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Введение

В течение последних 10 лет суще*
ственно изменилось представление о
роли протеолитических ферментов в
организме. Стало очевидным, что проте*
олиз является особой формой биологи*
ческого контроля [25, 26, 29, 33, 45].
Анализ обширного материала показал,
что ограниченный протеолиз служит пус*
ковым механизмом многих биологичес*
ких процессов и обеспечивает быстрый
физиологический ответ организма на
меняющиеся условия или поступающий
извне сигнал [1*3, 19, 34].

С биологией возбудителей вирус*
ных заболеваний связаны трудности в
направленном создании препаратов из*
бирательного противовирусного дей*
ствия. Достижения биохимии и молеку*
лярной биологии последних лет, раскры*
вающие особенности репродукции виру*
сов, обеспечивают создание новых под*
ходов направленного вмешательства в
цикл вирусной репродукции [5, 18, 32,
35].

Протеолитическая активация широ*
ко распространена среди вирусов разных
таксономичных групп. У пикорна и тога*
вирусов расщепление белка* предше*
ственника является основным механиз*
мом, приводящим к образованию функ*
циональных белков. Протеолитическая
активация есть у большинства других
вирусов и касается, в основном, вирус*
ных гликопротеидов, осуществляющих

функции адсорбции и слияния. В резуль*
тате ограниченного протеолиза белковая
молекула расщепляется  на две субъеди*
ницы, как например гемагглютинин виру*
са гриппа, либо от нее отщепляется не*
большой фрагмент, как, например, у обо*
их гликопротеидов парамиксовирусов,
HN и F [14, 49, 21] .

Протеолитическая активация явля*
ется высоко специфическим процессом,
осуществляемым определенными проте*
иназами клеточного или вирусного про*
исхождения [40*44, 48]. Так, протеолити*
ческую активацию вирусов гриппа и па*
рамиксовирусов осуществляют трипси*
ноподобные протеиназы клетки, которые
гидролизуют пептидную связь между
аргинином и лизином. Химотрипсин и
гемолизин расщепляет белок*предше*
ственник со сдвигом на 3 и 1 аминокис*
лоту соответственно, и при этом протео*
литическая активация не происходит, и
слияние вириона с клеткой не происхо*
дит [38, 39].

Белки слияния вирусов гриппа и
парамиксовирусов активизируются мно*
гими протеиназами. И те, и другие про*
теиназы находятся в хорионаллантоис*
ной жидкости куриного эмбриона, но при
фракционировании ее могут быть разде*
лены [22]. Для максимального расщепле*
ния гемагглютинина вируса гриппа и F*
белка вируса Сендай in vitro требовалось
около 4 часов инкубации при t +37 °C.

Протеолитическая активация явля*
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ется важным событием в инфекционном
цикле вирусов. При ее нарушении сбор*
ка вирусных частиц будет происходить,
однако образующиеся вирионы будут не*
инфекционными, поскольку в их составе
отсутствуют активные белки слияния,
обеспечивающие проникновение вируса
в здоровые клетки. Поэтому протеолити*
ческая активация обусловливает инфек*
ционную активность вируса и способ*
ность его к генерализации инфекции. По*
видимому, свойства вируса поражать оп*
ределенные ткани организма определя*
ются наличием в органах и тканях фер*
ментов, необходимых для протеолити*
ческой активации вирусного потомства.

Значение протеолитической актива*
ции в инфекционном процессе, ее уни*
версальность для ингибиторов протеоли*
за является предпосылкой для использо*
вания ее в качестве мишени с целью
лечения вирусной инфекции. Такой под*
ход к терапии вирусных заболеваний от*
крывает перспективу для создания пре*
паратов широкого антивирусного спект*
ра действия, поскольку для определен*
ных вирусов можно подобрать специфи*
ческие ингибиторы протеолиза, эффек*
тивно блокирующие протеолитический
процессинг. Сейчас протеолитическими
ферментами интересуются практически
во всех областях медицины. Это связано
с тем, что в настоящее время известен
целый ряд заболеваний, в патогенезе
которых задействованы протеиназы.

Цель исследования – изучить со*
стояние и роль антипротеиназных систем
вируса и реципиента в развитии гриппоз*
ной инфекции для получения и исполь*
зования принципиально новых лечебных
препаратов на основе ингибиторов трип*
синоподобных протеиназ.

Задачи исследования:

1. Очистить вирус гриппа до гомогенно*
го состояния.

2. Изучить природу протеиназы, ассо*
циированной с вирусом гриппа.

3. Изучить роль протеиназ и их ингиби*
торов на разных, особенно ранних

стадиях развития гриппозной инфек*
ции.

