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Исследование, проведенное на неоплодотворенной икре горбуши (Oncorhynchus 
gorbuscha, сем. Salmonidae), было посвящено поиску причин отмеченного ранее 
феномена дифференциации эмбрионов и ранних личинок лососевых рыб по уров-
ню метаболизма, двигательной активности и особенностям взаимодействия со 
средой обитания. Для выяснения возможных материнских эффектов было прове-
дено сравнение размерных показателей и уровней активности протеолитических 
ферментов – лизосомальных катепсинов В и D и кальцийзависимых протеиназ 
(кальпаинов) – в яйцеклетках разной локализации: из передней, средней и задней 
третей яичников нерестящихся самок O. gorbuscha. Ранее проведенная характе-
ризация протеолитического аппарата рыб показала исключительную важность 
указанных ферментов в регуляции роста и метаболических процессов в неоплодо-
творенной и оплодотворенной икре рыб. В нашем эксперименте не была выявлена 
достоверная индивидуальная вариабельность икринок из разных частей яичника 
как по массе, так и по уровню активности внутриклеточных протеиназ. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что причину физиологических и морфологи-
ческих различий молоди лососевых, проявляющихся на эмбриональном и раннем 
постэмбриональном этапах ее развития, следует искать, по-видимому, в генети-
ческой гетерогенности оплодотворенного материала или его взаимодействиях со 
средой, но не в различии темпов роста и созревания яйцеклеток в яичниках рыб.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кальпаины; катепсины; яйцеклетки; яичник; материнские 
эффекты; O. gorbuscha.

L. A. Lysenko, N. P. Kantserova, M. Yu. Krupnova, D. A. Efremov, 
N. N. Nemova. ON THE PROBLEM OF REPRODUCTIVE PRODUCTS 
HETEROGENEITY IN SALMONID FISH: PINK SALMON (ONCORHYNCHUS 
GORBUSCHA) EGGS CASE-STUDY

The study on unfertilized eggs of pink salmon (Oncorhynchus gorbuscha, Salmonidae) 
was designed to determine the mechanism underlying the previously reported phenom-
enon of heterogeneity of salmonid embryos and early larvae in terms of the metabolic 
rate, locomotor activity and their particular relations with the ambient environment. In or-
der to reveal possible maternal effects, a comparison of size parameters and the activities 
of proteolytic enzymes, such as lysosomal cathepsins B and D and calcium-dependent 
calpains, in eggs from different locations (from the front, middle and rear thirds of the 
ovaries of spawning O. gorbuscha females) was conducted. Earlier characterization of 
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Введение

Внутривидовая фенотипическая разнока-
чественность молоди лососевых рыб родов 
Salmo, Oncorhynchus, Salvelinus, особенно 
ярко проявляющаяся в речной период их жизни 
в ходе активного расселения личинок по раз-
ным биотопам, до сих пор не получила должно-
го объяснения. Согласно наблюдениям [Grant, 
Noakes, 1988; Веселов, Калюжин, 2001; Павлов 
и др., 2008, 2012; Nemova et al., 2017], к момен-
ту выбора местообитания среди личинок одной 
генерации выделяются две фенотипические 
группировки: первая остается для нагула в ос-
новном русле реки, вблизи нерестовых гнезд, 
вторая мигрирует в мелководные притоки реки. 
Развиваясь в микробиотопах с разной кормо-
вой базой, скоростями течения, температурой 
воды и силой внутривидовой конкуренции, суб-
популяции лососевых приобретают еще более 
выраженные различия [Grant, Noakes, 1988; 
Metcalfe et al., 1988; Erkinaro, Niemelä, 1995; 
McCarthy, 2001; Павлов и др., 2008; Nemova 
et al., 2017]. Дифференциация ранних личинок 
затрагивает их поведенческие, меристичес-
кие, физиологические и биохимические при-
знаки и обычно имеет бимодальный характер 
[Nicieza et al., 1994; Utrilla, Lobon-Cervia, 1999]. 
О механизмах формирования индивидуальной 
разнокачественности личинок лососевых из-
вестно немного [Primmer et al., 2006; Павлов 
и др., 2010; Пономарева, 2014], а сроки пер-
вичной ее манифестации четко не установле-
ны. По Г. В. Никольскому [1974], исходным 
моментом возникновения индивидуальных 
различий особей может служить разнокачест-
венность половых продуктов, прежде всего 
икры, по содержанию белковых и липидных 
резервов. Можно предположить, что уже на 
стадии оогенеза яйцеклетки из разных частей 
яичников самок различаются темпами роста 
и сроками созревания в силу разной плотности 
гормональных сигналов и неравномерного их 
снабжения трофическими веществами [Suter, 
2002; Burton et al., 2013]. В итоге самка может 
выметать икринки, различающиеся размером 

