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Резюме

Цель исследования —  изучить спектр протеолитических ферментов и их распределение по молекулярным массам 
и типу активных центров в моче и в сыворотке крови у больных острым панкреатитом.

Материалы и методы. В исследование было включено 48 пациентов с диагнозом острый панкреатит и 19 здоровых 
добровольцев. У больных в динамике лечения и у здоровых определяли наличие и активность протеолитических 
ферментов в моче и сыворотке крови зимографическим методом.

Результаты. В моче больных острым панкреатитом не обнаружены ферменты, обладающие протеолитической 
активностью.

Все здоровые добровольцы стабильно показали в сыворотке наличие трех протеаз с молекулярными массами 170, 
144 и 121кДа, больные же имели дополнительные фракции —  121кДа (n=24), 53 кДа, 42 кДа (n=5) и 23–26кДа (n=18). 
Протеаза 121 кДа встречалась одинаково как при легкой, средней, так и тяжелой степени тяжести у 50 % больных. 
Протеазы 53, 42 и 23–26 кДа чаще встречались у больных с тяжелой степенью панкреатита. Активность протеаз 170 
и 112 кДа у больных при поступлении в стационар была статистически значимо выше (p<0,05), чем в группе срав-
нения, и снижалась в процессе лечения. Протеазы, которые отсутствовали у здоровых лиц (121, 23и 26кДа), также 
снижали свою активность в процессе лечения, но к моменту выписки их активность в сыворотках больных все еще 
регистрировалась.
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Заключение. В сыворотках больных острым панкреатитом обнаружен более широкий спектр протеаз по сравнению 
с контрольной группой. В моче пациентов с острым панкреатитом не выявлено протеолитических ферментов.

Ключевые слова: острый панкреатит, протеолитические ферменты, активность протеаз, сыворотка, моча, зимогра-
фический метод
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Summary

The aim of the investigation was to study the spectrum of proteolytic enzymes and their distribution by molecular mass 
and type of active centers in the urine and serum of patients with acute pancreatitis.

Materials and methods. The study included 48 patients with acute pancreatitis and 19 healthy volunteers. In patients 
and in healthy was determined presence and activity of proteolytic enzymes in urine and serum gelatin gel zymography 
method.

Results. In the urine of patients with acute pancreatitis, no enzymes with proteolytic activity were found.
All healthy volunteers we showed the presence of three protease with molecular masses of 170, 144 and 121 kDa, 

patients had an additional protease —  121 kDa (n=24), 53 kDa, 42 kDa (n=5) and 23–26 kDa (n=18) in serum. The protease 
121 kDa was presented in 50 % of patients of mild, moderate and severe degrees of severity. Protease 53kDa, 42kDa and 
23–26 kDa were more often in severe patients. Protease activity of 170 kDa and 112 kDa was signifi cantly higher (p <0.05) 
than in healthy volunteers and decreased during the treatment. Protease that were absent in healthy volunteers (121, 23и 
26 kDa) also decreased its activity in the treatment process, but the convalescence of patient was not accompanied by the 
disappearance of their activity.

Conclusions. In sera of patients with acute pancreatitis, a broader spectrum of proteases was found in comparison with 
healthy volunteers. In the urine of patients with acute pancreatitis, no enzymes with proteolytic activity were found.

Key words: acute pancreatitis, protease, protease activity, sera, urine, zymography method

Eksperimental’naya i Klinicheskaya Gastroenterologiya 2017; 147 (11): 86–91

Введение

Несмотря на интенсивные исследования в течение 
многих десятилетий, точный патогенез возникно-
вения острого панкреатита до сих пор остается 
неизвестным.

Одной из ведущих гипотез развития острого 
панкреатита является преждевременная актива-
ция трипсина в ацинарных клетках [1]. Согласно 
этой теории, трипсин под действием различных 
факторов (эндо- и экзотоксинов, инфекционных 
агентов, ишемии, прямой травмы и др.) активи-
руется в поджелудочной железе. Это приводит 
к каскаду реакций, в результате которых высвобо-
ждается большое количество провоспалительных 
цитокинов, активных форм кислорода, а также 

активируются другие протеолитические фермен-
ты; развивается локальное или системное воспа-
ление.

Роль и диагностическая значимость определе-
ния протеолитических ферментов в сыворотке 
крови и моче при остром панкреатите не доста-
точно определена, поэтому исследование их вклада 
в развитие и течение заболевания является акту-
альным.