4. Выделить и очистить протеиназу и ее
ингибитор из легких здоровых и за*
раженных вирусом гриппа мышей.

5. Получить специфические антитела к
изоформам трипсиноподобной про*
теиназы и изучить их защитное дей*
ствие при гриппе в эксперименте.

6. Изучить защитное действие клеточ*
ного ингибитора при заражении жи*
вотных смертельной дозой вируса
гриппа.

7. Определить биоматериал для полу*
чения ингибитора протеиназ, обла*
дающего противовирусным свой*
ством.

8. Изучить наличие трипсиноподобных
протеиназ в промышленных отходах
получения гамма*глобулина.

9. Выделить ингибитор трипсиноподоб*
ных протеиназ из отходов промыш*
ленного способа получения  гамма*
глобулина.

10. Изучение защитных свойств ингиби*
торов трипсиноподобных протеиназ,
полученных из отходов сывороточно*
го производства.

 В начале 80*х годов, при очистке и
концентрации разных штаммов вируса
гриппа для получения поливалентных
противогриппозных вакцин мы впервые
столкнулись с тем, что не можем освобо*
дить вирус гриппа от протеолитической
активности (рис. 1.) [6]. Для решения
данного вопроса мы усовершенствовали
методы очистки, однако освободить ви*
рус гриппа от протеолитической активно*
сти нам не удалось.

Анализ очищенных препаратов ви*
руса гриппа на наличие протеолитичес*
кой активности в наших исследования
показал, что очистка вируса гриппа ме*
тодами ультрацентрифугирования не ос*
вобождает вирус гриппа от протеолити*
ческой активности. В градиенте сахаро*
зы (15*60%) протеолитическая актив*
ность четко разделилась на несколько
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изоформ (табл. 1) [7].

Полученные результаты позволили
нам сделать вывод, что с вирусом грип*
па ассоциирована серинсодержащая
протеиназа трипсиноподобного типа кле*
точного происхождения, которая имеет
молекулярную гетерогенность.

В связи с тем, что мы не смогли
освободить вирус гриппа от трипсинопо*
добной протеиназы, следующим этапом
была проверка зарубежных противогрип*
позных вакцин на наличие в их составе
трипсиноподобной протеиназы и ее ин*
гибитора, т.е. выяснить вопрос – как они
очищают вирус гриппа до гомогенного
состояния?

Как показали исследования, резуль*
таты которых представлены в таблице 2,
все коммерческие препараты, выпущен*
ные зарубежными фирмами, содержали
как ингибитор, так и трипсиноподобную
протеиназу.

Исходя из вышеизложенного, мож*
но заключить, что зарубежные препара*
ты не очищены на 100% от белковых при*
месей, или невозможно отделить вирус*
ные белки от компонентов клетки. Вирус*
ные белки прочно ассоциированы с ком*
понентами клетки, поэтому структуру ви*
руса гриппа следует рассматривать с
учетом взаимодействия с клеточными
ферментами и их ингибиторами.

Система про*
теиназ и ингибито*
ров представлена в
организме большой
группой белков. Ин*
гибиторы протеоли*
тических ферментов
выполняют роль по*
стоянного уровня
соответствующих
ферментов в орга*
низме, находятся с
последними в по*
стоянном динами*
ческом равновесии
[20, 23, 31, 47]. На*
рушение между
ферментами и инги*
биторами имеет
значение для разви*
тия патологических
процессов [24].

Проведенные
нами исследования
показывают, что в
легких и сыворотке
крови незараженных
животных и куриных
эмбрионах уровень
протеиназной ак*
тивности и ингриби*
рующей протеиназу
активности находят*
ся в равновесии, ко*

Таблица 1 
Очистка вируса гриппа АО/32 в градиенте сахарозы и 

ультрацентрифугировании при 28000 мин-1, 4 часа 
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1 5 0 1,6 3 0 1,5 6 0 2,6 6 0 0,58 
2 15 1:8 36 11 1:2 13,6 15 1:8 41,3 17 0 1,01 
3 32 1:16 9,6 24 1:16 8,2 23 1:16 0,45 27 0 0,37 
4 42 1:2048 33,6 24 1:16 10,2 30 1:64 0,9 29 0 0,59 
5 49 1:2048 4,4 38 1:512 25,4 37 1:512 13,8 37 0 0,80 
6 52 1:64 37 41,5 1:1024 26,2 44 1:16000 38 41 0 1,43 
7 55 1:64 37,4 46,5 1:512 12,2 47 1:16000 3,29 49 0 0,64 
8 57 1:62 6,8 53 1:16 7,9 51 1:256 0,3 53,5 0 1,28 
9       57 1:512  56 0 1,08 

 
Примечание: РГА - реакция гемпгглютинации; 
                       ВСЖ – вирус содержащая жидкость; 
                       НАЖ – нормальная аллантоисная жидкость 
 

Таблица 2 
Наличие трипсиноподобной протеиназы и ее ингибитора в коммерческих имму-
нобиологических препаратах, выпускаемых фирмами зарубежных стран, (n = 3) 

№
п/
п 

Наименова-
ние 

препарата 
Фирма, 
страна 

Белок, 
г/л 

Протеиназа, 
мкмоль ар-
гинина/мл 
за 1 мин. 

