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аКТиВносТь лиЗосомальныХ ПроТеинаЗ  
(КаТеПсиноВ В и D) В мыШцаХ молоди (0+, 1+, 2+)  
аТланТичесКого лососЯ иЗ реКи ВарЗуга

н. н. немова, м. Ю. Крупнова, д. а. ефремов, а. е. Веселов
Институт биологии Карельского научного центра РАН

В статье представлены результаты экспериментальных исследований по изме-
нению активности лизосомальных протеиназ в мышцах молоди атлантического 
лосося на ранних стадиях онтогенеза. Исследованы основные протеолитические 
ферменты лизосом (катепсины В и D), которые являются важнейшими участниками 
лизосомально-аутофагической системы клетки и различаются по химизму катали-
за, рН оптимуму, субстратной специфичности, отношению к ингибиторам, функци-
ональной активности. Показана сравнительно высокая активность основной эндо-
протеиназы лизосом аспартатного типа – катепсина D в раннем развитии лосося 
(сеголетки 0+), что указывает на ведущую роль именно этого фермента в полной 
деградации белка, необходимого для обеспечения аминокислотами и пептидами 
для поддержания гомеостаза организма молоди в период, когда завершается эк-
зогенное питание и начинается переход на смешанное питание. Активность цисте-
инзависимой протеиназы лизосом – катепсина В в мышцах рыб возрастает по мере 
«взросления» молоди лосося от сеголеток до пестряток, что указывает на интен-
сификацию протеолиза, связанную с ускорением темпов роста по мере развития 
молоди. Разнонаправленное изменение активности основных протеиназ лизосом 
(повышение активности катепсина В и снижение активности катепсина D) в мышцах 
атлантического лосося разных возрастов (0+, 1+, 2+) указывает на специфичный 
характер участия этих гидролаз во внутриклеточном протеолизе у молоди иссле-
дуемых рыб.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: экологическая биохимия; атлантический лосось; рост и раз-
витие; лизосомы; катепсины.

N. N. Nemova, M. Yu. Krupnova, D. A. Efremov, A. E. Veselov. THE 
ACTIVITY OF LYSOSOMAL PROTEASES (CATHEPSINS B AND D) IN THE 
MUSCLES OF JUVENILE (0+, 1+, 2+) ATLANTIC SALMON FROM THE 
VARZUGA RIVER

The results of experimental studies on changes in lysosomal protease activity in muscles 
of Atlantic salmon early in the ontogeny are presented. The main lysosomal proteolytic 
enzymes (cathepsins B and D) participating in lysosomal autophagy and differing in the 
catalysis chemistry, pH optimum, substrate specificity, response to inhibitors, functional 
activity were investigated. A relatively high activity of the main lysosomal aspartate type 
endoproteinase (cathepsin D) at the early stage of salmon development (0+) was shown. 
It points to the leading role of this enzyme in complete protein degradation required to 
supply amino acids and peptides to maintain the homeostasis in juveniles as they move 
on to the mixed feeding mode. The activity of the lysosomal cystein type  proteinase 



86

Введение

Одна из важнейших сигнальных и метаболи-
ческих ферментных систем клетки – внутрикле-
точный протеолиз, который находится под гор-
мональным контролем и регулирует метабо-
лизм на всех стадиях развития организма [Дин, 
1980; Лысенко и др., 2011]. Известно, что ско-
рость роста рыбы, ее двигательная активность 
и обеспеченность энергетическими субстра-
тами детерминированы интенсивностью рас-
щепления белка в скелетных мышцах, состав-
ляющих до 75 % живого веса рыбы [Mommsen, 
2001, 2004; Ling et al., 2011]. Регуляция скоро-
сти деградации белка может значительно из-
менить скорость роста и накопления белковой 
массы, поэтому характеристика протеолити-
ческих механизмов очень важна для понимания 
ростовых процессов. Непосредственными ре-
гуляторами деградации белков мышечной тка-
ни рыб служат лизосомально-аутофагическая 
(с участием катепсинов) и кальпаиновая про-
теолитические системы [Mommsen, 2004; Sa-
lem et al., 2006; Seiliez, 2012, 2014]. У рыб обна-
ружены более десяти катепсинов, относящихся 
к химически различным типам катализа, из них 
основную роль во внутриклеточном протеолизе 
играют катепсины В (цистеиновая протеиназа) 
и D (аспартатная протеиназа) [Mommsen, 2004; 
Лысенко и др., 2011]. Кислый рН-оптимум (3,0–
4,0 для катепсина D; 4,8–5,0 для катепсина В), 
субстратная специфичность, данные ингиби-
торного анализа свидетельствуют о значитель-
ном сходстве ферментов рыб с одноименными 
лизосомальными ферментами из более высо-
коорганизованных организмов. У лососевых 
рыб, по оценкам Seiliez с соавторами [Seiliez 
et al., 2014], аутофагическая деградация со-
ставляет 30–34 %, а оставшаяся доля прихо-
дится на кальцийзависимый протеолиз, проте-
асому и малоизученные протеиназы цитозоля.

