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Предприняты поиск и идентификация осмотически активных белков (ОАБ) в сыворотке крови атлан-
тической трески Gadus morhua с использованием методов электрофореза в полиакриламидном геле и
масс-спектрометрии MALDI. Было идентифицировано 17 ОАБ. В соответствии с аннотациями генной
онтологии кандидатов, 13 ОАБ отнесены к внеклеточным, а 4 ОАБ – к внутриклеточным белкам. От-
носительное содержание ОАБ в сыворотке трески составило ~50% от общего белка. В пуле ОАБ доми-
нировали внеклеточные белки аполипопротеины (в составе липопротеинов высокой плотности) и ге-
мопексины, причем относительное содержание первых составило ~25% общего белка сыворотки. Из
внутриклеточных белков на протеомной карте сыворотки доминировали низкомолекулярные фраг-
менты тяжелой цепи миозина. Полученные результаты согласуются с положениями “безальбумино-
вой” гипотезы капиллярного обмена, которая в качестве осмотически активных белков плазмы “без-
альбуминовых” костистых рыб рассматривает множественные внеклеточные и внутриклеточные бел-
ки разных функциональных классов.
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ВВЕДЕНИЕ
Сывороточный альбумин, относящийся к су-

персемейству альбуминоидов, играет ключевую
роль в поддержании гомеостаза всех физиологиче-
ских функций организма высших позвоночных,
участвуя в транспорте множества лигандов и обес-
печивая около 80% коллоидно-осмотического дав-
ления плазмы крови [1, 2]. В плазме млекопитаю-
щих его концентрация достигает ~30–50 мг/мл, что
составляет около 60% от общего белка [3–5]. В
плазме низших водных позвоночных концентра-
ция альбумина также достаточно высока: у миноги
Petromyzon marinus (Cyclostomata, Petromyzon-
tiformes) она составляет ~30 мг/мл [6] или более
40% от общего белка; у чавычи Oncorhynchus
tshawytscha, кумжи Salmo trutta, лосося атлантиче-
ского Salmo salar (Teleostei, Salmoniformes)
~15 мг/мл или 25–28% от общего белка [7–10].

Между тем, в некоторых группах низших позво-
ночных альбумины не найдены [11]. Нет альбуми-
нов у пластиножаберных (Elasmobranchii) [12] и
костнопузырных и колючеперых костистых рыб
(Teleostei: Ostariophysi, Acanthopterygii) [13]. Неиз-
вестно, какие белки взяли на себя функцию альбу-

мина у акул и скатов, но установлено, что в каче-
стве основного органического осмолита плазмы
они выбрали мочевину [12]. Остается открытым и
вопрос функционального замещения альбумина у
“безальбуминовых” костистых рыб. На наш
взгляд, причина нерешенности этой проблемы за-
ключается в отсутствии методологических подхо-
дов для поиска белков, способных выполнять вме-
сто альбумина осмотическую функцию.

В качестве основы для поиска осмотически ак-
тивных белков (ОАБ) в крови “безальбуминовых”
Teleostei мы предлагаем использовать параметры,
характеризующие осмотические свойства альбу-
минов Mammalia, – высокий отрицательный по-
верхностный заряд, небольшую молекулярную
массу (Mr) и высокое содержание в плазме (сыво-
ротке) крови [14]; эти параметры достаточно легко
определяются с помощью электрофореза и биохи-
мических методов. Проявление осмотической ак-
тивности такими белками мы предлагаем рассмат-
ривать в формате разработанной для рыб “безаль-
буминовой” гипотезы капиллярного обмена [14].

Как применить этот подход для поиска ОАБ у ко-
стистых рыб? Несмотря на то что в физиологических
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условиях все белки плазмы проявляют осмотиче-
скую активность, разные белки вносят разный вклад
в КОД [2]. Так, очищенные препараты фибриноге-
на (Fg) и иммуноглобулина G (IgG) создают мень-
шие величины КОД, чем альбумин (Alb) [15]. По-
скольку в электрофорезе плазмы Fg и IgG располо-
жены в катодной области, а альбумины в анодной
области, то в ряду “Fg → IgG → Alb” имеет место
снижение величины Mr и увеличение отрицатель-
ного заряда [16]. Из этого следует очевидный вывод
о более высокой осмотической активности неболь-
ших белков плазмы с высоким отрицательным заря-
дом и о локализации таких белков в анодной зоне
подвижности диск-электрофореграммы [14, 17].

