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У нильской тиляпии Oreochromis niloticus выявлена взаимосвязь концентрации свободных амино-
кислот в плазме крови и уровня экспрессии гепатических ферментов, вовлечённых в реакции бел-
кового распада. Установлено, что уровень экспрессии гепатических транскриптов аланинамино-
трансферазы и аспартатаминотрансферазы коррелирует со скоростью клиренса аминокислот, под-
вергающихся дезаминированию. При этом активность первого фермента максимальна в начале
периода всасывания, в то время как действие второго – пролонгированное и, вероятно, в большей
степени способствует поддержанию общего уровня метаболизма, но не является определяющим в
общей скорости аминокислотного катаболизма.
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Белки являются основным структурообразую-
щим материалом тела рыб, составляя 65–75% су-
хой массы (Wilson, 2002). Состав белков корма
оказывает огромное влияние на показатели роста
(Bowen et al., 1995). Попадая в организм рыбы, мо-
лекулы белка гидролизуются до аминокислот –
промежуточных метаболитов белкового обмена,
которые путём активного транспорта через стен-
ку кишечника переносятся в кровь и затем расхо-
дуются на катаболические реакции (Halver, Har-
dy, 2002). Катаболизм белков и аминокислот вно-
сит существенный вклад (41–85%) в общее
производство энергии рыбами (Mommsen, Walsh,
1992). Процесс распада аминокислот в основном
происходит в печени и в меньшей степени в почках
(McDonald et al., 2011). Первым этапом распада
аминокислот является удаление аминогруппы, ко-
торое проходит по пути дезаминирования или тран-
саминирования с участием аминотрансфераз. Дву-
мя наиболее изученными аминотрансферазами
являются аспартатаминотрасфераза (АСАТ) и
аланинаминотрасфераза (АЛАТ). Обе трансами-
назы локализованы в клетках печени, их соотно-
шение примерно одинаковое, но содержание за-
висит от количества поступающих в организм
аминокислот: повышение количества аминокис-
лот в крови ведёт к пропорциональному увеличе-
нию синтеза АЛАТ и АСАТ; гиперактивность
этих ферментов в крови является показателем по-
вреждения и функциональных нарушений пече-

ни (Berg et al., 2011). Концентрация АЛАТ и
АСАТ, а также их соотношение в крови и тканях
активно изучаются, однако взаимосвязь активно-
сти этих ферментов с концентрацией аминокис-
лот в крови изучена мало.

Цель работы – изучить катаболизм аминокис-
лот, а также установить взаимосвязь между уров-
нями экспрессии двух гепатических ферментов
(АЛАТ, АСАТ), участвующих в метаболизме ами-
нокислот, с концентрацией свободных амино-
кислот в плазме крови нильской тиляпии Oreo-
chromis niloticus.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объектом исследования послужили особи ти-

ляпии 12-го поколения, отобранные для быстрого
роста. Эксперимент по выращиванию тиляпии
при трёх разных режимах кормления проведён в
лаборатории Норвежского университета есте-
ственных наук (Norwegian University of Life Sci-
ences, Aas). Рыб выращивали в девяти бассейнах
(70 × 50 × 50 см), оснащённых системой рецирку-
ляции воды (180 л/ч), при средней температуре
воды 27.5°С, содержании растворённого в воде
кислорода 7.5 мг/л и круглосуточном освещении.
В каждом бассейне находилось 30 рыб (средняя
масса 24.01 ± 0.10 г). Рыб кормили эксперимен-
тальным кормом (31% белка, 5% жира и 60% угле-
водов), приготовленным исключительно из рас-
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тительных компонентов с добавлением незаме-
нимых аминокислот (метионин, лизин, таурин,
треонин и фенилаланин). Измельчённые ингре-
диенты были переработаны при температуре 54°С
на экструдере (P55DV, “Italgy”, Караско, Италия)
в гранулы размером 2 × 2 мм, которые после вы-
сушивания хранили при температуре –20°С. Рыб
разделили на три группы, каждую из которых со-
держали в трёх бассейнах. Первую группу корми-
ли два раза в день (в 10.00 и 20.00 ч). Корм вноси-
ли с избытком, спустя 70 мин его избыток собира-
ли и взвешивали, определяя массу съеденного
корма. Вторую группу также кормили два раза в
день, а третью – четыре (в 08.00, 12.00, 16.00, 20.00) в
течение 35 мин, но норма кормления этих групп со-
ставляла 90% объёма, съеденного 1-й группой в
предыдущий день.

