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Приведены результаты исследования активности лизосомальных протеиназ (ка-
тепсинов B и D) в органах (мышцы, печень, жабры, гонады) колюшки трехиглой 
(Gasterosteus aculeatus L.) в нерестовый период из различающихся по гидрологи-
ческим и экологическим факторам биотопов Белого моря. В начале нерестового 
хода наиболее высокая активность катепсина В в мышцах и печени самок колюш-
ки характерна для рыб из губы Сельдяная, что говорит о сравнительно высоком 
протеолитическом потенциале аутофагического типа у этих рыб. К концу нереста 
активность катепсина В в мышцах и печени колюшки из лагуны Сухая и из пролива 
Сухая Салма повышается, а у рыб из губы Сельдяная снижается. Увеличение к кон-
цу нереста активности катепсина D в мышцах колюшки из губы Сельдяная и осо-
бенно из пролива Сухая Салма на фоне небольшого ее снижения у рыб из лагуны 
Сухая позволяет сделать предположение о синергическом, хотя и разнонаправлен-
ном, характере изменения активности катепсинов В и D во внутриклеточном про-
теолизе у самок колюшки из разных биотопов в процессе нереста. Результаты ис-
следований свидетельствуют о наличии корреляции между активностью изученных 
ферментов, временем нереста (май/июль) колюшки и условиями местообитаний. 
При этом ведущим фактором, влияющим на активность лизосомальных протеиназ 
и, соответственно, на гидролиз белков у колюшки в этот период являются, по-ви-
димому, физиологические изменения в организме рыб, направленные на заверше-
ние нереста и готовность рыб к последующему оплодотворению.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: лизосомы; катепсин В; катепсин D; развитие; колюшка; био-
топ; Белое море.

M. Yu. Krupnova, T. S. Ivanova, N. N. Nemova. THE ACTIVITY OF 
LYSOSOMAL PROTEASES IN THE ORGANS OF FEMALE THREESPINE 
STICKLEBACK (GASTEROSTEUS ACULEATUS LINNAEUS) IN THE 
SPAWNING PERIOD

The results of a study on the spawning-period activity of lysosomal proteases (cathep-
sins B and D) in the organs (muscles, liver, gills, gonads) of threespine stickleback 
(Gasterosteus aculeatus L.) from hydrologically and ecologically different White Sea habi-
tats are presented. At the beginning of the spawning run, the highest activity of cathepsin 
B in the muscles and liver was revealed in female fish from Seldyanaya Bay, indicating a re-
latively high autophagy-type proteolytic potential in these fish. By the end of the spawn-
ing period, muscular and hepatic cathepsin В activity rises in stickleback from Sukhaya 
Lagoon and Sukhaya Salma Strait, but declines in fish from Seldyanaya Bay. The increased 
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Введение

Трехиглая колюшка Gasterosteus aculeatus 
является доминирующим видом промежуточ-
ного уровня трофической цепи Белого моря, 
имеет достаточно короткий жизненный цикл, 
половозрелыми рыбы становятся в три года 
[Зюганов, 1991]. Этот вид достигает высокой 
численности и перед началом нереста переме-
щается из открытого моря в прибрежные мел-
ководные участки, различающиеся между со-
бой по солености, интенсивности водообмена, 
температуре и трофике [Пономарев, 2004; Ер-
шов, 2011; Лайус, 2013; Ivanova, 2016]. Извест-
но, что физиолого-биохимические процессы 
развития организмов находятся под контролем 
сложной системы регуляции, в том числе с уча-
стием ферментов системы внутриклеточного 
протеолиза [Дин, 1981; Лысенко и др., 2011]. 
Один из путей внутриклеточного протеоли-
за – лизосомально-аутофагический – включает 
комплекс протеолитических ферментов, основ-
ными из которых являются цистеинзависимая 
протеиназа – катепсин В (КФ 3.4.22.1) и ас-
партатная – катепсин D (КФ 3.4.23.5), при этом 
известно, что за начальные реакции гидролиза 
белков в лизосомах отвечают эндопротеиназы, 
типичной из которых является катепсин D, а за-
вершают этот процесс другие эндо- и экзопро-
теиназы лизосом [Дин, 1981; Bohley, 1987].

