
БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2022, том 48, № 4, с. 470–478

470

ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ И ПРОТЕОЛИЗ БЕЛКОВ ПЕЧЕНИ 
САДКОВОЙ РАДУЖНОЙ ФОРЕЛИ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 

СРЕДОВЫХ ФАКТОРОВ
© 2022 г.   Н. П. Канцерова*, #, Е. Д. Тушина*, И. В. Суховская*, Л. А. Лысенко*
*Институт биологии – обособленное подразделение ФГБУН ФИЦ “Карельский научный центр РАН”,

Россия, 185910 Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
Поступила в редакцию 05.08.2021 г.

После доработки 07.09.2021 г.
Принята к публикации 18.09.2021 г.

В эксперименте показана динамика взаимосвязанных показателей – уровня окислительной моди-
фикации (карбонилирования) тканевых белков и активности протеиназ, осуществляющих кон-
троль качества и утилизацию поврежденных, в том числе окисленных, белков (протеасом) – в пече-
ни культивируемой радужной форели (Oncorhynchus mykiss Walb.), как в периоды, благоприятствую-
щие росту рыб, так и при воздействии естественных неблагоприятных факторов. Оба показателя
демонстрировали корреляцию с темпом роста рыб, отражающим уровень общего метаболизма и
окислительных процессов: содержание белковых карбонилов – положительную (r = 0.42, p < 0.01),
а активность протеасом – отрицательную (r = –0.46, p < 0.01). При действии повреждающих факто-
ров физиологическая динамика образования и утилизации белковых карбонилов нарушалась. Так,
кратковременная гипоксия, вызванная падением уровня растворенного в воде кислорода, и метабо-
лическая депрессия по окончании подледного периода приводили к уменьшению окислительного
повреждения белков печени рыб, а инфекционные патогены, напротив, – к накоплению окислен-
ных белков, менее выраженному при введении в рацион растительной добавки с антиоксидантной
активностью. Активность протеасом, играющих ведущую роль в поддержании протеостаза клетки в
условиях окислительного стресса, в рассматриваемых нами ситуациях повышалась лишь при воз-
действии множественных стрессоров – гипоксии с последовавшим инфицированием рыб. Экспе-
риментальный рацион, содержащий натуральные биоактивные вещества, не изменял физиологиче-
скую динамику окисления белков и скорости их утилизации у рыб, растущих в оптимальных усло-
виях, но способствовал сохранению баланса в этой системе и, в целом, повышению устойчивости
рыб к действию повреждающих факторов.
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ВВЕДЕНИЕ
Окислительные процессы лежат в основе

энергообмена клетки и служат источником сво-
бодных радикалов – активных форм кислорода
(АФК), азота и др., которые участвуют в физиоло-
гических процессах, но, образуясь в избытке, спо-
собны повреждать клеточные компоненты – орга-
неллы, мембраны и макромолекулы. Свободно-ра-
дикальные процессы усиливаются при старении,
действии прооксидантов и неблагоприятных средо-

вых факторов [1–3] и, в случае их преобладания над
эффективностью антиоксидантной системы
(АОС), приводят к оксидативному стрессу и накоп-
лению поврежденных макромолекул, в том числе
продуктов окислительной модификации белков
(ОМБ) [4]. По современным представлениям, АОС
включает не только классические ферменты (ката-
лазу, SOD, GPx, GST и др.) и молекулярные анти-
оксиданты (глутатион, ретинол, токоферолы), но
и ряд транскрипционных факторов (например,
Nrf2) и протеиназы контроля качества белков [5].
Контроль качества клеточных белков (в том числе
элиминация окисленных (карбонилированных),
аминокислотные остатки в которых необратимо
модифицированы альдегидными или кетоновы-
ми группами, и в силу этого утративших натив-
ную структуру и биологическую функцию [6])

Сокращения: АГ – арабиногалактан; АОС – антиокси-
дантная система; АФК – активные формы кислорода; ДГК –
дигидрокверцетин; МДА – малоновый диальдегид; ОМБ –
окислительная модификация белков; ПОЛ – перекисное
окисление липидов; 2,4-ДНФГ – 2,4-динитрофенилгидразин.
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осуществляется путем их протеолитической де-
градации в аутофаголизосомах [7] и протеасомах
[5]. В печени рыб преобладает протеасомный путь
гидролиза окисленных белков, включающий
энергозависимые этапы их распознавания проте-
иназами и, в ряде случаев, селективного мечения
убиквитином [8]. Убиквитин-протеасомная си-
стема (УПС) включает 20S и 26S протеасомные
комплексы, в полости которых расщепляются
мономерные неубиквитинированные или мечен-
ные убиквитином полипептиды [9]; недостаточ-
ность протеасомной активности приводит к на-
коплению дефектных белков.

