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Изучение разнообразия метаболических путей является важным аспектом для понимания эволю-
ционных связей между метаболическими путями и их биохимическими предшественниками. Не-
давно был описан сульфолактатдегидрогеназа-подобный белок, кодируемый у эукариот геном AqE,
который у костистых рыб сохраняет высокую консервативность. Однако до сих пор остается неиз-
вестной роль этого фермента в метаболизме. В настоящей работе изучалась транскрипционная ак-
тивность гена AqE, а также других генов, связанных с энергообменом у большого желтого горбыля
Larimichthys crocea. Количественный анализ экспрессии показал тканеспецифичность активности
гена AqE у желтого горбыля. Ген активен в печени, коже и жабрах. Исходя из анализа экспрессии
гена в различных органах в нормальных условиях и под воздействием стрессирующих факторов,
предполагается, что фермент, кодируемый геном AqE, участвует в малат-аспартатном челноке или
в выведении конечных метаболитов (сульфолактат) из организма.

Ключевые слова: сульфолактатдегидрогеназа, AqE, Larimichthys crocea, гипоксия, транскрипционная
активность.
DOI: 10.31857/S0016675822050071

Низкая растворимость кислорода в воде –
один из основных факторов, обусловливающих
особенности метаболизма организмов, обитаю-
щих постоянно или на какой-либо стадии онтоге-
неза в водной (жидкой) среде. Поскольку первые
формы жизни появились и впоследствии эволю-
ционировали в жидкой среде, “гипоксические”
типы энергообмена появились раньше и, вероят-
но, более разнообразны. Известно, что актив-
ность NADH-зависимых оксидоредуктаз, таких
как малатдегидрогеназа (МДГ) и лактатдегидро-
геназа (ЛДГ), меняется в зависимости от концен-
трации кислорода в воде [1]. Эти белки катализи-
руют восстановление 2-кетокарбоновых кислот
через кофактор NADH и объединены в семейство
ЛДГ/МДГ-оксидоредуктаз [2]. ЛДГ обеспечивает
обратимое превращение лактата в пируват. МДГ
катализирует взаимопревращения между мала-
том и оксалоацетатом. ЛДГ/МДГ-оксидоредук-
тазы были описаны и секвенированы у бактерий,
архей и эукариот [2]. Позднее были выявлены
другие NADH-зависимые оксидоредуктазы, не-
которые представители которых также использу-
ют в качестве субстратов лактат или малат [3, 4].
Эти ферменты были объединены в семейство

ЛДГ2/МДГ2-оксидоредуктазы (ЛДГ/МДГ-окси-
доредуктазы типа 2) [5].

Преобладающая доля ЛДГ2/МДГ2-оксидоре-
дуктаз была обнаружена только у архей и бакте-
рий [5]. Однако гомологи гена comC, который у
архей и бактерий кодирует сульфолактатдегидро-
геназу (СЛДГ) [6–8], были обнаружены и у эукари-
от [9]. При этом было установлено, что гомологи ге-
на comC присутствуют и в геномах грибов, растений,
животных. Однако в царстве растений этот гомоло-
гичный ген обнаружен только у водорослей, тогда
как у мхов и семенных растений отсутствует. У жи-
вотных гомологи гена найдены у представителей
большинства эволюционных групп, но утеряны у
четвероногих (земноводных, рептилий, птиц и мле-
копитающих) [9]. Поскольку ген, кодирующий не-
известный фермент, встречается только в тех так-
сонах, образ жизни или стадии онтогенеза пред-
ставителей которых связаны с водной (жидкой)
средой, он был условно назван AqE (aquatic en-
zyme, водный фермент). В результате детального
исследования гена AqE у костистых рыб было уста-
новлено, что у карпообразных (Cypriniformes) он
был утерян полностью, а у представителей лососе-
образных (Salmoniformes) претерпел значительные
делеции. Тем не менее у преобладающего числа ис-
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следованных рыб (50 отрядов) ген AqE сохраняет
высокую консервативность и следовательно ко-
дируемый им фермент задействован в пока еще не-
известных метаболических путях [10]. Кроме того,
было предположено, что продукт гена AqE участвует
в анаэробном энергообмене и потеря гена у отдель-
ных животных и растений связана с выходом на су-
шу и соответствующей перестройкой метаболизма,
обусловленной насыщенностью среды кислоро-
дом и отсутствием естественной гипоксии, харак-
терной для гидробионтов [9].