В настоящей работе исследовали актив-
ность катепсинов В и D в органах колюшки 
трехиглой в начале (весенне-летний период – 
май) и в конце нереста (июль) из разных биото-
пов (нерестилищ) Белого моря, различающих-
ся рядом экологических факторов.

Материалы и методы

Колюшку отлавливали в Белом море в трех 
биотопах. Сельдяная губа характеризуется 
интенсивным водообменом, вызванным при-

ливами (амплитуда до 2 м). Средняя темпера-
тура воды в период сбора материала в начале 
нереста составляла 15 °С, соленость – 23 ‰, 
в конце нереста – 20 °С и 24 ‰. Биотоп под 
названием Сухая Салма характеризуется бо-
лее интенсивным водообменом и более низкой 
температурой (12 °С) в начале нереста, соле-
ностью 21 ‰, к концу нереста температура 
воды в момент сбора материала – 12 °С, соле-
ность – 20 ‰. В лагуне Сухая, в отличие от вы-
шеназванных биотопов, очень слабый водо-
обмен, температура воды в мае 16 °С, в июле 
20 °С, соленость 15 и 19 ‰ соответственно. 
Помимо температуры и солености исследуе-
мые биотопы различались водной раститель-
ностью: в биотопе губа Сельдяная преобладали 
фукоиды на литорали и густые заросли зосте-
ры на большей части акватории; в проливе Су-
хая Салма растительность была представлена 
фукусами на камнях, а в более глубокой части 
акватории – зостерой; в лагуне Сухая расти-
тельность характеризовалась большим количе-
ством зарослей нитчатки, отсутствием фукусов 
и зостерой, растущей только в определенных 
участках акватории.

Активность протеиназ определяли в мыш-
цах, печени, жабрах и гонадах самок колюшки.

После гомогенизации образцов в соотноше-
нии 1:10 (вес/об.) в растворе 0,25 М сахарозы 
с добавлением 0,01 % Тритона Х-100 (Merck) 
(1200 об/мин, 60 с) и их центрифугирования 
(10 000 g, 30 мин) в супернатанте определяли 
активность катепсина В по расщеплению 0,065 
M раствора этилового эфира гидрохлорида 
N-бензоил L-аргинина в 0,1 M ацетатном бу-
фере (pH 5,0) [Matsuda, Misaka, 1974] и катеп-
сина D по гидролизу 1%-го бычьего гемоглоби-
на в 0,1 М ацетатном буфере (рН 3,6) согласно 
модифицированному методу Ансона [Barrett, 
Heath, 1977]. Активность катепсинов B и D (ед. 
акт.) выражали в единицах изменения опти-
ческого поглощения при Е525 и Е280 соответст-

activity of cathepsin D in the muscles of stickleback from Seldyanaya Bay and especial-
ly from Sukhaya Salma Strait alongside its slight reduction in fish from Sukhaya Lagoon 
in the end of the spawning season leads to the assumption about a synergetic although 
differently directed pattern of change in the activity of cathepsins D and B in intracellular 
proteolysis in female stickleback from different habitats during spawning. The study re-
sults indicate there is a correlation between the activity of the studied enzymes in stick-
leback, the spawning time (May and July), and habitat conditions. The leading factor for 
the activity of lysosomal proteases and, accordingly, for protein hydrolysis in stickleback 
in this period apparently are the physiological changes the body of the fish undergoes 
to be able to complete the spawning and prepare for the following fertilization.

K e y w o r d s: lysosomes; cathepsins B; cathepsins D; development; stickleback; habi-
tat; White Sea.
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венно, на 1 мг белка за 1 ч инкубации (37 °C). 
Количественное содержание растворимого 
белка в тканях (мг/г ткани) определяли по ме-
тоду М. Бредфорда [Bradford, 1976], используя 
в качестве стандарта бычий сывороточный аль-
бумин.

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].

