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(72) ДІВОЧА ВАЛЕНТИНА ПАНАСІВНА, МИХАЛЬ-
ЧУК ВАСИЛЬ МИКОЛАЙОВИЧ 
(73) ДІВОЧА ВАЛЕНТИНА ПАНАСІВНА, МИХАЛЬ-
ЧУК ВАСИЛЬ МИКОЛАЙОВИЧ 
(57) Спосіб визначення активності інгібітору трип-
синоподібних протеїназ шляхом дослідження си-
роватки крові людини з використанням казеїну, 
розчиненого буфером, та трихлороцтової кислоти, 
який відрізняється тим, що після підготовки ма-
теріалу та реактивів для визначення активності 
інгібітору трипсиноподібних протеїназ сироватку 
крові розчинюють фізіологічним розчином до 1:10, 
а казеїн розчинюють 0,2 М фосфатним буфером, 
трипсин розчинюють 0,2 М ацетатним буфером та 
2,0 М хлористим кальцієм, після чого додають 2-3 
мл реактиву А і 0,2-0,3 мл реактиву Фоліна, після 
чого через 20-30 хвилин зупиняють реакцію, вико-
ристовуючи трихлороцтову кислоту, та колориме-

трують розчин при довжині хвилі 750 нм, причому 
активність інгібітору трипсиноподібних протеїназ 
розраховують за формулою: 
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TIA - активність інгібітору трипсиноподібних про-
теїназ; 

ЕТР - екстинція трипсину (ферменти - протеїнази); 

IE  - екстинція інгібітору; 

p  - розведення (1:10) сироватки; 

310  = 1/1000 - множник для переводу г у кг; 

1,0  - концентрація трипсину 0,1 мг/мл, 

і за різницею між активністю проби, яка містить 
визначену за наведеною формулою кількість трип-
сину, і активністю контрольної проби, в якій проте-
їназа зупинена ТХО, визначають активність фер-
ментів, зв'язаних з інгібіторами трипсиноподібних 
протеїназ. 

 
 

 
 

Корисна модель стосується медицини, а саме 
біохімії ферментів людини, і може бути використа-
на для визначення активності інгібітора трипсино-
подібних протеїназ. 

Проблема взаємозв'язку вірусів з ферментами 
людини відноситься до числа найбільших науково-
практичних проблем, які дотепер мало вивчені 
(досліджені) і набувають з кожним разом все більш 
гострий характер. 

Виключна роль у діагностиці вірусних інфекцій 
належить визначенню активності протеолітичних 
ферментів та їх інгібіторів. Інгібітори протеолітич-
них ферментів є білковими речовинами, які галь-
мують каталітичну дію ферментів, розщеплюють 
білки (протеїнази). Властивості інгібіторів протеї-
наз повністю не вивчені. 

Рішення цієї проблеми в значній мірі залежить 
від знання кількісного вмісту інгібітора трипсино-
подібних протеїназ у крові людини. 

Існує ряд методів визначення загальної антит-
риптичної активності сироватки крові. Самим по-

ширеним є, так званий казеїновий метод, за яким 
вміст інгібітора оцінюється шляхом гальмування 
гідролізу казеїну кристалічним трипсином (1). 

Найбільш близьким до заявленого є метод, 
який заснований на визначенні різниці між активні-
стю проби, яка містить визначену кількість трипси-
ну, та активністю проби, в якій частина ферменту 
зв'язана інгібіторами сироватки (2). 

Активність інгібітора у зазначеному методі Вє-
рємєєнко К.Н. визначають наступним чином: до 2 
мл розчиненої у 100 разів сироватки крові додають 
0,2 мл ферменту (12,5 мкг). Для утворення ком-
плексу фермент-інгібітор реакційну суміш витри-
мують при температурі +20 °С протягом 20 хв, по-
тім доводять об'єм проби до 1 мл мединаловим 
буфером. До суміші додають 1 мл розчину казеїну, 
інкубують 20 хв при температурі +35 °С. Реакцію 
зупиняють шляхом додавання 3 мл 5% розчину 
трихлороцтової кислоти. Контрольні проби відріз-
няються від дослідних тим, що кислоту вносять до 
додавання казеїну, що дозволяє зупинити реакцію. 
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У прозорому фільтраті, одержаному при центри-
фугуванні на протязі 30 хв при 3000 g, визначають 
оптичну щільність продуктів розпаду казеїну, фо-
тометруючи у спектрофотометрі дослідну пробу в 
порівнянні з контрольною - при довжині хвилі 280 
нм. Кількість залишеного після зв'язування з інгібі-
торами ферменту розраховують за допомогою 
калібрувальної кривої, яка складена за кристаліч-
ним трипсином і за різницею між кількістю додано-
го та залишеного після інкубації з сироваткою кро-
ві ферменту визначають кількість трипсину, 
зв'язаного з інгібіторами. 

Однак, вказаний метод має суттєві недоліки: 
невелика недостатня чутливість методу до кількіс-
ного визначення активності інгібітора трипсинопо-
дібних протеїназ, необхідність мати ряд дефіцит-
них реактивів та складного обладнання. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
вдосконалення способу визначення активності 
інгібітора трипсиноподібних протеїназ шляхом до-
давання досліджуваного розчину реактивів А та 
Фоліна для визначення кількості білка, що дозво-
лить підвищити чутливість методу, здешевити його 
та прискорити термін визначення активності інгібі-
тора трипсиноподібних протеїназ, що конче важ-
ливо при діагностиці запальних процесів та інфек-
ційних хвороб. 

