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ВМІСТ ТРИПСИНОПОДІБНИХ ФЕРМЕНТІВ І МОЛЕКУЛ СЕРЕДНЬОЇ МАСИ ПЛАЗМИ 
КРОВІ ЯК ПОТЕНЦІЙНІ МАРКЕРИ ХРОНІЧНОЇ АЛКОГОЛЬНОЇ ІНТОКСИКАЦІЇ 

 
У результаті досліджень показано зростання вмісту трипсиноподібних ферментів в плазмі крові щурів на 3-тю 

та 7-му добу відвореннямоделі хронічної алкогольної інтоксикації. В період відміни етанолу (11-та, 21-ша та 28-доба) 
вміст даних протеїназ відновлювався до контрольних значень. Разом з тим виявлено підвищення вмісту МСМ в си-
роватці крові щурів з хронічною алкогольною інтоксикацією в період після відміни введення етанолу: на 7-му, 11-ту 
та 21-шу добу. Отримані результати свідчать, що хронічна алкогольна інтоксикація призводить до наростання ен-
доінтоксикаційних процесів в організмі, насамперед білкового походження. 
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Вступ. На сьогодні проблема алкоголізму залиша-

ється однією з найважливіших не лише в нашій країні, а 
й в усьому світі, тому дослідження, спрямовані на роз-
криття патогенетичних механізмів даної патології є над-
звичайно актуальними [1,2,3]. 

В останні роки все більшу увагу приділяють протео-
літичним процесам в організмі людини та їх ролі в пато-
генезі різних захворювань [4]. Протеолітичні ферменти 
здатні викликати деградацію всіх компонентів позаклі-
тинного матриксу тканин і судин, а їх рівень в крові ре-
гулюється складною системою білків-інгібіторів [5]. 

Трипсиноподобні протеїнази належать до класу се-
ринових протеаз, що беруть участь в протеолітичному 
регулюванні гемопоезу. Вони володіють субстратною 
специфічністю і є білками гострої фази запалення. Сери-
новий протеоліз білків лежить в основі ферментативних 
каскадних реакцій багатьох фізіологічних процесів не 
лише у нормі, але і в умовах патогенезу. Протеоліз залу-
чений до численних захворювань (виразки, емфізема 
легенів, артрити, хвороба Альцгеймера, пневмосклероз, 
аневризми, альвеоліти та інші), включаючи рак [6,7]. В 
умовах патології протеази стають надмірно активними, а 
їх робота не контролюється, що сприяє розвитку хворо-
би. Тому регулювання активності протеолітичних фер-
ментів в організмі має важливе терапевтичне значення. 

В даний час трипсиноподобні протеїнази розгляда-
ють як одні з ключових модуляторів біологічних функцій 
клітини. Роль протеїназ як сигнальних молекул полягає 
у специфічній регуляції метаболізму клітини через ак-
тивацію протеїназ-активуючих рецепторів (PARs) зв'я-
заних з G-білками, та передають сигнал всередину клі-
тини, що призводять до швидкої транскрипції генів ме-
діаторів запалення [8]. 

Дослідження функцій і ролі протеолітичних ферментів 
у регуляції гомеостазу та розвитку хвороб тривають і сьо-
годні [9,10], зокрема, участь протеїназ в формуванні синд-
рому відміни етанолу залишається недостатньо вивче-
ною. Очевидно, що проблема регулювання процесів про-
теолізу є актуальною для сучасної клінічної медицини. 

При активації катаболічних процесів в крові з'явля-
ється велика кількість кінцевих і проміжних продуктів 
обміну у високих концентраціях, різноманітних біологіч-
но активних речовин, продуктів деструкції тканин і орга-
нів, мікробних токсинів, гідроперекисів ліпідів і білків, які 
розподіляються в крові між плазмою і еритроцитами та 
характеризують стан інтоксикації [11,12]. Багато дослід-
ників приділяють увагу оцінці змін фракційного складу 
білків та ліпопротеїдів, однак найбільш важливим в ре-
гуляції фізіологічної активності плазми є накопичення в 
ній високомолекулярних конгломератів, переважно іму-
ноглобулінів [13], і, навпаки, низькомолекулярної фрак-
ції, так званих молекул середньої маси (МСМ). 

