения про�
тивогриппозного препарата нами была
использована «протеолитическая» ги�
потеза развития вируса гриппа в орга�
низме человека [2]. Особенную роль
протеолиз играет в процессе воспале�

ния, который инициирует универсаль�
ный неспецифический каскадный меха�
низм активации протеолитических
ферментов на локальном и системном
уровнях. Эволюция создала механизм
регуляции протеолиза в виде ингиби�
торов протеолиза, который имеется
даже у микроорганизмов [3].

По нашим данным отходы сыворо�
точного производства являются перс�
пективным исходным биоматериалом
для получения ингибитора трипсинопо�
добных протеиназ, обладающего про�
тивовирусными свойствами и наимень�
шей аллергенностью.

Цель работы – выделение инги�
битора трипсиноподобных протеиназ
из отходов 1�ой стадии промышленно�
го способа получения гамма�глобули�
на донорской крови человека и изуче�
ние его защитных свойств при гриппе
в эксперименте.

Материалы и методы

Вирус гриппа A/PR/8/34, белые
мыши весом 16�18 г, промышленные
отходы фракций (II+III) получения гам�
ма�глобулина и альбумина донорской
крови человека. Вирусы гриппа штам�
мы A/PR/8/34 (H1N1), адаптированный
к белым мышам. Проведено IV пасса�
жа. В работу брали белых беспородных
мышей массой 16�18 грамм. Инфици�
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рование животных вирусами гриппа А
проводили под легким эфирным нарко�
зом интраназально в объеме 0,05 мл,
в разведении 10�1 (для штамма А, что
соответствовало инфекционной дозе
вируса 2,5�2 ЛД

50
. Такие дозы обеспе�

чивали 100 % гибель животных на 6�е
сутки после заражения. У животных
забирали легкие и кровь. Удаленные
легкие белых мышей промывали дваж�
ды в холодном 0,01 М фосфатном бу�
фере рН 7,5, растирали в холодной
ступке, суспендировали в фосфатном
буфере (1 мл на 1 легкое), гомогени�
зировали ультразвуком в режиме 7 на
приборе High Intensity Ultrasohie
Procession, Chicago Cole Parmel (USA),
центрифугировали при 104 об/мин на
центрифуге RS�5 фирмы Sorvall
Instrumens, Rotor SS�34, в течение 1 ч,
при температуре +4 0С.

Колоночную хроматографию бел�
ков проводили используя методы гель�
х р о м а т о г р а ф и и ,
ионообменной и
аффинной хрома�
тографии. Хрома�
т о г р а ф и ч е с к о е
разделение белко�
вых смесей прово�
дили, используя
шкаф низких температур (Combicoldrac
11), перистальтический насос
(Microperpex) и коллектор фракций
FCC�60 (Чехословакия). Обработку се�
фадексов и ионообменных смол осу�
ществляли по стандартным методикам
[4].

Ионообменную хроматографию
проводили на ДЭАЭ�целлюлозе�32
целлюлозе (фирма Watman, США). Вы�
сота колонки составляла 19,0 см, диа�
метр – 2,5 см, объем фракций 10,0 мл,
скорость 40,0 мл в час. Элюирование
проводили 0,1 М фосфатным буфером
рН 7,5 и ступенчатым градиентом NaCl
0,01 – 0,1 и 0,1 – 1,0. Было нанесено
9,3 мг белка.

Оценку активности трипсинопо�
добной протеиназы проводили по ме�

тоду К.Н. Веремеенко [5], модифици�
рованным С.В. Вовчук [6].

Инфекционный титр вируса в кро�
ви инфицированных мышей и алланто�
исной жидкости определяли путем за�
ражения 9�10�дневных куриных эмбри�
онов и выражали в lg ЭИД 50/0,2 мл.
Реакцию гемагглютинации ставили по
общепринятой методике. Определение
белка проводили по методу W.J. Lowry
[7]. Определение ингибиторов протеи�
наз в гомогенате легких, сыворотке
крови и аллантоисной жидкости прово�
дили казеиновым методом, предло�
женным А.П. Левицким [8, 9].

Результаты

На 1�ой стадии промышленного
гамма�глобулина (по методу Кона),
центрифугат утилизируют. Однако, по
нашим данным, в этом центрифугате
содержится 481,11 г ингибитора трип�
синоподобных протеиназ на 1,0 кг ис�
ходного сырья (табл. 1).