Цель исследования –  изучить спектр проте-
олитических ферментов и их распределение по 
молекулярным массам и типу активных центров 
в моче, сыворотке крови и фекалиях у больных 
острым панкреатитом

Материалы и методы исследования

В исследование было включено 48 пациентов 
с диагнозом острый панкреатит, проходивших 
лечение в стационаре ГАУЗ городской больницы 
№ 7 г. Казани в период с 2013 по 2017 год. В группу 
вошли больные легкой степени тяжести-21 чело-
век, 19 –  средней и 8 –  тяжелой степени тяжести. 
Возраст пациентов колебался от 35 до 76 лет, со-
ставляя в среднем 45±12 лет. Тяжесть состояния 
пациентов определяли согласно классифика-
ции острого панкреатита Российского общества 

хирургов (2014) с учетом классификации Атлан-
та-92 и ее модификаций. Все пациенты получали 
комплексное лечение согласно национальным 
клиническим рекомендациям российского об-
щества хирургов.

У больных в динамике лечения определяли на-
личие и активность протеолитических ферментов 
в моче и сыворотке крови зимографическим мето-
дом. В качестве группы сравнения использовали 
сыворотку и мочу здоровых добровольцев.
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Электрофорез биологических проб проводили 
в 10 % полиакриламидном геле (ПААГ) с добав-
лением 2 % желатина(SIGMA). После проведения 
электрофореза гели промывали 3-х кратно 2,5 % 
раствором ТРИТОН Х100 по 15 минут. Затем 
дважды по 10 минут –  буфером для инкубации 
(ТРИС-буфер, рН 8,6). После промывки гели поме-
щали в буфер для инкубации с соответствующими 
ингибиторами на 20 часов при температуре 370С. 
Для выявления типа активных центров протео-
литических ферментов использовали ЭДТА –  ин-
гибитор металл-зависимых ферментов, а также 
соевый ингибитор сериновых протеиназ. Через 
20 часов гели фиксировали смесью воды, этанола 
и уксусной кислоты (0,45:0,45:0,1) и окрашивали 
Кумасси G-250.

Гель-документирование проводили на Doc-Print 
VX2. Активность ферментов рассчитывали по зоне 
просветления относительно трипсина с исполь-
зованием программного обеспечения VisionCapt 
(VilberLourmat) и выражали в единицах протео-
литической активности (PU/мл).

Статистическая обработка. Использовались ме-
тоды описательной статистики. Описание призна-
ков, имеющих небольшую выборку, представлены 
в виде Me [Q1; Q3], где Me –  медиана, Q1 и Q3 –  
соответственно первый и третий квартили. Ста-
тистическая обработка полученных результатов 
проводилась с использованием непараметрических 
критериев: критерии Манна –  Уитни для межгруп-
пового сравнения в двух независимых группах для 
количественных показателей.

Результаты исследования

При исследовании мочи пациентов острым пан-
креатитом нами не выявлено в них активности 
протеолитических ферментов (рис. 1А).

Для сравнения была проанализирована моча 
больного острым пиелонефритом. Как видно из 
рисунка, выявлено 3 фермента, обладающие жела-
тинолитической активностью и имеющие молеку-
лярные массы 173, 142 и 119 кДа (рис. 1 Б).

Нами были исследованы сыворотки 19 здоро-
вых добровольцев на наличие в них ферментов, 
обладающих протеолитической активностью. Все 
добровольцы стабильно показали наличие трех 
ферментов с молекулярными массами 170, 144 
и 121кДа, (рис. 2А). Для того, чтобы определить тип 
активного центра этих ферментов, мы проводили 
инкубацию гелей в четырех вариантах: без ингиби-
торов, в присутствии ЭДТА, в присутствии соевого 
ингибитора, а также при их совместном использо-
вании. Как видно из зимограммы, ферменты здоро-
вых добровольцев, обладающие протеолитической 
активностью, полностью блокировались хелатором 
двухвалентных катионов –  ЭДТА, что позволяет от-
нести их к металл-зависимым ферментам (рис. 1, Б).

У больных острым панкреатитом имелся более 
разнообразный спектр протеолитических фермен-
тов по сравнению со здоровыми лицами.

