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ДИНАМИКА АКТИВНОСТИ АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 
И ВОДОРАСТВОРИМЫХ БЕЛКОВ В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ РЫБ 
ПРИ РАЗНЫХ СКОРОСТЯХ НАГРЕВА В ЛЕТНИЙ СЕЗОН ГОДА

В. К. Голованов, Г. М. Чуйко, В. А. Подгорная,  
Е. И. Головкина, Н. С. Некрутов
Институт биологии внутренних вод им. И. Д. Папанина РАН

В летний сезон года изучен критический термический максимум (КТМ) у молоди 
речного окуня и карпа. Диапазон скоростей нагрева составил от 0,08 до 46 °С/ч. 
Значения КТМ у двухлетков карпа при всех скоростях нагрева были выше, чем 
у двухлетков окуня, а максимальные значения температуры переворота и потери 
координации движения отмечены у карпа при самой медленной скорости, у окуня – 
при самой медленной и быстрой скоростях нагрева. Определены активность фер-
мента ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и содержание водорастворимой фракции белка 
(ВРБ) в мозге подвергнутых нагреву рыб. Обсуждается динамика изменений актив-
ности АХЭ и содержания ВРБ при разных скоростях нагрева. Исходя из данных по 
активности АХЭ и содержанию ВРБ, можно заключить, что в диапазоне скоростей 
нагрева до 8 °С/ч организм рыб достаточно легко адаптируется к возрастающей 
температуре среды. Однако дальнейшее повышение скорости нагрева приводит 
к усилению холинергических биосинтетических процессов в мозге рыб, что отра-
жается на увеличении активности АХЭ и содержания белка. Предполагается, что 
возрастание значений обоих показателей при скорости нагрева 16 и 32 °С/ч явля-
ется стрессорной реакцией рыб в ответ на изменение температуры среды. В перс-
пективе показатели АХЭ и ВРБ могут быть использованы в качестве биологического 
маркера теплового воздействия разного типа (естественная среда, предваритель-
ная акклимация, а также нагрев или охлаждение). Таким образом, исследование 
активности АХЭ и содержания ВРБ в мозге рыб при разной скорости нагрева воды 
позволяет по-новому оценить как адаптационные возможности, так и физиоло-
го-биохимические механизмы реакций водных животных в процессе температур-
ных адаптаций.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: рыбы; температура акклимации; термоустойчивость; нагрев 
воды; верхняя летальная температура; критический термический максимум; актив-
ность фермента; ацетилхолинэстераза; содержание водорастворимой фракции 
белка; мозг рыб.
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N. S. Nekrutov. DYNAMICS OF ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITY 
AND WATER-SOLUBLE PROTEINS IN THE BRAIN OF FISH AT DIFFERENT 
HEATING RATES IN THE SUMMER SEASON

The critical thermal maximum (СTM) for the young of river perch and common carp were 
investigated. The range of heating rates was 0.08 to 46  °C/h. The CTM values for carp 
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Введение

Известно, что потепление климата влия-
ет на условия обитания пресноводных рыб, 
в результате чего изменяется их популяцион-
ная численность, структура и видовое разно-
образие [Клиге и др., 1998; Кляшторин, Любу-
шин, 2005]. Несмотря на то что направленность 
долгосрочных климатических трендов находит-
ся в процессе обсуждения [Пузаченко, 2004; 
Кляшторин, Любушин, 2005; Farmer, Cook, 
2013], существующая тенденция к потеплению 
климата и планируемый ввод в эксплуатацию 
крупных энергетических и промышленных объ-
ектов в России и за рубежом неизбежно приво-
дят к повышению уровня температуры в летние 
и зимние периоды года в местах непосред-
ственного обитания рыб [Мордухай-Болтов-
ской, 1975; Алабастер, Ллойд, 1984; Голова-
нов, 2013б]. Именно поэтому изучение верхних 
температурных границ жизнедеятельности рыб 
в последнее время становится все более акту-
альным и своевременным.

