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Аннотация 
Введение. Острая алкогольная интоксикация (ОАИ) вызывает многофакторное повреждение органов и тканей организма. Если клинические 

проявления и сопутствующие ОАИ осложнения хорошо известны, то лежащие в её основе механизмы остаются до конца не изученными.
Цель исследования. Изучение влияния ОАИ на активность трипсина и показатели гемостаза.
Материалы и методы. ОАИ вызывали в/б введением этанола (5 г/кг). Через сутки в сыворотке крови определяли активность трипсина, в плазме — 

содержание фибриногена и % коагуляции.
Результаты. У крыс с ОАИ в сыворотке крови более чем в 2 раза возрастает активность трипсина, который, согласно современным представлениям, 

является агонистом протеазаактивируемых рецепторов (PARs), в плазме крови увеличивается содержание фибриногена (р < 0,05), что свидетельствует 
об активации свёртывающей системы крови и высоком риске тромботических и тромбоэмболических осложнений. 

Заключение. Данные о резком увеличении концентрации в сыворотке крови животных с ОАИ трипсина — эндогенного агониста PARs рецепторов — 
позволяют поставить вопрос о вкладе PARs в формирование патогномоничной для ОАИ полиорганной патологии.
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Abstract
Introduction. Acute alcohol intoxication (AAI) causes multifactorial damage to organs and tissues. While the clinical manifestations and complications 

associated with AAI are well known, the underlying mechanisms remain poorly understood.
Objective. Studying of the AAI influence on activity of trypsin and indicators of a hemostasis.
Materials and methods. AAI was induced by intraperitoneal administration of ethanol (5 g/kg). After 24 hours, trypsin activity was determined in serum, 

and fibrinogen content and coagulation status were determined in plasma.
Results. In rats with AAI, trypsin activity was increased more than doubled in serum. Trpsin, according to current concepts, is a protease-activated 

receptor (PAR) agonist. The plasma fibrinogen level increased (p < 0.05), indicating activation of the blood coagulation system and a high risk of thrombotic 
and thromboembolic complications.

Conclusion. Data about the sharp increase of the trypsin serum concentrations, an endogenous agonist of PARs receptors, in animals with AAI, raises 
the question of the contribution of PARs to the development of multiorgan pathology pathognomonic of AAI.
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Введение / Introduction

Острые отравления продуктами этилового спирта 
занимают первое место в структуре экзогенных отрав-
лений [1]. Острая алкогольная интоксикация (ОАИ), 
вызывающая многофакторное повреждение органов 
и тканей организма, влечёт за собой системные функ-
циональные и метаболические нарушения [2].

Одним из жизнеугрожающих последствий ОАИ 
является острый алкогольный панкреатит. Показа-
но, что изоформа цитохрома Р450 2Е1, участвующая 
в окислении этанола в печени, также присутству-
ет в тканях поджелудочной железы и, более того, 
она активируется в ней после приёма алкоголя. Это 
свидетельствует о том, что ацинарные клетки под-
желудочной железы, так же как и гепатоциты, могут 
метаболизировать алкоголь [3]. Кроме того, алко-
голь-обусловленная активация процессов свобод-
норадикального окисления может нарушать струк-
туру и функцию клеточных мембран поджелудочной 
железы, что сопровождается интенсивным выходом  
в циркуляторное русло панкреатических ферментов 
и первичных метаболитов перекисного окисления 
липидов. Ещё одним возможным механизмом кле-
точного повреждения при панкреатите является вы-
свобождение активного трипсина из трипсиногена, 
который, в свою очередь, катализирует превращение 
ряда других протеолитичесих проферментов (химо-
трипсиноген, проэластазу и прокарбоксипептидазу) 
в их активную форму, что может привести к аутоди-
гестии поджелудочной железы.

Если клинические проявления ОАИ и сопутствую-
щие ей осложнения хорошо известны, то механизмы, 
лежащие в основе этого патологического процесса, 
остаются до конца не изученными.