Пробы крови и печени отобрали на 41-е сут.
после начала эксперимента. Кровь отбирали из
каудальной вены у трёх рыб (общая проба) из
каждого бассейна через 2, 6 и 10 ч после кормле-
ния. Гепаринизированную кровь центрифугиро-
вали при 1500 g в течение 15 мин при комнатной
температуре. До проведения анализа образцы
плазмы крови (объёмом ~ 1 мл) хранили при тем-
пературе –80°С.

Концентрацию свободных аминокислот в
плазме определяли методом обращённо-фазной
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (высокоскоростной анализатор аминокис-
лот Hitachi L-8900 в организации “SGS-CSTC
Standards Technical Services Co., Ltd”, Китай).
Клиренс аминокислот вычисляли как разность
между концентрациями в двух временных точках,
т.е. для каждой аминокислоты были получены

три значения клиренса: 2–6, 6–10 и 2–10 ч после
кормления.

Для анализа экспрессии генов, кодирующих
гепатические ферменты, была отобрана и мгно-
венно заморожена (–80°С) печень от восьми рыб
спустя 2 ч после кормления. Общая РНК восьми
образцов печени выделена тризолом с использо-
ванием набора Zymo Research Direct-zol RNA
MiniPrep (R2050, “Zymo Research”, США). Далее
РНК анализировали методом наноспектрофото-
метрии (Nanodrop 1000 Spectrophotometer, “Ther-
mo Scientific”, США).

Синтез комплементарной ДНК осуществлён с
использованием набора Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (“Roche Applied Science”, Гер-
мания) согласно протоколу производителя в двух
репликатах: с рандом-гексамерными и оли-
го(dT)18-анкерными праймерами. Обратный син-
тез с транскриптазой проходил при температуре
55°С в течение 30 мин для олиго(dT)18-анкерных
праймеров и 10 мин при 25°С с последующим нагре-
ванием до 55°С и выдерживанием в течение 30 мин.
Транскриптаза была инактивирована удержани-
ем проб при температуре 85°С в течение 5 мин.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в ре-
альном времени проводили на амплификаторе
Mastercycler ep realplex (“Eppendorf”, Германия) с
использованием набора FastStart Essential DNA
Green Master (“Roche Applied Science”, Герма-
ния). Для расчёта относительной экспрессии
ферментов выбраны два гена, кодирующих АЛАТ
и АСАТ, и референтный ген β-актина. Праймеры
для АЛАТ – F-AGGTCCTGTTTGAGATGGGG
и R-TAAGAAGGTTCCCCAGGCTG, для
АСАТ – F-TCTCTGTCGGTCCTCCTGTA, R-
ACCCCACACGACTTTACCAT, для β-актина –
F-CCAGCCTTCCTTCCTTGGTA, R-TCAG-
GTGGGGCAATGATCTT. ПЦР проходила при
следующих условиях: при 95°С в течение 10 с,
40 циклов: при 95°С 10 с, при 60°С 15 с, при 72°С
20 с, заключительная стадия – при 95°С 15 с, при
60°С 15 с, при 95°С 15 с.