Содержание ингибитора в супер�
натанте превышало в 8,0 раз его со�
держания в осадке. В связи с этим су�
пернатант мы использовали для выде�
ления и очистки ингибитора трипсино�
подобных протеиназ методом ионооб�
менной хроматографии. Разработка
способа получения ингибитора в очи�
щенном виде включала этапы: экстрак�
цию фермента, ультразвуковую дезин�
теграцию, ионообменную хроматогра�
фию на ДЭАЭ�целлюлозе 52, диализ,
лиофильную сушку (патент Украины №
89778) [10]. Ионообменную хроматог�
рафию проводили в 0,1 М фосфатном
буфере рН 7,5. Линейный градиент
создавали в интервале 0,0 �1,0 М NaCl
на этом же буфере. Данный способ

Таблица 1 

Содержание ингибитора трипсиноподобных протеиназ в отходах I-ой 
стадии (фракции II+III) промышленного получения гамма-глобулина из 

свежеполученного биоматериала (n = 5) 
№ Образец Белок, мг/мл Ингибитор, г/кг 
1. Супернатант 19,36 ± 1,64 0,481 ± 0,046 
2. Осадок 11,07 ± 1,01 0,058 ± 0,004 
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позволил получить 5 изоформ, облада�
ющих ингибиторной активностью (рис.
1). Первые две изоформы, в которых
содержался ингибитор трипсиноподоб�
ных протеиназ, элюировали с ионооб�
менной колонки 0,1 М фосфатным бу�
фером рН 7,5. Следующие 3 изофор�
мы, содержащие ингибитор трипсино�
подобных протеиназ, элюировали сту�
пенчатым градиентом NaCl разной мо�
лярности: 3�я изоформа – 0,1 М NaCl,
4�я изоформа – 0,2 М NaCl, 5�я изо�
форма – 0,5 М NaCl. Объемы элюатов
изоформ были соответственно: 35 мл,
195 мл, 340 мл, 440 мл, 605 мл. Наи�
большее содержание ингибитора трип�
синоподобных протеиназ было зареги�
стрировано во фракции 5�й изоформы,
которая последней элюировалась с
колонки 0,5 М NaCl, а наименьшее – в
4�й и 3�й изоформах, которые элюиро�
вались с колонки 0,2 и 0,1 М NaCl
cоответственно.

Полученные результаты свиде�
тельствуют о том, что в промышленных
отходах I�ой стадии получения гамма�
глобулина, содержалось 5 фракций ин�
гибитора трипсиноподобных протеи�
наз, которые отличались между собой
как по заряду, так и по солераствори�
мости.

Эти отличия могут быть обуслов�
лены различиями в аминокислотном
составе множественных форм данного

ингибитора.

Пятую изоформу, обладающую
высокой ингибиторной активностью
(132 у.е.) и низкой активностью трип�
синоподобных протеиназ (0,0027
мкмоль/мин в пробе) использовали для
изучения терапевтических свойств при
экспериментальном гриппе у белых
мышей.

Мыши были разделены на 7
групп, 4 опытные по 15 шт. и в конт�
рольных группах по 10 шт. (табл. 2).
Животные 1�ой группы получали смер�
тельную дозу вируса (контроль вируса).
Вирус вводили интраназально в объе�
ме 0,05 мл под рауш�наркозом. 2�ая
группа мышей получала аналогичную
дозу вируса, но одновременно подвер�
гались воздействию кристаллическим
трипсином (контроль лечебных свойств
кристаллического трипсина) в тех же
дозах и сроках, что и животные 3�ей
группы.

Третья группа животных была за�
ражена той же дозой вируса и подвер�
галась лечению ингибитором трипси�
ноподобных протеиназ, полученным из
отходов производства гамма�глобули�
на. 4�ая группа животных получала
только ингибитор трипсиноподобных
протеиназ из отходов (контроль инги�
битора на токсичность). 5�ой группе
животных вводили только трипсин кри�

сталлический (кон�
троль действия
трипсина), шестой
– фосфатный бу�
фер, на котором
разводили вирус,
ингибитор и трип�
син (контроль реак�
тивов). 7�ая группа
— контроль интакт�
ных животных (не
получали никаких
препаратов).

Ингибитор и
трипсин вводили
каждой мышке инт�Рис. 1. Выделение и очистка ингибитора трипсиноподобных протеиназ из отходов I-ой 

стадии (II+III) промышленного способа получения гамма-глобулина 
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раназально под
легким эфирным
наркозом на протя�
жении семи суток.
Каждая мышь полу�
чила в целом по
140 мкг ингибитора
за курс лечения.