и уровнем запасных веществ, обеспечиваю-
щих трофику эмбриона и личинки на эмбрио-
нальном и раннем постэмбриональном этапах 
развития, и обладающие, вследствие этого, 
разными стартовыми возможностями для раз-
вития. Внутриклеточная белковая деградация, 
необходимая для резорбции резервных ве-
ществ, обновления клеточных структур и кон-
троля качества синтезируемых белков, явля-
ется, по существу, процессом, антагонистич-
ным синтезу белка и его накоплению, поэтому 
интенсивность протеолиза может определять 
скорость роста и накопления белковой массы 
как в целом организме, так и в отдельных его 
тканях и клетках. В растущем организме (тка-
ни, клетке) степень гидролиза белковых компо-
нентов обычно связана прямой зависимостью 
с интенсивностью процессов биосинтеза, но не 
превышает последнюю [Fraser, Rogers, 2007]. 
В ранее проведенных исследованиях было по-
казано, что активность основных ассоцииро-
ванных с ростовыми процессами внутриклеточ-
ных протеиназ – катепсинов В и D, Са2+-зависи-
мых протеиназ (кальпаинов) – достаточно четко 
коррелирует с темпами роста рыб [Overturf, 
Gaylord, 2009; Torrissen et al., 2014; Лысенко 
и др., 2015], их мышечной ткани [Johnston et al., 
2011; Немова и др., 2016; Lysenko et al., в печа-
ти], а также, вероятно, и таких крупных и бога-
тых белками клеток, как яйцеклетки. С учетом 
вышесказанного целью настоящей работы был 
поиск различий – морфологических и по уров-
ню протеолитической активности внутрикле-
точных протеиназ (кальпаинов, катепсинов 
В и D) – между яйцеклетками из разных порций 
икры (передней, средней и задней третей яич-
ников) горбуши, Oncorhynchus gorbuscha Wal-
baum, 1792 (сем. Salmonidae).

материалы и методы

В работе использовались химические реа-
генты, ингибиторы и субстраты протеиназ, про-
изведенные Sigma-Aldrich (США); приборы ЦКП 
НО ИБ КарНЦ РАН: гомогенизатор Tissue Lyser 
LT (Qiagen, Германия), микроцентрифуга 5417R 

the fish proteolytic machinery showed an utter importance of the named enzymes in the 
regulation of growth and metabolic processes in unfertilized and fertilized eggs. In our 
experiment no reliable individual variability of eggs from different egg mass parts either 
in size or in intracellular protease activity levels was detected. The obtained results sug-
gest that the cause for differentiation of young salmonids in physiology and morphology 
obvious at embryogenesis and early post-embryogenesis should be apparently searched 
through the genetic variability of fertilized material or its interactions with the environment 
but not in the difference of growth and maturation rates in fish ovaries.

K e y w o r d s: calpains; cathepsins; oocytes; ovary; maternal effects; O. gorbuscha.
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(Eppendorf, Германия), твердотельный термо-
стат CH-100 (BioSan, Латвия), спектрофото-
метр СФ-2000 (ЗАО «ОКБ-Спектр», Россия).

