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Исследовано влияние рН на активность пептидаз и гликозидаз, функционирующих в кишечнике, а
также обеспеченность этими ферментами пяти видов рыб Рыбинского водохранилища с разным ти-
пом питания (плотва Rutilus rutilus, лещ Abramis brama, окунь Perca fluviatilis, судак Zander lucioperca и
щука Esox lucius). У всех видов рыб максимальная активность казеинлитических пептидаз кишечни-
ка и обеспеченность ими особей наблюдается при рН 9, гликозидаз – от 7 до 8. Значения рН, соот-
ветствующие максимальным значениям активности гликозидаз, близки рекомендуемым для оцен-
ки активности ферментов в пищеварительном тракте позвоночных, пептидаз – значительно выше.
Предполагается, что различия в характере влияния рН на обеспеченность пептидазами и гликози-
дазами связаны с особенностями спектра питания исследованных видов рыб.
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О состоянии пищеварительной системы обыч-
но судят по активности ферментов, способных
гидролизовать те или иные пищевые субстраты.
При этом уровень ферментативной активности
зависит от целого ряда природных и антропоген-
ных факторов (Уголев, Кузьмина, 1993; Кузьми-
на, 2008). Хорошо известно о влиянии циркади-
анных и особенно сезонных ритмов на актив-
ность пищеварительных гидролаз, в значительно
степени совпадающих с интенсивностью питания
рыб (Уголев, Кузьмина, 1993; Kuz’mina, 2017). По-
казано, что с увеличением возраста и массы рыб
уровень относительной активности ферментов,
рассчитанный на единицу массы тела, как прави-
ло, снижается (Строганов, Бузинова, 1970; Kuz’mi-
na, 1996). Поскольку для оптимального функцио-
нирования ферментов, обеспечивающих гидролиз
различных компонентов пищи в кишечнике рыб
необходима соответствующая среда, важно оцени-
вать влияние ряда факторов на их активность. Од-
ними из наиболее важных параметров среды, вли-
яющих на активность ферментов, являются темпе-
ратура и рН.

Сведения о влиянии температуры и рН на ак-
тивность пищеварительных ферментов у рыб раз-
ных видов обобщены в ряде обзоров. Установлено,
что с повышением температуры до определённого

предела, при котором происходит денатурация
белка, активность ферментов всегда увеличивает-
ся (Уголев, Кузьмина, 1993; Gelman et al., 2008;
Kuz’mina, 2017), тогда как оптимум рН одноимён-
ных пищеварительных гидролаз у рыб разных ви-
дов может различаться. Также различаются опти-
мумы рН ферментов разных цепей. Так, оптиму-
мы рН трипсина и химотрипсина у большинства
видов рыб находятся в диапазоне 8–10 (Muraka-
mi, Noda, 1981; Хаблюк, 1984; Torrissen, 1984; Hi-
dalgo et al., 1999; Castillo-Yáñez et al., 2005; Kumar
et al., 2007; Kishimura et al., 2008; Kuz’mina et al.,
2017). Оптимум рН разных гликозидаз находится
в зоне нейтральных значений (Уголев, Кузьмина,
1993), иногда – нейтральных и щелочных (Соло-
вьев и др., 2015). При этом оптимум рН фермен-
тов может варьировать в зависимости от используе-
мого субстрата. Так, у японского анчоуса Engraulis
japonica оптимум рН химотрипсина при использо-
вании в качестве субстрата казеина равен 9, N-бен-
зоил-L-аргинин-р-нитроанилида (BAPNA) – 8
(Heu et al., 1995). Кроме того, оптимум рН зависит
от температуры: при повышении температуры от 20
до 30 и 50°С оптимум рН пептидаз кишечника тюр-
бо Scophthalmus maximus снижается с 11 до соот-
ветственно 10 и 8 (Munilla-Morán, Saborido-Rey,
1996). Есть данные о том, что оптимум рН пепти-
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даз меняется с возрастом рыб: оптимум pH трип-
синоподобной пептидазы сеголеток фугу Fugu ob-
scurus соответствует 9.0, двухлеток – 8.5 (Yin et al.,
2000).