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

Результаты

Масса и общая длина тела колюшки из раз-
ных биотопов практически не различаются. 
Средняя масса рыб составляла 3–4 г, а дли-
на тела – 6,0 см. Активность лизосомальных 
протеиназ в органах колюшки из разных мест 
обитания в начале и в конце нереста приведена 
в таблицах 1 и 2.

Катепсин В. Сравнение активности катеп-
сина В в исследуемых органах колюшки, от-
ловленной в мае (начало нереста) и июле (ко-
нец нереста), свидетельствует, что если у рыб 
из биотопов губа Сельдяная и лагуна Сухая ак-
тивность фермента достоверно снижается (за 

исключением гонад у колюшки из лагуны Су-
хая), то у рыб из пролива Сухая Салма отмечена 
обратная зависимость (табл. 1). При этом сле-
дует отметить, что наибольшее снижение ак-
тивности катепсина В к концу нереста в биото-
пе губа Сельдяная было обнаружено в жабрах 
колюшки (в 3,8 раза), у особей из лагуны Су-
хая – в печени (в 6,1 раза), а у рыб из пролива 
Сухая Салма активность протеиназы увеличи-
лась к концу нереста преимущественно в мыш-
цах и печени (в 2,6 и 2,4 раза). В мае в мышцах 
и печени колюшки из биотопа губа Сельдяная 
активность фермента примерно вдвое выше, 
чем у рыб из лагуны Сухая, и в 10 раз выше, чем 
в соответствующих органах у особей из лагуны 
Сухая. У рыб, отловленных в июле, активность 
катепсина В была наиболее высокой во всех 
исследованных органах у особей, обитающих 
в проливе Сухая Салма (в 2–5 раз, а в гонадах – 
в 10).

Катепсин D. Достоверные различия в ак-
тивности катепсина D между колюшками, от-
ловленными из всех биотопов в мае и в июле, 
обнаружены в жабрах, причем если для рыб 
из губы Сельдяная и из лагуны Сухая актив-
ность фермента в жабрах снижалась к концу не-
реста в 11 и 3,5 раза соответственно, то у осо-
бей из пролива Сухая Салма активность ис-
следуемой протеиназы увеличивалась в 10 раз 
(табл. 2). В мышцах и печени исследуемых рыб 
в начале и конце нереста активность фермента 
также увеличивалась, однако достоверные раз-
личия показаны только для колюшки из пролива 
Сухая Салма и лагуны Сухая. В гонадах колюш-

Таблица 1. Активность катепсина В в органах самок колюшки, выловленной в разных биотопах Белого моря 
в начале (май) и в конце (июль) нереста (ед. акт.), n=7–10
Table 1. The activity of cathepsin B in the bodies of females of the three-spined stickleback in different biotopes 
of the White Sea at the beginning (May) and end (July) of the spawning (units of the act.), n=7–10

Биотоп
Biotope

губа Сельдяная
Seldyanaya Bay

пролив Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

лагуна Сухая
Sukhaya Lagoon

Май
May

(23 ‰,15 °С) 

Июль
July  

(24 ‰,20 °С) 

Май
May

(21 ‰,12 °С) 

Июль
July

(20 ‰, 22 °С) 

Май
May

(15 ‰,16 °С) 

Июль
July

(19 ‰, 20 °С) 
Мышцы
Muscles 1,10 ± 0,11 0,40хх ± 0,05 0,50х ± 0,09 1,30х ± 0,10 0,09х ± 0,0 0,33хх ± 0,04

Печень
Liver 0,93 ± 0,08 0,50 ± 0,04 0,52х ± 0,06 1,20х ± 0,09 0,07х ± 0,0 0,43хх ± 0,07

Жабры
Gills 1,50 ± 0,10 0,40хх ± 0,03 1,90 ± 0,10 1,9х ± 0,10 0,24х ± 0,04 0,47 ± 0,06

Гонады
Gonads 1,40 ± 0,11 0,6хх ± 0,06 1,9 ± 0,14 1,2 ± 0,10 0,12х ± 0,01 0,12х ± 0,04