Как показали
результаты иссле�
дований, животные
1�ой и 2�ой групп
погибли на 3�8 сут�
ки после зараже�
ния. Отмечается
существенная разница в сроках гибе�
ли и клинической картине у мышей
этих групп – мыши 2�ой группы начи�
нали гибнуть значительно раньше (на
3�и сутки после заражения). Можно де�
лать вывод, что дополнительное введе�
ние трипсина ускорило течение грип�
па после введения смертельной дозы
вируса, так как гибель мышей наступи�
ла несколько раньше. В 3�ей группе
выжило 12 белых мышей (80 %), они
оставались живы и на 14�е сутки пос�
ле заражения (общий срок наблюде�
ния). Следовательно, ингибитор, бло�
кируя трипсиноподобную протеиназу, в
значительной степени подавлял инфек�
ционный процесс, который индуцирует
вирус гриппа.

Животные 4�ой, 5�ой, 6�ой и 7�ой
групп оставались живы на протяжении
всего срока наблюдения. Кроме того,
вновь полученный ингибитор трипсино�
подобных протеиназ, не вызывал ток�
сичности, так как белые мыши 4�й
группы оставались живы и на 14�й день
после введения ингибитора.

Таким образом, результаты ис�
следований свидетельствуют о том, что
полученный из отходов I�ой стадии по�
лучения гамма�глобулина препарат ин�
гибитора трипсиноподобных протеи�
наз, обладал отчетливым противови�
русным свойством. Полученные ре�
зультаты являются убедительным экс�
периментальным обоснованием ис�

пользования выделенного ингибитора
трипсиноподобных протеиназ для ле�
чения вирусного гриппа. Ингибитор
может быть использован не только при
вирусном гриппе, но и при других ви�
русных инфекциях, при которых рас�
щепление белка�предшественника ви�
русов производится клеточными трип�
синоподоными протеиназами. К после�
дним относится достаточно большая
группа заболеваний от вирусного гепа�
тита до СПИДа.

Обсуждение

Проблемы терапии по�прежнему
актуальны, поскольку методы специфи�
ческой профилактики и иммунотерапии
гриппа недостаточно эффективны из�
за выраженной вариабельности виру�
сов гриппа [11]. В силу вышесказанно�
го, профилактическое значение вакцин
хотя и весьма велико, но они не обес�
печивают полной защиты популяции от
заболеваний вирусным гриппом, даже
в случае своевременного применения
высокоспецифичных вакцин.

Гриппозные вакцины не исключа�
ют возможности аллергических реак�
ций на белки сыворотки или белки ку�
риных эмбрионов, что существенно
ограничивает возможности их приме�
нения. Это особенно реально при из�
готовлении живой гриппозной вакцины,
которая практически не проходит спе�
циальной очистки от белков куриных
эмбрионов [12].

Таблица 2 
Действие 5-ой изоформы ингибитора трипсиноподобных протеиназна выживаемость 

мышей, зараженных смертельной дозой (2,5-2 ЛД50) вируса гриппа А/PR/8/34 
Кол-во животных Название группы Количе-

ство 
животных в 

группе  

Доза 
вируса 

Доза 
ингибитора 

на мышь  
мкг белка 

пало выжило 
% 

выживших 
животных 

Вирус гриппа А 15 10-1 - 15 - 0 
Вирус гриппа А + 
трипсин крист. 15 10-1 20 мкг 15 - 0 

Вирус гриппа А + 
ингибитор из 
отходов 

15 10-1 20 мкг 3 12 80 

Ингибитор из 
отходов 
(токсичность) 

15 - 20 мкг - 15 100 

Трипсин крист. 
(контроль) 10 - 20 мкг - 10 100 

Фосфатный буфер 
(контроль) 10 - 0,2 мл - 10 100 

Контроль животных 10 - - - 10 100 
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Поиск материала, из которого
можно получить препарат, обладающий
высокой противовирусной активностью
(ингибитор трипсиноподобных протеи�
наз), и одновременно, обладающий
наименьшей аллергенностью для чело�
века, обратил наше внимание и заста�
вил нас провести исследования крови
человека, а также отходов сывороточ�
ного производства на наличие в них
сериновых протеиназ и их ингибито�
ров.

В литературе установлено, что
сыворотка крови является важным ис�
точником различных ингибиторов про�
теиназ. К изученным в настоящее вре�
мя ингибиторам относятся: альфа

2
�ан�

типлазмин, альфа
2
�макроглобулин,

альфа
1
�антитрипсин, антитромбин III,

С
1
–активатор, альфа

1
�антихимотрип�

син, интер�альфа�ингибитор трипсина
и др. [3]. Хотя, вполне можно постули�
ровать, что этим перечнем не исчерпы�
вается количество и разнообразие ин�
гибиторов протеиназ плазмы крови
человека. Из поврежденных клеток
различных органов в кровь могут по�
ступать компоненты протеиназно/инги�
биторных систем внутриклеточного
происхождения.