При этом величины рН в кишечнике рыб раз-
ных видов также значительно варьируют. Так, у
дорады Sparus aurata значения рН в кишечнике
изменяются в пределах 6.5–7.9 (Deguara et al.,
2003), у налима Lota lota – 7.2–7.5 (Izvekova et al.,
2013), у сигана Siganus canaliculatus – 7.1–9.6
(Sаbapathy, Teo, 1994). В среднем отделе кишеч-
ника карпа Cyprinus carpio рН чистого сока, со-
бранного из фистулы, соответствует 7.5, рН слизи –
7.5–8.5 (Краюхин, 1963). В его проксимальном
отделе значения рН могут быть ниже 7 (Bar-
rington, 1957; Кузьмина, Неваленный, 1983; Соло-
вьев и др., 2015; Solovyev et al., 2018). Однако при
изучении рН кишечника 20 видов пресноводных
рыб различия между разными участками кишки
были выявлены лишь у шести видов (Coregonus la-
varetus, C. migratorius, Catostomus catostomus, Caras-
sius gibelio, Rutilus rutilus, Leuciscus leuciscus). На ве-
личину рН в кишечнике влияет сезон, спектр пи-
тания и степень наполнения пищеварительного
тракта (Краюхин, 1963; Соловьев и др., 2016; Solo-
vyev et al., 2018), причём значительное влияние на
эту величину оказывает рН не только сока подже-
лудочной железы, но и желчи. Так, при питании
карпа рапсовым жмыхом рН желчи выше, чем
при питании трубочником, – 7.4 против 6.8 (Кра-
юхин, 1963). У ряда видов рыб весной и осенью
значения рН в кишечнике выше, чем летом (Solo-
vyev et al., 2018).

Вместе с тем активность разных ферментов в
кишечнике позвоночных традиционно определя-
ют в диапазоне рН 7.0–7.5 (Уголев, Иезуитова,
1969). Несоответствие значений рН в кишечнике
рыб, величин оптимумов рН пептидаз и значений
рН, используемых в опытах in vitro, не может не
отразиться на результатах оценки обеспеченности
рыб ферментами, гидролизующими белковые ком-
поненты пищи. Вопрос об обеспеченности рыб те-
ми или иными ферментами был поставлен ранее
(Строганов, Бузинова, 1970). При этом авторы учи-
тывали, а затем суммировали активность одно-
имённых гидролаз в разных участках пищевари-
тельного тракта и гепатопанкреасе рыб. Близкий
этому подход был использован при оценке вклада
ферментов объектов питания в процессы пищева-
рения рыб (Dabrowski, Glogowski, 1977). Однако
включение гепатопанкреаса в оценку суммарной
активности гидролаз представляется не вполне
корректным, поскольку синтезирующиеся в нём
ферменты не участвуют в процессах пищеварения.
Кроме того, неизвестна скорость поступления фер-
ментов из поджелудочной железы в кишечник рыб.
При этом принципиальное значение имеет сум-
марная оценка активности ферментов слизистой
оболочки и химуса, поскольку в составе химуса

функционируют не только ферменты, синтезируе-
мые поджелудочной железой и энтероцитами, но
и ферменты объектов питания рыб (Dabrowski,
Glogowski, 1977; Уголев, Кузьмина, 1993; Kuz’mi-
na, 2017). Для оценки обеспеченности рыб пище-
варительными ферментами идеальным объектом
являются безжелудочные рыбы. В этом случае до-
статочно рассчитать суммарную активность фер-
ментов, функционирующих в химусе и слизистой
оболочке всего кишечника, и сопоставить её с
массой тела рыб. В случае желудочных рыб может
учитываться лишь обеспеченность ферментами,
реализующими пищеварение в кишечнике. Све-
дения о влиянии рН на обеспеченность рыб пи-
щеварительными гидролазами в литературе от-
сутствуют.