В отличие от гипотезы Старлинга, которая в
своем обновленном формате [18–23] согласуется с
представлениями о максимально высоком вкладе
альбумина в КОД плазмы у Mammalia [2], “безаль-
буминовая” гипотеза капиллярного обмена, разра-
ботанная на примере карповых рыб, исходит из то-
го, что наибольшую осмотическую активность
проявляют множественные белки разных функци-
ональных классов, имеющие небольшие размеры,
высокий отрицательный поверхностный заряд и
высокое суммарное содержание в плазме (сыво-
ротке) крови. Они могут быть не только внеклеточ-
ными, но и внутриклеточными белками, попавши-
ми в кровоток в результате разрушения клеток.

Цель работы – идентифицировать осмотически
активные белки в сыворотке крови атлантической
трески Gadus morhua; оценить их относительное со-
держание в сыворотке; с помощью аннотаций ген-
ной онтологии выяснить принадлежность канди-
датов к внеклеточным и внутриклеточным белкам;
а также обсудить состав осмотически активных сы-
вороточных белков трески в формате “безальбуми-
новой” гипотезы капиллярного обмена.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования

Использовали индивидуальные образцы сыво-
ротки крови от 6 экземпляров трески атлантиче-
ской Gadus morhua (Teleostei, Paracanthopterygii,
Gadiformes), отловленных в июне в районе мыса
Картеш, Белое море. Для поиска и идентификации
ОАБ использовали методы протеомного анализа –
электрофорез и масс-спектрометрию MALDI.

Получение сыворотки крови
Для получения крови использовали каудото-

мию. Индивидуальные образцы крови, собранные
из хвостовых сосудов рыб, собирали в отдельные
пластиковые пробирки. Далее кровь отстаивали в
холодильнике при 4°С в течение ночи, после чего
жидкость над сгустком осторожно отбирали пипет-
кой. Отделенные образцы сыворотки собирали в
чистые пластиковые пробирки и использовали для
электрофореза.

Определение концентрации общего белка
в сыворотке крови

Для определения концентрации белка в сыво-
ротке использовали микробиуретовый метод [24].

Электрофорез
Белки сыворотки разделяли методами электро-

фореза в полиакриламидном геле (ПААГ). Для раз-
деления белков по величине поверхностного заря-
да использовали диск-электрофорез (диск-Е) в
7.5%-ном ПААГ. Для разделения нативных белков
по величине молекулярной массы использовали
электрофорез в градиенте концентраций 5–40%
ПААГ. Для разделения денатурированных белков
использовали двумерный SDS-электрофорез (2D-Е) с
диск-Е в первом направлении и SDS-электрофоре-
зом (SDS-Е) в 12.5%-ном ПААГ (восстанавливаю-
щие условия) – во втором направлении [25]. От-
дельные белковые пятна после SDS-Е вырезали
для последующей идентификации с помощью
MALDI масс-спектрометрии. Для приготовления
разделяющего и концентрирующего геля исполь-
зовали трис-HCl буфер с рН 8.9 и 6.9 соответствен-
но. В лунки концентрирующего геля вносили 1.5–
2 мкл сыворотки (~6–8 мкг белка), разведенной та-
ким же количеством 40%-ного раствора сахарозы.
После диск-Е гели фиксировали 10%-ной ТХУ и
после отмывания окрашивали 0.01%-ным раство-
ром Coomassie R-250 на смеси этанол – уксусная
кислота – вода в соотношении 10:1:30. После SDS-Е
гели фиксировали 70%-ным изопропиловым спир-
том и далее окрашивали 0.04%-ным раствором
Coomassie R-250, приготовленным на смеси изо-
пропанол – этанол – уксусная кислота – вода в со-
отношении 2 : 1 : 1 : 6. Величину Mr нативных бел-
ков в градиенте концентраций ПААГ определяли с
помощью маркеров молекулярной массы – поли-
мерных форм бычьего сывороточного альбумина
БСА (67, 134, 201, 268, 335, 402 kDa) и овальбумина
ОА (45, 90, 135, 190 kDa). Для определения величин
молекулярной массы тестируемых белков в SDS-E
(Mrobs) использовали маркеры в составе набора
PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus (10, 17,
28, 36, 55, 72, 95, 130, 250 kDa) (Fermentas, США).