Примечание. Здесь и в табл. 2: х – различия достоверны по сравнению с самками из губы Сельдяная, р ≤ 0,05, критерий 
U Манна – Уитни; хх – различия в начале и конце нереста между органами самок из одного биотопа достоверны, р ≤ 0,01, 
критерий U Манна – Уитни.
Note. Here and in Table 2: x – differences are significant in comparison with females from Seldyanaya Bay, p ≤ 0.05, Mann-Whitney U 
test; xx – differences at the beginning and end of spawning between the organs of females from one biotope are significant, p ≤ 0.01, 
Mann-Whitney U test.
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ки различия в активности катепсина D между 
началом и завершением нереста незначитель-
ны. В мае наибольшая активность катепсина D 
обнаружена в жабрах рыб из всех исследуемых 
биотопов, а в июле – в печени колюшки из губы 
Сельдяная и из лагуны Сухая.

Активность катепсинов В и D во всех органах 
рыб из лагуны Сухая к концу нереста повыша-
ется, в гонадах и жабрах рыб из губы Сельдяная 
и пролива Сухая Салма – снижается. В мышцах 
и печени колюшки из губы Сельдяная и пролива 
Сухая Салма к завершению нереста активность 
катепсина В повышается, а активность катеп-
сина D снижается.

Обсуждение

Результаты исследований активности ос-
новных лизосомальных протеиназ рыб – ка-
тепсинов В и D в начале и в конце нереста в не-
которых органах самок колюшки, обитающих 
в биотопах, различающихся по гидрологиче-
ским и экологическим характеристикам, сви-
детельствуют о разнонаправленном характере 
изменений активности катепсинов В и D, зави-
сящем прежде всего от времени нереста, а так-
же от избираемого биотопа и исследуемого 
органа. Следует отметить, что ранее при изуче-
нии влияния различных факторов среды (би-
отических и абиотических) на лизосомальный 
протеолиз в органах и тканях рыб было также 
показано, что активность катепсина В и D изме-
няется в разных направлениях [Немова, 1996; 
Немова и др., 2016; Крупнова и др., 2016]. 
Сравнительно высокая активность катепсина 
В в мышцах и печени самок колюшки из губы 
Сельдяная и пролива Сухая Салма, отловлен-
ных на нерестилищах в мае и июле, говорит 
о высоком протеолитическом потенциале ау-

тофагического типа у этих рыб. Катепсин В, 
как известно, является основной регуляторной 
протеиназой лизосом животных тканей, в том 
числе рыб, необходимой для гидролиза белков 
мышц с целью последующего их использова-
ния в биосинтетических процессах при форми-
ровании белков гонад самок рыб [Overturf, Gay-
lord, 2009; Немова и др., 2016]. Потребность 
в пластическом материале для биосинтезов 
у рыб в процессе нереста сопровождается так 
называемым «нерестовым истощением», свя-
занным с интенсификацией протеолитических 
и липолитических процессов, прежде всего 
в мышечной ткани. Известно, что если в на-
чале нерестового периода основные затраты 
на обеспечение энергией рыб идут за счет ли-
пидов, то в конце нереста немаловажная функ-
ция отводится белкам [Overturf, Gaylord, 2009].

Сравнительно высокая активность катеп-
синов В и D в жабрах колюшки из всех иссле-
дуемых биотопов (за исключением колюшки, 
отловленной в мае из лагуны Сухая), скорее 
всего, объясняется тем, что особи, пришед-
шие на нерестилища, сталкиваются с необхо-
димостью адаптации к новой среде обитания, 
которая характеризуется специфической со-
леностью, температурой, трофикой, отличной 
от таковой в местообитаниях, в которых они 
нагуливались. При этом следует заметить, что 
жабры являются одним из основных органов 
осморегуляции как у стеногалинных, так и у эв-
ригалинных рыб, к которым относится колюш-
ка трехиглая [Матей, 1996; Виноградов, 2000]. 
Сравнительно низкая активность катепсина 
В в органах колюшки, отловленной в мае из ла-
гуны Сухая (в мышцах, печени и гонадах – в 12 
раз, в жабрах – в 4 раза ниже по сравнению 
с колюшкой из губы Сельдяная), может быть 
связана не только с температурой и трофикой, 