Экспериментально показано, что субстратами
для СЛДГ бактерий и архей, кодируемой геном
comC, могут быть сульфолактат, малат и α-кето-
глутарат [5]. Некоторые исследователи [6] пред-
полагают, что преобразование сульфолактата в
сульфопируват у эукариот не имеет смысла, по-
скольку отсутствуют соответствующие метаболиче-
ские процессы. Однако в более ранней работе опи-
сано опосредованное МДГ-обратимое превраще-
ние сульфопирувата в сульфолактат у мышей при
метаболизме цистеата [11]. При этом сульфолактат
является конечным метаболитом, преобладающая
доля которого выводится из организма с мочой.
Только 12% сульфолактата вновь преобразуется в
сульфопируват, который затем метаболизируется
в таурин и углекислый газ. Другие два субстрата
малат и α-кетоглутарат являются ключевыми со-
единениями в малат-аспартатном челноке [12].
Этот биохимический механизм считается наибо-
лее эффективным процессом, который позволяет
водным организмам выживать в условиях гипо-
ксии (аноксии) [1]. В связи с этим были предпо-
ложения, что продукт гена AqE (СЛДГ-подобный
белок) может быть вовлечен в малат-аспартатный
челнок или сопряженные процессы [10].

Для того чтобы приблизиться к пониманию роли
гена AqE в метаболизме эукариот мы изучили его
транскрипционную активность, а также активность
генов, кодирующих ферменты, участвующие в ма-
лат-аспартатном челноке и сопряженных процес-
сах. В качестве объекта исследования был выбран
большой желтый горбыль (Larimichthys crocea) –
вид морских рыб из семейства горбылевых (Sci-
aenidae). Поскольку L. crocea является достаточно
важным промысловым видом (и поэтому модель-
ным объектом), его геном был секвенирован и
аннотирован [13]. Ген AqE у L. crocea локализован
на 21-й хромосоме и включает, как и у большин-
ства костистых рыб, 11 экзонов [10]. В результате
более десяти исследований на желтом горбыле
для более 200 образцов были получены тран-
скриптомы, которые и были использованы в на-
стоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования дифференциальной экспрес-

сии генов из базы NCBI были выбраны первичные

данные (архивы коротких фрагментов транскрип-
томов, SRA, sequence read archive), полученные в де-
сяти исследованиях, направленных на изучение
влияния гипоксии, голода, температуры и других
воздействий на активность генов (табл. 1).

Экспрессию генов количественно оценивали с
помощью совместного использования программ
Kallisto и Sleuth. Количественная оценка была
выполнена с помощью Kallisto (v0.46.1) [14], где
на основе метода псевдо-выравнивания коротких
фрагментов и транскриптов подсчитывается ко-
личество содержания РНК в образце и выражает-
ся в величине TPM (транскриптов на миллион пн).
Для увеличения достоверности при подсчете бы-
ло осуществлено 100 повторов (bootstrap 100). Для
выравнивания использовалась сборка кДНК
транскриптов (TSA) большого желтого горбыля
L. crocea GBIF00000000. Последующая оценка
дифференциальной экспрессии генов была выпол-
нена с использованием пакета Sleuth R (v0.30.0) [15],
в котором на основе предварительных количе-
ственных оценок, полученных с помощью Kallisto,
создается нормализованная на уровне генов матри-
ца TPM. Нормализованные значения были также
скорректированы с учетом возможных погреш-
ностей в данных РНК-секвенирования, получен-
ных в результате применения различных методов
определения последовательности нуклеотидов.