Определение положения фракции
из ОАБ на электрофореграмме

При определении положения фракции из ОАБ
на электрофореграмме сыворотки трески мы ори-
ентировались на сопоставимые с альбумином че-
ловека показатели молекулярной массы белков и
их поверхностного заряда, оцениваемого по вели-
чине электрофоретической подвижности (Rf). В
соответствии с этими критериями, в диск-Е фрак-
ция из ОАБ должна располагаться в анодной обла-
сти. Четкое определение ее границ у костистых рыб
затрудняется фактом множественности белков в
этой зоне подвижности, что подтверждают много-
численные примеры [26]. В.С. Кирпичников [26]
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обозначил эту фракцию как низкомолекулярную
(НМФ), не давая определения ее границ. Для про-
ведения четких границ фракции мы предложили
использовать белок-“навигатор” трансферрин (Tf)
[27–30]. В диск-Е сыворотки он ограничивает
НМФ со стороны катода, в то время как со стороны
анода ее ограничивает фронт бромфенолового си-
него (БФС). Таким образом, по положению на
диск-электрофореграмме, фракция из ОАБ совпа-
дает с НМФ, условные границы которой заданы
трансферрином и БФС. Ввиду использования Tf
для обозначения “верхней” границы фракции ОАБ
на диск-электрофореграмме, условную “верхнюю”
границу Mr для этой фракции мы также установи-
ли по Tf (76–80 kDa).

Масс-спектрометрия MALDI

Пробоподготовку белков проводили по прото-
колу: кусочек геля, содержащего тестируемый бе-
лок, дважды промывали для удаления красителя
путем инкубации в 100 мкл 40%-ного раствора аце-
тонитрила в 0.1 М NH4HCO3 в течение 20 мин при
37°С. После удаления раствора для дегидратации
геля добавляли по 100 мкл ацетонитрила. Удалив
ацетонитрил и высушив кусочек геля, прибавляли
к нему 4 мкл раствора модифицированного трип-
сина (Promega) в 0.05М NH4HCO3 в концентрации
15 мкг/мл. Гидролиз проводили в течение 4 ч при
40°С, затем к раствору добавляли 7 мкл 0.5%-ной
трифторуксусной кислоты в 10%-ном водном аце-
тонитриле и тщательно перемешивали. Надгеле-
вый раствор использовали для получения масс-
спектров. Масс-спектры (ms) получали на тандем-
ном MALDI TOF-TOF масс-спектрометре Ultraflex II
BRUKER (Германия), оснащенном УФ лазером (Nd)
в режиме положительных ионов в линейной моде, с
использованием рефлектрона и в тандемном режиме;
обрабатывали с помощью програмного пакета Flex
Analysis 2.4 (Bruker Daltonics, Германия). При помо-
щи программы Mascot (опция “пептидный фингер-
принт”, www.matrixscience.com) устанавливали рас-
четные величины молекулярной массы Mrcalc (Da) и
проводили поиск в DB NCBI среди белков всех ор-
ганизмов. При необходимости получали спектры
фрагментации ms/ms отдельных пептидов в тан-
демном режиме. С использованием программ
Biotools 3.0 и Flex Аnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Гер-
мания) проводили поиск по ms/ms. Если кандида-
ты обнаруживались в неаннотированной базе дан-
ных в виде библиотек кДНК, сконструированных
на основе популяций мРНК, то аминокислотную
последовательность реконструировали на основе
мРНК, используя Protein BLAST; поиск проводили
среди белков всех позвоночных. В этом случае зна-
чение расчетной Mrcalc представляли в виде количе-
ства аминокислотных остатков в соответствии с
PDB NCBI.

Для определения принадлежности кандидатов к
внеклеточным или внутриклеточным белкам ис-
пользовали аннотации генной онтологии (Gene
Ontology, GO) с использованием базы данных Uni-
prot. В случае отсутствия GO-аннотаций для кан-
дидатных белков использовали гомологичные им
белки человека (Homo sapiens) или модельных ви-
дов рыб – карпозубой рыбы Cyprinodon variegatus и
карпа Cyprinus carpio.

Статистические методы
Денситометрирование, расчет относительно-

го содержания отдельных белков и фракции
ОАБ, а также величин молекулярной массы бел-
ков (Mrobs) проводили с помощью программы
ONE-Dscan, Ver 1.31 (Scananalytic Inc.). Результаты
расчета относительного содержания белков в анод-
ной области диск-электрофореграммы сыворотки
крови трески в выборке из 6 рыб представляли в виде
средних значений и стандартной ошибки (±SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определение положения анодной фракции 
на электрофореграмме сыворотки трески

В анодной области диск-электрофореграммы
сыворотки трески было выявлено ~10 белковых
полос (рис. 1а); в 2D-E им соответствовали
~40 белков (рис. 1b). ~7 белковых пятен имели
Mr > 80 kDa; их не считали ОАБ и не использовали
для идентификации с помощью MALDI. Молеку-
лярные массы остальных белков соответствовали
критерию ОАБ. 17 ОАБ вырезали из геля и иденти-
фицировали с помощью MALDI масс-спектромет-
рии (рис. 1b; табл. 1).