Исторически полагали, что трипсин — это про-
теолитический фермент, который играет ключевую 
роль в процессе пищеварения путём расщепления 
пептидных связей протеинов в тонком кишечнике. 
Однако уже в 70-е годы ХХ века было показано, что 
трипсин за счёт неизвестного рецепторного механизма 
может регулировать клеточную сигнализацию, сти-
мулировать митогенез, модифицировать активность 
различных факторов роста. Ответ на вопрос, за счёт 
чего трипсин реализует вышеперечисленные эффек-
ты, был дан после открытия в 1994 году рецепторов, 
активируемых протеазами (PARs), агонистом которых 
он, в частности, является. PARs — это рецепторы, 
сопряжённые с G-белком, которые активируются 
исключительно путём протеолиза их внеклеточного 
домена [4]. PAR-рецепторы экспрессируются преиму-
щественно в сосудистых, иммунных и эпителиальных 
клетках, кардиомиоцитах и нейронах. В настоящее 
время идентифицировано 4 подтипа этих рецепто-
ров: PAR-1, PAR-2, PAR-3 и PAR-4 [5]. Основным 
агонистом PAR-1, PAR-3, и PAR-4 является тромбин,  
а PAR-2 — трипсин [6]. Помимо этого, трипсин имеет 

сродство к PAR-1 и PAR-4 [7]. Полагают, что трипсин 
в физиологических условиях оказывает противовос-
палительное и кардиопротективное действие, однако 
может вызывать механическую и термическую гипер-
адгезию и провоцировать гипотензию [8].

Кроме того, трипсин может участвовать в моду-
ляции активности кинин-калликреиновой и ренин-
ангиотензиновой систем, регулирующих сосуди-
стый тонус, проницаемость эндотелия и ряд других 
физиологических процессов. Это подчёркивает его 
значимость в поддержании гомеостаза и адаптации 
организма к внешним воздействиям [9]. 

Цель исследования / Objective. Изучение влияния 
острой алкогольной интоксикации на активность 
трипсина и показатели гемостаза у крыс.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Опыты проведены на 20 белых бес-
породных крысах-самцах массой 250–300 г, полу-
ченных из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая», имеющих ветери-
нарный сертификат качества и состояния здоровья и 
прошедших 15-суточный карантин в виварии ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий». Животных 
содержали в стандартных пластиковых клетках по  
10 голов, с предоставлением брикетированного корма 
ad libitum при регулируемом 12/12 световом режиме 
(light off at 08-00 am). Условия содержания животных 
соответствовали ГОСТ 33215-2014 «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур» (переиздание) и ГОСТ 33216-2014 «Руко-
водство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными. Правила содержания и ухода за лабора-
торными грызунами и кроликами» (переиздание). Все 
работы с лабораторными животными были выпол-
нены в соответствии с общепринятыми нормами об-
ращения с животными, принятыми в ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий», международными 
правилами (European Communities Council Directive 
of November 24,1986 (86/609/EEC)), и «Правилами 
работы с животными», утверждёнными биоэтической 
комиссией ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспек-
тивных биомедицинских и фармацевтических техно-
логий». Животные получали стандартный брикетиро-
ванный корм ПК-120-1 (ООО «Лабораторснаб», РФ). 

Дизайн исследования. Животные были распределе-
ны на две группы (контроль и опыт) по 10 животных 
в каждой. 

Метод воспроизведения ОАИ. Опытным крысам 
в/б вводили 25 % раствор этанола из расчёта 5 г/кг. 
Объём вводимого раствора рассчитывали по формуле: 
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V
D M= ×

250
,

где V — объём вводимого раствора (мл); D — доза 
этанола (г/кг); М — масса тела животного (г).

Крысам контрольной группы вводили физиоло-
гический раствор в эквивалентном объёме. 

Определение активности трипсина. Через сутки 
отбирали кровь для биохимического анализа, ис-
пользуя вакуумные пробирки с активатором свёрты-
вания. Далее образцы центрифугировали 10 мин при  
3000 об/мин при 4 °С, после чего пробы исследовали 
на полуавтоматическом биохимическом анализаторе 
«Sinnowa BS-3000P» (КНР). В сыворотке крови опре-
деляли: активность трипсина, применяя буферный 
раствор с pH 8,2 и раствор субстрата Nα-benzoyl-DL- 
arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BANI, BAPNA, 
США), кинетическим методом. 