Ингибитор, 
г/л 

1. Инфлувак Solvay, 
Нидерланды 

163,4 ± 12,02 1,53 ± 0,14 180,86 ± 17,34 

2. Флюарикс Смит, Клейн, 
Германия 

96,00 ± 8,09 0,61 ± 0,054 96,52 ± 9,24 

3. Ваксигрип Пастер, 
Франция 

29,20 ± 3,02 0,31 ± 0,03 101,73 ± 9,01 

4. Аваксим Пастер, 
Франция 

147,31±13,2
1 

0,24 ± 0,02 8,924 ± 0,77 

5. Фраксипа-
рин 

Sanofi, 
Франция 

48,17 ± 4,18 0,28 ± 0,03 111,30 ± 10,24 

6. Солкосерил Солко, 
Швейцария 

4569± 
412,26 

0,26 ± 0,02 84,34 ± 8,27 
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торое нарушается при
заражении вирусом
гриппа А.

В инфекционном
процессе наиболее глу*
бокие изменения про*
исходят в первые часы
после заражения (рис.
2). Так, через 6 часов
после заражения сни*
жается количество про*
теиназы в легких и в
сыворотке зараженных
животных и возрастает
ингибирующая актив*
ность [18]. Зараженные
вирусом гриппа клетки
индуцируют появление
ингибитора как в легоч*
ной ткани, так и в сыво*
ротке крови. Следова*
тельно, ингибиторы
легких являются как бы
первой линией оборо*
ны органа при действии
различных штаммов
вируса гриппа.

При изучении ди*
намики протеиназной и
ингибирующей актив*
ности в куриных эмбри*
онах под действием
больших и малых зара*
жающих доз вируса
гриппа А/РR/8/34 уста*
новлено, что в них про*
исходили аналогичные
изменения, как и в
организме белых ми*
шей (рис 3.) В период
максимального накоп*
ления инфекционной и
гемагглютинирующей
активности (24 часа) не
обнаруживалась ни
протеиназная, ни инги*
бирующая активность
[9].

Из легких здоро*
вых мышей было выде*
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Рис. 1. Динамика изменения протеиназной активности в легких и сыворотке крови
белых мышей, зараженных вирусом гриппа А/PR/8/34 в течении 6 суток (пред-
ставлены суммарные данные опытов с мышами массой 6-9 г и 16-17 г). 
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Рис. 2. Инфекционная и гемагглютинирующая активность гомогената легких бе-
лых мышей, зараженных вирусом гриппа А/PR/8/34 в аллантоисной жидкости ку-
риных эмбрионов. 
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лено, методом ионообменной хроматог*
рафии 6 изоформ трипсиноподобной
протеиназы, а из легких зараженных
мышей – 8 изоформ, у которых удельная
протеолитическая активность резко воз*
растала по сравнению с исходным мате*
риалом (табл. 3). Полученные изоформы
протеиназ обладали широкой субстрат*
ной специфичностью и были способны
гидролизовать субстраты как природно*
го, так и синтетического происхождения
[15].

Ко всем изоформам трипсинопо*
добных протеиназ были получены анти*
протеиназные гипериммунные крысиные
сыворотки. При изучении защитных
свойств антипротеиназных сывороток и
нормальной крысиной сыворотки на бе*
лых мышах, зараженных интарназально,

летальной дозой виру*
са гриппа А/PR/8/34
(IV пассаж), было уста*
новлено, что 100% ги*
бель контрольных мы*
шей наступала на 4*5
сутки (табл. 4). Живот*
ные, которым шесть
раз закапывали нор*
мальную крысиную
сыворотку, погибали
на 7*е сутки. При ле*

чении мышей пулами иммунных сыворо*
ток I, II, IV, V и VI группы смертность жи*
вотных снижалась и наступала суще*
ственно позже,  чем в контрольной груп*
пе, 20% животных не погибало, а выздо*
равливало [16].