Определение концентрации общего белка и 
относительного содержания ОАБ в сыворотке крови

Концентрация общего белка в сыворотке соста-
вила 4.6 ± 0.3 г%. Относительное содержание ОАБ
составило 51.2 ± 6.5% от общего белка (~2.4 г%). На
протеомной карте (SDS-E) имеется мощное пятно
АроА-I (пятно 12, рис. 1b); его относительное со-
держание составило 25.4 ± 4.3% от общего белка
(~1.2 г%). В градиенте ПААГ, ApoA-I вместе с
Аро-II (пятно 17, рис. 1b) обнаруживались в зоне
подвижности α1-глобулинов в области пятна с
Mr~100–140 kDa, соответствующего положению
липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) на
электрофореграмме. Идентификация с помощью
MALDI белков в составе этих нативных частиц вы-
явила кандидаты в виде ApoA-I Danio rerio
(NP_571203.14, score 220) и Apo-II Oncorhynchys my-
kiss (NP_001154920.1, score 159). Отдельно от дорож-
ки АроА-I и Аро-II, на протеомной карте выявлено
четкое пятно АроА-IV (пятно 15, рис. 1b).

Помимо АроА-I, на протеомной карте сыворот-
ки трески (рис. 1b) представлены мощные пятна
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внеклеточного белка гемопексина (пятна 6 и 8),
пятна ингибиторов протеиназ (пятна 1, 4 и 5),
а также внутриклеточные белки в виде низкомоле-
кулярных фрагментов тяжелой цепи миозина (пят-
на 10, 11); идентифицированы “следы” коактозина
(пятно 16), на который приходится 0.8 ± 0.1% от
общего белка или ~0.04 г%, и бета-Ala-His дипеп-
тидаза (пятно 2).

Разделение кандидатов на внеклеточные 
и внутриклеточные белки с помощью аннотаций 

генной онтологии
6 из 17 белков (1, 3, 4, 7, 16, 17) из табл. 1 не имели

аннотаций GO в UniProtKB. Для определения их
принадлежности к внеклеточным или внутрикле-
точным белкам использовали гомологичные белки
человека (Homo sapiens) и модельных видов рыб –
карпозубой рыбы Cyprinodon variegatus и карпа Cy-
prinus carpio (табл. 2). С учетом их аннотаций GO, 13
кандидатов (76% от пула из 17 ОАБ) относятся к
внеклеточным белкам, а 4 кандидата (24%) – к внут-
риклеточным белкам (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные результаты указывают на то, что

белковый состав фракции ОАБ в сыворотке трес-
ки, с одной стороны, отличается от таковой у мле-
копитающих, а с другой стороны, имеет общие с
ней черты. Сходство заключается в том, что рас-
считанное нами суммарное относительное содер-
жание ОАБ у трески оказалось сопоставимым с от-
носительным содержанием альбумина в крови
млекопитающих. В то же время множественность

ОАБ, их принадлежность к разным функциональ-
ным классам, а также повышенное содержание
внутриклеточных белков, – являются отличитель-
ными чертами этой фракции у трески. Рассмотрим
эти черты более подробно.

Множественность ОАБ в сыворотке трески

Характерный для млекопитающих белок альбу-
мин из суперсемейства альбуминоидов (cl00031,
PDB NCBI) в анодной области диск-электрофоре-
граммы сыворотки трески не обнаружен. Вместо
него выявлено более 30 белков, соответствующих
критериям осмотически активных белков. Среди
них доминирует аполипопротеин АроА-I, на кото-
рый приходится четверть общего белка сыворотки
(25.4 ± 4.3%). Другой аполипопротеин – Аро-II –
на протеомной карте представлен минорным пят-
ном; у костистых часто идентифицируют его гомо-
лог – 14 kDa apolipoprоtein (Apo-14); оба белка яв-
ляются гомологами Аро-II млекопитающих [31].
На диск-электрофореграмме они находятся в зоне
подвижности ЛПВП. Относительное содержание
этих частиц, рассчитанное по белку, в сыворотке
костистых может достигать 30–36% [32–34]. Это
более чем в 3 раза превышает относительное содер-
жание ЛПВП в плазме человека. АроА-I и Apo-II
относятся к суперсемействам “Apolipoprotein su-
perfamily A1/A4/E domain” (cl27567, PDBNCBI) и
“ApoA-II superfamily” (cl04697, PDBNCBI) соот-
ветственно. АроА-I присутствует в сыворотке в ви-
де разных изоформ; оба белка в составе ЛПВП
участвуют в транспорте липидов к клеткам и регу-
лируют отток холестерина от них [35].