объекты исследований. В исследовании 
использовалась гонады (вес 261,87 ± 9,11 г, ста-
дия зрелости 4–5, 5), полученные от четырех 
нерестящихся самок горбуши O. gorbuscha 
(сем. Salmonidae; масса 1240,07 ± 68,18 г, дли-
на 48,86 ± 3,29 см), выловленных в р. Индера 
(бассейн Белого моря, Кольский п-ов) в августе 
2015 г. Икринки из разных порций (передней, 
средней, задней третей яичников) отделялись 
от соединительнотканной оболочки, взвешива-
лись (табл.), замораживались в жидком азоте 
и анализировались индивидуально.

Экстракция и анализ протеолитичес-
кой активности кальпаинов (ес 3.4.22.53). 
Растворимые и мембраносвязанные белки 
икринок экстрагировались путем гомогени-
зации в 20 мМ Трис-HCl-буфере (рН 7,5) с до-
бавлением 150 мМ NaСl, 5 мМ ЭДТА-Na, 20 мМ 
дитиотреитола (ДТТ), 0,1% неионного детер-
гента тритон X-100, смеси ингибиторов проте-
иназ (1 мМ PMSF, 1 мкг/мл лейпептина, 1 мкг/
мл пепстатина) в соотношении 1:10 (вес/объ-
ем) и центрифугирования (20 000 g, 20 мин). 
В надосадочной жидкости тестировалась ак-
тивность кальпаинов – кальцийзависимая ка-
зеинолитическая активность, чувствительная 
к ингибиторам цистеиновых протеиназ [Enns, 
Belcastro, 2006]. Реакционная смесь, общим 
объемом 500 мкл, включала 0,5 мг белкового 
субстрата (денатурированного щелочью казеи-
на), 20 мМ ДТТ, 200 мкл ферментной фракции 
и 2,5 мМ СаСl2 (Са2+-зависимая активность) или 
хелатора ионизированного кальция ЭДТА-Na 
(Са2+-независимая активность) в 50 мМ Трис-
HCl-буфере (рН 7,5). После 30-мин инкубации 
(28 °С) в аликвотах объемом 100 мкл определя-
лось содержание остаточного белка по методу 
Брэдфорд [Bradford, 1976]. За единицу актив-
ности (ед. акт.) кальпаинов принималось ко-
личество фермента, вызывающее увеличение 
оптического поглощения при 595 нм на 0,1 ОЕ 
за 1 ч реакции в указанных условиях. Удельная 
активность кальпаинов рассчитывалась на 1 мг 
белка соответствующей фракции.

Экстракция лизосомальных фермен-
тов и определение активности катепсинов 
В (ес 3.4.22.1) и D (ес 3.4.23.5). Тоталь-
ные экстракты цитозольных и лизосомальных 
белков икринок получались путем их гомоге-
низации в 0,25 М растворе сахарозы (рН 7,4), 
включавшем 5 мМ ЭДТА и 0,1 % тритона Х-100, 
взятых в соотношении 1:10 (вес/объем), и цен-
трифугирования при 10 000 g (+4 °С, 30 мин.). 
В полученном супернатанте определялась 

активность катепсинов и содержание белка. 
Пептидазная активность катепсина В оцени-
валась по гидролизу 65 мМ этилового эфира 
D-бензоил L-Arg гидрохлорида (BAEE) в 200 мМ 
ацетатном буфере (pH 5,0) при 37 °С, как ранее 
описано [Лысенко и др., 2015]. Протеолити-
ческая активность катепсина D определялась 
по степени гидролиза 1%-го раствора бычь-
его гемоглобина в 100 мМ ацетатном буфере 
(рН 3,6) за 30 мин инкубации при 37 °С соглас-
но усовершенствованному методу М. Ансона 
[Anson, 1938; Лысенко и др., 2015]; по истече-
нии заданного времени реакция терминиро-
валась добавлением эквивалентного объема 
10%-й трихлоруксусной кислоты. Активность 
катепсинов В и D (ед. акт.) измерялась в едини-
цах оптической плотности продуктов реакции 
при 525 и 280 нм соответственно в пересчете 
на 1 мг белка соответствующей фракции.