К числу возможных причин и механизмов ги-
бели рыб в зоне высоких температур относят 
изменения структуры мембран, денатурацию 
белков и их коагуляцию в результате нагрева, 
термическую инактивацию ферментов (со ско-
ростью, превышающей скорость их синтеза), 
недостаток кислорода, а также различия в тем-
пературном коэффициенте (Q10) для взаимо-
связанных метаболических реакций и наруше-
ния водно-солевого баланса у рыб [Шмидт-Ни-
ельсен, 1982; Капшай, Голованов, 2012]. В то 
же время физиолого-биохимические явления 
и процессы, происходящие непосредственно 

в зоне сублетальных значений температуры, 
обычно выше 30 °С, у границы жизнедеятель-
ности гидробионтов, во многом остаются мало-
изученными. Также мало данных и о том, каким 
образом ферментные системы рыб реагируют 
на быстрое повышение температуры в диапа-
зоне от оптимальной до летальной. Известно 
всего несколько работ, в которых исследовано 
влияние скорости нагрева воды на активность 
пищеварительных ферментов в разные сезоны 
года [Голованова и др., 2002; Голованов и др., 
2011; Golovanova et al., 2013].

Цель работы – определить уровень крити-
ческого термического максимума (КТМ) и изу-
чить динамику активности ацетилхолинэсте-
разы (АХЭ) и содержания водорастворимой 
фракции белка (ВРБ) в мозге молоди речно-
го окуня и карпа при разных режимах нагрева 
воды в летний сезон года.

Материалы и методы

Для оценки КТМ использованы стандарт-
ные методы, применявшиеся ранее [Beitin-Beitin-
ger et al., 2000; Голованов, Смирнов, 2007; 
Голованов и др., 2012; Голованов, 2013а, б]. 
В качестве объектов исследования выбра-
ны двухлетки речного окуня Perca fluviatilis L. 
(длина тела рыб от 5,7 до 14,0 см, масса тела 
от 8,4 до 36,4 г) и карпа Cyprinus carpio L. (дли-. (дли-
на тела от 5,6 до 19,6 см, масса тела от 7,4 до 
28,3 г). Окунь отловлен в прибрежье Рыбин-
ского водохранилища 30-м волокушей, карп 
выращен в прудах стационара полевых и экс-
периментальных работ «Сунога» ИБВВ РАН. 
Температура предварительной акклимации 

yearlings at all heating rates were higher than those for perch. The maximum temperature 
for the loss of righting response and loss of coordination were observed in the carp at the 
slowest rate and in the perch – at the slowest and fastest heating rates. The brain enzyme 
acetyilcholinesterase activity (АChE) and soluble protein content (SPC) of the fishes sub-
jected to heat were determined. The changes in АChE activity and SPC are discussed 
for different heating rates. On the basis of the data on AChE activity and SPC, one can 
conclude that in the range of heating rates up to 8 °C/h fish body quite easily adapts to 
the increasing ambient temperature. However, further increase in the heating rate leads 
to intensification of cholinergic biosynthetic processes in the brain of fish, which results in 
an increased activity of AChE and protein content. It is assumed that the increase in the 
values of both parameters at a heating rate of 16 and 32 °C/h is the stress response of 
fish to the changing ambient temperature. It is possible that the performance of AChE and 
SPC could be used as a biological marker of thermal exposure of different types (natural 
environment, pre-acclimation, and heating or cooling). Thus, the research of AChE acti-
vity and SPC in the brain of fish at different rates of water heating allows us to reevaluate 
both adaptation possibilities, and physiological and biochemical mechanisms of aquatic 
animal reactions during temperature adaptations.

K e y  w o r d s: fish; temperature acclimation; temperature resistance; water heating; up-
per lethal temperature; critical thermal maximum; enzyme activity; acetyilcholinesterase; 
soluble protein content; fish brain.
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рыб равнялась 20 °С, их количество в каждом 
опыте составляло 6 экз. Общее число иссле-
дованных рыб составило 42 экз. окуня и 42 экз. 
карпа. Повышение температуры воды произ-
водили в экспериментальном аквариуме (объ-
емом 60 л) при скоростях: 0,08 °С/ч (или 2 °С/
сут); 4,3; 8,3; 16,0; 32,6 и 46,7 °С/ч. За критерий 
КТМ принимали значение температуры, при 
которой происходил переворот каждой особи 
на бок или кверху брюшком. При перевороте 
1-й, 2-й и последующих рыб они сразу же ос-
торожно изымались из аквариума и перено-
сились в морозильную камеру холодильника. 
Отдельная группа рыб в количестве 6 экз. ис-
пользована в качестве физиолого-биохимичес-
кого контроля.