Помимо физиологической зависимости окис-
лительных процессов в организме рыб от темпа
их роста и эффективности АОС, снижающихся с
возрастом, уровень белкового окисления у искус-
ственно выращиваемой рыбы зависит от дей-
ствия множественных стрессоров. Так, в услови-
ях садкового рыбоводства радужная форель Onco-
rhynchus mykiss Walb. подвержена воздействию
слабой проточности воды, высокой плотности
посадки, летнего подъема температуры воды и ас-
социированного с ними кислородного голодания
[10, 11]. Стрессоры приводят к снижению темпов
роста рыбы, распространению бактериальных
инфекций, повышению летальности [12–14].
В современной аквакультуре отдается приоритет
стимуляции естественной резистентности выра-
щиваемых видов к повреждающим факторам и
сопутствующему окислительному стрессу путем
использования натуральных антиоксидантов.
Показано, что экстракты гвоздики Eugenia caryo-
phyllus и корицы Cinnamomum zeylanicum, богатые
фенольными соединениями с антиоксидантной
активностью, снижают степень перекисного
окисления липидов (ПОЛ) в скелетных мышцах
нильской тиляпии Oreochromis niloticus [15]. При
введении в состав корма солодки Glycyrrhiza glabra
и астрагала Astragalus membranaceus усиливается
ответная реакция АОС печени желтого окуня Perca
flavescens на кратковременные гипер-, гипотермию
и гипоксию [16]. Стимулирующий потенциал ве-
ществ из лиственничного сырья – дигидрокверце-
тина (ДГК), флавоноида с доказанной антиокси-
дантной, противовоспалительной и противовирус-
ной активностью [17, 18], и арабиногалактана (АГ),
полисахарида с пребиотическим и иммуномодули-
рующим действием, – успешно применяется в ме-
дицине и ветеринарии [18, 19], но недостаточно
изучен в аквакультуре [20–22]. Преимущество ис-
пользования подобных соединений заключается
прежде всего в их безопасности для живых орга-
низмов и окружающей среды.

Цель настоящей работы – изучение уровня
карбонилированных белков и протеолитической
активности протеасом в печени садковой радуж-
ной форели, выращенной на стандартном или
обогащенном ДГК и АГ корме, при воздействии

сезонных изменений средовых факторов, вклю-
чая повреждающие (летнюю гипертермию, кис-
лородное голодание и бактериальные патогены).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведено сравнение биохимических и фи-

зиологических показателей у двух групп радуж-
ной форели, получавших в течение двух вырост-
ных сезонов стандартный коммерческий корм
(BioMar, Дания) без добавок (контрольные сад-
ки) или с добавкой, включавшей 25 мг ДГК и
50 мг АГ на 1 кг корма (опытные садки). В этот
период на выращиваемую в садках форель дей-
ствовали следующие неблагоприятные факторы:
бактериальная инфекция, сезонное повышение
температуры воды, гипоксия.

Рост и выживаемость форели. Статистически
достоверные различия по темпу роста форели,
выращиваемой в течение двух выростных сезонов
на стандартном (контроль) и обогащенном сме-
сью ДГК и АГ (опыт) корме, обнаружены не были
(табл. 1). Тем не менее можно говорить о тенден-
ции к более высокой скорости роста рыб, выра-
щенных на экспериментальном рационе, по-
скольку к концу эксперимента средняя масса рыб
контрольной группы составила 1947.3 ± 314.7 г,
опытной – 2289.3 ± 120.3 г. Несмотря на ранее
описанное активирующее влияние смеси ДГК и
АГ на механизмы роста мышечной ткани радуж-
ной форели (снижение отрицательной регуляции
миогенеза миостатином, повышение уровня экс-
прессии гена тяжелой цепи миозина) при кратко-
временном действии неблагоприятных факторов

Таблица 1. Относительный темп роста радужной форе-
ли, выращиваемой на стандартной диете (контроль) и
с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт)

Примечание: данные представлены в виде среднего и стан-
дартного отклонения (n = 60).