Определение активности контактного пути коа-
гуляции (КПК). Проводили забор крови у крыс из 
хвостовой вены (или при декапитации) в пробирки с 
напылением ЭДТА, готовили тромбоцит-обеднённую 
плазму путём центрифугирования при 3000 об/мин 
в течение 20 мин. Затем для запуска контактного 
пути активации плазменного гемостаза к 25 мкл 
ЭДТА-плазмы, внесённых в лунки плоскодонных 
96-луночных иммунологических планшет, добав-
ляли 50 мкл трис-имидазолового буфера, рН 7,4. 
Реакцию коагуляции запускали добавлением 25 мкл 
10 % раствора Са2+, разведённого 1:7 этим же буфе-
ром. Тщательно перемешивали пробы и измеряли 
поглощение в пробах при 450 нм на фотометре для 
иммуноферментного анализа (1 измерение — 0 мин), 
пробы инкубировали в течение 30 мин при 37 °С. Из-
мерение степени коагуляции проводили через 2 мин 
(2 измерение) и с последующими измерениями на 
10, 20, 30 мин для определения полной коагуляции. 
Степень коагуляции плазмы на 2 мин инкубации 
рассчитывали по формуле:

Активность КПК, % =  
= [ΔА450(2 мин)/[ΔА450(30 мин)]×100, 

где ΔА450(2 мин) — изменение оптической плотности 
на 2-й минуте инкубации; ΔА450(30 мин) изменение 
оптической плотности проб на 30-й минуте инкубации 
(полная коагуляция плазмы); 100 — коэффициент 
перевода в % коагуляции.

Определение содержания фибриногена (ФГ). Со-
держание фибриногена определяли в тесте КПК по 
формуле:

ФГ, г/л = [ΔА450(30 мин)]×13,7,  

где ΔА450(30 мин) — изменение оптической плот-
ности пробы на 30-й минуте инкубации (полная 
коагуляция плазмы); коэффициент перевода ΔА450 
в г/л фибриногена.

Статистическая обработка. Нормальность распре-
деления выборок проверяли с помощью критерия Ша-
пиро–Уилка, гомогенность дисперсий по критерию 
Левена. Так как распределение выборок было близко 
к нормальному, то статистическую значимость раз-
личий определяли с помощью t-критерия Стьюдента 
(в случае неравенства дисперсий применяли при-
ближение этого критерия). Полученные результаты 
представляли в виде средних арифметических и их 
стандартных ошибок. Различия между выборками 
считали статистически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Как следует из полученных данных, активность 
трипсина в сыворотке крови у контрольных крыс 
находится на уровне 49,0±9,3 Ед/л. У опытных жи-
вотных с ОАИ активность данного фермента резко 
(в 2,9 раза) возрастает до 142,0±12,3 Ед/л (рис. 1). 
Наблюдаемое увеличение активности трипсина, ве-
роятно, связано с токсическим воздействием этанола 
на поджелудочную железу, поскольку он, являясь 
токсичным веществом, может вызывать структурные 
и функциональные повреждения клеток поджелу-
дочной железы, и, как следствие этого, приводит к 
повышению выработки/секреции протеолитических 
эндопептидаз — трипсина, химотрипсина, эластазы и 
карбоксипептидазы. Все протеолитические ферменты 
секретируются в виде зимогенов — неактивных пред-
шественников — трипсиногена, химотрипсиногена, 
проэластазы и прокарбоксипептидазы. Активация 
трипсиногена осуществляется другим протеолитиче-
ским ферментом — энтерокиназой. Она гидролизует 

Рис. 1. Активность трипсина в сыворотке крови живот-
ных с ОАИ, Ед/л
Fig. 1. Trypsin activity in the blood serum of animals with 
AAI, U/L
Примечание: * — p ≤ 0,05 по сравнению с контролем.
Note: * — p ≤ 0.05 compared to the control.
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лизиновую пептидную связь в зимогене, высвобождая 
малый полипептид, что приводит к разворачиванию 
молекулы трипсиногена в активный трипсин. Как 
было отмечено выше, образовавшийся трипсин, в 
свою очередь, гидролизует другие зимогены пан-
креатического секрета, такие как химотрипсиноген, 
проэластазу и прокарбоксипептидазу, и тем самым 
переводит их в активную форму — химотрипсин, 
эластазау и карбоксипептидазу.