Для определения активности АХЭ и содер-
жания ВРБ использованы стандартные методы 
и процедуры, описанные ранее [Chuiko et al., 
2003; Чуйко, 2004; Чуйко, Подгорная, 2007]. 
Рыб обезглавливали, вскрывали черепную ко-
робку, перерезали черепно-мозговые нервы 
и спинной мозг в области перехода его в про-
долговатый. Затем извлекали целый головной 
мозг и отмывали в 0,1 М фосфатном буфере 
pH 7,5. Лишнюю влагу удаляли фильтроваль-
ной бумагой. Мозг гомогенизировали при по-
мощи диспергатора IKA Т10 basic в течение 
3 мин. Затем гомогенаты центрифугировали 
в рефрижераторной центрифуге Mikro 22 R при 
10000 g и t 0 °С в течение 15 мин. Для дальней-
шего анализа использовали супернатант.

Активность АХЭ определяли колориметри-
ческим методом Дж. Л. Эллмана [1961] в моди-
фикации М. Н. Масловой и Н. Резника [1976]. 
Для этого в три пробирки вносили по 3 мл 
0,1 М фосфатного буфера pH 7,5; по 0,02 мл 
пробы, содержащей фермент; 0,5 мл смеси 
0,001 М раствора 5,5-дитиобис-2-нитробен-
зойной кислоты (ДТНБ) и 0,006 М раствора 
субстрата ацетилтиохолина иодида в соотно-
шении 1 : 1. При этом конечное разведение 
проб (г ткани/мл раствора) равнялось 1 : 3000, 
а конечные концентрации субстратов и ДТНБ – 
4,3 × 10–4 и 7,1 × 10–5 М. Содержимое пробирок 
быстро перемешивали и пробы инкубировали 
в водяном термостате T�A-2 (ELMI Ltd., Riga, 
Latvia) при 30 °С в течение 10–30 мин. Гидро-
лиз субстрата останавливали добавлением 
2–3 капель 0,01 % раствора ингибитора АХЭ 
прозерина. В контрольную пробирку ингиби-
тор вносили перед добавлением смеси ДТНБ 
и субстрата. После инкубации пробы фотомет-
рировали при длине волны 412 нм в кюветах 
с длиной оптического пути 1 см. Из двух значе-
ний экстинкции находили среднее. Активность 
АХЭ выражали соответственно в мкмоль или 

нмоль гидролизованного субстрата на г ткани 
или мг белка за мин.

Содержание белка в пробах определяли ме-
тодом М. М. Брэдфорда [1976]. Для этого в две 
пробирки помещали по 0,1 мл исследуемо-
го раствора, в контрольную пробирку – 0,1 мл 
дистиллированной воды. Во все пробирки при-
бавляли по 2,5 мл откалиброванного раство-
ра Кумасси бриллиантового голубого G-250 
(Serva, USA), приготовленного на этаноле и ор-
то-фосфорной кислоте (конечная концентра-
ция реагентов (вес/объем) в смеси составля-
ет соответственно 0,01; 4,7 и 8,5 %). Избегая 
вспенивания, осторожно перемешивали со-
держимое пробирок и оставляли при комнат-
ной температуре. Через 10 мин пробы фото-
метрировали относительно контроля при длине 
волны 595 нм. Фотометрирование проводили 
на спектрофотометре СФ-26 (Ломо, Санкт-Пе-
тербург) в кюветах с толщиной слоя 1 см. Из 
двух значений экстинкции находили среднее.

Данные биохимического анализа обрабо-
таны статистически и представлены в виде 
средних значений и их ошибок (x ± SE). Досто-
верность различий между средними оценива-
ли методом однофакторного дисперсионно-
го анализа (ANOVA) с оценкой достоверности 
различий при помощи LSD-теста при р < 0,05 
[Sokal, Rohlf, 1995]. Статистический анализ 
проводили с помощью пакета программ MS Ex-MS Ex- Ex-Ex-
cel 2010 и Statistica 8.