Наиболее эффективным явился чет*
вертый пул иммунной сыворотки к III*й
изоформе,  в присутствии которого вы*
живало 60% зараженных мышей, и на 14
день после заражения в сыворотке кро*
ви и в легких мы не обнаруживали ни ге*
магглютина, ни инфекционного вируса.

Иммунная сыворотка к VI*й изофор*
ме вообще не защищала мышей от гибе*
ли, хотя III*я изоформа от VI*й отличалась
только одним белком, с молекулярной
массой 32 кДa [17].

Таблица 3 

Очистка на ДЭАЭ -целлюлозе трипсиноподобной протеиназы из  
легких незараженных мишей 

Номера 
фракций 

Номера 
изоформ 

Удельная протеоли-
тическая активность 

на мг белка 
% выхода 

протеиназы 
% очистки 
по белку 

33 I 4,285 2,09 96,8 
53 II 83,75 5,84 99,07 
65 III 22,42 2,703 98,38 
75 IV 40,00 6,279 97,92 

121-130 V 32,6 136,74 99,98 
161-189 VI 0,787 421,74 64,90 
 

Таблица 4 
Влияние антипротеиназных иммунных сывороток на выживаемость мышей  

при заражении летальной дозой вируса гриппа А/РR/8/34 
 
Срок после заражения (сутки) 

№ 
гр. 

Изоформы 
протеиназ 

Гр
уп

па
 с

ы
-

во
ро

то
к 

6 ч 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 
оста-
лись 
живы 

% вы-
живае
мости 

1 I I      2/10  2/10 2/10 2/10   2 20 
2 I II 2/10 2/10  4/10         2 20 
3 II III   2/10   2/10  2/10   2/10  2 20 
4 III IV      2/10   2/10    6 60 
5 IV V   2/10  2/10 2/14       2 20 
6 V VI   5/10 3/10 2/10         100 
7 VI VII    7/10 1/10 1/10       1 10 
6 Физ. раствор  0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 10 100 

7 Вирус без сыво-
ротки      2/10 6/10       0 0 

8 Нормальная кры-
синая сыворотка      2/10 3/10  5/10     0 0 

9 

Иммунная сыво-
ротка IV гр. без 
вируса (токсич-
ность) 

 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 10 100 

 
Примечание: числитель – число погибших мышей;  

                       знаменатель – число мышей в опыте. 
 



ACTUAL PROBLEMS OF TRANSPORT MEDICINE �#2 (24), 2011

АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ТРАНСПОРТНОЙ МЕДИЦИНЫ � № 2  (24), 2011 г.

81

Из легких здоро*
вых мышей нами был
выделен ингибитор
трипсиноподобных
протеиназ с молеку*
лярной массой 47,5
кДа, с высокой степе*
нью чистоты и незна*
чительным количе*
ством примесей. Раз*
работана и запатенто*
вана методика получе*
ния и очистки ингиби*
тора трипсиноподоб*
ных протеиназ [10].
Выделенный ингиби*
тор похож на α

1
*инги*

битор протеиназ сы*
воротки крови человека (м.м. 48*55 кДа)
и ингибитор трипсина из яичного белка
(м.м. 49 кДа), но не похож на ингибитор
трипсина выделенный из легких крупно*
го рогатого скота (ингибитор типа Кунит*
ца*Нортропа), который имел молекуляр*
ную массу 65 кДa. При изучении его дей*
ствия на протеолитическую активность
изоформ трипсиноподобных протеиназ
пробирочным методом, выяснилось, что
он подавлял активность почти всех изо*
форм, за исключением  четвертой (41,8
%) и восьмой (28,3 %).

В наших исследованиях [12] при ис*
пользовании клеточного ингибитора для
подавления развития вируса гриппа в ку*
риных эмбрионах установлено, что он по*
давлял развитие инфекционной и гемаг*
глютинирующей активности и образова*
ние общего белка. В тоже время, инги*
битор трипсиноподобных протеиназ, вы*
деленный из легких мишей, предвари*
тельно зараженных вирусом гриппа, не
обладал данной способностью. В даль*
нейших исследованиях [11] для лечения
гриппозной инфекции у животных мы ис*
пользовали ингибитор, который выделя*
ли из легких здоровых мышей. Введение
этого ингибитора мышам, предваритель*
но зараженных летальной дозой вируса
гриппа, снижало процент гибели от этой
болезни вследствие торможения рас*

щепления НА при репродукции вируса в
легких, недопущения генерализации про*
цесса, а также в результате предотвра*
щения повышения протеолиза в легких,
предупреждения аэрогематического ба*
рьера и усиления некоторых реакций ме*
стной защиты (табл. 5).