В условиях ОАИ избыточная активация трипсина 
может способствовать развитию деструктивных изме-
нений в поджелудочной железе, вплоть до её аутолиза. 
Однако, исходя из данных литературы о том, что трип-
син является агонистом рецепторов, активируемых 
протеазами, PAR-1, PAR-2 и PAR-4, можно полагать, 
что алкоголь-обусловленное увеличение содержания 
трипсина в сыворотке крови может инициировать 
реализацию его системного органоповреждающего 
действия, тем более что трипсин является первичной 
активирующей протеазой для PAR-2 [10]. Транс-
мембранные PARs-рецепторы относятся к большому 
семейству рецепторов, связанных с G-белками, и 
контролируют многие физиологические и патоло-
гические процессы в организме [11]. PAR-1 и PAR-2 
широко экспрессируются, в том числе, и клетками 
сердечно-сосудистой системы [12]. Показано, что 
избыточная активация PAR-1 способствует ремоде-
лированию и гипертрофии сердца [13], а активация 
PAR-2 способствует развитию инфаркта миокарда 
и ремоделированию сердца после ишемического/
реперфузионного повреждения и формированию 
хронической сердечной недостаточности [14].

Помимо собственно трипсина, системные патоло-
гические эффекты могут оказывать и активированные 
трипсином протеолитические эндопептидазы. Так, 
например, показано, что в тканях человека эласта-
за может инициировать независимое от ангиотен-
зинпревращающего фермента (АПФ) образование 
тканевого ангиотензина II [15]. Естественно, что 
избыточная активация локальной (тканевой) ренин-
ангиотензиновой системы на органном уровне мо-
жет инициировать широкий спектр патологических 
процессов. Также показано, что этанол повышает 
активность карбоксипептидазы в различных струк-
турах головного мозга [16], с чем в той или иной мере 
может быть связана патогномоничная для ОАИ ней-
ротоксическая патология. Также имеются сообщения 
от том, что карбоксипептидаза может активировать 
профибриногенные и прокоагуляционные каскады 
в плазме крови [17].

Нельзя исключить, что трипсин-обусловленная 
активация карбоксипептидазы может быть ответ-
ственна за зарегистрированное нами у животных с 
ОАИ значимое увеличение до 4,4±0,7 г/л содержания 
фибриногена в плазме крови (рис. 2А) по сравнению 
с контрольными крысами, у которых данный по-
казатель находился на уровне 2,0±0,2 г/л (р < 0,05).  

Как известно из литературы, столь значимое повы-
шение уровня фибриногена в плазме крови позволяет 
говорить о высоком риске тромботических и тромбо-
эмболических осложнений вследствие ОАИ-обуслов-
ленной активации свёртывающей системы крови. 
Также это может свидетельствовать о формировании 
острой фазы системного воспалительного процесса. 

Рис. 2. Показатели гемостаза в сыворотке крови крыс с ОАИ
Fig. 2. Hemostasis parameters in the blood serum of rats with AAI
Примечания: А — содержание фибриногена в плазме крови, г/л; Б — коагуляция плазмы крови у животных с ОАИ, 
%; * — p ≤ 0,05 по сравнению с контролем.
Notes: A — plasma fibrinogen content, g/L; B — plasma coagulation in animals with AAI, %; * — p ≤ 0.05 compared to controls.
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На наличие воспалительного процесса указывает 
и значительное увеличение процента коагуляции  
(р < 0,05) крови у крыс с ОАИ (57±9) по сравнению 
с контрольными животными (31±6) (рис. 2Б). Таким 
образом, одновременное повышение уровня фибрино-
гена и активности контактного пути коагуляции крови 
может служить важным диагностическим признаком, 
указывающим на наличие системного воспаления и 
повышенного риска тромбообразования при ОАИ. 

Заключение / Conclusion

Результаты настоящего исследования, свиде-
тельствующие о резком увеличении концентрации 
в сыворотке крови животных с ОАИ эндогенного 
агониста PARs — трипсина, позволяют поставить 
вопрос о вкладе активируемых протеазами рецеп-
торов в формирование патогномоничной для ОАИ 
полиорганной патологии. Ответ на этот вопрос могут 
дать дальнейшие систематические исследования. 
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