По характеру распределения протеолитических 
ферментов в сыворотках, больных разделились на 
три группы: в одной группе больные имели спектр 
ферментов, не отличающийся от здоровых, другая 
группа имела дополнительный фермент с м. м. 121 
кДа и, наконец, третья группа –  имела несколько 

дополнительных полос просветления с молекуляр-
ными массами от 23 до 170 кДа.

На рисунке 2 (В) представлена зимограмма сы-
вороток пациентов с острым панкреатитом при 
поступлении в стационар. Сравнение профиля 
ферментов больных с профилем здоровых выявило 
у больных дополнительной полосы просветления, 
соответствующей молекулярной массе 121 кДа. 
Активность этих протеиназ блокировалась добав-
лением в среду инкубации ЭДТА (рис. 2Г).

У части больных обнаружено большее количе-
ство фракций ферментов (рис. 2Д). Как видно из 
зимограмм, у этих больных выявлены дополни-
тельные полосы просветления, соответствующие 
ферментам с молекулярными массами 23, 26, 43 
и 52 кДа. Ферменты с м. м. 23 и 26 кДа относились 
к сериновым протеиназам, поскольку блокирова-
лись соевым ингибитором. Остальные ферменты 
были металл-зависимыми, так как в присутствии 
ЭДТА полностью теряли свою активность.

Больные острым панкреатитом имели разный 
профиль протеолитических ферментов в сыво-
ротках, поэтому мы проанализировали частоту 
их встречаемости у больных в сравнении со здо-
ровыми добровольцами (таблица 1). У больных 
и в группе сравнения во всех случаях определялись 
ферменты с молекулярными массами 170, 144 и 112 
кДа. Из других ферментов наиболее часто у боль-
ных острым панкреатитом встречались ферменты 
с молекулярными массами 121кДа и 23–26 кДа. 
Менее часто, ферменты с молекулярными массами 
42 и 53 кДа.

Рисунок 1.
Зимограмма мочи больных острым панкреатитом и острым 
пиелонефритом:
А –1,2 –  больные острым панкреатитом, 3- контроль трипсин
Б –  острый пиелонефрит
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Анализ частот выявления ферментов у больных 
в зависимости от степени тяжести заболевания 
приведен в таблице 2.

Протеаза с м. м. 121 кДа встречалась при всех 
степенях тяжести у 50 % больных.

Протеазы с молекулярными массами 53, 42 
и 23–26 кДа чаще встречались у больных с тяжелых 
формах панкреатита.

Исследование активности ферментов с  раз-
личными молекулярными массами показало, что 
у больных активность протеолитических фермен-
тов с м. м.170 и 112 кДа при поступлении в стацио-
нар была статистически значимо выше (p<0,05), чем 
в группе сравнения. Активность фермента с м. м. 
144 кДа не отличалась от показателей добровольцев 
(таблица 3).

В процессе лечения активность ферментов 170 
кДа, 112 кДа значительно снижалась по сравне-
нию с первоначальным уровнем (таблица 3), но 
до нормы так и не доходила; протеиназа 144 кДа 
оставалась без изменений на уровне здоровых до-
бровольцев как до, так и после лечения.

Протеолитические ферменты, которые отсут-
ствовали у здоровых добровольцев (ферменты 
с м. м. 121, 23, и 26кДа), также снижали свою ак-
тивность в процессе лечения, но к моменту выпи-
ски их активность в сыворотках больных все еще 
регистрировалась.

У небольшой части пациентов (n=5) были выяв-
лены ферменты с м. м. 42–53 кДа, активность кото-
рых в процессе лечения снизилась, но до нулевых 
значений в процессе лечения не дошла (рис. 3).

Рисунок 3.
Зимограмма пациента N в динамике лечения
1 –  при поступлении в стационар
2–3 сутки
3–9 сутки
4–15 сутки
5 –  при выписке

Рисунок 2.
Зимограммы сывороток здоровых добровольцев и больных 
острым панкреатитом
Здоровые добровольцы:
А. без ингибиторов
Б. в присутствии ЭДТА
Больные панкреатитом:
В. без ингибиторов
Г. в присутствии ЭДТА
Д. Зимограммы сывороток пациентов с тяжелой степенью 
острого панкреатита.
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Обсуждение полученных результатов

Определение ферментов поджелудочной железы 
в моче и сыворотке крови является краеугольным 
камнем в диагностике острого панкреатита, по-
этому нами, в первую очередь, была исследована 
моча на содержание протеолитических ферментов.