Для визуализации кластерного анализа ис-
пользовалась функция Plot_transcript_heatmap в
программе Sleuth. При построении тепловых карт
учитывались данные оценки количественной экс-
прессии гена AqE, маркерных генов (actb, hprt1 и
18S-rRNA), генов ферментов метаболических пу-
тей, в которых предположительно задействован AqE
(mdh1, mdh2, aat1 и aat2), и генов ферментов воз-
можных сопряженных процессов (ldha, ldhb, ldhc и
l2hgdh). Транскрибируемые мРНК перечисленных
генов были выявлены в TSA желтого горбыля
(GBIF00000000) с помощью tBLASTn (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Некоторые гены
были представлены в TSA двумя последователь-
ностями (табл. 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Транскрипционная активность гена AqE

В данном исследовании был впервые проведен
количественный анализ экспрессии гена AqE в
различных органах желтого горбыля. Кроме того,
была изучена динамика изменения уровня тран-
скрипционной активности AqE в отдельных орга-
нах после воздействия на желтого горбыля различ-
ными стрессирующими факторами (гипоксия,
тепловой/холодовой стресс, голодание), а также в
ходе раннего развития и в процессе регенерации
тканей. Также в анализ были включены маркер-
ные гены (actb, hprt1, 18S-rRNA), гены некоторых
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ферментов малат-аспартатного челнока (mdh1,
mdh2, aat1, aat2) и гены ферментов возможных со-
пряженных процессов (ldha, ldhb, ldhc и l2hgdh).

В экспрессии гена AqE в различных органах вы-
явлена ярко выраженная неоднородность (рис. 1,а).
Низкий уровень транскрипционной активности
отмечен в мышце, надпочечнике, селезенке, мозге
и сердце. Кожа и жабры демонстрируют средний
уровень активности гена. В печени (в большинстве

контрольных образцов) выявлен высокий уровень
экспрессии (рис. 1,а). Активность в печени после
теплового и холодового стресса осталась неизмен-
ной, тогда как зафиксировано некоторое снижение
экспрессии в результате голодания (рис. 2,г). Также
присутствует некоторое снижение уровня экс-
прессии AqE в мышцах после голодания (рис. 2,д).
В процессе регенерации кожи явных изменений в
активности не было выявлено (рис. 1,в). Замече-
но усиление транскрипционной активности на

Таблица 1. Транскриптомные данные, использованные в работе

Идентификатор 
исследования в 

NCBI
Органы Контрольные точки Детали эксперимента (на основе данных, 

представленных в NCBI)

PRJNA246784 Мозг Контроль, 1 ч, 3 ч, 6 ч,
12 ч, 24 ч, 48 ч

Изучалось влияние гипоксии.
Эксперименты проводились при 25°C. 
Содержание кислорода в резервуаре 
было снижено со 100% (7.8 мг/л) до 20% 
(1.6 ± 0.2 мг/л) в течение 30 мин. 
В соответствующие временные точки 
отбирали пробы и секвенировали мРНК. 
Пол не указан

PRJNA574876 Селезенка, надпочечник Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч

PRJNA576086 Жабры, сердце Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч

PRJNA296537 Мышца Контроль, 21 день

Изучалось влияние голодания.
Секвенировали мРНК из двух образцов 
мышц, взятых у нормально кормящихся 
рыб и у рыб, подвергшихся 21-дневному 
голоданию. Пол не указан

PRJNA563184 Печень (1) Контроль, 6 ч, 24 ч, 48 ч, 
96 ч, 120 ч

Изучалось влияние гипоксии. 
Использовали особей обоего пола

PRJNA280841 Печень (2)
Контроль, 12 ч (тепло),
12 ч (холод), 21 день 
(голод)

Секвенировали мРНК из четырех 
образцов (по два повтора), взятых
у контрольной группы рыб, у рыб,
подвергшихся термическому стрессу 
(12 ч), у рыб, подвергшихся воздействию 
холодового стресса (12 ч), и у рыб, 
подвергшихся 21-дневному голоданию. 
Пол не указан

PRJNA326556 Печень (3) Контроль Секвенировали мРНК печени
в нормальных условиях. Пол не указан

PRJNA279244 Печень (4) Контроль
Секвенировали мРНК печени
в нормальных условиях. Объединенные 
образцы особей обоего пола

PRJNA357970 Эмбрион

1 клетка, 2 клетки, 
8 клеток, 16 клеток,
256 клеток, бластула, 
гаструла

Секвенировали мРНК из образцов,
взятых на различных стадиях раннего 
развития. Пол не указан

