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В эксперименте получены новые данные об изменении активности Na+/K+-АТФазы и уровня кор-
тизола у покинувшей нерестовые гнёзда (р. Ольховка, бассейн Белого моря) молоди горбуши Onco-
rhynchus gorbuscha при перемещении её из пресной воды в морскую (25‰) и обратно. Развитие устойчи-
вости к повышенной солёности у молоди горбуши сопровождается активацией Na+/K+-АТФазы через
1 и 24 ч пребывания в морской воде и повышением содержания кортизола через 1 ч данной экспо-
зиции с последующим возвращением к исходному уровню через 24 ч. Полученные результаты сви-
детельствуют о готовности молоди горбуши к покатной миграции в морскую среду сразу после вы-
хода из нерестовых гнёзд. При последующем перемещении рыб из солёной воды в пресную через
24 ч активность Na+/K+-АТФазы и содержание кортизола у них снижается, что может свидетель-
ствовать о пластичности осморегуляторной реакции смолтов горбуши.
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Возраст, в котором разные виды лососёвых
(Salmonidae) начинают покатную миграцию, зна-
чительно различается. Большинство анадромных
видов лососёвых после вылупления проводят в
реке от одного года до нескольких лет, пока не до-
стигнут длины 10–15 см (McCormick, Saunders,
1987). Горбуша Oncorhynchus gorbuscha и кета
O. keta относятся к видам, для которых характер-
на ранняя смолтификация; они приобретают
устойчивость к солёной среде ко времени выхода
из гнёзд и вскоре после рассасывания желточного
мешка мигрируют в морскую воду (Sackville et al.,
2012; Gallagher et al., 2013; McCormick, 2013).

Кортизол обладает как глюко-, так и минера-
локортикоидной активностью (Bern, Madsen,
1992; Sturm et al., 2005) и участвует в регуляции
широкого спектра физиологических процессов
рыб, включая осморегуляцию (Mommsen et al.,
1999; Das et al., 2018). У лососёвых рыб при смол-
тификации установлена гиперактивность интер-
реналовых клеток, вырабатывающих кортизол
(McCormick, 2013), который приводит к повыше-
нию активности Na+/K+-АТФазы (NKA) и устой-
чивости к изменению солёности (Varsamos et al.,

2005). Повышение активности NKA при смолти-
фикации необходимо для поддержания ионного
гомеостаза и, соответственно, для выживания
рыб в гиперосмотических условиях (Folmar, Dick-
hoff, 1980; Blanco, Mercer, 1998). В жабрах рыб
NKA локализуется в основном в мембранах спе-
циализированных клеток (ионоцитов) и состоит
из субъединиц, по-разному реагирующих на ос-
мотические изменения и акклимацию к солёности
(Richards et al., 2003; Liao et al., 2009; Madsen et al.,
2009). Так, субъединица α1a NKA лососёвых пре-
имущественно экспрессируется в пресной воде, а
α1b – в морской (Richards et al., 2003; McCormick
et al., 2009). Дифференцировка ионоцитов в жаб-
рах регулируется кортизолом (Wong, Chan, 2001;
Sakamoto, McCormick, 2006; Cruz et al., 2013), ко-
торый у эвригалинных видов рыб участвует в
адаптации как к солёной, так и к пресной воде
(Wendelaar Bonga, 1997; McCormick, 2001).

Цель данной работы − изучить изменения
уровня кортизола и активности Na+/K+-АТФазы
у молоди горбуши при переносе её из пресной во-
ды в морскую и обратно, а также выявить способ-
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ность к гипоосморегуляции, необходимой для
обитания молоди в морской среде.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Схема эксперимента. Ювенильных особей
(смолтов) горбуши c остатками желточного меш-
ка отловили 20.06.2019 г. в р. Ольховка (рис. 1) и
поместили в установленный в русле садок. На
следующий день из садка отобрали контрольную
пробу (20 экз.), которую, как и последующие, за-
фиксировали в жидком азоте и хранили в лабора-
тории при −80°С до начала анализа. Остальных
рыб поместили в ёмкость с морской водой из Бе-
лого моря (25‰). Через 1 и 24 ч после перевода в
морскую воду отловили и заморозили по 20 экз.

Оставшихся мальков пересадили в ёмкость с прес-
ной водой и через 24 ч взяли пробу для анализа.

Перемещение рыб из одной среды в другую
осуществляли при минимальном стрессовом воз-
действии с учётом методических рекомендаций
при проведении исследований (Guidelines…,
2014). На дне каждой ёмкости находилась сетка,
которую аккуратно поднимали, чтобы доставить
к поверхности всех рыб и переместить необходимое
их количество в соседнюю ёмкость. Для предотвра-
щения механического травмирования к границам
ёмкостей был присоединён пластиковый “мост”,
погружённый в воду ёмкости-приемника (эта ём-
кость находилась под наклоном. В ходе экспери-
мента в ёмкости с мальками горбуши подавали
воздух c помощью компрессора Sera air 275R. Ги-
бель рыб в процессе эксперимента не наблюдали.
Измерение общей длины (TL) и массы проводили у
половины особей из каждой экспериментальной
группы (у той её части, которая была использована
для определения активности Na+/K+-АТФазы). Во
всех выборках особи имели сходную длину и массу
(таблица). 