Рис. 1. Электрофорез сыворотки крови трески атлантической Gadus morhua:(a) – диск-Е; Tf – трансферрин; OAP – фрак-
ция из осмотически активных белков; (b) – фрагмент 2D-SDS- электрофореграммы сыворотки, содержащий трансфер-
рин (Tf) и фракцию из OAP (1–17); справа дана шкала Mr, построенная по маркерам PageRulerTM Prestained Protein Ladder
Plus (Fermentas). Стрелки указывают направление электрофореза.
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Еще один аполипопротеин из суперсемейства
“Apolipoprotein superfamily A1/A4/E domain” –
Аро-IV, – обнаружен на электрофореграмме сыво-
ротки трески в виде минорного компонента. У че-
ловека, как правило, он ассоциирован с хиломик-
ронами, но может присутствовать и в виде минор-
ного компонента в составе ЛПВП или находиться в
плазме в свободном состоянии [35], как это нами и
обнаружено у трески.

Другой белок, представленный на электрофоре-
грамме сыворотки мощным пятном, – гемопексин
(Нх) – принадлежит суперсемейству гемопексинов
(cl02471, PDB NCBI). У костистых, как правило, он
представлен гомологичным белком тепловой ак-

климации (warm temperature acclimated 65 kDa pro-
tein, Wap65) [36]. И Нх, и Wap65 рыб гомологичны
гемопексину млекопитающих. Его основные функ-
ции – связывание гема, попавшего в плазму при де-
струкции гем-содержащих белков, и транспортиров-
ка его в печень; участие в воспалительных процессах
как белка острой фазы [37]. В организме представлен
двумя изоформами [36]. Его концентрация в плазме
меняется при повышении температуры и бактери-
альной и вирусной инфекциях [38, 39].

Другой широко представленной у трески груп-
пой белков являются ингибиторы протеиназ. К
ним относятся 4 белка: alpha-2-HS-glycoprotein-
like, fetuin-B-like, kininogen-1-like и alpha-1-anti-

Таблица 1. Идентификация трансферрина и осмотически активных белков из сыворотки крови трески

*Обозначение (Tf) и нумерация (1–17) белков даны в соответствии с рис. 1.
**Количество аминокислотных остатков (аа) по PDB NCBI.

№* Сandidate proteins Mascot Search Results Mrcalc/Mrobs,Da Score

Tf serotransferrin [Gadus morhua] XP_030218894.1 73516/70000 280
1 alpha-2-HS-glycoprotein-like [Gadus morhua] XP_030228808.1 32309/54500 95
2 beta-Ala-His dipeptidase-like isoform X1 [Lepisosteus oculatus] XP_015212653.1 54227/54000 128
3 stonustoxin subunit beta-like [Gadus morhua] XP_030206226.1 28266/40000 102
4 alpha-1-antitrypsin homolog [Gadus morhua] XP_030201052.1 47082/44000 173
5 fetuin-B-like [Gadus morhua] XP_030228824.1 53059/72000 96
6 hemopexin-like [Gadus morhua] XP_030199795.1 48611/60000 194
7 n-1-like isoform X2 [Gadus morhua] XP_030227991.1 38746/68000 49
8 hemopexin-like [Gadus morhua] XP_030210065.1 48611/55000 149
9 hemopexin-like [Gadus morhua] XP_030210065.1 47494/45000 140
10 myosin heavy chain, fast skeletal muscle-like [Anabas testudineus] XP_026220654.1 222030/31000 88
11 myosin heavy chain, fast skeletal muscle-like [Notolabrus celidotus] XP_034540808.1 221203/30000 81
12 apolipoprotein A-I-2-like [Gadus morhua] XP_030236469.1 29769/26000 260
13 apolipoprotein A-I-2-like [Gadus morhua] XP_030236469.1 29769/26000 232
14 apolipoprotein A-I-like [Gadus morhua] XP_030216412.1 27807/26000 129
15 apolipoprotein A-IV-like [Gadus morhua] XP_030203246.1 28610/25000 182
16 coactosin-like protein [Channa argus] KAF3689264.1 16060/17000 75
17 apolipoprotein A-II [Sander lucioperca] XP_035862199.1 143aa**/12000 171

Таблица 2. Список аннотированных последовательностей, гомологичных кандидатным белкам, не имеющих анно-
тации генной онтологии в UniProtKB

*Нумерация дана по рис. 1b.