Образцы ДНК тестировали трижды. Для ПЦР
с АСАТ использована ДНК, полученная с приме-
нением произвольно выбранных праймеров, а
для реакции с АЛАТ и β-актином – олиго(dT)18-
анкерными праймерами. Относительная экс-
прессия (R) АЛАТ и АСАТ рассчитана с исполь-
зованием уравнения (Pfaffl, 2001):

где Еtar и Еact – эффективность ПЦР в реальном
времени изучаемого (целевого) гена и актина
(контрольного гена), рассчитанные по формуле:
E = 10[–1/slope]; CP – точка перехода, показываю-
щая число циклов, где флуоресценция пересекает
порог детекции; ∆CP – разница СP между кон-
тролем и образцом для выбранного гена, актина.

( )

( )

Δ
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–
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Рис. 1. Динамика концентрации свободных амино-
кислот в плазме крови нильской тиляпии Oreochromis
niloticus в течение 10 ч после кормления: 1 – лейцин,
2 – фенилаланин, 3 – тирозин, 4 – валин, 5 – метио-
нин, 6 – треонин, 7 – изолейцин, 8 – цистеин, 9 –
триптофан.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате работы взаимосвязь между режи-
мом питания и экспрессией гепатических фер-
ментов не была выявлена, поэтому данные по
трём группам рыб объединили.

Динамика содержания в плазме крови девяти
исследованных свободных аминокислот в тече-
ние 10 ч после кормления различается (рис. 1).
Концентрация одних аминокислот в течение пер-
вых 6 ч после кормления увеличивается, а затем
снижается; других – в период 2–6 ч не изменяет-
ся, после чего снижается; остальных – на протя-
жении всего периода наблюдений последователь-
но уменьшается. Максимальный уровень сум-
марного содержания аминокислот в плазме крови

тиляпии наблюдается спустя 6 ч после кормле-
ния, что ранее было отмечено у форели Oncorhyn-
chus mykiss (Karlsson et al., 2006). Аминокислоты
всасываются в кишечнике посредством активно-
го транспорта (Halver, Hardy, 2002). Можно пред-
положить, что через 10 ч после кормления систе-
ма транспорта приходит в своё первоначальное
состояние, а концентрация аминокислот в плаз-
ме крови становится минимальной.

Валин является незаменимой аминокислотой,
которая сначала накапливается, а спустя 6 ч ак-
тивно расходуется в катаболических процессах
печени (рис. 1). Концентрация цистеина поддер-
живается на постоянном уровне; эта заменимая
аминокислота может синтезироваться из метио-
нина. В нашем эксперименте в корм был добавлен

Рис. 2. Взаимосвязь уровня экспрессии гепатических трансаминаз аланинаминотрасферазы (АЛАТ) и аспартатамино-
трасферазы (АСАТ) и клиренса концентраций аминокислот в плазме крови у нильской тиляпии Oreochromis niloticus
за период 2–10 ч (а, в, д) и 2–6 ч после кормления (б, г, е): а, б – незаменимые аминокислоты (НАК), в, г – заменимые
аминокислоты (ЗАК), д, е – общее содержание аминокислот (ОСАК).

Э
кс

пр
ес

си
я 

А
Л

АТ

Э
кс

пр
ес

си
я 

А
С

АТ

ΔОСАК, мг/г плазмы

ΔЗАК, мг/г плазмы

ΔНАК, мг/г плазмы

0.9

1.3

1.1

0.2 0.40.3 0.5 0.6 0.7

(д)

0.9

1.2

1.1

1.0

0.2 0.40.3 0.5 0.6

(а)

0.8

0.9

1.2

1.1

1.0

‒0.2 ‒0.1 0.40 0.5 0.60.1 0.2 0.3

(б)

0.9

1.2

1.1

1.0

0 0.1 0.2

(в)

0.8

0.9

1.2

1.1

1.0

‒0.2 ‒0.1 0.40.30.20.10 0.5 0.6 0.7

(е)

0.8

0.9

1.2

1.1

1.0

‒0.1 0.10 0.2

(г)