статистическая обработка результатов. 
Полученные данные обрабатывались обще-
принятыми методами вариационной статис-
тики с использованием пакетов программ MS 
Excel и StatGraphics. Распределение данных 
отличалось от нормального, поэтому досто-
верность различий между группами оценива-
лась с помощью непараметрического критерия 
U (Вилкоксона – Манна – Уитни).

результаты и обсуждение

Результаты проведенного анализа массы 
и биохимических параметров икринок горбуши 
приведены в таблице. Достоверных отличий по 
массе икринок из разных порций икры (перед-
ней, средней и задней третей яичников) обна-
ружено не было. По всей видимости, сходный 
темп роста яйцеклеток различной локализа-
ции достигается за счет равного их снабжения 
пластическим материалом и сходных возмож-
ностей для запасания трофических веществ.

Также не было найдено достоверных инди-
видуальных различий между икринками гор-
буши по уровню активности внутриклеточных 
протеиназ. В целом активность катепсинов 
и кальпаинов в растущих яйцеклетках сравни-
тельно невысока, в отличие от других органов, 
служащих источником пластических веществ 
для роста гонад [Немова и др., 1980, 2010; 
Mommsen, 2004]. В яйцеклетках рыб лизосо-
мальный компартмент представлен мультиве-
зикулярными тельцами (МВТ), в которых ка-
тепсин В и катепсин D солокализуются с основ-
ными запасными белками – вителлогенинами. 
В период вителлогенеза – роста яйцеклеток 
и накопления в них резервных белковых и ли-
пидных веществ – внутри МВТ поддерживается 
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нейтральный рН и протеиназы находятся 
в неактивной форме. Активация катепсинов 
В и D, наблюдающаяся на этапе созревания 
ооцитов и необходимая для гидролиза вител-
логенинов и белков желтка [Kwon et al., 2001; 
Hiramatsu et al., 2002; Raldúa et al., 2006], про-
исходит за счет закисления содержимого МВТ 
[Raldúa et al., 2006]. Кальпаины, локализован-
ные в цитозоле, проявляют гидролизующую 
способность по отношению к структурным и ре-
гуляторным белкам, содействуя поддержанию 
протеостаза в клетке. Финальный этап оогене-
за – созревание яйцеклеток, переход к мейо-
тическим делениям – сопровождается резким 
подъемом уровня Ca2+ и инициируемой им ак-
тивацией кальпаинов [Santella et al., 2000]. При 
отсутствии данных об активности катепсинов 
и кальпаинов на более ранних сроках сложно 
указать точный этап развития исследованного 
материала. Вместе с тем, учитывая отсутствие 
вариабельности между яйцеклетками различ-
ной локализации по уровню активности про-
теиназ, можно заключить, что они находятся 
на одной и той же стадии зрелости, то есть им 
свойствен синхронный тип созревания.

Сходная активность кальпаинов, катепсина 
В и катепсина D в исследованных яйцеклетках, 
несмотря на принадлежность этих протеиназ 
к разным каталитическим типам (первых двух – 
к цистеиновому, последнего – к аспартатному), 
свидетельствует об общих механизмах регуля-
ции кальпаинового и лизосомально-аутофаги-
ческого протеолитических путей в растущих яй-
цеклетках. Непосредственными регуляторами 
скорости роста яйцеклеток (накопления в них 
белков) и их созревания являются вещества, 
одновременно воздействующие на интенсив-
ность протеолиза – гормон роста и катехола-
мины на этапе вителлогенеза [Björnsson et al., 
2002; Fuentes et al., 2013] и половые стероиды 
на этапе созревания [Cleveland, Weber, 2011]. 
Характерно, что именно уровень катехоламинов 
и кортикостероидов признан первичным раз-
личительным признаком будущих «мигрантов» 

и «резидентов» (у первых он выше) среди эмб-
рионов одной генерации [Нечаев и др., 2000]. 
По всей видимости, на изученном этапе яйце-
клетки горбуши еще не дифференцируются по 
уровню гормональных регуляторов.