Для получения противовирусного
препарата, который бы обладал наимень*
шей алергенностью для человека, мы ис*
пользовали отходы донорской крови,
идущие для выделения гамма*глобулина
и альбумина (рис. 4).

На первом этапе получения гамма*
глобулина и альбумина из фракции II+III
по Кону осаждается фибриноген, кото*
рый утилизируется. По нашим исследо*
ваниям отходы содержат 481,11 мг инги*
битора трипсиноподобных протеиназ на
килограмм веса. В этом центрифугате
находится α

1 
– антитрипсин, который яв*

ляется основным ингибитором серино*
вых протеиназ плазмы крови человека.

На его долю в норме приходится
90% антитрипсиновой активности плаз*
мы крови человека [36].

На II*й стадии получения гамма*гло*
булина на утилизацию идет осадок со*
держащий протромбин, α* и γ*глобулины
и липоиды. В этом осадке, по нашим ре*
зультатам [28], содержится 469,87 мг

Таблица 5 

Действие клеточного ингибитора трипсиноподобных протеиназ на выживаемость 
мышей, зараженных летальной дозой вируса гриппа А/PR/8/34 

Количество 
животных 

№  
Название груп-

пы 

Кол-во 
живот-
ных в 
группе 

Доза  
вируса 
в груп-

пе 

Доза ин-
гибито-
ра на 
мышь 

по белку 
пало выжи-

ло 

% защи-
щенных от 
вируса жи-

вотных 

1. Вирус гриппа 40 10-3 - 40 - 0 
2. Вирус гриппа + 
трипсин крис-
таллический 

40 10-3 18 мкг 40 - 0 

3. Вирус гриппа + 
ингибитор из 
здоровых легких 

40 10-3 18 мкг 7 33 82,5 

4. Клеточный ин-
гибитор 40 10-3 18 мкг - 40 100 

5. Трипсин крис-
таллический 10 - 18 мкг - 10 100 

6. Фосфатный 
буфер 10 - 0,2 мл - 10 100 
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ингибитора трипсиноподобных протеи*
наз на килограмм массы. В этот осадок
входит антитромбин*3 (АТ*3) или фак*
тор гепарина – регулятор свертываю*
щей системы крови. По данным О. А.
Маркова и соавт. [27], в норме содер*
жание АТ*3 у доноров варьировало от
160 до 250 мкг/мл. В зону α*глобулинов
входит также α

 1
*антитрипсин и α

 2
*мак*

роглобулин [27, 30].

На третьей стадии получения гам*
ма*глобулина в отходы идет осадок со*
держащий профибринолизин (плазмино*
ген). В отходах этой стадии, по нашим
данным, содержание ингибитора трипси*
ноподобных протеиназ составляет 137,40
мг на килограмм массы.

На четвертой стадии при осаждении
гамма*глобулина на утилизацию идет
центрифугат №3. По нашим данным, в

материале центрифуга*
та № 3 содержится
166,37 мг ингибитора
трипсиноподобных про*
теиназ.

Таким образом,
сырьем для получения
ингибитора трипсинопо*
добных протеиназ могут
служить отходы после
первой и второй стадии
технологического про*
цесса, при которых идет
отмывка осадка II+III и
выделение протромби*
на. Эти отходы содержа*
ли самое большое коли*
чество ингибитора трип*
синоподобных протеи*
наз.

Для выделения ин*
гибитора трипсинопо*
добных протеиназ ис*
пользовали отходы I*й
стадии (II+III) получения
гаммаглобулина из до*
норской крови человека,
которые  содержали зна*
чительное количество

данного ингибитора. Из центрифугата
(отходы) фракции (II+III) первой стадии
получения гаммаглобулина методом
ионообменной хроматографии на ДЭАЭ*
53 целлюлозе (фирма Watman, США) мы
выделяли ингибитор трипсиноподобных
протеиназ (рис 5.)

Данный способ позволил получить
5 изоформ, обладающих ингибиторной
активностью (рис. 6). Первые две изо*
формы, в которых было зарегистрирова*
но высокое содержание ингибитора
трипсиноподобных протеиназ, элюиро*
вали с ионообменной колонки 0,1 М фос*
фатным буфером рН 7,5. Следующие три
изоформы, содержащие ингибитор трип*
синоподобных протеиназ, элюировали
ступенчатым градиентом NaCl разной
молярности: третья изоформа – 0,1 М
NaCl, четвертая изоформа – 0,2 М NaCl,
пятая изоформа – 0,5 М NaCl. Объемы

 
 

Стадия I. Отмывка осадка II + III (осадок А) физиологическим раствором с  
охлаждением и добавлением 15°–20° спирта. 