Год Дата
Относительный темп 
роста, % массы/сутки

контроль опыт

2017 14.07 2.2 ± 1.2 1.7 ± 0.8
26.07 2.7 ± 0.4 2.7 ± 0.9
12.08 2.8 ± 1.4 3.7 ± 0.9
28.08 3.5 ± 1.6 4.3 ± 1.0
12.09 4.3 ± 1.4 5.3 ± 0.6
16.11 4.4 ± 0.9 4.2 ± 0.7

2018 12.05 2.2 ± 0.9 2.2 ± 0.6
27.06 2.7 ± 1.2 3.4 ± 0.9
17.07 3.5 ± 1.5 3.7 ± 1.3
24.08 3.9 ± 1.3 4.8 ± 1.6
18.09 4.1 ± 1.5 4.9 ± 0.7
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[21], добавка, по-видимому, не обладает способ-
ностью к стимуляции роста рыб в долговремен-
ной перспективе.

Летальность среди рыб контрольной и опыт-
ной групп была сходной в начале периода наблю-
дений (июнь 2017 г.) – 0.96 против 0.95% и досто-
верно различалась (р < 0.05, значения в контроле
и опыте соответственно) на пике инфекционного
заболевания (середина июля – начало августа
2017 г.) – 2.18 против 0.67%, в период низких тем-
ператур (подледный период декабрь 2017 г. – ап-
рель 2018 г.) – 3.15 против 0.19%, в период высо-
ких температур (конец июля – начало августа
2018 г.) – 1.15% против 0.82%. Полученные ре-
зультаты согласуются с отмеченной ранее спо-
собностью растительных добавок повышать вы-
живаемость культивируемых видов рыб, напри-
мер, нильской тиляпии – на 11% при введении в
состав корма экстракта прополиса и алое [23],
морского окуня Dicentrarchus labrax, инфициро-
ванного Photobacterium damselae, при скармлива-
нии 5% экстракта морских водорослей Gracilaria
sp. [24].

Окислительная модификация белков печени фо-
рели. Окислительная модификация белков печени
садковой форели, оцениваемая по концентрации
карбонилированных групп в их составе, варьирова-
ла в ходе наблюдения вслед за изменением внешних
факторов и различалась в ряде случаев у рыб кон-
трольной и опытной групп. Относительно низкое
содержание белковых карбонилов в печени форели,
выловленной по окончании подледного периода
(май 2018 г.; рис. 1), по всей видимости, связано
со сниженным уровнем общего метаболизма,
включая окислительные процессы, у рыб в ходе
зимовки. Описанная реакция была в равной степе-
ни выражена у рыб, выращенных на контрольном
или обогащенном ДГК и АГ рационе (1.4 ± 0.3
против 1.3 ± 0.3 нмоль/мг белка). Содержание
белковых карбонилов, аналогично скорости ве-
сового прироста, повышалось в соответствии с
сезонным ростом температуры воды (в пределах
температурного оптимума O. mykiss 14–19°С) у
рыб, обитающих в благоприятных для роста усло-
виях и в отсутствие повреждающих факторов
(рис. 1). Сезонное накопление окисленных бел-
ков в печени форели, коррелирующее с весовым
приростом рыб (r = 0.42, р < 0.01) и достигающее
максимума к концу выростного сезона, особенно
ярко проявилось в 2018 г. Положительная сезон-
ная динамика ОМБ нарушалась при действии не-
которых средовых факторов. Так, при кратковре-
менной гипоксии, вызванной резким падением
растворенного в воде кислорода до 5.0 мг/л (при
оптимуме >7.0 мг/л для форели) 11–19 июля 2017 г.,
в печени исследуемых рыб наблюдалось двух-
кратное снижение уровня белковых карбонилов – с
4.2 ± 0.5 до 1.9 ± 0.3 нмоль/мг белка (р < 0.05;
рис. 1). Это согласуется с имеющимися данными