№* Сandidate proteins without GO annotation Homologous proteins with GO annotation

1 alpha-2-HS-glycoprotein-like [Gadus morhua]
XP_030228808.1

alpha-2-HS-glycoprotein [Homo sapiens] UniProtKB: P02765, 
FETUA_HUMAN

3 Stonustoxin subunit beta-like [Gadus morhua]
XP_030206226.1

Stonustoxin subunit beta-like [Cyprinodon variegatus] UniprotKB: 
A0A3Q2CPI0, 0A3Q2CPI0_CYPVA

4 alpha-1-antitrypsin homolog [Gadus morhua]
XP_030201052.1

Alpha-1-antitrypsin homolog [Cyprinus carpio]UniprotKB: P32759, 
A1AT_CYPCA

7 kininogen-1-like isoform X2 [Gadus morhua]
XP_030227991.1

Kininogen-1 [Homo sapiens] UniprotKB: P01042, KNG1_HUMAN

16 coactosin-like protein [Channa argus] 
KAF3689264.1

Coactosin-like protein [Homo sapiens] UniprotKB: Q14019, 
COTL1_HUMAN

17 apolipoprotein A-II [Sander lucioperca] 
XP_035862199.1

Apolipoprotein A-II [Homo sapiens] UniprotKB: P02652, 
APOA2_HUMAN
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trypsin homolog. Первые три являются ингибитора-
ми цистеиновых протеиназ, или фетуинами, из су-
персемейства “Cystatin (CY)” (cl09238, PDBNCBI).
Они участвуют в остром воспалении, иммунном
ответе на бактериальные инфекции и органогенезе
[40]. Кининоген-подобный белок в составе кинин-
калликреиновой системы участвует в свертывании
крови, регуляции артериального давления и воспале-
нии. Аlpha-1-antitrypsin относится к ингибиторам се-
риновых протеиназ серпинам из суперсемейства
“Serine рroteinase inhibitors” (cl38926, PDBNCBI); они
регулируют различные физиологические процессы,
реагируют на воспаление и вирусный патогенез [41].

Белок стонустоксин (cl02614, PDBNCBI) иден-
тифицирован у трески в виде бета-подобной субъ-
единицы (stonustoxin subunit beta). Он участвует в
процессах апоптоза, в регуляции клеточного цик-
ла, росте клеток, мейозе, клеточной дифференци-
ровке и везикулярном транспорте (PDB NCBI).

Перечисленные сывороточные белки трески от-
носятся к внеклеточным. Кроме них, среди ОАБ
обнаружены и внутриклеточные белки. Один из
них – beta-Ala-His dipeptidase из суперсемейства
цинковых пептидаз “Zinc_peptidase_like Superfami-
ly” (cl14876, PDB NCBI), – участвует в метаболиче-
ских и сигнальных путях во всех царствах организ-
мов. Остальные прямо или косвенно связаны с мы-
шечным сокращением. Два низкомолекулярных
пятна на протеомной карте идентифицированы
как низкомолекулярные фрагменты Н-цепи со-
кратительного белка миозина (myosin heavy chain,
fast skeletal muscle-like) с различными Mr. Различа-
ют несколько функциональных классов миозина
(I–XVIII). Обнаруженные фрагменты могут при-
надлежать миозину класса II (MYH), состоящему
из 2 пар неидентичных L- и пары H-цепей. Мотор-
ные домены последних сгруппированы в 35 классов
[42]. Еще один внутриклеточный белок трески –
коактозин-подобный белок (coactosin-likeprotein),

из семейства actin-depolymerizing factor homology
(ADF-H) domain, вероятно, как и у других эукари-
от, участвует в сократительной активности путем
взаимодействия с F-актином [43].

Таким образом, множественность ОАБ создает-
ся не только за счет принадлежности того или ино-
го белка разным функциональным классам, но и за
счет представленности белка разными изоформа-
ми, “свободными” и связанными в составе частиц
молекулами, а также разноразмерными фрагмен-
тами – продуктами деградации – исходного белка.
Множественность аполипопротеинов и гемопек-
синов у позвоночных, включая рыб, подтверждают
литературные данные [35, 36, 44].

Высокое суммарное относительное содержание ОАБ 
в сыворотке трески

Особенностью трески, сближающей ее с млеко-
питающими, является высокое суммарное относи-
тельное содержание в ее сыворотке белков с высоким
электроотрицательным потенциалом. У трески оно
составляет половину от общего белка сыворотки
(51.2 ± 6.5%). Этот вклад, хотя и уступает, но все же
сопоставим с относительным содержанием альбуми-
на в плазме млекопитающих (~60% от общего белка)
[3–5]. Таким образом, если у млекопитающих ~80%
КОД плазмы создает один осмотически активный
белок – альбумин [1], то у трески за создание КОД от-
вечают около трех десятков белков.