Результаты и обсуждение

Значения КТМ у двухлетков окуня при на-
греве с разной скоростью (0,08; 4,3; 8,3; 16,0; 
32,6 и 46,7 °С/ч) составили в среднем 33,5; 
33,2; 33,0; 32,8; 32,5 и 33,7 °С, у двухлетков 
карпа – 40,2; 37,7; 36,2; 35,4; 35,5 и 36,1 °С со-
ответственно. Значения КТМ у двухлетков кар-
па при всех скоростях нагрева были выше, чем 
у двухлетков окуня, а максимальные значения 
температуры переворота и потери коорди-
нации движения отмечены у карпа при самой 
медленной скорости, у окуня – при самой мед-
ленной и быстрой скоростях нагрева.

Средние значения активности АХЭ и со-
держания ВРБ целого мозга окуня и карпа при 
разных (округленных) скоростях нагрева при-
ведены в таблице. Как следует из приведенных 
данных, характер зависимости активности АХЭ 
в мозге двух видов рыб от скорости нагрева 
в целом одинаков. С увеличением интенсивнос-
ти нагрева активность фермента немного сни-
жается (достоверно лишь у карпа) по сравне-
нию с контролем, но в целом в интервале 0,08–
8 °С/ч остается примерно на одном уровне. 



119

Начиная со скорости 16 °С/ч она достоверно 
выше в 1,5–2 раза контрольных значений, со-
храняясь на этом уровне и при 32 °С/ч, но при 
скорости 46 °С/ч снова падает до уровня кон-
троля. Характер изменений ВРБ у обоих видов 
также сходный: его значения сначала медлен-
но, а затем заметно снижаются при скорости 
нагрева от 0,08 до 8 °С/ч. При дальнейшем 
увеличении скорости нагрева содержание ВРБ 
растет и при скорости 32 и 46 °С/ч становится 
достоверно выше контрольных значений при-
мерно в 2 раза.

Исходя из данных по активности АХЭ и со-
держанию ВРБ можно заключить, что в диапа-
зоне скоростей нагрева до 8 °С/ч организм 
рыб достаточно легко адаптируется к возрас-
тающей температуре среды. При этом уровень 
активности фермента поддерживается за счет 
снижения синтеза белка. Однако дальнейшее 
повышение скорости нагрева приводит к уси-
лению холинергических биосинтетических про-
цессов в мозге рыб, что отражается на увели-
чении активности АХЭ и содержания белка. 
Прямая зависимость интенсивности синтеза 
белка в мозге карася [Lajtha, Shershen, 1975] 
и АХЭ в мозге окуня [Чуйко, Козловская, 1989] 
от температуры акклимации рыб была показа-
на ранее. Можно предположить, что возраста-
ние значений обоих показателей при скорости 
нагрева 16 и 32 °С/ч является стрессорной ре-
акцией рыб в ответ на изменение температуры 
среды, поскольку известно, что такие же изме-
нения наблюдаются у окуня при стрессе, инду-
цированном адреналином [Pavlov et al., 1994].

Снижение активности АХЭ и резкое повы-
шение содержания ВРБ, возможно, связаны 
с начальными этапами термоиндуцирован-
ных деструктивных процессов в мозге рыб, 
в результате которых происходит разруше-
ние клеточных мембран и самих клеток, выход 
мембранных и плазматических белков в меж-
клеточное пространство и нарушение функцио-
нирования ферментных комплексов. Скорее 
всего, данные процессы носят необратимый 
характер, однако для выяснения этого необхо-
димы дополнительные исследования.

В опытах И. Л. Головановой с соавт. [2002] 
на молоди серебряного карася Carassius aura- aura-aura-
tus L. и В. К. Голованова с соавт. [2011] на мо-. и В. К. Голованова с соавт. [2011] на мо-
лоди карпа отмечен последовательный рост 
амилолитической активности при повышении 
температуры воды в диапазоне скорости на-
грева от 0,04–0,08 до 50 °С/ч в летний пери-
од. Следует отметить, что в данном случае при 
определении активности фермента использо-
вали суммарную навеску слизистой оболочки 
кишечника от 6 особей, использованных в каж-
дом варианте опыта по определению КТМ. В то 
же время, по данным М. С. Ахтара [Achtar et al., 
2013], у молоди индийского солнечного махси-
ра Tor putitoria (Hamilton, 1822) при содержании 
рыб в течение 30 дней в диапазоне темпера-
туры от 20 до 32 °С с повышением темпера-
туры акклимации активность АХЭ постепенно 
снижалась. Если в первом случае [Голованова 
и др., 2002; Голованов и др., 2011] была изу-
чена активность ферментов в условиях роста 
температуры среды с разной скоростью, то во 

Активность ацетилхолинэстеразы и содержание водорастворимого белка в мозге рыб при разной скорости 
нагрева воды (n = 6 экз.)