о том, что гипоксия и аноксия приводят к сниже-
нию продукции АФК [25], карбонилированных
белков и продуктов ПОЛ в органах и клетках
(включая иммунные) рыб, а возвращение к нор-
моксии – к постепенному восстановлению их
уровня [26, 27]. Гипоксия нередко (как и в нашем
эксперименте) провоцирует бактериальное зара-
жение рыб; предполагают [27], что повышению
восприимчивости рыб к инфекциям способству-
ет вызванная гипоксией дисфункция иммунных
клеток крови, цитотоксическое действие которых
зависит от АФК. Последовавшее за кислородным
голоданием спонтанное инфицирование форели
бактериальными патогенами (вторая половина
июля 2017 г.) и, возможно, антибиотикотерапия
энрофлоксацином (начало августа) вызвали двух-
кратное повышение уровня белковых карбони-
лов, сохранившееся в контрольной группе рыб до
конца выростного сезона 2017 г., в опытной – с
частичной отменой эффекта (рис. 1). Бактериаль-
ные инфекции, по данным многих исследователей
[24, 28], приводят к развитию окислительного
стресса и, как следствие, к увеличению содержа-
ния белковых карбонилов и продуктов ПОЛ у
рыб, а натуральные антиоксиданты способны
замедлить окисление белков и липидов в этих
условиях [24, 29].

Положительная сезонная динамика ОМБ так-
же нарушалась в период повышения температуры
воды сверх оптимальных для форели значений
(август 2018 г.; рис. 1), критичного для жизне-
стойкости особей в целом. Сочетанное действие
гипертермии и вызванного ею снижения уровня
растворенного кислорода (показатели связаны
обратной зависимостью) до нижней границы оп-
тимума O. mykiss привело к умеренному сниже-
нию ОМБ и, вероятно, других кислород-зависи-
мых процессов (энергопродукции, иммунных ре-
акций цитотоксичности) в тканях рыб. При этом
ведущим действующим на рыб фактором, по всей
видимости, стала именно умеренная гипоксия,
поскольку изолированное влияние гипертермии,
по данным литературы, оказывает противопо-
ложный биологический эффект – разобщение
дыхательной цепи митохондрий, утечку прото-
нов, неполное восстановление кислорода и уве-
личение продукции АФК [30, 31].

Достоверная разница по содержанию карбо-
нильных производных белков в печени форели
контрольной и опытной групп наблюдалась в
конце каждого выростного сезона; их содержание
было ниже у рыб, получавших с кормом ДГК и
АГ, чем у рыб контрольной группы (р < 0.05): в
2017 г. – 2.5 ± 0.5 против 4.1 ± 0.6, в 2018 – 3.5 ±
± 0.6 против 6.5 ± 1.2 нмоль/мг белка (рис. 1). По-
лученные результаты, свидетельствующие о спо-
собности добавки снижать степень окисления
клеточных белков в период нормального роста и
при действии повреждающих факторов, согласу-
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ются с ранее описанными эффектами других ан-
тиоксидантов близкой ДГК структуры. Напри-
мер, природный флавоноид ресвератрол снижал
in vitro уровень МДА и белковых карбонилов в
эритроцитах человека, обработанных трет-бутил-
гидропероксидом [32], а также возраст-зависимое
накопление окисленных белков в скелетных
мышцах камбалы [33] и мыши [34].

Интенсивность протеасомного протеолиза в пе-
чени радужной форели. Полученные данные ука-
зывают на физиологически обусловленную зави-
симость изученных параметров – активности
протеасом и белкового окисления – от общего
уровня белкового обмена, повышенного в перио-
ды, благоприятные для роста рыб и, напротив,
сниженного при действии субоптимальных фак-
торов, включая температурный (гипо- и гипер-
термию). В нашем эксперименте подтверждено,
что более высокий темп роста и метаболизма и
сопутствующий им базальный уровень окисли-
тельных процессов у молоди рыб компенсируется
развитой антиоксидантной системой [34, 35].
Аналогично скорости роста рыб, эффективность
АОС, оцениваемая по активности протеасом в
печени, была максимальной у рыб первого года
жизни, а на втором демонстрировала возрастной
регресс (рис. 2). Возрастное снижение интенсив-
ности внутриклеточного белкового обмена и про-

теолитических процессов обнаружено у многих
организмов, включая рыб [35, 36].