 
 

центрифугат выбрасывается осадок Б 
 

Стадия II. Выделение протромбина (осадок Б) добавлением буферного фос-
фатно-уксусного раствора №1 и № 2 и центрифугированием. 

 
 

центрифугат 1 осадок протромбина (выброс) 
 
 

Стадия III. Выделение профибринолизина с помощью охлажденного 95 % эти-
лового спирта и центрифугированием. 

 
 

центрифугат 2 осадок профибринолизина (осадок III)  
(выброс) 

 
 

Стадия IV. Охлаждение гамма-глобулина с добавлением 5М раствора хлористого 
натрия, 4,2 % раствора бикарбоната натрия и охлажденного 95 % эти-

лового спирта. 
 
 

центрифугат 3 (выброс) 
(фильтрат центрифугата) осадок гамма-глобулина 

 
 

Стадия V. Обработка осадка гамма-глобулина 0,1 % раствором хлорида натрия. 

 
 

Стадия VI. Стерильная фильтрация и розлив раствора гамма-глобулина. 
 
 

Стадия VII. Контроль препарата. 
 
 

Стадия VIII. Маркировка, упаковка. 
 

Рис. 4.  Схема технологического процесса выделения гамма-глобулина из  
донорской крови человека методом Кона. 
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элюатов изоформ были соответственно:
I*й – 35 мл, II*й –195мл, III*й – 340 мл, IV*
й – 440 мл, V*й –  605мл.

Наибольшее содержание ингибито*
ра трипсиноподобных протеиназ было
зарегистрировано во фракции V*й изо*
формы, которая последним  элюирова*
лась с колонки 0,5 М NaCl, а наименьшее
– в IV*й и III*й изоформах, которые элю*
ировались с колонки 0,2 и 0,1 М NaCl, со*
ответственно.

Трипсиноподобная протеиназа иг*
рает ключевую роль в развитии патоло*
гического процесса в организме (рис 7).

Она расщепляет на*
ружный белок виру*
са гриппа – гемаг*
глютинин на две
субъединицы: НА

1
 и

НА
2
. Только после

расщепления гемаг*
глютинина этой про*
теиназой, вирус
проникает в клетку и
начинает размно*
жаться. Ингибиторы
блокируют процесс
расщепления вирус*
ных белков путем
подавления актив*
ности клеточных эн*
зимов.

В присутствии
ингибиторов клеточ*
ных трипсиноподоб*
ных протеиназ пос*
ле одного цикла
репродукции исход*
ного вируса с рас*
щепленными белка*
ми образуется ви*
русное потомство с
нерасщепленными,
функционально не
активными вирусны*
ми белками. Дочер*
ние вирионы не спо*
собны иницииро*

вать инфекционный
процесс в связи с бло*

ком ранних стадий цикла репродукции –
адсорбции и проникновения вируса [37,
46].

Для изучения защитного действия
ингибитора трипсиноподобных протеи*
наз на выживаемость мышей, заражен*
ных смертельной дозой вируса гриппа А/
PR/8/34, было взято 90 белых мышей
линии «Balb

с
» весом 16*18 гр. и пятая

изоформа ингибитора протеиназ, выде*
ленная из отходов первой стадии полу*
чения гамма*глобулина, так как она име*
ла самые высокие показатели активнос*
ти ингибитора (132,52 г/л) и низкие по*

 
1. Гомогенизация отходов I-й (IV-й)  стадий  промышленного получения гамма-глобулина в 

охлажденной при + 4 °С ступке с 0,1 М фосфатным буфером рН 7,5 
 

2. Дальнейшая гомогенизация полученного материала при помощи ультразвукового дезинтег-
ратора (Soniprep 150 MSE) 4 - 5 раз  по 15 с 
 

3. Центрифугирование озвученного материала в течение 60 мин. при 10000 об./мин. при + 4 °С
на центрифуге  ВАК-602   

                     
                                                                                            осадок I 
4. Супернатант I замораживали на 18 часов при температуре – 18 °С 

 
5. К осадку I добавляли 1,0 % тритон Х-100 в соотношение 1:4, размешивали и ставили в холо-

дильник на 18 часов при температуре + 4 °С 
 
6. Осадок I гомогенизировали 4-5 раз по 15 с при помощи ультразвукового дезинтегратора

(Soniprep 150 MSE)  
 

7. Центрифугирование озвученного материала в течение 60 мин. при 10000 об./мин. при + 4 °С 
на центрифуге ВАК-602  
    

Супернатант II                                                             Осадок II отбрасывали                             
 

8. Супернатант I и  II объединяли и замораживали на 18 часов при температуре –18 °С 
 