PRJNA303096 Кожа Контроль, 0.5 ч, 2 ч

Изучение процессов регенерации. 
Были произведены повреждения кожи 
брюшной области. В соответствующие 
временные точки отбирали пробы и 
секвенировали мРНК. Пол не указан



ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

ТКАНЕСПЕЦИФИЧНОСТЬ АКТИВНОСТИ ГЕНА 543

стадии бластулы и гаструлы во время раннего эм-
бриогенеза (рис. 1,б). Однако из-за отсутствия
транскриптомных данных пока невозможно оце-
нить на каком уровне поддерживается экспрес-
сия в ходе последующего развития. При исследо-
вании влияния гипоксии на транскрипционную
активность гена AqE видимая неоднородность
выявлена в сердце, надпочечнике, мозге и печени
(рис. 2,а). При этом в сердце и надпочечниках по-
казано пиковое повышение экспрессии через 48 и
6 ч после гипоксии соответственно (рис. 2,а). В
мозге изменение уровня экспрессии носит вол-
нообразный характер (рис. 2,б) от небольшого
повышения (1 ч), последующего снижения (3 ч),
очередного повышения (6 и 12 ч) и снижения (24
и 48 ч). В печени выявлено повышение уровня
экспрессии после гипоксии относительно контро-
ля, однако в одной точке (24 ч) уровень был снижен
практически до нулевого значения (рис. 2,в). В се-
лезенке и жабрах видимых изменений активности
гена в результате гипоксии установлено не было
(рис. 2,а).

Транскрипционная активность генов
actb, hprt1 и 18S-rRNA

Для оценки качества транскриптомов были
выбраны гены actb, hprt1 и 18S-rRNA. Ген actb коди-
рует бета-актин (компонент цитоскелета). Актины
участвуют в подвижности, структуре и целостности
клеток. Ген hprt1 кодирует фермент гипоксантин-
гуанинфосфорибозилтрансферазу (фермент пури-
нового обмена эукариот). Ген 18S-rRNA кодирует
18S рибосомную РНК, которая является частью
эукариотической малой субъединицы рибосомы
(40S) и, таким образом, одним из основных ком-
понентов всех эукариотических клеток. Данные
гены облигатно экспрессируются практически во
всех тканях и поэтому используются в качестве
маркеров экспрессии [16, 17].

Количественный анализ транскрипционной
активности показал, что уровень экспрессии мар-

керных генов 18S-rRNA и actb во всех органах вы-
сокий, вне зависимости от условий и процессов,
тогда как ген hprt1 в большинстве органов и в те-
чение раннего эмбриогенеза экспрессируется на
среднем уровне или несколько ниже среднего
(рис. 1, 2). В печени уровень экспрессии заметно вы-
ше, чем в других исследованных органах (рис. 1,а).
Наблюдается неоднородность активности в пече-
ни после гипоксии (повышение уровня экспрес-
сии через 6 и 48 ч) (рис. 2,в). Есть заметное повы-
шение активности в мышцах после голодания
(рис. 2,д). В общем можно заключить, что все
транскриптомы пригодны для анализа диффе-
ренциальной экспрессии, а некоторые флуктуа-
ции в активности hprt1 возможно связаны с тка-
неспецифичностью.

Транскрипционная активность генов 
ферментов малат-аспартатного челнока

mdh1, mdh2, aat1 и aat2
Гены mdh1 и mdh2 кодируют фермент МДГ,

который катализирует НАД/НАДН-зависимое
обратимое окисление малата до оксалоацетата во
многих метаболических путях, включая цикл ли-
монной кислоты. В эукариотических клетках су-
ществуют два основных изофермента: один нахо-
дится в митохондриальном матриксе (ген mdh2), а
другой – в цитоплазме (ген mdh1). Ген mdh1 коди-
рует цитозольный изофермент, который играет
ключевую роль в малат-аспартатном челноке и
позволяет малату проходить через митохондри-
альную мембрану и превращаться в оксалоацетат
для дальнейших клеточных процессов. Белок, ко-
дируемый геном mdh2, локализован в митохон-
дриях, участвует в цикле лимонной кислоты и
также может играть ключевую роль в малат-ас-
партатном челноке [12, 18].