В благоприятный для роста рыб сезон 2018 г.
уровень активности протеасом в их печени поло-
жительно коррелировал (r = 0.325, р < 0.05) с со-
держанием карбонилированных белков, сходным
образом для садковой форели контрольной и
опытной групп; однако взаимосвязь нарушалась
при действии множественных повреждающих
факторов в 2017 г. (r = –0.11). Наблюдаемая зави-
симость отличалась от ранее описанной для кле-
точных культур, испытывающих внешние воз-
действия или возрастные изменения, включая
астроциты крысы [37], кератиноциты человека
при старении [38], фибробласты кожи человека
при воздействии УФ-излучения [39], в которых
при снижении протеасомной активности возрас-
тало содержание окисленных белков. Как следует
из наших и ранее опубликованных наблюдений,
подобная взаимосвязь прослеживается не всегда,
что предполагает неоднозначную зависимость
двух показателей друг от друга и многофактор-
ность их регуляции. Так, в нашей работе повы-
шенная активность протеасом не повлияла на со-
держание окисленных белков в печени форели
при понижении температуры среды (ноябрь 2017 г.,
по сравнению с сентябрем 2017 г.; рис. 1, 2), ана-
логично ранее описанному эффекту акклимации
молоди рыб семейства Anarhichadidae к гипотер-

Рис. 1. Содержание карбонилированных белков в печени садковой форели, выращиваемой на стандартной диете
(контроль) и с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт). * Различия достоверны между контролем и опытом. # Различия
достоверны между значениями в текущую и предыдущую дату взятия материала (p < 0.05).
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мии, сопровождавшемуся активацией 20S проте-
асом в скелетных мышцах при отсутствии влия-
ния на ОМБ [40]. По другим свидетельствам [41],
высокая нагрузка на антиоксидантную систему
радужной форели, вызванная действием сточных
вод, приводила к повышению содержания окис-
ленных белков в печени, но не к изменению ак-
тивности 20S протеасомы. К настоящему момен-
ту данные об особенностях регуляции протеасом
у рыб практически отсутствуют, вместе с тем из-
вестно, что активность их каталитических субъ-
единиц регулируется на трансляционном и пост-
трансляционном уровнях [42]. Установлено, что
20S протеасома более устойчива к воздействию
окислительного стресса, чем 26S протеасома;
кроме того, последняя в условиях окислительно-
го стресса диссоциирует на коровую частицу 20S
и регуляторные комплексы 19S [5], что увеличи-
вает тотальную неселективную (убиквитин-неза-
висимую) активность 20S протеасом в клетках.
Известно, что 4-гидроксиноненал, продукт ПОЛ,
способен связываться с 20S протеасомой и инак-
тивировать ее [43]. Кроме того, показано [5, 42,
44], что накопление сильно окисленных белков
может приводить к образованию устойчивых к
протеолизу агрегатов, которые подвергаются
убиквитинированию и связываются с протеасо-
мами, ингибируя их активность. Таким образом,
на активность протеасом могут влиять различные
факторы – как эндогенные (продукты окисления

белков и липидов, возраст организма), так и экзо-
генные (средовые факторы, токсиканты).

В нашем эксперименте особенно выраженное
стимулирующее действие на протеасомный меха-
низм утилизации окисленных белков оказал фак-
тор инфицирования рыб. Известно, что провос-
палительные сигнальные пути, активирующиеся
при инфекции, приводят к усилению катаболиче-
ских процессов в клетках и подавляют транс-
крипцию факторов иммунной защиты [45, 46].
У рыб, содержавшихся на контрольном рационе,
в ответ на действие инициирующего фактора –
гипоксии и, возможно, латентной стадии инфек-
ции (14 июля, рис. 2) – наблюдалась инактивация
протеасом (644.7 ± 45.2, р ≤ 0.05), сопоставимая с
ранее описанным эффектом подавлением проте-
асомной активности у рыб в гипоксических усло-
виях [47], вместе с тем у особей, получавших обо-
гащенный ДГК и АГ корм, в этих условиях разви-
валась обратная реакция – срочная активация
протеасом (1045.8 ± 233.1, р ≤ 0.05). Вероятно, ак-
тивация защитного клеточного механизма – про-
теасомного пути, развивающаяся в более корот-
кий срок в присутствии биодобавки, отражает
один из механизмов ее гепатопротекторного дей-
ствия, подтвержденного, в частности, для ДГК-
содержащего лекарственного средства Legalon®
[17, 18]. Гипоксия, как мы предполагаем, сыграла
триггерную роль в развитии у рыб бактериальной
инфекции, в связи с чем гипоксическое состоя-