Цель работы – изучить влияние рН на обеспе-
ченность рыб пищеварительными ферментами в
диапазоне значений рН, фиксирующихся в ки-
шечнике, на базе данных о суммарной активно-
сти пептидаз и гликозидаз слизистой оболочки и
химуса во всём кишечнике.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объектами исследования служили половозре-
лые особи пяти видов рыб, отловленные летом в
Волжском плёсе Рыбинского водохранилища:
лещ Abramis brama, плотва Rutilus rutilus, окунь
Perca fluviatilis, судак Sander lucioperca и щука Esox
lucius. Рыб в течение 1.0–1.5 ч доставляли в лабора-
торию. После максимально быстрого проведения
морфометрического анализа вскрывали брюшную
полость рыб, изымали кишечник, помещали его на
стекло ледяной бани, освобождали от жира, осуша-
ли фильтровальной бумагой и разрезали вдоль. Ин-
дивидуально исследовали сытых и голодных рыб
каждого вида без учёта пола. Рыб, кишечники ко-
торых содержали химус, считали сытыми; рыб,
кишечники которых не содержали химус, – го-
лодными.

В качестве ферментативно активных препара-
тов использовали химус и слизистую оболочку все-
го кишечника. Химус аккуратно собирали при по-
мощи специального скребка и небольшого стек-
лянного шпателя (5 мм). Затем специальным
пластмассовым скребком снимали слизистую обо-
лочку кишечника. Пробы химуса и слизистой обо-
лочки взвешивали отдельно, тщательно перемеши-
вали и отбирали аликвоту (около 1 г), которую го-
могенизировали в стеклянном гомогенизаторе с
небольшим количеством раствора Рингера (1–2 мл)
для холоднокровных животных (103 ммоль/л
NaCl, 1.9 ммоль/л KCl, 0.45 ммоль/л CaCl2,
1.4 ммоль/л MgSO4, рН 7.0) при температуре
0−4°С. Гомогенаты разводили тем же раствором
Рингера в соотношении 1 : 9, затем в случае гли-
козидаз дополнительно разводили в два или три
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раза, в случае пептидаз – в 10 раз. После этого го-
могенаты доводили до соответствующего уровня
рН (от 6 до 9 с интервалом 1) при помощи рН-
метра pХ-150МИ.

Активность пептидаз (ПА – суммарная актив-
ность трипсина, НФ 3.4.21.4, химотрипсина, EC
3.4.21.1 и дипептидаз НФ 3.4.13.1-EC 3.4.13.11)
оценивали по приросту тирозина с использова-
нием реактива Фолина–Чиокалтеу (Anson, 1938).
Амилолитическую активность (АА – суммарная
активность α-амилазы НФ 3.2.1.1, γ-амилазы, НФ
3.2.1.3 и ферментов группы мальтаз НФ3.2.1.20)
оценивали по приросту гексоз согласно модифи-
цированному методу Нельсона (Уголев, Иезиуто-
ва, 1969). В качестве субстрата использовали 1%-
ные растворы казеина и растворимого крахмала,
приготовленные на растворе Рингера, рН 6–9.
Гомогенаты и субстрат инкубировали при 20°C в
течение 30 мин. Интенсивность окраски оцени-
вали при помощи фотоколориметра КФК-2 (дли-
на волны 670 нм). Активность ферментов в каж-
дой точке определяли в пяти повторностях с учё-
том фона (для пептидаз исходное количество
тирозина, для гликозидаз – гексоз). После опреде-
ления ПА и АА во всём кишечнике (мкмоль/мин)
для сопоставления данных, полученных при ис-
следовании рыб как разного размера, так и разных
видов, вычисляли показатели обеспеченности рыб
соответствующими ферментами в расчёте на 1 кг
массы рыб (мкмоль/(мин кг массы тела)) – отно-
сительную протеолитическую и амилолитиче-
скую активность (ОПА и ОАА).

Принципиальным отличием применяемого
нами метода от предложенного ранее является
изучение активности ферментов только в пище-
варительном тракте, а также усреднение резуль-
татов не на уровне активности отдельных участ-
ков кишечника, а на уровне проб химуса и слизи-
стой оболочки всего кишечника. При наличии
гомогенизатора с большим объёмом стаканчика
можно одновременно гомогенизировать слизи-
стую и химус (т.е. получать единый (суммарный)
гомогенат слизистой оболочки и химуса всего ки-
шечника, а не отдельные пробы химуса и слизи-
стой), что ускоряет обработку проб и уменьшает
число операций, связанных с расчётом фермента-
тивной активности.

