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аКТиВносТь лиЗосомальныХ ПроТеинаЗ (КаТеПсиноВ 
B и D) В органаХ сельди CLUPEA PALLASI MARISALBI 
BERG (CLUPEIDAE) иЗ раЗныХ ЗалиВоВ Белого морЯ

н. н. немова, м. Ю. Крупнова, с. а. мурзина
Институт биологии Карельского научного центра РАН

Проведены сравнительные исследования активности основных протеолитических 
ферментов лизосом (катепсинов В и D) в печени, гонадах, мышцах и жабрах бело-
морской малопозвонковой сельди Clupea pallasi marisalbi Berg (сем. Clupeidae) из 
разных заливов Белого моря (Онежского, Кандалакшского и Двинского). Во всех 
исследованных тканях сельди из Двинского залива обнаружен повышенный уро-
вень активности цистеиновой протеиназы лизосом – катепсина В, играющего регу-
ляторную роль во внутриклеточном белковом метаболизме. Разница в активности 
аспартатной протеиназы лизосом – катепсина D, основной функцией которого яв-
ляется полная деградация белковых молекул, обнаружена только в жабрах сель-
ди. Полученные результаты свидетельствуют об участии лизосомальной системы 
протеолиза в развитии адаптивных реакций рыб на складывающиеся в Двинском 
заливе экологические условия. Для Двинского залива Белого моря, по сравнению 
с Кандалакшским и Онежским заливами, характерны более высокие температуры, 
пониженная соленость, меньшая прозрачность, заиливание вод, более низкие ско-
рости приливно-отливных течений, а также повышенная загрязненность. На лизо-
сомальный протеолиз в тканях исследуемых рыб влияет совокупность факторов 
среды их обитания, однако можно полагать, что основными действующими факто-
рами являются соленость и степень загрязненности заливов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: беломорская сельдь; протеиназы; биохимическая адапта-
ция; Белое море.

N. N. Nemova, M. Yu. Krupnova, S. A. Murzina. ACTIVITIES OF 
LYSOSOMAL PROTEASES (CATHEPSINS B AND D) IN TISSUES OF THE 
WHITE SEA HERRING, CLUPEA ALLASI MARISALBI BERG (CLUPEIDAE), 
INHABITING DIFFERENT BAYS OF THE WHITE SEA

A comparative study of the activity of the main lysosomal proteolytic enzymes (cathep-
sins B and D) in the liver, gonads, muscles, and gills in the White Sea herring, Clupea 
pallasi maris albi Berg (Clupeidae family), caught in different bays (Onega, Kandalaksha, 
and Dvina) of the White Sea in autumn was performed. All the studied tissues of herring 
from the Gulf of Dvina featured an increased level of activity of the lysosomal cysteine 
protease – cathepsin B, which plays a regulatory role in intracellular protein metabolism. 
The activity of aspartate protease lysosomes – cathepsin D, the main function of which is 
the complete degradation of protein molecules, changed only in the gills of herring. The 
results obtained in the study prove that the lysosomal proteolysis system contributes to 
the formation of adaptive reactions of fish to specific environmental conditions in the Gulf 
of Dvina. The Gulf of Dvina, White Sea, is characterized by higher water temperatures, 
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Введение

Сельдь Белого моря имеет характерные для 
данного подвида особенности: короткий жиз-
ненный цикл и низкий темп роста, при этом 
в разных районах моря выявлены локальные 
группировки рыб, различающиеся меристи-
ческими признаками [Зеленков и др., 1995; 
Мишин и др., 2008]. Ранее считалось, что бе-
ломорская сельдь из разных заливов Белого 
моря представляет собой общую популяцию, 
«единое биологическое целое» [Лапин, 1966; 
Лапин, Похилюк, 1987]. Однако обнаруженные 
генетические различия беломорской сельди 
из разных местообитаний, весенне- и летнене-
рестующих сельдей внутренних заливов Белого 
моря [Семенова, 2004] указывают на сущест-
вование комплекса генетически изолирован-
ных форм, связанных общим происхождением 
[Лайус, 1990]. Основная масса молоди сельди 
концентрируется на юге Белого моря, главным 
образом в Двинском заливе. С возрастом быс-
трорастущая часть поколения сельди активно 
распространяется к северу по Кандалакшско-
му заливу и открытому морю (Бассейну), а ту-
горослая часть поколения «оседает» в районах 
Онежского залива [Похилюк, 1992]. Известно, 
что гидробиологическая и гидрологическая 
специфика среды обитания так или иначе ска-
зывается на биохимическом статусе гидроби-
онтов и индуцирует развитие приспособитель-
ных реакций на уровне клеточного метаболиз-
ма [Сидоров, 1983; Немова, Высоцкая, 2004; 
Бергер, 2007]. Зачастую разнокачественность 
организмов на более высоких уровнях орга-
низации определяется тонкими различиями 
их биохимических процессов и макромолекул. 
Известно, что биохимические адаптации обес-
печиваются деятельностью целого комплек-
са механизмов, лежащих в основе развития 
компенсаторных реакций клетки [Hochachka, 
Somero, 2002]. К числу таких механизмов мож-
но отнести реконструктивную функцию лизо-
сом, включающих комплекс гидролитических 
ферментов, способных при кислом рН расщеп-
лять все биохимические компоненты живых 
организмов [Покровский, Тутельян, 1968; Дин, 
1980; Высоцкая, Немова, 2008]. За деградацию 