Баланс вне- и внутриклеточных ОАБ 
в сыворотке трески

Дифференцированный с помощью аннотаций
генной онтологии на внеклеточные и внутриклеточ-
ные белки пул ОАБ трески показал доминирование в
нем внеклеточных “истинных” белков. У позвоноч-
ных “истинными” белками плазмы считаются спе-
циализированные внеклеточные белки, выполняю-

Рис. 2. Дифференциация осмотически активных белков из сыворотки крови атлантической трески Gadus morhua на вне-
клеточные (13 белков или 76% от пула из 17 белков) и внутриклеточные (4 белка или 24% от пула из 17 белков) в соответ-
ствии с аннотациями генной онтологии кандидатов.
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щие в системе кровообращения функции транспор-
та, иммунной защиты, создания КОД и некоторые
другие [2]. Именно такие белки и доминируют в
протеоме плазмы высших позвоночных. У трески
среди ОАБ нами идентифицированы 13 внеклеточ-
ных белков. Среди них доминируют аполипопроте-
ины, гемопексины и ингибиторы протеиназ. Ранее
эти группы белков были описаны в составе НМФ
сыворотки карповых рыб [27–30]. И именно эти
белки присутствуют в плазме человека [45].

Одной из отличительных особенностей трески яв-
ляется повышенное содержание внутриклеточных
белков в составе ОАБ. Идентифицированные нами
4 внутриклеточных белка относятся к гидролазам
(протеазам) и мышечному комплексу. Отметим, что у
человека вклад внутриклеточных белков в общий
белковый пул плазмы оценивается в “следовых” кон-
центрациях  пкг/мл [45]. В то же время у трески
концентрация в сыворотке только одного “минорно-
го” внутриклеточного белка коактозина составила
~400 мкг/мл. С учетом вклада других внутриклеточ-
ных белков, их общий вклад в КОД сыворотки трески
может оказаться еще более значительным.

Состав ОАБ в сыворотке крови трески и человека
в формате гипотезы Старлинга
и “безальбуминовой” гипотезы

В соответствии с “обновленной” гипотезой
Старлинга, прошедшей через ряд ревизий [18], ос-
новным осмотически активным белком плазмы у
высших позвоночных считается альбумин, создаю-
щий ~80% ее КОД [1, 2]. Альбумин проявляет актив-
ность за счет небольших размеров и высокой кон-
центрации в плазме. За счет этих свойств, а также
из-за отсутствия ковалентных углеводов в структуре
белка, поверхность альбуминовой глобулы имеет
максимальную концентрацию отрицательного за-
ряда. Вследствие этого белок эффективно связывает
неорганические катионы, создавая их незначитель-
ный перевес в плазме относительно интерстициаль-
ной жидкости; этот эффект известен под названием
Гиббса–Доннана [46]. В условиях низкой концен-
трации белка или его отсутствия в интерстиции, эф-
фект Гиббса–Доннана усиливает связывание альбу-
мином диполей воды. Таким образом, альбумин
можно считать белком, идеально приспособленным
для выполнения осмотической функции.

Поскольку, с одной стороны, альбумины в кро-
ви большинства костистых рыб отсутствуют [13], а
с другой стороны, в интерстиции рыб содержится
много общего белка, что мешает реализации эффек-
та Гиббса-Доннана [47], то существует мнение о не-
значительной роли белков плазмы в капиллярном
обмене жидкости рыб [48]. К тому же оказалось, что
в отличие от альбумина человека, идентифициро-
ванные нами внеклеточные и внутриклеточные
ОАБ трески содержат ковалентно связанные угле-
воды (UniProtKB). Это предполагает меньшую, по
сравнению с альбумином млекопитающих, кон-



центрацию отрицательного поверхностного заряда
и, как следствие, меньшую эффективность в свя-
зывании неорганических катионов и диполей во-
ды, характеризующих осмотическую активность
белка. Вследствие этих причин, в рамках гипотезы
Старлинга оказалось затруднительным объяснить,
каким образом белки плазмы рыб реализуют свой
осмотический потенциал.

Ответить на этот вопрос может “безальбумино-
вая” гипотеза капиллярного обмена [14, 17]. Пер-
воначально она разрабатывалась на примере кар-
повых рыб. Гипотеза предлагает рассматривать в
качестве осмотически активных белков плазмы и
сыворотки рыб не альбумины, а множественные
белки с высоким электроотрицательным потенци-
алом, среди которых преобладают аполипопротеи-
ны, гемопексины, ингибиторы протеиназ, а также
внутриклеточные белки, попавшие в кровь вслед-
ствие разрушения клеток. Полученные нами ре-
зультаты показали, что именно эти группы белков,
специализирующиеся не на осмотической функ-
ции, а на функциях транспорта и иммунной защи-
ты, доминируют среди ОАБ трески.