Другие два ключевых гена малат-аспартатного
челнока aat1 и aat2 кодируют аспартатамино-
трансферазу (ААТ), которая катализирует взаим-
ное превращение аспартата и α-кетоглутарата в

Таблица 2. Соответствие транскриптов и генов, взятых в анализ

Ген Транскрипты Ген Транскрипты

AqE GBIF01041602
ldha

GBIF01031803
GBIF01031802actb GBIF01031352

hprt1
GBIF01037543
GBIF01032011 ldhb

GBIF01048565
GBIF01029835

aat1 GBIF01018893
ldhc

GBIF01007540
GBIF01049052aat2 GBIF01033704

mdh1 GBIF01032153
l2hgdh

GBIF01044688
GBIF01044690mdh2 GBIF01033562

18S-rRNA GBIF01045948
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оксалоацетат и глутамат. Этот фермент имеет ре-
шающее значение как для деградации аминокис-
лот, так и для биосинтеза. Известны два изофер-

мента: цитозольный (ген aat1) и митохондриаль-
ный (ген aat2) [19]. Кроме того, известно, что ААТ
вместо аспартата в качестве альтернативного суб-

Рис. 1. Дифференциальная экспрессия генов большого желтого горбыля. а – активность генов в различных органах
горбыля при нормальных условиях (PRJNA574876 (селезенка и надпочечник), PRJNA576086 (жабры и сердце),
PRJNA246784 (мозг), PRJNA563184 (печень 1), PRJNA280841 (печень 2), PRJNA326556 (печень 3), PRJNA279244 (пе-
чень 4), PRJNA296537 (мышца), PRJNA303096 (кожа)); б – активность генов в ходе раннего развития горбыля
(PRJNA357970); в – активность генов в процессе регенерации кожи горбыля (PRJNA303096).
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Рис. 2. Дифференциальная экспрессия генов после стрессовой индукции. а – активность генов в селезенке, надпочеч-
нике, сердце и жабрах горбыля после 30-минутной гипоксии при комнатной температуре (PRJNA574876, PRJNA576086);
б – активность генов в мозге горбыля после 30-минутной гипоксии при комнатной температуре (PRJNA246784); в –
активность генов в печени горбыля (печень 1) после гипоксии (время воздействия не указано) (PRJNA563184); г – ак-
тивность генов в печени горбыля (печень 2) после теплового и холодового стресса, а также 21-дневного голодания
(PRJNA280841); д – активность генов в мышцах горбыля после 21-дневного голодания (PRJNA296537).
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страта может эффективно использовать цистеин,
обратимо превращая его в сульфопируват [11].

Активность генов mdh1 и mdh2 во всех образ-
цах находится на среднем уровне или выше сред-
него (рис. 1, 2). В сердце зафиксирован наивыс-
ший уровень активности обоих генов (рис. 1,а). В
жабрах, коже, мозге, сердце, селезенке и надпочеч-
никах гены экспрессируются синхронно (рис. 1,а).
Однако в печени и мышцах наблюдается асим-
метричная активность: в печени выше уровень
экспрессии mdh1 (цитозольный изофермент), а в
мышцах – mdh2 (митохондриальный изофермент)
(рис. 1,а). В раннем развитии выявлено значитель-
ное повышение уровня экспрессии mdh2 на стадии
гаструлы, тогда как повышение активности mdh1

на этой стадии менее интенсивное (рис. 1,б). Сла-
бое повышение уровня активности обоих генов
зафиксировано в печени после теплового стресса
и голодания (рис. 2,г). Заметное повышение уровня
экспрессии гена цитозольной малатдегидрогеназы
отмечено в печени через 6 и 48 ч после гипоксии
(рис. 2,в). В результате голодания снизился уровень
активности mdh1 в мышцах (рис. 2,д).