В наших исследованиях ни в одном случае остро-
го панкреатита нами не выявлено протеолитиче-
ской активности в пробах мочи. Чтобы определить, 
применима ли данная методика для выявления про-
теаз в моче, была исследована моча больных острым 
пиелонефритом, в которой были обнаружены белки 
с молекулярными массами 119 кДа, 142 кДа и 174кДа, 
обладающие протеолитической активностью.

Отсутствие протеаз в моче у больных острым 
панкреатитом, вероятно, можно объяснить форми-
рованием их комплексов с ингибиторами в плазме 
крови, и такие комплексы не фильтруется почками 
из-за их высокой молекулярной массы. Молекуляр-
ная масса, например, трипсина от 23 до 26 кДа; его 
комплекс с одним из ингибиторов –  α-1-антитрип-
сином (м. м.50 кДа), уже будет иметь молекулярную 
массу 73–76 кДа, и его фильтрация, по-видимому, 
значительно снижена. В моче для диагностики 
панкреатита используется определение трипсино-
гена или трипсин-активирующего пептида (ТАП). 
Они имеют молекулярные массы 23 кДа и 900Да, 

соответственно, но при этом, не обладают протео-
литической активностью [2].

По-видимому, при достаточном уровне есте-
ственных ингибиторов, они связывают активи-
рованные протеолитические ферменты в плазме 
крови, комплексы которых не фильтруются поч-
ками и потому не определяются в моче.

Исследование протеолитических ферментов 
сывороток крови показало их более разнообразный 
спектр у больных острым панкреатитом по срав-
нению со здоровыми добровольцами. У здоровых 
лиц протеолитические ферменты были представ-
лены тремя фракциями с молекулярными массами 
170,144 и 112 кДа, больные же имели дополнитель-
ные фракции –  121кДа (n=24), 53 кДа, 42 кДа (n=5) 
и 23–26кДа (n=18).

Показатели активности каждой фракции фер-
ментов, за исключением 144 кДа, у больных острым 
панкреатитом были значительно выше, чем у здо-
ровых и не нормализовались к моменту выписки.

Ферменты, которые были выявлены только у па-
циентов с острым панкреатитом, также снижали 
свою активность в процессе лечения и, в большин-
стве случаев, не доходили до нулевых значений.

Обнаруженные нами протеолитические фер-
менты в  сыворотке крови больных острым 

м.м ферментов,
кДа

Активность протеолитических ферментов сыворотки крови у больных острым 
панкреатитом (PU/мл)

До лечения После лечения здоровые

170 1809 [1472;3196]
p<0,05

1667[1090;1709]
p<0,05 р1<0,05 925,5[858;1294]

144 1825[1737;1944]
p>0,05

2049[1606;2610]
p>0,05р1>0,05 2577[1599;2828]

112 5684[3148;7524]
p<0,05

3629[1746;3953]
p<0,05 р1<0,05 1655 [1544;1855]

121 3717[2162;4458]
p<0,05

3235[1995;3749]
p<0,05 р1<0,05 0

23–26 2237[2111;7408]
p<0,05

0[0;1578]
p<0,05 р1<0,05 0

Таблица 1.
Частота встречаемости про-
теиназ с различной молеку-
лярной массой у больных 
острым панкреатитом

Группы обследуемых Частота встречаемости ферментов

Острый панкреатит 
(n=49)

М.м 170
кДа

144
кДа

121
кДа

112
кДа

53
кДа

42
кДа

26
кДа

23
кДа

n 49 49 25 49 5 5 18 15
% 100 100 51 100 10,2 10,2 36,7 30,6

Здоровые (n=19)
n 19 19 0 19 0 0 0 0
% 100 100 0 100 0 0 0 0

Таблица 2.
Частота выявления фермен-
тов у больных острым пан-
креатитом в зависимости от 
степени тяжести.

Молекулярные 
массы ферментов

Число больных с разной степенью тяжести
Легкая

n=21
Средняя

n=19
Тяжелая

n=8
n % n % n %

121 кДа 11 52 10 52 4 50
53 кДа 1 4,7 1 5,2 3 37,5
42 кДа 1 4,7 1 5,2 3 37,5

23–26 кДа 7 33,3 6 31,5 5 62

Таблица 3.
Активность протеолитиче-
ских ферментов сыворотки 
крови у больных острым 
панкреатитом до и после 
лечения.