9. Объединенный супернатант  центрифугировали 15 мин. при 7000 об./мин. (центрифуга RS-5

фирмы Beckman)  
 

10. Очистка ингибитора трипсиноподобных протеиназ из объединенного супернатанта с помо-
щью ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе-32 (прибор LKB-2023, Minicolab

(Broma)) 
 
11. Диализ против 20-ти объемов Н2О при + 4 °С, в течение 18 часов 

 
12. Лиофильная сушка 

 
Рис. 5. Схема получения ингибитора трипсиноподобных протеиназ из отходов  
промышленного выделения гамма-глобулина. 
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казатели трипсиноподобной протеиназы
(0,0027 мкмоль в пробе).

Мыши были разделены на 7 групп
по 15 шт., в контрольных группах по 10 шт.
(табл. 6.). Животные первой группы по*
лучали смертельную дозу вируса (конт*
роль вируса). Вирус вводили интрана*
зально в объеме 0,05 мл под рауш*нар*

козом. Вторая группа – ана*
логичную дозу вируса, но
подвергались лечению кри*
сталлическим трипсином
(контроль лечебных свойств
кристаллического трипсина)
в тех же дозах и сроках, что
и животные третьей группы.

Третья группа живот*
ных была заражена той же
дозой вируса и подверга*
лась лечению ингибитором
трипсиноподобных протеи*
наз, полученным из отходов
гамма*глобулина. Четвертая
группа животных получала
только ингибитор протеиназ
из отходов (контроль инги*
битора на токсичность). Пя*
той группе животных вводи*
ли только трипсин кристал*
лический (контроль трипси*

на), шестой – фосфатный буфер, на ко*
тором разводили вирус, ингибитор и
трипсин. Седьмая группа – контроль ин*
тактных животных. Ингибитор и трипсин
вводили интраназально под легким
эфирным наркозом на протяжении семи
суток. Каждая мышь получила по 140 мкг
ингибитора за курс лечения.

Как показали ре*
зультаты исследова*
ний, животные первой и
второй группы погибли
на 6*7 сутки после за*
ражения. В третьей
группе выжило 12 бе*
лых мышей (80 %). Они
оставались живы и на
14 сутки после зараже*
ния (срок наблюдения).
Животные четвертой,
пятой, шестой и седь*
мой групп оставались
живы на протяжении
всего срока наблюде*
ния. Кроме того, вновь
полученный ингибитор
т р и п с и н о п о д о б н ы х
протеиназ, не вызывал

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1-7 39-50 88 98 121-131
Фракции

Белок Ингибитор

 

Рис. 6. Выделение и очистка ингибитора трипсиноподобных протеиназ из 
отходов  I-й стадии (II+III) промышленного способа получения гамма-
глобулина 
 

Действие
ингибитора на

стадию
прикрепления и
проникновения
вируса в клетку

Синтез
протеолитических
ферментов и их
ингибиторов

Действие
ингибитора на

белок-
предшественник

НА

1. Проникновение и разрушение внешних оболочек вирионов
2. Сердцевина вириона в цитоплазме
3 а,б. Распад внутренней мембраны и проникновение нуклеокапсида в ядро
4. Перемещение vРНК в цитоплазму клетки
5. Синтез гемагглютинина (НА) и нейраминидазы (NA) на Endoplasmic reticulum (эндоплазматическая
сетка)

5 а – перемещение НА и NA назад в ядро, чтобы связать vРНК для формирования новых частиц
вирусного генома

5 б – перемещение НА и NA в аппарат Гольджи, где хранятся протеолитические ферменты в не
активной фазе
6. vРНК и основные вирусные белки оставляют ядро и входят в мембранное выпячивание
7. Отпочковывание зрелого вируса от клетки

Действие
«Тамифлю»

 
Рис. 7. Проникновение и расщепление вируса гриппа в клетке. 
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токсичности, так как белые мыши четвер*
той группы оставались живы и на 14 день
после введения ингибитора.

Таким образом, результаты иссле*
дований свидетельствуют о том, что по*
лученный из отходов первой стадии по*
лучения гаммаглобулина препарат инги*
битора трипсиноподобных протеиназ
обладал противовирусным свойством. Не
исключено, что он может быть использо*
ван не только при гриппе, но и при дру*
гих вирусных инфекциях, при которых
расщепление белка*предшественника
вирусов производится клеточными трип*
синоподобными протеиназами [11].

Заключение

Нами предложена новая теория па*
тогенеза гриппа с участием протеиназно*
ингибиторной системы [13, 14].