В данной работе изучалась динамика актив-
ности основных лизосомальных протеиназ (ка-
тепсинов В и D) в мышцах атлантического ло-
сося из реки Варзуга (Собачий порог) у молоди 
разных возрастных групп (0+, 1+ и 2+).

материалы и методы

Молодь лосося (Salmo salar L.) разных воз-
растных групп (0+, 1+ и 2+) отлавливали в осен-
ний сезон (октябрь 2014 г.) в Собачьем поро-
ге главного русла приполярной реки Варзуга 
(бассейн Белого моря), расположенном на 
удалении в 24,6 км от устья (рис. 1). Протяжен-
ность порога составляет около 600 м, ширина 
изменяется в пределах 120–160 м. Собачий по-
рог, как и большинство порогов этой реки, мел-
ководный. На нем ежегодно происходит нерест 
производителей атлантического лосося и оби-
тает молодь разных возрастных групп: 0+, 1+, 
2+, 3+. После вторичного перераспределения 
мальки лосося (сеголетки 0+) занимают летние 
микростации, активно питаются и ведут типич-
ный для пестряток лосося оседлый образ жиз-
ни (в диапазоне температур 13–19 °С). Плот-
ность молоди всех возрастов варьирует в пре-
делах 22–54 экз./100 м2 (0,7 экз./м2). Осенью 
при снижении обилия дрифта пестрятки пере-
ходят на частичное питание донными организ-
мами с грунта и прикрепленными к водной ра-
стительности личинками ручейников и моллюс-
ков, доминирующих в это время года в составе 
бентоса [Шустов и др., 2012]. К осени размер 
мальков составляет 3,8–4,3 см. В последующие 
годы происходит рост молоди лосося в три лет-
них периода (1+ – 5,1–6,8 см, 2+ – 8,8–10,1 см, 
3+ – 11,5–15,7 см) и зимовки в состоянии низ-
кой активности. В конце четвертого зимнего 
периода пестрятки смолтифицируются и миг-
рируют на нагул из реки в море. Размер смол-
тов 12,0–17,5 см.

Для вылова рыб применяли аппарат элект-
ролова (Fa-1) норвежского производства. По-
сле отлова мальков выдерживали в течение 
суток в русловых садках для снятия эффекта 
воздействия электрического поля [Нефедова 
и др., 2014].

Экспериментальные работы выполнены 
с использованием оборудования ЦКП НО Инс-
титута биологии КарНЦ РАН.

В мышцах молоди атлантического лосо-
ся возраста 0+, 1+, 2+ изучали активность 

 (cathepsin B) in muscles increases as the development of salmon progresses from stage 
0+ (fingerlings) to stage 2+ (parr). This fact indicates intensification of proteolysis due 
to increasing growth rates. Multidirectional changes in the activity of the main lysosomal 
proteases (increase in the activity of cathepsin B and decrease in the activity of cathepsin 
D) in the muscles of Atlantic salmon of ages 0+, 1+, 2+ indicates that the involvement of 
these hydrolases in the intracellular proteolysis in juvenile salmon is stage-specific.

K e y w o r d s: environmental biochemistry; Atlantic salmon; growth and development; ly-
sosomes; cathepsins.
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кислых протеиназ лизосом – катепсинов В (EC 
3.4.22.1) и D (EC 3.4.23.5). Показатели оцени-
вали индивидуально (n = 5–7).

Количественное содержание белка в тка-
нях (мг/мл) определяли по методу Брэдфорд 
[Bradford, 1976], применяя в качестве стандар-
та бычий сывороточный альбумин.

Активность лизосомальных протеиназ. По-
сле гомогенизации образцов тканей в соотно-
шении 1 : 10 в растворе 0,25 М сахарозы с до-
бавлением 0,01 % Тритона Х-100 (1200 об./мин, 
60 с) и их центрифугирования (10000 g, 30 мин, 
К-24, Германия) в супернатанте определяли 
спектрофотометрически активность катепси-
на В (КФ 3.4.22.1) по расщеплению 0,065 M эти-
лового эфира гидрохлорида N-бензоил L-арги-
нина в 0,1 M ацетатном буфере (pH 5,0) [Mat-
suda, Misaka, 1974] и катепсина D (КФ 3.4.23.5) 

по гидролизу 1%-го бычьего гемоглобина 
в 0,1 М ацетатном буфере (рН 3,6) согласно 
модифицированному методу Ансона [Anson, 
1938; Barrett, Heath, 1977; Дин, 1980]. Актив-
ность катепсинов B и D (ед. акт.) выражали 
в единицах изменения оптического поглоще-
ния (Е525 и Е280 соответственно) на 1 мг белка за 
1 ч инкубации (37 °C).