белков в лизосомах отвечают кислые проте-
иназы, среди которых наиболее важную роль 
отводят катепсинам В и D [Дин, 1980; Bohley, 
1987]. Известно, что интенсивность деграда-
ции белка в мышцах рыб может значительно 
изменять скорость их роста и накопление бел-
ковой массы [Bahuaud et al., 2010; Aussanasu-
wannakul et al., 2011]. Кроме того, особеннос-
тью метаболизма рыб является доминирующая 
роль белков и липидов в качестве энергети-
ческих субстратов (в отличие от млекопитаю-
щих, энергопродукция которых, как известно, 
основана на гидролизе углеводов) [Alsop et al., 
1999], в связи с чем протеолитические системы 
отвечают не только за базовый обмен белков 
в органах рыб, но и обеспечивают жизнеспо-
собность особей в ситуациях, связанных с по-
вышенными энергозатратами.

Настоящая работа посвящена сравнитель-
ному исследованию активности основных про-
теолитических ферментов лизосом (катепсинов 
В и D) в тканях сельди из заливов Белого моря, 
которые отличаются экологическими (абиоти-
ческими и антропогенными) факторами.

материалы и методы

Исследования проводились на беломор-
ской малопозвонковой сельди Clupea pallasi 
marisalbi Berg (сем. Clupeidae), выловленной 
в осенний период на основных нерестилищах 
в разных заливах Белого моря (Онежском, Кан-
далакшском, Двинском), обладающего двух-
слойной структурой: сверху – бореальная зона, 
а снизу – арктическая. Заливы различаются 
глубинами и, соответственно, температурой по 
всей толще воды, соленостью, цветом и про-
зрачностью, уровнем приливно-отливных тече-
ний, грунтами, степенью антропогенного влия-
ния и т. д. (табл. 1).

Двинский залив имеет относительно ровное 
дно, максимальная глубина (более 100 м) отме-
чена в его северной части. Сельдь Двинского 
залива в течение всего года обитает в предус-
тьевых участках Северной Двины и мелких реч-
ках. Сельдь из этого залива в основной своей 
массе самая мелкая из беломорских сельдей: 
длина тела большинства рыб промыслового 

lower salinity and water transparency, siltation of water, lower rates of tidal currents, and 
increased pollution in comparison to the Gulf of Kandalaksha and Onega Bay. The com-
plex of environmental factors influences lysosomal proteolysis in the tissues of the stud-
ied fish, but salinity and the degree of contamination of the bays can be regarded as the 
key factors.

K e y w o r d s: The White Sea herring; proteases; biochemical adaptation; White Sea.
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улова не превышает 10–12 см. Мелкие раз-
меры этой сельди являются следствием низ-
кой скорости роста и малой продолжительно-
сти жизни.

Онежский залив вытянут в северо-запад-
ном направлении. Наибольшие глубины около 
50–60 м располагаются в центре залива. На 
северо-запад и юго-восток от центра глубины 
убывают до 15–20 и 30–40 м соответственно. 
Сельдь Онежского залива распространена пре-
имущественно вдоль Поморского берега, у Со-
ловецких островов и в районе устья р. Онеги. 
Сельдь Онежского залива имеет средние раз-
меры, самые крупные экземпляры достигают 
в длину 22 см.

Кандалакшский залив также достаточно 
глубок в той части, которая примыкает к Бас-
сейну. В этом районе недалеко от полуострова 
Турий в так называемом Кандалакшском жело-
бе обнаружена максимальная для всего моря 
глубина (343 м); по мере продвижения вдоль 
оси залива от Бассейна в кут глубина уменьша-
ется. Мелкая сельдь Кандалакшского залива 
(егорьевская) распространена вдоль Терского 
берега, от южной части Горла до Кандалакши, 
и вдоль Карельского берега, от Кандалакши до 
губы Чупа. Длина тела самых крупных рыб до-
стигает 25 см.