1. Очистка и концентрация вируса грип*
па методами центрифугирования,
электрофореза в ПААГе и в градиен*
те сахарозы не освобождала вирус
гриппа от белков с протеиназной
активностью.

2. Протеиназа, ассоциированная с ви*
русом гриппа, является клеточным
ферментом.

3. При заражении животных (белых мы*
шей) вирусом гриппа А происходило
нарушение ферментно*ингибиторно*
го равновесия. Самые глубокие из*
менения происходили в первые часы
после заражения.

4. Из легких незараженных мышей вы*
делено шесть, а из зараженных виру*
сом гриппа – восемь изоформ, кото*
рые имели высокую протеолитичес*
кую активность.

5. Получены антипротеиназные иммун*
ные сыворотки ко всем изоформам
трипсиноподобных протеиназ и уста*
новлено снижение летальности мы*
шей, зараженных смертельной дозой
вируса гриппа, на 60 % только при
действии антисывороток к третьей
изоформе, выделенной из легких
здоровых мышей.

6. Из легких здоровых мышей выделен
ингибитор трипсиноподобных проте*
иназ, который блокировал развитие
гриппозной инфекции у белых мы*
шей в общей дозе 0,126 мкг/мышь.

7. Биоматериалом для получения инги*
битора трипсиноподобных протеиназ
в качестве противовирусного препа*
рата для человека могут быть про*
мышленные отходы сывороточного
производства.

8. Все отходы промышленного получе*
ния гамма*глобулина и альбумина
содержали в своем составе большое
количество ингибитора трипсинопо*
добных протеиназ, особенно в отхо*
дах после первой и второй стадий
получения гамма*глобулина.

9. Из отходов первой стадии получения
гамма*глобулина выделено несколь*
ко изоформ ингибитора трипсинопо*
добых протеиназ, из которых пятая
изоформа ингибитора защитила бе*
лых мышей от смерти на 80 %.

10. Эндогенные ингибиторы протеиназ
крови человека являются перспек*
тивными антигриппозными препара*
тами.
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Резюме

ПРОТЄЇНАЗНО*ІНГИБІТОРНА ТЕОРІЯ
ПАТОГЕНЕЗУ ГРИПУ І ЇЇ РОЛЬ В

УДОСКОНАЛЕННІ  ЙОГО ЛІКУВАННЯ

Дівоча В.А., Міхальчук В.Н.,
Гоженко А.І.

Запропонована нова теорія патоге*
незу грипу за участю протеиназно*инги*
биторной системи. Встановлено, що очи*
щення і концентрація вірусу грипу різни*
ми методами не звільняло вірус від
клітинних ферментів. При інфікуванні тва*
рин вірусом грипу відбувалося порушен*
ня ферментно*інгібіторної рівноваги,
особливо в першу годину після інфікуван*
ня. З легких здорових мишей отримано
шість ізоформ трипсиноподібної протеї*
нази, до яких отримані антипротеїназні

імунні сироватки і проведено лікування
ними тварин. Тільки антисироватка до
третьої изоформи захистила тварин від
смерті. З промислових відходів отриман*
ня гамма*глобулину виділено інгібітор
трипсиноподібних протеїназ, який захи*
стив білих мишей від смерті на 80%. Ен*
догенні інгібітори протеїназ крові люди*
ни є перспективними антигрипозними
препаратами для людини.

Ключові слова: Грип, трипсиноподібні
протеїнази, інгібітори протеїназ,
очищення вірусу, противірусні
препарати.

Summary

PROTEINASE*INHIBITORY THEORY OF
GRIPPE PATHOGENESIS AND ITS ROLE

IN IMPROVED TREATMENT

Divocha V.A., Mikhalchuk V.N.,
Gozhenko A.I.

They have offered a new theory of
grippe pathogenesis with participation of
proteinase*inhibitory system. It has been
established that purification and
concentration of grippe viruses by different
methods did not release the virus from
cellular enzymes. At the experimental
animals, infecting with the virus of grippe
disturbance of enzyme*inhibitory balance
took place, especially during first hours after
the animals being infected. From the lungs
of healthy mice, they have got six isoforms
of trypsin*like proteinases. To all of them
they got antiproteinase immune sera and
have treated the experimental animals. It
was antiserum to the third isoform that has
prevented   the experimental animals fatality.
From the industrial wastes of gamma*
globins manufacture they have extracted
inhibitor of protein*like proteinases which
prevented white mice’s fatalities in 80% of
cases. Endogenous inhibitors of a human
blood proteinases are perspective anti*
influenza drugs for a human being.

Key words: grippe, trypsin-like
proteinase, inhibitor of proteinase, virus’
purification, anti-viral preparation
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