Результаты обработаны статистически при по-
мощи стандартного пакета программ (Microsoft
Office XP 2010, приложение Excel, STATISTICA 10).
Достоверность различий оценивали при помощи
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA-
тест, по F-критерию) при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сытые рыбы. У бентофагов плотвы и леща ак-
тивность пептидаз во всём кишечнике при стан-

дартном значении рН, равном 7, близка, гликози-
даз – различна (табл. 1). При этом у леща актив-
ность гликозидаз в 1.8 раза ниже, чем у плотвы.
Наибольшая активность пептидаз у обоих видов
рыб наблюдается при рН 9, гликозидаз у плотвы –
при рН 7, у леща – 8. Сопоставление активности
ферментов при увеличении значений рН от 6 до 9
свидетельствует о последовательном увеличении
активности пептидаз у плотвы и леща соответ-
ственно в 2.0 и 1.9 раза. Активность гликозидаз в
этом диапазоне рН у плотвы снижается в 1.3 раза,
у леща при рН 6 и 9 близка, но ниже, чем при рН 8
в 1.2 раза.

Величина коэффициента ОАА/ОПА последо-
вательно снижается по мере увеличения рН с 6 до
9 у плотвы и леща соответственно в 2.7 и 2.0 раза.
Особого внимания заслуживает тот факт, что
обеспеченность ферментами обоих цепей у плот-
вы во всём исследованном диапазоне рН значи-
тельно выше, чем у леща.

У ихтиофага щуки по сравнению с судаком ак-
тивность пептидаз во всём кишечнике при стан-
дартном значении рН 7 выше в 19.5 раза, гликози-
даз – ниже в 1.9 раза (табл. 1). Наибольшая актив-
ность пептидаз у судака, как и у бентофагов,
наблюдается при рН 9, у щуки фактически не из-
меняется, гликозидаз – у обоих видов при рН 7.
При увеличении рН от 6 до 9 активность пептидаз
у судака последовательно увеличивается в два ра-
за, у щуки – незначительно повышается (в 1.1 ра-
за) и относительно стабильна в зоне 7–9. Актив-
ность гликозидаз при рН 6 и 9 у судака ниже, чем
при рН 7 соответственно в 1.6 и 1.5 раза, у щуки –
в 1.3 и 2.6 раза.

Величина коэффициента ОАА/ОПА у щуки
последовательно снижается по мере увеличения
рН с 6 до 9 в 2.5 раза. У судака при рН 7 наблюда-
ется подъём показателя по сравнению с тако-
вым при рН 6 в 1.6 раза и последующее сниже-
ние в 1.5 раза (при рН 9 по сравнению с макси-
мумом). Важно отметить, что обеспеченность
пептидазами у щуки во всём исследованном
диапазоне значений рН существенно выше, чем
у судака. Различия в уровне обеспеченности
гликозидазами у рыб этих видов рыб не столь
значительны.

Голодные рыбы. У непитающихся плотвы и ле-
ща по сравнению с питавшимися рыбами актив-
ность пептидаз во всём кишечнике при стандарт-
ном значении рН 7 ниже соответственно в 8.1 и
9.2 раза, тогда как гликозидаз – всего в 2.1 и
3.6 раза. У щуки, напротив, в большей степени
снижается активность гликозидаз – в 2.1 раза, в то
время как пептидаз лишь в 1.2 раза (табл. 2). У
всех видов рыб максимальная активность пепти-
даз отмечена при рН 9, гликозидаз – при рН 7 (ис-
ключение – окунь). При увеличении рН от 6 до 9
активность пептидаз у плотвы и леща увеличива-
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ется в большей степени (в 7.3 и 7.0 раза), чем у
окуня и щуки (1.9 и 2.3 раза). Активность глико-
зидаз при рН 9 ниже, чем при рН 7 у тех же видов
рыб в 1.4, 1.3, 1.1 и 1.6 раза. Вместе с тем у окуня
максимальная активность гликозидаз отмечена
при рН 8, причём уровень ферментативной ак-
тивности выше, чем при рН 9 в 1.4 раза.