 Молекули середньої маси – це біологічно активні ре-
човини пептидної природи з молекулярною масою до 
5000 Д. Хімічний склад МСМ дуже неоднорідний і об'єд-

нує гетерогенну групу речовин. Він включає пептиди, 
глікопептиди, нуклеопептиди, ендорфіни, аміноцукри, 
поліаміни, багатоатомні спирти, деякі гуморальні регуля-
тори – інсулін, глюкагон, адренокортикотропний гормон, 
вазопресин, окситоцин, ангіотензин, кальцитонін, ліпофу-
сцин (внутрішньоклітинні комплекси ліпідів і білків), атеро-
генно окисленні ліпопротеїни, деякі вітаміни, нуклеотиди, 
олігосахариди, похідні глюкуронових кислот та інші. 

Накопичення МСМ є не тільки маркером ендоінтокси-
кації, надалі вони посилюють перебіг патологічного про-
цесу, набуваючи ролі вторинних токсинів, впливаючи на 
життєдіяльність всіх систем і органів. Показник рівня 
МСМ вважають основним біохімічним маркером, що ві-
дображає рівень патологічного білкового метаболізму. 

В зв'язку з вищевикладеним метою роботи було до-
слідження можливих біохімічних порушень білкового 
обміну при хронічній алкогольній інтоксикації та у пері-
од відміни етанолу у щурів, а саме: визначення вмісту 
трипсиноподібних протеїназ в плазмі крові в комплексі з 
рівнем молекул середньої маси в сироватці крові щурів 
як інтегрального показника ендотоксемії в динаміці роз-
витку алкогольного ураження.  

Матеріали та методи. Дослідження проводили на 
щурах (самцях) масою 180-200 г, що утримувались на 
стандартному раціоні віварію з вільним доступом до 
води. Тварини були розділені на 2 групи: 1 – група кон-
трольних тварин; 2 – група щурів з хронічною алкоголь-
ною інтоксикацією. Розвиток експериментальної хроніч-
ної алкогольної інтоксикації у піддослідних тварин від-
творювали за методом [14], шляхом внутрішньошлун-
кового введення 30% розчину етилового спирту протя-
гом 10 діб натщесерце зондом довжиною 10 см з меди-
чної сталі з розрахунку 2 мл на 100 г маси тварини раз 
на добу. Контрольній групі тварин, внутрішньошлунково 
вводили питну воду, яку використовували для розве-
дення етанолу. Отримання матеріалу для біохімічних 
досліджень здійснювали через 1, 3, 7, 11, 21, 28 діб від 
початку експерименту. Щурів умертвляли методом 
дислокації шийних хребців. 

Сироватку крові щурів отримували з цільної крові 
тварин. Для отримання сироватки кров вміщували у не-
оброблені антикоагулянтом пробірки, а для вилучення 
фібриногену та супутніх білків кров залишали за 37ºС на 
4 години у термостаті. Сироватку крові відбирали після 
центрифугування крові при 2000 об/хв через 10 хв [15]. 

Плазму крові отримували з цільної крові тварин, з 
додаванням розчину лимоннокислого натрію (38 г/л) у 
кінцевому співвідношенні 9:1. Плазму крові відбирали 
після центрифугування при 1500 g через 10 хв при тем-
пературі 4°С [16]. 

Фракцію низькомолекулярних пептидів отримували 
за удосконаленою методикою осадженням білкової 
фракції за допомогою хлорної кислоти [17]. До дослі-
джуваного біологічного об'єкта, що знаходиться у рід-
кому стані (сироватка, гомогенат та т.і.) додають рівний 
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об'єм 1,2 М хлорної кислоти. Суміш залишають на 
10 хв, після чого центрифугують 15-20 хв при 5000-9000 g. 
Надосад відділяють та нейтралізують 2 М K2CO3 (з роз-
рахунку 0,2 мл на 1 мл надосаду). Після додавання 
K2CO3 проби залишають на льоду 15-20 хв та знову 
центрифугують 15-20 хв при 2500-3000 g. Після 
центрифугування до надосаду додають 96 % етанол 
(об'ємне співвідношення 4:1) та залишають на 10 хв. 
Осад, що утворився, відділяють центрифугуванням 10-
15 хв при 2500-3000 g. Надосад, що утворився, перели-
вають та аналізують на наявність в ньому пептидів з 
молекулярною масою від 7 до 0,5 кДа. 