Представленные в сыворотке в меньшем коли-
честве внутриклеточные белки – гидролазы и ком-
поненты сократительной системы – отвечают в
клетках за протеолиз и работу сократительного ап-
парата. Будучи коллоидами, они также вносят
вклад в КОД плазмы, но вклад этот значительно
меньше, чем тот, который вносят “истинные” вне-
клеточные белки плазмы. Тем не менее результаты
работы не исключают более значительный вклад
внутриклеточных белков в КОД плазмы трески по
сравнению с человеком. Проявление осмотиче-
ской активности белков плазмы у рыб в условиях
наличия белка в интерстиции, вероятно, можно
объяснить обнаружением скоплений белка в суб-
гликокаликсной зоне на примере модельных мле-
копитающих [49]. На силу фильтрации жидкости
оказывает влияние белок из этой зоны, в то время
как белок интерстиция вносит вклад в поддержа-
ние изотонии плазмы и интерстициальной жидко-
сти [14, 22, 23, 49].

Нельзя не отметить, что специальные исследо-
вания по вопросу функционального замещения
альбуминов в крови “безальбуминовых” костистых
рыб в литературе отсутствуют. Имеется ряд еди-
ничных высказываний о возможном участии сыво-
роточных липопротеинов в замещении транспорт-
ной функции альбумина [8, 9, 50] и аполипопроте-
ина АроА-I в осморегуляции рыб [51]. В то же
время в начатых нами исследованиях обнаружена
осмотическая активность ЛПВП [29, 30]. На при-
мере серебряного карася Carassius auratus показано,
что на фоне гипернатриемии сыворотки крупные
формы ЛПВП распадаются на мелкие, которые
при восстановлении нормонатриемии вновь фор-
мируют исходные крупные частицы [52]. Учитывая
высокое содержание ЛПВП в крови костистых рыб
и их гидрофильную природу, осмотический эф-
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фект от их распада может влиять на осмотические
свойства плазмы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты указывают, с одной

стороны, на отсутствие в крови трески характерно-
го для млекопитающих осмотически активного
альбумина, и, с другой стороны, на наличие в ней
множественных, заменяющих альбумины белков,
чья основная специализация связана не с осморе-
гуляцией, а с функциями транспорта и иммунной
защиты. Будучи представленными в сыворотке
трески сопоставимой с альбумином суммарной
концентрацией и имея подходящие для осмотиче-
ски активных белков параметры молекулярной
массы и электроотрицательного потенциала, эти
белки могут быть способными к поддержанию ос-
мотических свойств плазмы.

Полученные результаты сложно объяснить с
точки зрения гипотезы Старлинга. Однако они со-
гласуются с положениями “безальбуминовой” гипо-
тезы капиллярного обмена у рыб, в соответствии с
которой функцию потерянного в ходе эволюционно-
го процесса в группе высших Teleostei альбумина взя-
ли на себя множественные “истинные” внеклеточ-
ные белки плазмы и, отчасти, внутриклеточные бел-
ки, которые по своим физико-химическим и
структурным характеристикам оказались способны-
ми к выполнению осмотической функции.
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ANALYSIS OF THE COMPOSITION OF OSMOTICALLY ACTIVE PROTEIN  
FRACTION IN BLOOD SERUM FROM ATLANTIC COD GADUS MORHUA

A. M. Andreevaa,#, Z. M. Bazarovaa, I. Yu. Toropygina,b, A. S. Vasilieva,
R.A. Fedorova, P. A. Pavlova c, and D. V. Garinaa

a Papanin Institute for Biology of Inland Waters RAS, Borok, Yaroslavskaya oblast, Russia
b Orekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, Russia

c St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia
#e-mail: aam@ibiw.ru

A search and identification of osmotically active proteins (OAP) in the composition of blood serum anodic frac-
tion from Atlantic cod Gadus morhua were undertaken using polyacrylamide gel electrophoresis and MALDI
mass-spectrometry. 17 OAP have been identified. According to the annotations of Gene Ontology for candidates,
13 OAP were classified as extracellular and 4 OAP- as intracellular proteins. The relative content of OAP in cod
serum was ~50% of the total protein. Extracellular proteins apolipoproteins (in the composition of high-density
lipoproteins) and hemopexin were dominated in OAP pool. Moreover, the relative content of ApoA-I was ~25%
of the total serum protein. Of the intracellular proteins on the serum proteomic map, low molecular weight frag-
ments of the myosin heavy chain were dominated. The results obtained are consistent with the provisions of the
“albumin-free” hypothesis of capillary exchange, which considers multiple extracellular and intracellular pro-
teins from different functional classes as osmotically active plasma proteins of “albumin-free” teleost fish.

Keywords: Atlantic cod, blood serum proteins, electrophoresis, MALDI



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