Учитывая, что получение ингиби�
тора из ткани легких мышей не может
иметь промышленного значения, мы
его видоизменили и разработали свой
новый способ получения ингибитора
трипсиноподобных протеиназ из про�
мышленных отходов сывороточного
производства донорской крови челове�
ка для апробации его в качестве лечеб�
ного препарата [13].

Согласно предложенной методи�
ке, для выделения ингибитора трипси�
ноподобных протеиназ использовали
отходы I�й стадии (II+III) промышленно�
го получения гамма�глобулина из до�
норской крови человека, которые со�
держали значительное количество дан�
ного ингибитора [14, 15]. Данный спо�
соб позволил получить 5 изоформ, об�
ладающих ингибиторной активностью.

Все полученные ингибиторы были ис�
следованы по их активности. Наиболь�
шая ингибиторная активность трипси�
ноподобных протеиназ была зарегист�
рирована во фракции V�й изоформы.
Мы усовершенствовали методику вы�
деления ингибитора трипсиноподоб�
ных протеиназ и получили патент Укра�
ины № 21599 от 15.03.2007 г. [13].

Мы изучили защитное действие V�
й изоформы ингибитора трипсинопо�
добных протеиназ, выделенной из про�
мышленных отходов I�й стадии. Как по�
казали наши исследования, V�я изо�
форма ингибитора трипсиноподобных
протеиназ на 80 % защищала живот�
ных, зараженных смертельной дозой
вируса гриппа.

Введение V�й изоформы ингиби�
тора трипсиноподобных протеиназ,
свое защитное действие могло прояв�
лять не только путем их блокады и уг�
нетения инфекционного процесса, но и
благодаря параллельному угнетению
тканевых протеиназ, участвующих в
реакциях иммунного воспаления, кото�
рое усугубляет вирусное повреждение
легких.

Получение противовирусных пре�
паратов из отходов донорской крови
человека позволит полнее использо�
вать белки крови, повысить экономи�
ческую целесообразность фракциони�
рования, увеличить номенклатуру пре�
паратов крови, что ведет к снижению
себестоимости их производства.

В целом, ингибиторную терапию
вирусного гриппа следует считать но�
вым перспективным направлением в
лечении этого заболевания и его ос�
ложнений. В связи с тем, что это на�
правление лечения основано на общем
для многих вирусов механизме депро�
теинизации, следует предположить,
что лечение многих вирусных заболе�
ваний, можно также основывать на
модуляции системы трипсиноподобная
сериновая протеиназа/ингибитор: ви�
русные гепатиты, СПИД и многие дру�
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гие. Наряду с главным способом угне�
тения протеиназ путем введения инги�
биторов, перспективными могут быть
стимуляция синтеза ингибиторов про�
теиназ, а также их активация. Данный
патогенетический способ терапии ви�
русных заболеваний должен быть все�
сторонне проанализирован, как одно
из перспективных общебиологических
направлений, регулирующих взаимоот�
ношение вирусов и организма челове�
ка.
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Резюме

РОЗРОБКА НОВОГО
ПРОТИВІРУСНОГО ПРЕПАРАТУ ПРИ

ГРИПІ

Дівоча В.П.

У роботі описаний метод отри�
мання інгібітору трипсиноподібних про�
теїназ з промислових відходів отриман�
ня гамма�глобуліну донорської крові
людини. За допомогою іонообмінної
хроматографії було виділено 5 ізоформ
інгібітору трипсиноподібних протеїназ.
П’ята изоформа володіла найвищою
інгібуючою активністю та низькою акт�
івністю трипсиноподібних протеїназ,
яку використовували для вивчення те�
рапевтичних властивостей при експе�
риментальному грипі. Як показали наші
дослідження 5�та изоформа інгібітору
протеїназ на 80 % захистила тварин,
заражених сметрельной дозою вірусу
грипу А.

Ключові слова: грип, інгібітори, про

теази, очищення ферменту.

Summary

DEVELOPMENT OF A NEW ANTIVIRAL
MEDICATION FOR THE GRIPPE

Divocha V.A.

The paper presents a method for
obtaining an inhibitor of trypsin�like
proteases from industrial waste
producing gamma globulin donated
human blood. Using ion exchange
chromatography was allocated 5 isoforms
of trypsin proteinase inhibitor. The fifth
isoform had the highest inhibitory activity
and low protease activity of trypsin which
was used to study the therapeutic
properties in experimental influenza. Our
investigations have shown 5 isoform
proteinase inhibitor by 80 % protection of
animals infected with a fatal dose of
influenza virus.

Keywords: influenza, inhibitors,
protease enzyme purification.
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