Предпосылкой различий – морфологиче-
ских, поведенческих – может быть не только 
генетическая гетерогенность материала (по-
ловых продуктов и сформировавшихся после 
оплодотворения зародышей), но и эпигене-
тические влияния, включая так называемые 
«материнские эффекты» [Burton et al., 2013; 
Torrissen et al., 2014]. Последние заключаются 
в воздействии факторов среды, которые опо-
средованно, через влияние на самку, изменя-
ют фенотип ее потомства и могут объяснять 
преимущество потомства одной самки (более 
крупной, доминантной) перед другими, напри-
мер, более крупные и богатые белком яйце-
клетки, более благоприятное местоположение 
образуемого ею нерестового бугра и другие 
[Hendry, Day, 2003]. Также предполагают, что 
в процессе выметывания икры определенные 
преимущества приобретают икринки, первы-
ми отложенные самкой в нерестовые бугры (то 
есть локализованные в передней части яични-
ка), поскольку они попадают в наиболее бла-
гоприятные для развития экологические усло-
вия (наблюдения сделаны на атлантическом 
лососе [Burton et al., 2013]). Тем не менее не 
вызывает сомнения тот факт, что дифференци-
ация молоди атлантического лосося, отчетли-
во проявляющаяся у личинок с момента пере-
хода к смешанному питанию до установления 
территориального образа жизни, обусловлена 
врожденными механизмами, а внешние усло-
вия способствуют более полному проявлению 
фенотипических различий [Веселов, Калю-
жин, 2001].

Отмеченное для всей выборки нерестящих-
ся самок горбуши сходство размерно-биохи-
мических характеристик зрелых яйцеклеток 
указывает на сходные сроки их созревания 
и потенциально равные возможности для их 

Размерно-массовые показатели и активность внутриклеточных протеиназ в яйцеклетках из разных частей 
яичников горбуши O. gorbuscha
Показатель Часть яичника

передняя (n=4) средняя (n=4) задняя (n=4) 
масса икринки, г 0,121 ± 0,006 0,127 ± 0,009 0,126 ± 0,007
активность катепсина В, ед. акт. 6,9 ± 0,51 6,6 ± 0,80 6,9 ± 0,65
активность катепсина D, ед. акт. 0,9 ± 0,13 0,6 ± 0,15 0,9 ± 0,15
активность кальпаинов, ед. акт. 87,44 ± 34,34 64,60 ± 35,60 45,81 ± 17,75
содержание белка, мг/г ткани 2,1 ± 0,31 1,7 ± 0,18 2,0 ± 0,20

Примечание. Результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение. Достоверность различий между группами 
оценивалась при помощи критерия U Манна –Уитни.
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дальнейшего оплодотворения и развития эмб-
рионов. Отсутствие индивидуальных различий 
яйцеклеток в ястыках горбуши свидетельствует 
о том, что манифестация фенотипической диф-
ференциации происходит на более поздних 
этапах развития, начиная с этапа выметывания 
икры и последующих.

Заключение

Результаты нашего исследования, соглас-
но которым зрелые яйцеклетки самок горбуши 
одинаковы по меристическим и биохимичес-
ким признакам (массе и активности ассоции-
рованных с ростовыми процессами внутрикле-
точных протеиназ) вне зависимости от их лока-
лизации в яичнике, свидетельствуют о сходной 
скорости роста и синхронном типе созревания 
яйцеклеток в исследованной когорте нерестя-
щихся самок. По всей видимости, индивиду-
альные различия и дифференциация ранней 
молоди проявляются на более поздних этапах 
развития, начиная с этапа выметывания икры 
и последующих, что, однако, не исключает 
возможные материнские эффекты. Вполне ве-
роятно, что самки разного размера и иерархи-
ческого ранга различаются качеством половых 
продуктов и возможностями для выбора места 
для откладывания икры, а их потомство в силу 
этого имеет разные стартовые возможнос-
ти; для выяснения этих вопросов необходимы 
дальнейшие исследования.
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