Рис. 2. Химотрипсиноподобная активность протеасом в печени садковой форели, выращиваемой на стандартной ди-
ете (контроль) и с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт). * Различия достоверны между контролем и опытом. # Разли-
чия достоверны между значениями в текущую и предыдущую дату взятия материала (p < 0.05).
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ние сменилось окислительным стрессом, кото-
рый предсказуемо привел к активации протеасом-
ного пути. Более выраженный протеасомозави-
симый ответ у рыб контрольной группы (26 июля,
рис. 2) позволяет предположить у них окисли-
тельный стресс большей силы. Как показано ра-
нее, именно 20S протеасомы путем убиквитин-
независимого протеолиза поддерживают протео-
стаз клетки в условиях окислительного стресса
[48, 49].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Схема эксперимента и отбор проб. Исследова-

ния проводили на форелевом хозяйстве Респуб-
лики Карелия с июня 2017 г. по сентябрь 2018 г.
В июне 2017 г. самок форели (1+) сходной массы
100 ± 2.3 г поместили в садки (5 тыс. особей на са-
док) и выращивали по сентябрь 2018 г. на диффе-
ренцированном рационе в соответствии со схе-
мой эксперимента. В течение двух выростных се-
зонов (с мая по сентябрь) форель контрольной
группы получала стандартный коммерческий
корм (BioMar, Дания) без добавок, форель экспе-
риментальной группы – стандартный корм с до-
бавлением смеси ДГК и АГ (25 и 50 мг на кг корма
соответственно); дозировка рекомендована про-
изводителем (ОАО “Аметис”, Россия; сертифи-
кат № 396-08.17); скармливание добавки прово-
дили двухнедельными курсами с двухнедельными
перерывами. По окончании выростного сезона
2017 г. обе выборки форели были оставлены на
подледный период в тех же садках. В мае 2018 г.
рыба (возраст 2+) была выведена из голодания,
отсортирована по размеру, и особи среднего раз-
мера (733 ± 62.1 и 770 ± 87.1 г для контрольного и
опытного садков соответственно) включены в
продолжение эксперимента в 2018 г.

Ежедневно фиксировали температуру воды в
садках и содержание растворенного кислорода
оксиметром Seven2Go Pro S9 (Mettler Toledo,
Швейцария). В период наблюдений 2017 г. макси-
мальная температура воды в водоеме составляла
17°С, при этом содержание растворенного кисло-
рода было высоким (7.0–10.9 мг/л), за исключе-
нием периода его резкого падения (11–19 июля)
до 6.0 мг/л, в отдельные дни – до 5 мг/л (при оп-
тимуме для форели >7.0 мг/л). В 2018 г., с 17 июля
по 22 августа, отмечался температурный максимум
19–22°С (при оптимуме для форели 14–19°С), со-
провождавшийся снижением уровня растворен-
ного кислорода до 7.2–8.0 мг/л, минимального за
выростной сезон 2018 г.

Помимо естественных вариаций средовых
факторов, форель подверглась действию спора-
дического фактора – бактериальных патогенов.
Во второй половине июля 2017 г. у форели обеих
групп манифестировала бактериальная геморра-
гическая септицемия, вызванная ассоциацией

Pseudomonas putida и Cytophaga psychrophila (за-
ключение микробиологической экспертизы
№ 939/22 от 23.08.2017, ФГБНУ “ФНЦ – Всерос-
сийский научно-исследовательский институт
экспериментальной ветеринарии им. К.И. Скря-
бина и Я.Р. Коваленко” РАН), в связи с чем рыба
обеих групп была подвергнута антибактериаль-
ной терапии энрофлоксацином (25 мг/кг рыбы;
10–15 августа 2017 г.). Рыба получала антибиотик
с кормом.