Фракцію трипсиноподібних ферментів отримували 
на колонці з бензамідин сефарозою [18]. Бензамідін є 
інгібітором трипсиноподібних ферментів, тому може 
бути використаний для їх отримання. В якості носія ви-
користовували бензамідин сефарозу 4В, робочий бу-
фер – 20 мМ трис-HCl буфер, рН 8.0, для елюювання 
фракції трипсиноподібних ферментів – 50 мМ гліцин- 
HCl буфер, рН 3.0. Швидкість усіх шагів хроматографіч-
ного процессу складала – 0,5 мл/хв. Зміну оптичного 
поглинання реестрували за допомогою УФ-датчика при 
довжині хвилі 280 нм. 

Результати та їх обговорення. В результаті дослі-
джень виявлено зростання вмісту трипсиноподібних 
протеїназ в плазмі крові щурів на 3-тю (у 2 рази) та 7-му 
добу (у 1,4 рази) відносно контролю (рис. 1), що може 
бути пов'язано з розвитком оксидантного стресу в ре-
зультаті хронічної алкогольної інтоксикації. Ці процеси, 
з одного боку, зумовлюють пошкодження клітинних 
мембран і вихід протеолітичних ферментів в кровотік 
[19], а з іншого боку – знижують синтез природних інгібі-
торів протеолізу [20], що призводить до підвищення їх 
активності в крові. Внаслідок дефіциту інгібіторів відбу-
вається надмірне накопичення в крові продуктів дегра-
дації білкових компонентів, які утворюються в динаміці 
розвитку хронічної алкогольної інтоксикації. 

В подальшому, в період відміни етанолу, на 11-ту, 
21-шу та 28-добу вміст даних протеїназ відновлювався 
до контрольних значень. Таким чином зростання вмісту 
трипсиноподібних протеїназ в плазмі крові щурів може 
слугувати неспецифічним маркером лише гострої фази 
алкогольної інтоксикації (3-тя, 7-ма доба), оскільки в усі 
досліджені строки після відміни етанолу, починаючи з 
11-тої доби (1-ша доба відміни введення етанолу), їх 
вміст нормалізувався до рівня контролю.  

 

 
 
Рис. 1. Вміст трипсиноподібних ферментів в плазмі крові щурів з хронічною алкогольною інтоксикацією (мг/мл) 

11 доба – 1-ша доба після відміни введення етанолу; 
21 доба – 10-та доба після відміни введення етанолу; 
28 доба – 17-та доба після відміни введення етанолу. 

 
* – Р < 0,05 достовірність різниці порівняно з показниками контрольної групи 
 
З метою ранньої діагностики ендогенної інтоксикації, 

що розвивається при алкогольних ураженнях, а також 
для оцінки важкості стану хворих на хронічний алкого-
лізм рекомендується встановлення метаболічного ста-
тусу організму за вмістом МСМ в сироватці крові. 

Показано підвищення вмісту МСМ в сироватці крові 
щурів з хронічною алкогольною інтоксикацією на 7-му, 
11-ту та 21-шу добу в 1,6; 2,0 та 3,6 разів, відповідно, 
порівняно з контролем (рис. 2). Підвищення рівня МСМ 
на більш пізні строки дослідження (7-ма, 11-та та 21-ша 
доба) ніж зростання вмісту ТП-протеїназ (3-тя та 7-ма 
доба) є наслідком протеїназемії і може бути обумовле-
но недостатнім виведенням токсичних продуктів з орга-
нізму і активним запальним процесом. 

Підвищення вмісту МСМ в сироватці крові може бу-
ти обумовлено зниженням інтенсивності їх транспорту 
до органів детоксикації в результаті зменшення концент-
рації альбумінів крові, основним місцем синтезу яких є 
печінка [21]. Зниження рівня альбумінів в сироватці крові 
свідчить про патологічний процес в печінці, що в пода-
льшому може спричинити розвиток таких захворювань, 
як гепатит, цироз та атрофія даного органу [22,23]. 