124

ВОПРОСЫ ИХТИОЛОГИИ  том 59  № 1  2019

ГУСАКОВА

синтетический метионин в количестве (4.6 г/кг),
превышающем минимально необходимый уро-
вень этой аминокислоты для тиляпии. Между тем
концентрация метионина после кормления по-
стоянно снижается, что может указывать на воз-
можные дополнительные пути его утилизации,
например, на синтез цистеина. Концентрация
изолейцина сначала снижается медленно, а после
6 ч – более заметно; по-видимому, эта аминокисло-
та сразу вступает в катаболические реакции. Ката-
болизм лейцина минимален в течение первых 6 ч
после кормления, после чего его концентрация в
крови начинает резко снижаться. Концентрация
тирозина в плазме крови после 6-часового интер-
вала снижается плавно, а фенилаланина – более
стремительно. Вероятно, фенилаланин частично
расходуется на синтез тирозина (Li et al., 2009).
Содержание треонина и триптофана плавно сни-
жается в течение всего анализируемого периода,
т.е. эти незаменимые аминокислоты сразу всту-
пают в катаболические реакции, тогда как ранее
было показано (Karlsson et al., 2006), что концен-
трация треонина и триптофана в течение первых
6 ч повышается и лишь затем снижается. Более
медленная убыль триптофана объясняется воз-
можной задержкой его адсорбции, которая на-
блюдается при комбинированном действии лей-
цина и триптофана (Umezawa et al., 2007).

Полученные данные подтверждают участие
АЛАТ и АСАТ в превращениях аминокислот: вы-
явлена корреляция уровня экспрессии их тран-
скриптов с клиренсом незаменимых (рис. 2а, 2б)
и заменимых аминокислот (рис. 2в, 2г), а также их
общего содержания (рис. 2д, 2е). Очевидно, пере-
нос аминогруппы является доминирующим в рас-
паде аминокислот (Berg et al., 2011). В процессы ка-
таболизма аминокислот вовлечены АЛАТ и АСАТ,
наряду с глутаматдегидрогеназой (ГДГ). При этом
АСАТ и ГДГ являются преобладающими в реак-
циях переноса аминогруппы на начальной стадии
катаболизма аминокислот, а АЛАТ – в меньшей
степени, так как его активность зависит от интер-
медиатов, полученных в процессе гликолиза
(Bibiano Melo et al., 2006). Выявленная зависи-
мость экспресии АСАТ от клиренса аминокислот
в период 2–6 ч свидетельствует о более раннем
его участии в реакциях транспорта аминогрупп
по сравнению с АЛАТ. В течение 6 ч после корм-
ления идёт наиболее активный распад аминокис-
лот, и этот период соответствует наиболее высо-
кому уровню экспрессии АСАТ, который вне это-
го временного интервала снижается. Взаимосвязь
синтеза АЛАТ и клиренса аминокислот постоян-
на в течение всего периода наблюдений (в интерва-
ле 2–10 ч), что может свидетельствовать о меньшем
его вкладе в общее трансаминирование, возможно,
в силу недостатка интермедиатов гликолиза.

Таким образом, в результате анализа динами-
ки концентрации свободных аминокислот в плаз-
ме крови тиляпии установлено, что большинство

аминокислот корма, которые всасываются в
кровь из кишечника, накапливаются в течение
первых 6 ч после кормления, а затем расходуются
на катаболические реакции. Некоторые из ами-
нокислот имеют дополнительные пути катабо-
лизма, а фенилаланин и метионин могут превра-
щаться в другие аминокислоты (соответственно в
тирозин и цистеин), модулируя их концентрацию
в крови. Выявленная динамика содержания трип-
тофана и треонина в крови отличается от описан-
ной ранее; этот вопрос остаётся открытым для дис-
куссий и последующих экспериментов. Экспрессия
гепатических транскриптов АЛАТ и АСАТ корре-
лирует с клиренсами аминокислот, что указывает
на активный катаболизм аминокислот с домини-
рующей реакцией их дезаминирования. Уровень
экспрессии АСАТ изменяется сразу после корм-
ления, обеспечивая реакции дезаминирования, в
то время как АЛАТ имеет отсроченную динамику,
и его вклад в общий катаболизм аминокислот, ве-
роятно, ниже.
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