В экспрессии генов aat1 и aat2 наблюдаются
значительные отличия. Ген aat1 в большинстве
органов и в течение раннего эмбриогенеза экс-
прессируется на низком или очень низком уровне
(рис. 1, 2). В одном из образцов печени (4) уро-
вень экспрессии находится на среднем уровне
(рис. 1,а). Некоторая неоднородность (с тенден-
цией к повышению уровня экспрессии) наблюда-
ется в печени спустя 6 и 24 ч после гипоксии с по-
следующим возвращением к исходному уровню
(рис. 2,в). Кроме того, в мозге выявлено снижение
активности через 3 ч после гипоксии и последую-
щее возвращение к исходному уровню (рис. 2,б).
Ген aat2 демонстрирует высокий уровень тран-
скрипционной активности в печени, сердце и
мышцах, тогда как в остальных органах экспрес-
сия на среднем уровне (рис. 1,а). В одном из об-
разцов печени (4) активность aat2 не выявлена
(рис. 1,а). Не было отмечено какой-либо динами-
ки в экспрессии гена в ходе раннего развития и в
процессе регенерации (рис. 1,б, в). После воздей-
ствия гипоксии отмечено снижение уровня экс-
прессии aat2 в надпочечниках, селезенке и жабрах
по прошествии 48 ч. В сердце изменений отмечено
не было. В мозге транскрипционная активность
снизилась через 3 ч после гипоксии и затем вновь
восстановилась (рис. 2,б). В печени выявлены пи-
ковые повышения уровня экспрессии после ги-
поксии относительно контроля, в точках 6 и 48 ч
(рис. 2,в). Отмечено некоторое снижение уровня ак-
тивности aat2 в мышцах после голодания (рис. 2,д).
Однако зафиксировано повышение уровня ак-
тивности после голодания в печени (рис. 2,г).

Транскрипционная активность
генов лактатдегидрогеназы

и гидроксиглутаратдегидрогеназы

Гены ldha, ldhb и ldhc кодируют различные
субъединицы ЛДГ. Этот фермент катализирует
превращение лактата в пируват на последней ста-
дии анаэробного гликолиза [20].

Ген l2hgdh кодирует L-2-гидроксиглутаратде-
гидрогеназу (ГГДГ), FAD-зависимый фермент,
который окисляет L-2-гидроксиглутарат до α-кето-
глутарата в различных тканях. L-2-гидроксиглута-
рат образуется из α-кетоглутарата в результате не-
специфического действия МДГ и соответственно
ГГДГ превращает бесполезный продукт обратно в
ключевой метаболит цикла Кребса [21].

Активность генов, кодирующих субъединицы
A, B и C фермента ЛДГ (ldha, ldhb и ldhc соответ-
ственно), имела различия как в зависимости от
органов, так и от условий. Высокий уровень экс-
прессии ldha отмечен в мышцах. В надпочечниках,
мозге, коже, жабрах выявлена средняя активность
гена ldha, тогда как в селезенке и сердце ниже сред-
него (рис. 1,а). ldhb экспрессируется на высоком
уровне в сердце, тогда как в надпочечниках, мозге,
коже, жабрах, селезенке, печени и мышцах выяв-
лена средняя активность гена. Активность гена
субъединицы C заметно отличается. Средний
уровень экспрессии ldhc зафиксирован в мозге,
тогда как в мышцах и сердце ген экспрессируется
на уровне ниже среднего, а в остальных органах
активность очень низкая или отсутствует (рис. 1,а).
Среди разных образцов печени наблюдается не-
однородность уровня экспрессии как ldha, так и
ldhb. В ходе раннего развития активность генов
ЛДГ также имеет различия (рис. 1,б). Есть неодно-
родность в активности ldha в ходе раннего развития,
однако явной закономерности не установлено. При
этом экспрессия была на среднем уровне. Актив-
ность ldhb на стадии одной клетки заметно выше,
чем на всех последующих исследованных стадиях. У
гена ldhc отмечено повышение уровня экспрессии
на стадии гаструлы. Изучение активности ldha, ldhb
и ldhc после индукции регенеративных процессов в
коже не выявило какой-либо существенной ди-
намики (рис. 1,в).