Зміна вмісту МСМ в сироватці крові при хронічному 
алкоголізмі є більш раннім критерієм розвитку ендоток-
сикозу в порівнянні з відхиленнями традиційних біохімі-
чних показників (активності індикаторних ферментів 
(ACT і АЛТ) та вмісту кінцевих продуктів метаболізму – 
сечовини, загального білірубіну, креатиніну) внаслідок 
"запізнювання" останніх [24]. 
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Рис. 2. Вміст молекул середньої маси в сироватці крові щурів з хронічною алкогольною інтоксикацією (ум. од.). 

11 доба – 1-ша доба після відміни введення етанолу; 
21 доба – 10-та доба після відміни введення етанолу; 
28 доба – 17-та доба після відміни введення етанолу. 

 
* – Р < 0,05 достовірність різниці порівняно з показниками контрольної групи 
 
Таким чином, при відміні етанолу після хронічної ал-

когольної інтоксикації в крові відзначається порушення 
вмісту МСМ, що свідчить про високий рівень ендогенної 
інтоксикації і може, в свою чергу, ще більше активізува-
ти протеоліз, посилити перебіг алкогольного ураження 
та сприяти розвитку його ускладнень. 

Висновки  
1. Розвиток хронічної алкогольної інтоксикації при-

зводить до підвищення вмісту ТП-протеїназ на більш 
ранніх етапах дослідження (3-тя, 7-ма доба) та до зрос-
тання рівня МСМ на 7-му добу алкогольної інтоксикації 
та 11-ту і 21-шу добу (відповідно, 1-ша та 10-та доба 
після відміни введення етанолу). 

2. Таким чином, визначення вмісту трипсиноподібних 
ферментів може слугувати маркером в період активного 
споживання етанолу, в той час як визначення рівню МСМ 
може бути використано в якості критерію об'єктивної діа-
гностики змін метаболічного статусу організму на ранніх 
етапах алкогольного абстинентного синдрому.  
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СОДЕРЖАНИЕ ТРИПСИНОПОДОБНЫХ ФЕРМЕНТОВ И МОЛЕКУЛ СРЕДНЕЙ МАССЫ ПЛАЗМЫ КРОВИ  

КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ МАРКЕРЫ ХРОНИЧЕСКОЙ АЛКОГОЛЬНОЙ ИНТОКСИКАЦИИ 
В результате исследований показано повышение содержания трипсиноподобных ферментов в плазме крови крыс на 3-тьи и  

7-мые сутки развития хронической алкогольной интоксикации. В период отмены этанола (11-тые, 21-вые и 28-мые сутки) содержание 
данных протеиназ восстанавливалось до контрольных значений. Вместе с тем выявлено повышение содержания МСМ в сыворотке 
крови крыс с хронической алкогольной интоксикацией в период после отмены введения этанола: на 7-мые, 11-тые и 21-вые сутки. 
Полученные результаты свидетельствуют, что хроническая алкогольная интоксикация приводит к нарастанию эндоинтоксикаци-
онных процессов в организме, прежде всего белкового происхождения. 

Ключевые слова: алкоголизм, трипсиноподобные протеиназы, молекулы средней массы, сыворотка, плазма крови. 
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CONTENT OF BLOOD PLASMA TRYPSIN-LIKE ENZYMES AND MOLECULES OF AVERAGE MASS  

AS PONTETIAL MARKERS OF THE CHRONIC ALCOCHOLIC INTOXICATION 
It was shown elevation in content of trypsin-like enzymes in rats' blood plasma on 3rd and 7th day of the chronic alcoholic intoxication 

development. In the period of ethanol termination (11th, 21st, and 28th days) these proteinases content renewed to control values. The increasing in 
average mass molecules in blood serum of rats with the alcoholic intoxication in the period of ethanol administration termination on 7th, 11th, and 
21st day was established as well. The data obtained suggest that the chronic alcoholic intoxication leads to enhancement of endotoxicological 
processes in organism, first of all, of protein origin. 