Обеспеченность рыб пептидазами при увели-
чении рН от 6 до 9 у плотвы и леща увеличивается
в 7.2 и 6.1 раза, у окуня – в 1.8, у щуки – в 2.3 раза.
Обеспеченность рыб гликозидазами снижается в
меньшей степени (максимум в 1.4 раза у плотвы
и 1.5 раза у щуки). Величина коэффициента
ОАА/ОПА также последовательно снижается по
мере увеличения рН у всех видов рыб соответ-
ственно в 9.4, 6.7, 1.5 и 2.0 раза.

ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде всего, следует отметить, что независи-

мо от степени наполнения кишечника обеспе-
ченность гликозидазами у бентофагов всегда вы-
ше, чем у ихтиофагов, что хорошо согласуется с
данными по активности этих ферментов (Уголев,
Кузьмина, 1993; Bakke et al., 2010). Обеспеченность
пептидазами у разных видов рыб варьирует в ши-
роких пределах, причём у щуки этот показатель
значительно выше, чем у других видов. Особо сле-
дует отметить неожиданно низкую ферментатив-
ную активность и обеспеченность пептидазами су-
дака. Эти данные выглядят парадоксально, по-
скольку кормовые коэффициенты у судака почти в
два раза ниже, чем у щуки – 5.1 против 9.7 (Ивано-
ва, 1968). Однако, поскольку переваривание бел-
ков начинается в желудке, можно предположить
бóльшую активность пепсина или более низкие
значения рН в этом органе у судака, чем у щуки. У
разных видов рыб оптимальные значения pH
пепсина составляют от 2 до 4 (Munilla-Morán,
Saborido-Rey, 1996; Castillo-Yáñez et al., 2004; Con-
cha-Frias et al., 2016). При этом значения рН желу-
дочного сока (содержимого желудка) могут ва-
рьировать от 1.6–2.0 до щелочных значений
(Кузьмина, 1968; Fange, Grove, 1979). У судака из
оз. Чаны рН протеаз в пустом желудке равно 6.47,
в полном – 4.2, у щуки из оз. Байкал – соответ-
ственно 6.58 и 4.65 (Solovyev et al., 2018). Посколь-
ку эти различия незначительны, скорее всего, су-
щественно более низкая активность ферментов у
судака связана с меньшей наполненностью пи-
щеварительного тракта.

Ранее более высокая обеспеченность гликози-
дазами по сравнению с пептидазами была отмече-
на у белого амура Ctenopharyngodon idella (Строга-
нов, Бузинова, 1970). Несмотря на то что авторы
обозначили исследуемые ферменты как амилаза
и трипсин, судя по используемым полуколиче-
ственным методам, они определяли активность
тех же ферментов в неочищенных препаратах

слизистой и химуса, что и в нашей работе. При
этом в нашей работе обеспеченность гликозида-
зами у плотвы почти на порядок выше, у леща
близка, у ихтиофагов почти в два раза ниже тако-
вой у двух- и трёхлеток растительноядного амура.
Обеспеченность пептидазами у всех видов, кроме
судака, выше, чем у амура. У непитавшихся рыб
эти различия в большинстве случаев ниже.

Важно отметить, что коэффициент обеспечен-
ности (ОАА/ОПА), численно равный отношению
активности гликозидаз к активности пептидаз
(Г/П), у исследованных видов рыб также различен.
В этом отношении особенно интересны безжелу-
дочные бентофаги. Так, у плотвы при стандартных
условиях (рН 7) величина ОАА/ОПА значительно
выше, чем у леща (9.1 против 5.3). Значения
ОАА/ОПА у рыб, различающихся по спектру пита-
ния, близки полученным ранее величинам коэф-
фициента Г/П (по старой терминологии – К/П,
или карбогидразы/протеазы) (Уголев, Кузьмина,
1993; Solovyev et al., 2014). Действительно, в пище
леща Рыбинского водохранилища преобладают
олигохеты (Oligochaeta) и личинки хирономид (Chi-
ronomidae), иногда встречаются моллюски (Vi-
viparus sp. и Valvata sp.) и в значительно меньшей
степени другие гидробионты. Плотва, помимо ли-
чинок хирономид, потребляет личинок и куколок
ручейников (Trichoptera), зоопланктон, раститель-
ность и моллюсков, главным образом Dreissena
polymorpha. При этом у рыб младших возрастных
групп в пищевом комке значительную долю со-
ставляет растительность, у рыб старших возраст-
ных групп – D. polymorpha (Поддубный, 1971; Ры-
бы …, 2015).