В ходе эксперимента, с 25 июня 2017 г. (до вве-
дения добавки, нулевая точка) и далее каждые две
недели выростного сезона 2017 г. и ежемесячно – в
2018 г., проводили измерения массы и длины форе-
ли. Относительный темп роста (% массы/сутки) рас-
считывали по формуле: (W2 – W1)/W1/(t2 – t1) × 100,
где W1 – начальный вес, W2 – конечный вес рыб,
(t2 – t1) – количество суток между измерениями
(табл. 1). В те же сроки на льду отбирали образцы
(100–200 мг) печени рыб (от 8 особей из каждого
садка). Образцы хранили в жидком азоте до нача-
ла анализа.

Реагенты и оборудование. В работе использова-
ли химические реагенты, ингибиторы и субстра-
ты протеиназ (Sigma-Aldrich, США), гомогениза-
тор TissueLyser LT (Qiagen, Германия), центрифу-
гу Allegra 64R (Beckman Coulter, США),
мультимодальный планшетный ридер CLARIO-
star (BMG LABTECH, Германия).

Получение препаратов протеиназ. Паренхиму
печени гомогенизировали в 20 мМ Tris-HCl-бу-
фере (рН 7.5) с добавлением 150 мМ NaСl, 5 мМ
ЭДТА-Na, 20 мМ ДТТ, 0.1%-ного Triton X-100,
1 мМ АТР, 5 мМ MgCl2, ингибиторов протеиназ
(1 мМ PMSF, 1 мкг/мл лейпептина, 1 мкг/мл пеп-
статина) в соотношении 1 : 10 (w/v) и центрифу-
гировали (20000 g, 20 мин).

Анализ протеолитической активности протеа-
сом. Химотрипсиноподобную (ХТП) активность
протеасом определяли по гидролизу флуороген-
ного олигопептида Suc-LLVY-AMC. Реакционная
смесь содержала 20 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 1 мМ
ДТТ, 5 мМ MgCl2, 1 мМ ATР и 30 мкМ субстрат.
Флуоресценцию образцов измеряли при длине
волны 380 (ex) и 440 нм (em). Истинную ХТП-ак-
тивность протеасом рассчитывали за вычетом ак-
тивности примесных протеиназ, определенной в
присутствии 5 мкM MG132, ингибитора ХТП-ак-
тивности протеасом. Активность (ед. акт.) выра-
жали в условных единицах показаний флуори-
метра и нормализовали по содержанию в пробах
белка.

Cодержание белковых карбонильных групп оце-
нивали по методу Levine et al. [50]. К 100 мкл исследу-
емого образца, полученного при гомогенизации тка-
ни в 20 мМ Tris-HCl-буфере, рН 7.5 (соотношение
1 : 10, w/v) и дальнейшем центрифугировании
(20000 g, 20 мин), добавляли 500 мкл 0.2%-ного
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2,4-ДНФГ, растворенного в 2 М HCl (опыт), или
500 мкл 2 М HCl (контроль). Реакционную смесь
инкубировали 1 ч в темноте при комнатной тем-
пературе, затем добавляли 500 мкл 20%-ной ТХУ,
выдерживали 10 мин при 4°С и центрифугировали
(10000 g, 10 мин). Осадок промывали дважды сме-
сью этанол : этилацетат (1 : 1), высушивали и рас-
творяли в 1 мл 6 М гуанидингидрохлорида при на-
гревании до 90°С. Продукты реакции кетоновых и
альдегидных функциональных групп с 2,4-ДНФГ –
2,4-динитрофенилгидразоны – регистрировали
спектрофотометрически при 370 нм. Количе-
ственное содержание динитрофенилгидразонов
рассчитывали с использованием коэффициента
их молярной экстинкции, равного 21 мМ–1 см–1,
и выражали в нм/мг белка.