Примечание:
р –  в сравнении со здоровы-
ми добровольцами,
р1 –  в сравнении с активно-
стью до лечения
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панкреатитом, конечно, нуждаются в идентифи-
кации, что позволит, вероятно, установить их про-
исхождение. Возможно, они появляются в цирку-
ляции вследствие преждевременной активации 
трипсина в ацинарных клетках поджелудочной 
железы. Существует также и другая возможность –  
из-за повышенной проницаемости кишечника, 
как предполагается [3], пищеварительные фер-
менты попадают в системную циркуляцию, вы-
зывая активацию других протеиназ, в частности, 
матриксных металлопротеиназ (ММП). В наших 
исследованиях у 50 % больных острым панкреа-
титом, вне зависимости от степени тяжести забо-
левания, была обнаружена активность протеазы 
с м. м. 121 кДа. Молекулярная масса фермента, 
а также ингибирование его активности ЭДТА по-
зволили нам предположить, что этот фермент яв-
ляется димером ММП-9 (его м. м.120 кДа). Данные 
наших исследований согласуются с некоторыми 
литературными данными. Известно, что синтез 
ММП-9 усиливается при воспалительных реак-
циях, в том числе и при остром панкреатите [4, 
5]. Хотя биологический смысл существования 
димеров ММП-9 не известен, но их уровень по-
вышается при многих заболеваниях. В работах [4] 
высокий уровень ММП-9 связывают с развитием 
панкреонекроза, однако, в наших исследованиях 
фермент с м. м. 121 кДа был обнаружен у больных 
при разной степени тяжести острого панкреатита, 
в том числе и при легкой.

В сыворотках больных нами также был об-
наружен фермент с м. м. 23–26 кДа, активность 
которого в значительной степени менялась в ди-
намике лечения. Поскольку он полностью бло-
кировался соевым ингибитором трипсина и не 
ингибировался ЭДТА. Его молекулярная масса 
и электрофоретические характеристики совпа-
дают с трипсином, поэтому мы предположили, 
что этот фермент является трипсином. Трипсин 
полностью отсутствовал у здоровых добровольцев, 
но был обнаружен у 30 % больных острым панкре-
атитом с одинаковой частотой при разной степени 
тяжести заболевания. Роль трипсина в развитии 

острого панкреатита хорошо известна. По мнению 
некоторых авторов, он может быть ранним мар-
кером тяжести и исхода острого панкреатита [6]. 
Считается, что его активность быстро снижается 
в первые 2–3 суток заболевания, однако, в наших 
исследованиях трипсин сохранялся в сыворотке 
больных даже на момент выписки.

Ферменты с м.м 53 и 42 кДа выявлены у больных 
острым панкреатитом как при легкой, так и при 
средней и тяжелой степени тяжести. Их активность 
полностью блокировалась ЭДТА, поэтому они яв-
ляются металлопротеиназами. Какого происхож-
дения данные ферменты –  не известно. Возможно, 
один из них (53 кДа) –  это ММП-2 с м.м 60 кДа, 
уровень которого повышается при многих воспа-
лительных заболеваниях [7].

Известно также существование не гликозили-
рованной формы ММП-9, которая имеет м. м. 57 
кДа и транкалированной формы ММП-9 с м. м. 41,5 
кДа [8]. Вероятно, обнаруженные нами ферменты 
53 и 42 кДа в сыворотке больных панкреатитом, 
являются матриксными металлопротеиназами 
ММП-2 и (или) ММП-9, это предстоит установить 
в дальнейших исследованиях.

Таким образом, в сыворотке пациентов с острым 
панкреатитом обнаружены ферменты с молекуляр-
ными массами от 23 до 170 кДа, обладающие про-
теолитической активностью. Их активность при 
поступлении в стационар была повышена по срав-
нению со здоровыми добровольцами и снижалась 
в процессе лечения. Обнаруженные ферменты с м.м 
от 41 до 170 кДа являются металлопротеиназами, 
а фермент с м.м 23–26 кДа –  сериновой протеиназой.

Появление протеолитических ферментов в цир-
куляции может приводить к активации провос-
палительных цитокинов, повышению сосудистой 
проницаемости, активации фагоцитов и т. п., что 
вероятно, способствует развитию заболевания.

Эти ферменты не обнаружены в моче, вероятно, 
за счет формирования комплексов с естественны-
ми ингибиторами (α-2 макроглобулином, α 1анти-
трипсином, TIMP и др); это затрудняет их клиренс 
почками из-за высокой молекулярной массы.
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