Статистическая обработка результатов. До-
стоверность различий оценивалась с исполь-
зованием непараметрического критерия Уил-
коксона–Манна–Уитни (р ≤ 0,05).

результаты и обсуждение

Различия в содержании белка в скелетных 
мышцах молоди лосося разных возрастов не-
значительные (рис. 2).

Рис. 1. Спутниковая фотография Собачьего порога (из Google earth). Стрелками обозначено направление 
стрежня потока воды

Рис. 2. Содержание белка в скелетных мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), 
p ≤ 0,05
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Активность аспартатной протеиназы лизо-
сом – катепсина D в скелетных мышцах молоди 
лосося возраста 1+ и 2+ (пестрятки) достовер-
но снижена по сравнению с сеголетками (0+) 
в 3–5 раз (рис. 3). При этом активность цисте-
иновой протеиназы лизосом – катепсина В по-
вышается в 3–5 раз в процессе развития моло-
ди лосося от сеголеток (0+) до пестряток (2+) 
(рис. 4). 

На ранних этапах развития (сеголетки 0+), 
когда молодь первого года жизни адаптирует-
ся к внешней среде обитания, для ее активно-
го роста и дальнейшего развития лосося очень 
важен интенсивный протеолиз [Bohley, 1987; 
Лысенко и др., 2011]. Сравнительно высокая 
активность основной эндопротеиназы лизо-
сом – катепсина D у сеголеток на данном эта-
пе развития свидетельствует о ведущей роли 
именно этого фермента в полной деградации 
белка, необходимого для обеспечения ами-
нокислотами и пептидами ранних сеголеток, 
у которых через три месяца после выклева за-
вершается переход на экзогенное питание (от 
стадии личинки к стадии малька). Известно, 
что основная функция катепсина D заключа-
ется в полном протеолизе белковых молекул 

до дипептидов и аминокислот [Bohley, 1987], 
но не в регуляторных реакциях ограниченно-
го протеолиза.

При этом активность катепсина В возраста-
ет по мере развития молоди лосося от стадии 
0+ (сеголетки) до стадии 2+ (пестрятки). Срав-
нительно более высокая активность катепсина 
В у годовиков молоди лосося (2+) может ука-
зывать на интенсификацию лизосомального 
протеолиза с участием цистеиновых протеиназ 
в связи с усилением темпов роста молоди. Из-
вестно [Дин, 1980; Bohley, 1987], что функция 
катепсина В связана не только с участием в ре-
акциях полной деградации белковой молеку-
лы, но также показана его роль в регуляторных 
реакциях, связанных с ограниченным протео-
лизом во множестве физиологических про-
цессов, особенно каскадных. Можно полагать, 
что высокая активность катепсина В у молоди 
лосося более старших возрастов отражает ве-
дущую роль этой протеиназы (наряду с каль-
цийзависимыми цистеиновыми протеиназами) 
в процесcах роста и развития. Не исключено, 
что на эти процессы может также оказывать 
влияние и изменение качественного состава 
пищи в рационе лососей, так как известно, что 

Рис. 3. Активность катепсина D в скелетных мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), 
p ≤ 0,05

Рис. 4. Активность катепсина В в мышцах молоди (0+, 1+, 2+) лосося из р. Варзуга (Собачий порог), p ≤ 0,05
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двухлетки в возрасте 1+ начинают питаться бо-
лее крупными беспозвоночными, что приводит 
к различиям в составе пищи, наблюдаемым 
между сеголетками (0+) и пестрятками (воз-
раста 1+ и старше) [Шустов, 1983].

Разнонаправленный характер измене-
ния активности исследуемых катепсинов 
у молоди разных возрастов может отражать 
их независимую генетическую регуляцию 
в онтогенезе, как это было показано для крыс 
[Messina et al., 1980]. Ранее в наших исследо-
ваниях [Немова, Высоцкая, 2004] при срав-
нительном изучении активности катепсинов 
В и D в икре лосося в процессе эмбрионально-
го развития также был показан разнонаправ-
ленный характер изменения активности этих  
катепсинов.

Заключение

Таким образом, в процессе роста 
и раннего развития атлантического лосося от 
возраста 1+ до возраста 2+ и 3+ обнаружено 
разнонаправленное изменение активности 
основных протеиназ лизосом в мышцах 
(повышение активности катепсина В и снижение 
активности катепсина D), что указывает на 
специфичный характер участия этих гидролаз 
во внутриклеточном протеолизе у молоди ис-
следуемых рыб.

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
№ 14-24-00102.
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