При исследовании гипоксии выявлено повы-
шение уровня транскрипционной активности ldha
в сердце, надпочечниках, селезенке и жабрах
(рис. 2,а). При этом в селезенке происходит воз-
врат к исходному уровню уже к 24 ч, тогда как в
сердце, надпочечниках и жабрах снижение более
плавное. В мозге наблюдается точечное повыше-
ние экспрессии ldha через 1 ч после воздействия
(рис. 2,б). Явного изменения уровня транскрипци-
онной активности гена субъединицы B после гипо-
ксии отмечено не было во всех органах (рис. 2,а, б).
Ответ активности ldhc на гипоксию зафиксиро-
ван только в надпочечниках (увеличение уровня
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активности через 48 ч) и в жабрах (снижение че-
рез 48 ч). Активность генов ldha, ldhb и ldhc в пе-
чени после гипоксии имела неоднозначный вол-
нообразный характер (рис. 2,в). Кроме того, в пе-
чени установлено повышение уровня экспрессии
ldha в результате холодового и теплового стресса
(рис. 2,г). Воздействие голода вызвало некоторое
повышение активности ldhb. Влияние голода, а
также теплового и холодового стресса на актив-
ность в печени гена ldhc не выявлено. Однако го-
лодание вызвало снижение уровня экспрессии
всех трех генов ЛДГ в мышце (рис. 3,д).

В надпочечниках, мозге, коже, жабрах, селезен-
ке, сердце и мышцах выявлена средняя активность
гена l2hgdh, тогда как в печени уровень экспрессии
выше среднего (рис. 1,а). В ходе эмбриогенеза заме-
чено некоторое возрастание транскрипционной
активности (рис. 1,б), также выявлены повыше-
ние уровня экспрессии через 30 мин после индук-
ции регенеративных процессов в коже и последу-
ющий возврат к контрольным значениям через 2 ч
(рис. 1,в). Изучение влияния гипоксии не выявило
очевидных изменений уровня активности l2hgdh
ни в одном из исследуемых органов, за исключе-
нием печени (рис. 2,а, в). В печени наблюдается
точечное повышение активности через 6 и 48 ч
после воздействия. Кроме того, в печени выявле-
но снижение уровня экспрессии l2hgdh при теп-
ловом стрессе (рис. 2,г).

ОБСУЖДЕНИЕ

При сопоставлении результатов количествен-
ной оценки транскрипционной активности мы
выявили коэкспрессию гена AqE с mdh2 (повыше-
ние уровня в ходе раннего развития), с генами
aat1 и aat2 (снижение активности в мозге через 3 ч
после гипоксии и снижение активности в мышце
в результате голодания). Дифференциальная экс-
прессия отмечена в печени, где в результате голо-
дания уровень активности AqE снизился, тогда
как уровень aat2 и mdh2 вырос.

Вызывают недоверие результаты анализа экс-
прессии в печени после воздействия гипоксии.
Создается впечатление, что образцы были пере-
путаны, вследствие чего возник представленный
на рис. 2,в мозаичный профиль экспрессии прак-
тически всех генов. Если бы такое явление было
выявлено у одного гена, то его можно было бы от-
нести к особенностям транскрипционной актив-
ности, но в данном случае возникает подозрение
на некорректность представленных образцов.

Поскольку белок СЛДГ, кодируемый геном
сomC архей, помимо сульфолактата может исполь-
зовать в качестве субстрата малат и α-кетоглутарат,
есть гипотеза, что продукт гена AqE может быть
включен в малат-аспартатный челнок [10]. Малат-
аспартатный челнок, в котором ключевыми соеди-

нениями являются малат и α-кетоглутарат, принято
считать наиболее эффективным процессом, позво-
ляющим водным организмам выживать в условиях
гипоксии (аноксии) [1].

МДГ катализирует обратимое окисление малата
до оксалацетата, последней стадии цикла трикарбо-
новых кислот [22], а также участвует в глюконеоге-
незе и липогенезе и участвует в аэробном гликолизе
в малат-аспартатном челноке [23]. Ключевым ком-
понентом цикла трикарбоновых кислот является
митохондриальная МДГ [24]. Другой компонент
малат-аспартатного челнока это ААТ – фермент,
переносящий аминогруппы, который использу-
ется для оценки стрессовой реакции, вызванной
изменением температуры, низким содержанием
кислорода, pH, аммиаком или тяжелыми метал-
лами [25]. Более того, ААТ связывает метаболизм
углеводов с метаболизмом аминокислот. У рыб
аминокислоты представляют собой один из ос-
новных субстратов для производства энергии, ко-
торый они получают либо с пищей, либо в резуль-
тате распада тканевых белков [26]. Белки также
могут стать источником энергии в стрессовых
условиях, предоставляя аминокислоты, которые
могут служить глюконеогенетическими или кето-
генными предшественниками. Трансаминирова-
ние или дезаминирование аминокислот облегчает
глюконеогенный путь. Производство энергии из
промежуточных продуктов трансаминирования и
дезаминирования происходит либо через цикл
Кребса, либо через окисление [27].