Таблица 2. Активность катепсина D в органах самок колюшки, выловленной в разных биотопах Белого моря 
в начале (май) и в конце (июль) нереста (ед. акт.), n=7–10
Table 2. The activity of cathepsin D in the bodies of females of the three-spined stickleback in different biotopes 
of the White Sea at the beginning (May) and end (July) of the spawning (units of the act.), n=7–10

Биотоп
Biotope

Губа Сельдяная
Seldyanaya Bay

Пролив Сухая Салма
Sukhaya Salma Strait

Лагуна Сухая
Sukhaya Lagoon

Май
May

(23 ‰, 15 °С) 

Июль
July

(24 ‰, 20 °С) 

Май
May

(21 ‰, 12 °С) 

Июль
July

(20 ‰, 22 °С) 

Май
May

(15 ‰, 16 °С) 

Июль
July

(19 ‰, 20 °С) 
Мышцы
Muscles 0,04 ± 0,0 0,07 ± 0,0 0,05 ± 0,01 0,26хх ± 0,03 0,16х ± 0,04 0,11 ± 0,02

Печень
Liver 0,14 ± 0,03 0,18 ± 0,04 0,11 ± 0,03 0,49хх ± 0,09 0,12 ± 0,03 0,24хх ± 0,05

Жабры
Gills 1,10 ± 0,10 0,10хх ± 0,02 0,19х ± 0,04 1,9хх ± 0,14х 0,42х ± 0,07 0,12хх ± 0,03

Гонады
Gonads 0,15 ± 0,03 0,10 ± 0,01 0,11 ± 0,03 0,15 ± 0,04 0,16 ± 0,03 0,10 ± 0,0
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но и с соленостью (15 ‰ в лагуне Сухая против 
21 и 23 ‰ в других биотопах). Известно, что 
проницаемость жаберного эпителия при по-
нижении солености снижается, и это приводит 
к уменьшению потока ионов в организм и акти-
вации ионов транспортных систем [Виногра-
дов, 2000]. Аналогичные данные об изменении 
активности катепсина В были получены при 
исследовании влияния солености и кислотно-
сти среды на активность ферментов осморе-
гуляции и лизосомальных протеиназ в органах 
стерляди [Крупнова и др., 2009]. Что касается 
влияния температуры биотопа, то этот фактор, 
скорее всего, не оказывает значительного воз-
действия на активность лизосомальных проте-
иназ колюшки. Об этом говорят и сравнительно 
небольшие различия в уровне активности ка-
тепсинов у рыб из Сельдяной бухты и пролива 
Сухая Салма (разница между температурой 
в начале и в конце нереста 5 и 10 °С соответст-
венно).

Таким образом, приведенные в работе дан-
ные об изменении активности катепсинов В и D 
в органах колюшки свидетельствуют, что, ско-
рее всего, ведущим фактором, влияющим 
на активность лизосомальных протеиназ и, 
соответственно, на гидролиз белков у колюш-
ки в нерестовый период, являются физиологи-
ческие изменения в организме рыб, сопрово-
ждающие готовность к выметыванию половых 
продуктов и последующему оплодотворению. 
При этом нельзя исключать и влияния условий, 
складывающихся на нерестилищах (биотопах), 
прежде всего трофических и в меньшей сте-
пени таких факторов, как соленость и темпе-
ратура. Ранее было высказано положение, что 
по гидрологическим и трофическим характе-
ристикам губа Сельдяная является наиболее 
оптимальным биотопом для нереста колюшки 
[Лайус и др., 2013]. Данные, полученные в ис-
следовании активности ферментов лизосо-
мального протеолиза у колюшки трехиглой 
из разных нерестилищ Белого моря, частично 
это подтверждают. Несмотря на то что изме-
нения активности катепсинов в органах колюш-
ки из разных биотопов в период нереста носят 
разнонаправленный характер, можно предпо-
ложить их синергическое действие во внутри-
лизосомальном протеолизе.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального бюд‑
жета на выполнение государственного задания 
КарНЦ РАН (тема «Биохимические механизмы, 
определяющие сходство и различия в развитии 
адаптаций у гидробионтов морских и пресно‑
водных экосистем»).
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