Учитывая то обстоятельство, что мы исследо-
вали крупных особей плотвы, у которых доля бел-
ковых компонентов в пище выше доли углевод-
ных компонентов, можно было ожидать меньших
различий величин коэффициента ОАА/ОПА у
плотвы и леща. Почти двукратное превышение
величины коэффициента ОАА/ОПА у первого
вида может быть обусловлено значительной до-
лей растительности в питании рыб младших воз-
растных групп, а также доминированием раститель-
ности в питании плотвы в период, предшествую-
щий заселению водоёма дрейссеной (Рыбы …,
2015), что не могло не повлиять на формирование
ферментативного спектра у рыб этого вида.

Особого внимания заслуживает зависимость
величины коэффициента ОАА/ОПА от рН, кото-
рая при увеличении рН от 6 до 9 снижается у плот-
вы в 2.7 раза, у леща в 2.0 раза в случае сытых рыб, а
у голодных рыб соответственно в 9.4 и 6.7 раза.
Большее снижение коэффициента ОАА/ОПА у го-
лодных рыб, чем у сытых, может быть обусловлено
бóльшим увеличением обеспеченности пептидаза-
ми по мере роста рН у последних. Так, у сытых осо-
бей плотвы и леща обеспеченность пептидазами с
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увеличением рН увеличивается соответственно в
2.0 и 1.9 раза, у голодных – в 7.2 и 6.1 раза. Столь
значительные различия во влиянии рН на иссле-
дованные показатели, по всей вероятности, обу-
словлены разным спектром пептидаз в слизистой
оболочке и химусе, поскольку в последнем, поми-
мо ферментов, синтезируемых пищеварительной
системой рыб, присутствуют различные пептидазы
их объектов питания. У сытых рыб на обеспечен-
ность ферментами могут влиять как ферменты пи-
щеварительной системы жертвы, так и ферменты
других тканей. В частности, несмотря на то что ка-
тепсины, как правило, проявляют активность в зо-
не рН 2.0–6.5 (Немова, 1978; Ashie, Simpson, 1997;
Лысенко и др., 2011), в ряде случаев некоторые из
них сохраняют активность и при более высоких
значениях рН. Так, для катепсинов С хека Merluc-
cius productus и тихоокеанской трески Gadus mac-
rocephalus характерно два оптимума рН, в кислой
и щелочной среде (Ashie, Simpson, 1997).

Также следует отметить, что бóльшая обеспе-
ченность исследованными ферментами наблюда-
лась при значениях, близких оптимумам рН пеп-
тидаз и гликозидаз слизистой оболочки и химуса.
При этом обеспеченность ферментами у рыб раз-
ных видов при соседних значениях рН не всегда
достоверно различается, что связано как с раз-
мерно-возрастными различиями, так и с разной
степенью наполнения кишечника рыб. Данные,
касающиеся пептидаз, в значительной степени
близки результатам исследования влияния рН на
активность щелочных протеиназ у ряда видов рыб
из оз. Чаны, когда в зоне рН 7–9 различия в ак-
тивности не всегда достоверны, а у сазана Cyprinus
carpio уровень ферментативной активности прак-
тически одинаков (Соловьев и др., 2015). Также
следует обратить внимание на то, что у голодных
рыб по сравнению с сытыми влияние рН на обес-
печенность пептидазами выражено в большей
степени. Это свидетельствует о том, что фермен-
ты слизистой оболочки в большей степени под-
вержены влиянию рН, чем ферменты, функцио-
нирующие в составе химуса.

Результаты исследования показали, что рН
значительно влияет на обеспеченность рыб пеп-
тидазами и гликозидазами, а показатель обеспе-
ченности ферментами цепи пептидаз и гликози-
даз и коэффициент ОАА/ОПА в большей степени
отражают состояние пищеварительной системы,
чем активность соответствующих гидролаз, что
необходимо учитывать при оценке условий пита-
ния рыб в естественных экосистемах, а также при
создании кормов с оптимальными для наращива-
ния массы рыб значениям рН.
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