Анализ содержания белка. Концентрацию бел-
ка определяли по методу Брэдфорд [51] с исполь-
зованием BSA в качестве стандарта.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ результатов проводили при помо-
щи критерия Краскела–Уоллиса с последующим
сравнением выборок с использованием критерия
Манна–Уитни. Коэффициенты корреляции
между сравниваемыми показателями определяли
по Пирсону.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе работы изучен уровень

карбонилированных белков и протеолитической
активности протеасом в печени садковой радуж-
ной форели, выращенной на стандартном или
обогащенном ДГК и АГ корме, при воздействии
средовых факторов (летней гипертермии, кисло-
родного голодания и бактериальной инфекции).
Изученная в работе динамика содержания окис-
ленных клеточных макромолекул и активности
протеасомного пути их утилизации оказалась тес-
но связана с процессами роста рыб и, по всей ви-
димости, интенсивностью обменных процессов,
включая белковый метаболизм и окислительные
пути энергопродукции, приводящие к генерации
АФК. Нами установлена зависимость уровня бел-
кового окисления в печени форели от сезонной
вариабельности природных факторов, включая
повреждающие – гипо- и гипертермию, гипо-
ксию, бактериальную инфекцию. В условиях
окислительного стресса, вызванного инфекцион-
ным заболеванием, избыточное образование бел-
ковых карбонилов приводит к активации протеа-
сом – компонентов АОС, отвечающих за деграда-
цию необратимо поврежденных окислением
белковых молекул. Наблюдаемое накопление
окисленных тканевых белков, вызванное дей-
ствием на организм повреждающих средовых
факторов, может быть следствием как их избы-
точного образования, так и подавления путей их
элиминации; по нашим данным, обогащение ра-

циона кормовой растительной добавкой с анти-
оксидантным действием способствует поддержа-
нию баланса этих процессов.

Основным показанием к практическому при-
менению изученной добавки может служить про-
филактика заболеваемости и повышение есте-
ственной резистентности рыб в условиях искус-
ственного выращивания, связанного с действием
неблагоприятных факторов различной природы
(погодных, инфекционных, антропогенных).
Учитывая природное происхождение ДГК и АГ,
получаемых водно-спиртовой экстракцией из от-
ходов заготовки лиственницы, и, как следствие,
их безопасность, нетоксичность, биоразлагае-
мость, становится очевидным преимущество изу-
ченной добавки в сравнении с применяемыми в
рыбоводной практике антибиотиками, гормона-
ми, вакцинами, как для здоровья выращиваемой
рыбы, так и для экосистем водоемов, используе-
мых для садкового рыбоводства.
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Oxidative Modification and Proteolysis of Hepatic Proteins in Reared Rainbow Trout 
Impacted by Environmental Variables

N. P. Kantserova*, #, E. D. Tushina*, I. V. Sukhovskaya*, and L. A. Lysenko*
#Phone: +7 (8142) 76-98-10; e-mail: nkantserova@yandex.ru

*Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910 Russia

The experiment shows the dynamics of related indices, such as the level of oxidative modification (carbo-
nylation) of tissue proteins and the activity of proteases of quality control and utilization of damaged and oxi-
dized proteins (proteasomes), in the liver of cultivated rainbow trout both during periods favorable for fish
growth, as well as when impacted by unfavorable environmental variables. Both parameters showed a correla-
tion with fish growth rate corresponding with the level of total metabolism and oxidative processes, while po-
sitive for the content of protein carbonyls (r = 0.42, p < 0.01) and negative for the activity of proteasomes
(r = –0.46, p < 0.01). In fish affected by damaging factors, the physiological dynamics of the generation and
utilization of protein carbonyls had been disturbed. Thus, short-term hypoxia caused by a drop in the level of
dissolved oxygen and metabolic depression at the end of the wintering period both have led to a decrease in
oxidative damage to proteins in fish liver, whereas infectious pathogens resulted in the accumulation of oxi-
dized proteins, less pronounced if the diet included a plant supplement with antioxidant activity. The activity
of proteasomes, which play a key role in maintaining cell proteostasis under oxidative stress, increased in fish
under multiple stressors, including hypoxia and subsequent infection. The experimental diet containing na-
tural bioactive substances did not change the physiological dynamics of protein oxidation and the rate of their
utilization in fish growing under optimal conditions whereas maintained a balance in this system and, in ge-
neral, increased fish resistance to the effect of unfavorable factors.

Keywords: protein carbonyls, proteasomes, rainbow trout, hypoxia, water temperature, bacterial infection
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