Key words: alcoholism, trypsin-like proteinases, average mass molecules, serum, blood plasma. 
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РОЗВИТОК ОКСИДАТИВНОГО СТРЕСУ  

В УМОВАХ ФІЗИЧНИХ НАВАНТАЖЕНЬ ВИСОКОЇ ІНТЕНСИВНОСТІ 
 
Досліджено особливості розвитку оксидативного стресу у дівчат 19-22 років під впливом фізичних навантажень 

високої інтенсивності. Виявлено об'єктивне існування достовірних відмінностей у показниках, що характеризують 
розвиток оксидативного стресу у групі спортсменок, виражений у збільшені рівня генерації активних форм кисню, 
вмісту маркерів різних шляхів генерації супероксидного радикалу та продуктів перекисного окиснення ліпідів. 

Ключові слова: оксидативний стрес, фізичні навантаження. 
 
Вступ. Згідно із загальноприйнятим на сьогодні ви-

значенням, оксидативний стрес являє собою порушен-
ня балансу прооксидантно-антиоксидантних речовин у 
бік перших, серед яких ключове місце займають активні 
форми кисню, вивченню шляхів утворення та метаболі-
зму яких присвячені чисельні дослідження [14;19]. Зок-
рема, показана роль оксидативного стресу у виникненні 
та розвитку патологічних станів, таких як аутоімунні 
(системні) [8], серцево-судинні [20] захворювання, цук-
ровий діабет [18], хвороба Паркінсона [11]. Досліджені 
особливості розвитку оксидативного стресу за різних 
стресових станів, до яких можна віднести іонізуючу ра-
діацію [5], вплив канцерогенів [4] та ін. Однак, очевид-
ним є те, що особливе місце в активізації метаболічних 
змін займають фізичні навантаження, які відіграють 
ключову роль у функціонуванні антиоксидантної систе-
ми. Дійсно, дослідженню змін, що відбуваються у анти-
оксидантній системі під впливом фізичних навантажень 
різної інтенсивності та тривалості присвячена численна 
кількість робіт, однак вони обмежуються лише конста-
тацією вмісту певних метаболітів, здатних або висна-
жувати антиоксидантну систему [9], або ж сприяти пев-
ній стабілізації балансу прооксидантно-антиокси-
дантних речовин [1;16]. Важливо відмітити, що у вітчиз-
няних та закордонних дослідженнях не було приділено 
належної уваги вивченню оксидативного стресу в умо-
вах відновлення організму після тривалих фізичних 
навантажень, зокрема відсутні дані, які би дозволили 
виявити такі особливості у дівчат-спортсменок високої 
кваліфікації віком 19-22 років. Зважаючи на важливість 
та актуальність окресленого питання, нами було здійс-
нене вивчення інтенсивності оксидативного стресу у 

дівчат, які не піддаються високим фізичним наванта-
женням та спортсменок високої кваліфікації. 

Метою роботи було визначення особливостей роз-
витку оксидативного стресу в організмі дівчат 19-
22 років в умовах відновлення після систематичних 
фізичних навантажень високої інтенсивності. 

Матеріали і методи. У дослідженні прийняло 
участь 25 осіб жіночої статі, з яких було сформовано 
2 групи. До складу першої групи увійшли 10 студенток 
вищого навчального закладу віком 19-22 роки, які за-
ймалися за програмою фізичного виховання для студе-
нтів вищих навчальних закладів. До складу другої групи 
увійшли 15 спортсменок-членів збірної зі спортивної 
аеробіки, неодноразові чемпіонки і призери України зі 
спортивної аеробіки, які мають спортивний розряд кан-
дидата у майстри спорту та майстра спорту. 

Дослідження було проведене в найбільш наближе-
них умовах для двох груп, після періоду відновлення та 
відпочинку, який збігся для групи нетренованих осіб із 
закінченням зимових канікул та початком аудиторних 
занять, а для групи тренованих осіб – із закінченням 
перехідного періоду і початком підготовчого. Перехід-
ний період у групи спортсменок характеризується на-
ступним розподілом годин навчально-тренувального 
навантаження: 25% часу відведено на тренування зі 
значним навантаженням, 65% – на тренування зі сере-
днім навантаженням, 10% – тренувань з малим наван-
таженням. Кількість днів тренування у перехідному пе-
ріоді становила 20 днів, кількість днів відпочинку – 6. 

Під час дослідження плазмі крові у дівчат обох груп 
визначали біохімічні показники, які характеризують стан 
антиоксидантної системи. Для цього нами були визна-
чений вміст маркерів різних шляхів генерації суперок-
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