Поставлена задача вирішується тим, що, згід-
но корисної моделі, після підготовки матеріалу та 
реактивів для визначення активності інгібітора 
трипсиноподібних протеїназ, сироватку крові роз-
чинюють фізіологічним розчином до 1:10, а казеїн 
розчинюють 0,2 М фосфатним буфером, трипсин 
розчинюють 0,2 М ацетатним буфером та 2,0 М 
хлористим кальцієм, після чого додають 2-3 мл 
реактиву А і 0,2-0,3 мл реактиву Фоліна, після чого 
через 20-30 хвилин зупиняють реакцію, використо-
вуючи трихлороцтову кислоту та колориметрують 
розчин при довжині хвилі 750 нм. 

Спосіб виконується наступним чином. У пробі-
рці змішують рівні об'єми (0,3-0,5 мл) розчину три-
псину та дослідженого розчину інгібітору. Витри-
мують 10 хв при кімнатній температурі, відбирають 
0,2 мл суміші та переносять до центрифужної про-
бірки. До цієї пробірки додають 0,4 мл розчину 
казеїну, перемішують на протязі 15 с та поміщають 
до водяного ультратермостату при +30°С на 30 хв. 

Зупиняють реакцію, додаючи 0,6 мл 10 % трихло-
роцтової кислоти, обережно перемішують та 
центрифугують при 3000 g протягом 15 хв. Відби-
рають 0,2 мл надосадкової рідини, додають 2 мл 
реактиву А і 0,2 реактиву Фоліна, розведеного во-
дою у 2 рази. Через 30 хвилин вимірюють екстин-
цію на фотоелектроколориметрі чи спектрофото-
колориметрі при довжині хвилі 750 нм проти 
контролю на реактиви (0,2 мл 5 % ТХО + 2 мл реа-
ктиву Фоліна у розведенні 1:2). 

Одночасно ставлять пробу на активність трип-
сину. Для цього в пробірці змішують рівні об'єми 
трипсину та розчинника, на якому приготовлено 
розчин інгібітора. Витримують 10 хв при кімнатній 
температурі, відбирають 0,2 мл суміші і далі чи-
нять так, як написано вище: до суміші трипсина з 
інгібітором. 

Крім того, ставлять два контролю на нульовий 
час. У контролі К1 до 0,2 мл трипсина з інгібітором 
додають 0,6 мл 10 % ТХО і потім 0,4 мл розчину 
казеїну. Центрифугують, відбирають 0,2 мл надо-
садкової рідини та проводять реакцію з реактивом 
Фоліна. У контролі К2 до 0,2 мл трипсина з розчин-
ником для інгібітора додають 0,6 мл 10 % ТХО, 
потім 0,4 мл розчину казеїну і далі обробляють як 
К1. Вимірюють екстинцію при 750 нм на КФК-3 чи 
на СФ-46. 

Вміст інгібітора розраховують за формулою: 
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ТІА - трипсинінгібуюча активність; 

ЕТР - екстинція трипсина (ферменти - протеї-
нази); 

ЕІ - екстинція інгібітора; 
р - розведення (1:10) сироватки; 
10

-3
=1/1000 - множник для переводу г у кг; 

0,1 - концентрація трипсину 0,1 мг/мл, 
і за різницею між активністю проби, яка містить 

визначену за наведеною формулою кількість трип-
сину і активністю контрольної проби, в якій протеї-
наза зупинена ТХО, визначають активність фер-
ментів, зв'язаних з інгібіторами трипсиноподібних 
протеїназ. 

У таблиці надані порівняльні ознаки методів 
прототипу і запропонованого способу. 

 
Таблиця 

 
Порівняльні ознаки методів визначення активності інгібіторів 

протеїназ прототипу (1) і запропонованого способу (2) 
 

1 2 

1. мединаловий буфер 1. 0,2 М фосфатний буфер (К, Na) 

2. ТХО 5,0% 2. ТХО 10,0% 

3. об'єм додаваемого розчину казеїну - 1,0 мл 3. об'єм додаваемого розчину казеїну - 0,6 мл 

4. центрифугування при 3000 g 4. центрифугування при 6000-7000 g 

5. спектрофотометрування при 280 нм 5. колориметрування при 750 нм 

6. різні схеми перерахунку 6. різні схеми перерахунку 

 
7. менші затрати реактивів та вища чутливість мето-
ду 

 
В порівнянні з прототипом запропоноване тех-

нічне рішення дозволяє підвищити чутливість спо-
собу за рахунок додавання до досліджуваного ро-
зчину реактиву Фоліна з метою визначення кілько-
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сті білка, здешевити дослідження, використовуючи 
доступні реактиви та обладнання, прискорити те-
рмін визначення активності інгібітора трипсинопо-
дібних протеїназ, що має особливе значення для 
діагностики запальних процесів та інфекційних 
хвороб. 

Може бути застосований в фармацевтичній 
промисловості для одержання інгібітора трипсино-
подобних протеїназ як противірусного засобу, а 
також в установ ах переливания крові для дифе-
ренціювання її запропонованим способом (визна-

чення кількості інгібітора трипсиноподібних протеї-
наз: чим більший вміст інгібітора протеїназ, тим 
більш придатна кров для трансфузії її хворим з 
гострими запальними процесами. 
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