Для биохимического анализа использовали 
печень, мышцы, гонады и жабры сельди. Гомо-
генаты готовили на 0,25 М растворе сахарозы 
с добавлением ЭДТА и 0,1 % неионного детер-
гента тритона Х-100, который разрушает мемб-
раны внутриклеточных органелл и способствует 
выходу из них ферментов [Покровский, Тутель-
ян, 1968]. Пробы осветляли центрифугирова-
нием при 10 000 g на центрифуге Allegra 64R 
(Beckman Coulter, США) и в надосадочной жид-
кости определяли активность лизосомальных 
протеиназ: катепсина В по расщеплению 0,065 
M этилового эфира гидрохлорида N-бензоил 
L-аргинина в 0,1 M ацетатном буфере (pH 5,0) 
[Matsuda, Misaka, 1974] и катепсина D по гид-
ролизу 1%-го бычьего гемоглобина в 0,1 М аце-
татном буфере (рН 3,6), согласно модифициро-
ванному методу Ансона [Barrett, Heath, 1977]. 
Активность катепсинов B и D выражали в еди-
ницах изменения оптического поглощения при 

Е525 и Е280 соответственно на 1 мг белка за 
1 ч инкубации при 37 °C (ед. акт.). Количествен-
ное содержание растворимого белка в тканях 
(мг/г ткани) определяли по методу Бредфорд 
[Bradford, 1976], используя в качестве стандар-
та бычий сывороточный альбумин.

Достоверность различий между показате-
лями активности ферментов в органах сельди 
из различных мест обитания оценивали с по-
мощью однофакторного дисперсного анализа 
One-Way Analysis of Variance (Anova). Различия 
считали достоверными при p ≤ 0,05 [Коросов, 
Горбач, 2007].

Работа проведена на базе лаборатории эко-
логической биохимии с использованием обору-
дования ЦКП ИБ КарНЦ РАН.

результаты

Результаты сравнительного изучения актив-
ности исследуемых лизосомальных протеиназ 
(катепсинов В и D) и содержания белка в орга-
нах и тканях сельди из разных заливов Белого 
моря представлены в таблице 2.

Данные, представленные в таблице, пока-
зывают, что на фоне незначительных различий 
в содержании белка активность цистеиновой 
протеиназы лизосом (катепсина В) в изучен-
ных органах сельди из разных по экологичес-
ким условиям заливов достоверно различает-
ся. В активности аспартатной протеиназы ли-
зосом, катепсина D, существенные различия 
(почти 7-кратные) между особями из разных 
заливов обнаружены только для жабр. Сравни-
тельно высокое содержание белка, обнаружен-
ное в печени и гонадах рыб, объясняется, соот-
ветственно, функциональной метаболической 
активностью печени и накоплением белка в го-
надах рыб в процессе созревания.

обсуждение

Для Двинского залива Белого моря по срав-
нению с Кандалакшским и Онежским заливами 
характерны повышенная температура воды, 
пониженная соленость, меньшая прозрач-
ность, заиливание вод, более низкие скорости 
приливно-отливных течений [Похилюк, 1992]. 

Таблица 1. Гидрологические параметры и географическое положение мест сбора проб беломорской сельди 
Clupea pallasi marisalbi Berg (Clupeidae)

Залив t° воды, °С Соленость, ‰ Глубина 
вылова, м

Координаты постановки Координаты подъема

Двинский 8,50 18,84 13 65.12.5 39.39.7 65.13.3 39.39.5
Онежский 5,57 27,33 28 65.03.2 36.44.1 65.02.5 36.43.9

Кандалакшский 6,66 25,19 21 67.02.7 32.21.5 67.02.8 32.22.9
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Также следует отметить, что в Двинском зали-
ве по данным мониторинговых наблюдений от-
мечаются превышение ПДК нефтепродуктов, 
повышенные концентрации ртути и метана, 
загрязнение отходами целлюлозно-бумажного 
производства [Долотов и др., 2004; Овсепян, 
2007]. В период сбора материала температура 
воды в Двинском заливе была на 2–3 °С выше, 
а соленость на 6–8 ‰ ниже по сравнению 
с аналогичными показателями Кандалакшско-
го и Онежского заливов Белого моря. Повы-
шенный (в 2,0–3,5 раза) уровень активности 
цистеиновой протеиназы, катепсина В, во всех 
изученных органах беломорской сельди, от-
ловленной в Двинском заливе, по сравнению 
с сельдью из двух других заливов, свидетель-
ствует о повышенной интенсивности процес-
сов катепсин В-зависимого протеолиза в лизо-
сомах, имеющего реконструктивное значение, 
и связан, скорее всего, с развитием адаптив-
ной (защитной) реакции организма в ответ на 
опреснение. Аналогичный эффект был показан 
при изучении влияния пониженной солености 
на активность катепсина В у стерляди (в аква-
риальном эксперименте) и у мидий из эстуари-
ев Белого моря [Крупнова и др., 2009; Lysenko 
et al., 2014]. Адаптивное значение повышения 
интенсивности катепсин В-зависимого проте-
олиза, играющего регуляторную роль во внут-
риклеточном белковом метаболизме, было 
ранее установлено при изучении влияния абио-
тических факторов на некоторые виды гидро-
бионтов [Немова, Высоцкая, 2004; Высоцкая, 
Немова, 2008; Крупнова и др., 2011]. На фоне 
отсутствия значимых различий по уровню ак-
тивности другой эндопротеиназы лизосом, ка-
тепсина D, между сельдью из Онежского, Кан-
далакшского и Двинского заливов обнаружен 