Таким образом, если продукт гена AqE участ-
вует в малат-аспартатном челноке, как альтерна-
тива МДГ, то его экспрессия должна быть согла-
сована с экспрессией генов других компонентов
системы. В настоящем исследовании мы наблю-
даем сопряженное изменение активности генов
лишь в нескольких случаях. Так, например, выяв-
лено синхронное повышение уровня активности
генов AqE и mdh2 в ходе раннего развития, отмечено
снижение активности AqE, aat1 и aat2 в мозге через
3 ч после гипоксии и в мышце в результате голода-
ния. Однако отмечено разнонаправленное измене-
ние экспрессии в печени, где в результате голода-
ния уровень активности AqE снизился, тогда как
уровень aat2 и mdh2 вырос. Следовательно, уча-
стие в малат-аспартатном челноке вызывает со-
мнения.

Малат-аспартатный челнок считается основ-
ным путем окисления NADH в тканях млекопи-
тающих, таких как печень и сердце [12]. Высокая
транскрипционная активность aat2 в печени и
сердце согласуется с этим фактом. Однако уста-
новленная нами тканеспецифичность экспрес-
сии гена AqE также ставит под сомнение участие
этого фермента в малат-аспартатном челноке.
Уровень активности AqE высок в печени, жабрах
и коже, тогда как в других тканях он низкий. Жаб-



548

ГЕНЕТИКА  том 58  № 5  2022

ПУЗАКОВА, ПУЗАКОВ

ры и кожа рыб участвуют в дыхании. Однако по-
мимо этого кожа и жабры обладают выделитель-
ной функцией, кроме того, постоянно соприкаса-
ются с внешней средой и имеют системы защиты
от внешних химических воздействий. Также и у
печени одной из важных функций является де-
токсикация организма [28, 29]. Поэтому вполне
вероятно, что функция белка, кодируемого AqE,
связана с выведением продуктов метаболизма. И
если фермент рыб, подобно СЛДГ архей, преоб-
разует сульфопируват в сульфолактат, а у эукари-
отических организмов нет известных метаболи-
ческих процессов использования сульфолактата
[6], то, возможно, он выводится из организма как
конечный продукт.

Работа проведена в рамках Государственного
задания ФИЦ ИнБЮМ “Функциональные, мета-
болические и токсикологические аспекты суще-
ствования гидробионтов и их популяций в биото-
пах с различным физико-химическим режимом”,
номер гос. регистрации 121041400077-1 и при фи-
нансовой поддержке РФФИ и города Севастопо-
ля в рамках научного проекта № 20-44-920006.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.
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Tissue Specificity of the AqE Gene Activity in the Yellow Croaker Larimichthys crocea
L. V. Puzakovaa, * and M. V. Puzakova

aKovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of Russian Academy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia

*e-mail: kvluda@yandex.ru

The study of the diversity of metabolic pathways is an important aspect for understanding the evolutionary
relationships between metabolic pathways and their biochemical precursors. Recently, a sulfolactate dehy-
drogenase-like protein encoded in eukaryotes by the AqE gene, which remains highly conserved in teleosts,
has been described. However, the role of this enzyme in metabolism is still unknown. In this work, we studied
the transcriptional activity of the AqE gene, as well as other genes associated with energy exchange in the great
yellow croaker Larimichthys crocea. The quantitative analysis of expression showed the tissue-specificity of
the AqE gene activity in the yellow croak. The gene is active in the liver, skin, and gills. Based on the analysis
of gene expression in various organs and under the influence of stressful conditions, it is assumed that the en-
zyme encoded by the AqE gene is involved in the malate-aspartate shuttle or in the elimination of the final
metabolites (sulfolactate) from the organism.

Keywords: sulfolactate dehydrogenase, AqE, Larimichthys crocea, hypoxia, transcriptional activity.
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