Скорость нагрева, 
°С/ч

Активность АХЭ
Содержание белка, 

мг/г тканиМкмоль/г/мин нмоль/мг/мин
На 1 г ткани На 1 мг белка

Двухлетки окуня
0 (контроль) 3,88 ± 0,20 а 59,1 ± 2,8 а 65,7 ± 1,2 а

0,08 3,12 ± 0,35 а    50,3 ± 5,1 а, б 62,3 ± 1,3 а

4 3,41 ± 0,54 а    40,2 ± 5,3 б, в 45,2 ± 1,8 б

8 3,52 ± 0,09 а 76,2 ± 2,4 г 46,3 ± 0,3 б

16 6,09 ± 0,60 б 73,2 ± 6,8 г 83,9 ± 4,3 в

32 5,27 ± 0,24 б    53,2 ± 2,6 а, б 99,3 ± 2,8 г

46 3,94 ± 0,29 а 35,8 ± 3,1 в 110,5 ± 2,3 д

Двухлетки карпа
0 (контроль) 3,98 ± 0,18 а 41,4 ± 1,8 в 96,6 ± 3,6 в

0,08 3,03 ± 0,04 б 36,4 ± 0,4 б 83,4 ± 1,4 б

4 3,59 ± 0,07 в 81,7 ± 1,1 е 44,1 ± 0,4 а

8 3,54 ± 0,09 в 76,3 ± 2,4 д 46,4 ± 0,3 а

16 5,47 ± 0,06 г 57,6 ± 0,7 г 95,0 ± 1,0 в

32 5,79 ± 0,04 д 37,3 ± 0,6 б 155,5 ± 2,2 г   .

46 3,06 ± 0,10 б 16,8 ± 0,5 а 182,1 ± 1,2 д   .

Примечание. Разные индексы указывают на статистические достоверности показателей в столбцах, р < 0,05.
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втором [Achtar et al., 2013] изучали влияние 
разной температуры акклимации рыб. Экс-
перименты, проведенные ранее на окуне, по-
казали, что активность АХЭ мозга рыб растет 
прямо пропорционально повышению темпе-
ратуры акклимации, проведенной в диапазоне 
17–30 °С в течение 26 дней [Чуйко, Козловская, 
1989]. Противоположные результаты, полу-
ченные в двух сходных экспериментах [Чуйко, 
Козловская, 1989; Achtar et al., 2013], показы-Achtar et al., 2013], показы- et al., 2013], показы-et al., 2013], показы- al., 2013], показы-al., 2013], показы-., 2013], показы-
вают сложный характер влияния температуры 
на активность АХЭ мозга рыб. К настоящему 
времени экспериментальных данных, характе-
ризующих активность АХЭ и содержание ВРБ 
непосредственно при нагреве с различной ско-
ростью вплоть до сублетального и летального 
уровня температуры, в доступной нам научной 
литературе не обнаружено.

В последнее время показатель АХЭ доста-
точно часто используют в качестве биологичес-
кого маркера воздействия фосфорорганичес-
кими и карбаматными пестицидами [Ghazala 
et al., 2014] и ртутью [Yao Kun et al., 2014]. Не 
исключено, что показатели АХЭ и ВРБ в пер-
спективе могут быть использованы в качес-
тве биологического маркера теплового воз-
действия разного типа (естественная среда, 
предварительная акклимация, а также нагрев 
или охлаждение).

Заключение

Таким образом, исследование активности 
АХЭ и содержания ВРБ в мозге рыб при разной 
скорости нагрева воды позволяет по-новому 
оценить как адаптационные возможности, так 
и физиолого-биохимические механизмы реак-
ций водных животных в процессе температур-
ных адаптаций.

Работа выполнена при поддержке Про-
граммы фундаментальных исследований 
Отделения биологических наук РАН «Био-
логические ресурсы России» и Программы 
Президента РФ «Ведущие научные школы», 
НШ-2666.2014.4 «Экологические аспек-
ты адаптаций и популяционная организация 
у рыб».
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