избирательный активирующий эффект (почти 
7-кратное увеличение активности) для катеп-
сина D в жабрах сельди из Двинского залива. 
Можно предположить, что ведущим фактором 
такого специфического влияния может быть 
загрязнение среды обитания сельди. Из дан-
ных, представленных в литературе [Овсепян, 
2007; Самохина, 2007], известно, что за счет 
стоков Сев. Двины в этом заливе происходит 
2–3-кратное превышение ПДК нефтепродук-
тов, повышены концентрации ртути и метана, 
обнаруживаются бенз(а)пирены и отходы цел-
люлозно-бумажного производства. Подавле-
ние основных функций жабр, в том числе из-за 
загрязнения среды, в особо тяжелых случаях 
«…может привести к столь же быстрому вы-
миранию рыб, как если бы из воды вдруг исчез 
весь кислород» [Fu et al., 2010]. Обнаруженная 
в проведенном исследовании сравнительно 
высокая активность катепсина D, протеиназы 
лизосом, основной функцией которой явля-
ется белковая деградация, в жабрах сельди 
из Двинского залива свидетельствует, скорее 
всего, о развитии негативных изменений у рыб 
в ответ на загрязнение среды их обитания. Не 
исключено, что в последующем, при увели-
чении антропогенной нагрузки, такой эффект 
может быть обнаружен и в других органах рыб, 
прежде всего в печени.

Заключение

Повышенный уровень активности катепси-
на В в печени, гонадах, мышцах и жабрах сель-
ди, а также значительное увеличение уровня 
активности катепсина D в жабрах сельди из 
Двинского залива свидетельствует об участии 
лизосомальной системы протеолиза в развитии 

Таблица 2. Активность лизосомальных гидролаз (катепсинов B и D) в органах сельди Clupea pallasi marisalbi 
Berg (Clupeidae) из разных заливов Белого моря; n = 5

Залив Возраст
Органы

печень мышцы жабры гонады
Активность катепсина D, ед. акт.

Двинский 3+    0,05 ± 0,00    0,07 ± 0,01    0,70 ± 0,11*    0,05 ± 0,01
Онежский 2+    0,12 ± 0,02    0,01 ± 0,00    0,01 ± 0,00    0,01 ± 0,00
Кандалакшский 2+    0,14 ± 0,02    0,09 ± 0,02    0,09 ± 0,00    0,07 ± 0,00

Активность катепсина B, ед. акт.
Двинский 3+    0,16 ± 0,02*    0,41 ± 0,09*    0,71 ± 0,14*    0,30 ± 0,06*
Онежский 2+    0,06 ± 0,01    0,01 ± 0,00    0,26 ± 0,08    0,03 ± 0,00
Кандалакшский 2+    0,05 ± 0,01    0,21 ± 0,07    0,42 ± 0,09    0,12 ± 0,01

Содержание белка, мг/г ткани
Двинский 3+   11,00 ± 0,86    5,00 ± 0,44    3,70 ± 0,30   11,90 ± 0,98
Онежский 2+   10,30 ± 0,71    4,00 ± 0,38    3,10 ± 0,29    9,80 ± 0,60
Кандалакшский 2+   12,20 ± 0,74    5,60 ± 0,22    4,70 ± 0,30    8,60 ± 0,66

Примечание. *Отличие от проб из других мест сбора достоверно (p ≤ 0,05).
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ответных реакций рыб на складывающиеся эко-
логические условия в этом заливе. Можно по-
лагать, что среди всей совокупности факторов 
среды обитания, влияющей на протеолитиче-
ские процессы в лизосомах исследуемых рыб, 
основными действующими факторами в Двин-
ском заливе являются его опреснение и высо-
кая степень загрязненности. Эти предположе-
ния требуют дальнейших исследований, однако 
уже сейчас можно определенно говорить, что 
перечисленные факторы, разнящиеся для ис-
следованных заливов Белого моря, оказывают 
влияние на биохимические процессы в орга-
нах населяющей их сельди, включая не только 
изученный нами лизосомальный протеолиз, но 
также липидный [Немова и др., 2014] и угле-
водный [неопубликованные данные] обмен.

Выражаем глубокую благодарность 
к. б. н. А. В. Семушину (СевПИНРО) за ценные 
консультации при организации полевой час-
ти работ.
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