Определение концентрации кортизола проводи-
ли индивидуально у 10 особей из каждой экспери-
ментальной группы. Не размораживая, 1 экз. гор-
буши помещали в пластиковую пробирку объё-
мом 2 мл, в которую предварительно наливали 1 мл
смеси для экстракции кортизола (этилацетат : эта-

Рис. 1. Карта-схема района проведения исследований: 1 – место отлова мальков горбуши Oncorhynchus gorbuscha. Мас-
штаб: 10 км.

1 р. Ольховка

р. Индёра

БЕЛОЕ МОРЕ

Кольский п-ов

Длина и масса молоди горбуши Oncorhynchus gorbuscha,
использованной в эксперименте (число рыб – 10 экз.)

Группа Длина (TL), см Масса, г

Контроль (пресная вода) 3.20 ± 0.03 0.140 ± 0.004

Эксперимент:

– морская вода, 1 ч 3.16 ± 0.03 0.140 ± 0.002

– морская вода, 24 ч 3.18 ± 0.04 0.140 ± 0.009

– пресная вода, 24 ч 3.20 ± 0.02 0.140 ± 0.001
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нол, 1 : 1 по объёму) для разрушения комплексов
стероидов с белками и перевода стероидов в рас-
твор. Образцы гомогенизировали в течение 1 мин
при 50 Гц в аппарате TissueLyser LT (“QIAGEN”,
ФРГ), затем смесь встряхивали в течение 30 мин
при 2500 об/мин с помощью Disruptor Genie
(“Scientific Industries”, СШA) и центрифугирова-
ли при 3000 g в течение 5 мин. Супернатант
(0.8 мл) переносили в пробирку и упаривали экс-
тракт при комнатной температуре, а затем рас-
творяли сухой остаток в 0.1 мл ацетонитрила (по-
движная фаза) (Hauser et al., 2008).

Содержание кортизола в экстрактах определя-
ли методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) с использованием жид-
костного хроматографа Agilent 1200 c времяпролет-
ным масс-спектрометрическим детектором 6210
(“Agilent Technologies”, США). Разделение прово-
дили на колонке ZORBAX Eclipse XDB-C18 5 мкм,
4.6 × 150 мм с предколонкой ZORBAX XDB-C18
5 мкм, 12.5 × 4.6 мм (“Agilent Technologies”,
США). Температуру колонки поддерживали на
уровне 30°C. Подвижную фазу, состоящую из
ацетонитрила – А (“Криохром”, осч) и 0.1%-ного
раствора муравьиной кислоты (“Ленреактив”,
имп) в бидистиллированной воде – В (бидистил-
лятор GFL 2102, ФРГ) подавали со скоростью
0.4 мл/мин. Для подвижной фазы был подобран
следующий градиент по воде (канал B): 90—90—
50—50—90—90% за 0—0.5—4.0—5.8—6.0—15 мин,
причём остаточное время при этом градиенте ис-
пользовали для промывки колонки. Общее время
анализа составляло 15 мин. Объём инжекции
100 мкл. Поглощение регистрировали в ультра-
фиолетовой области при 244 нм.

Рабочие калибровочные растворы получали
путём разведения в ацетонитриле стандарта кор-
тизола (1 мг/мл в метаноле, C-106 Cerilliant, “Sig-
ma Aldrich”, США) в диапазоне концентраций

1−50 нг/мл. Для проверки точности калибровоч-
ной прямой использовали рабочий калибровоч-
ный раствор 25 нг/мл. Ошибка не превышала 5%
среднего значения.

Работу масс-спектрометра осуществляли при
ионизации электроспреем (Dual-ESI) в режиме
регистрации положительных ионов. Условия ра-
боты источника ионизации: температура 350°С,
напряжение на капилляре 4 кВ, давление газа-не-
булайзера 172.37 кПа, скорость потока осушаю-
щего газа 10 л/мин. Диапазон регистрируемых
значений отношения массы к заряду (m/z) соста-
вил 100−3000. Масс-спектрометр ежедневно ка-
либровали с использованием смеси для калибровки
ВЭЖХ-МС ESI-L Low Concentration Tuning Mix
(“Agilent Technologies”, США) в диапазоне значе-
ний m/z: 118.086255−2721.894829. Результаты ана-
лиза ВЭЖХ-МС обрабатывали с помощью про-
граммы Agilent MassHunter Qualitative Analysis.

Время удерживания кортизола в градуировоч-
ных растворах и в образцах составило 11.44 мин
(рис. 2). Кортизол был обнаружен в виде положи-
тельного иона (M + H)+, m/z 363.216−363.217
(рис. 3), что согласуется с базой данных (Agilent
METLIN Personal Metabolite Database). Регистри-
руемая ошибка при определении составила не бо-
лее 3‰. Концентрацию кортизола в образцах
определяли по уравнению линейной зависимо-
сти концентрации кортизола от площади пика:
y = 0.009x + 1.783, R2 = 0.997 (рис. 4).

Активность Na+/K+-АТФазы (КФ 3.6.1.3)
определяли индивидуально в осадке после гомо-
генизации и центрифугирования отобранных на
анализ особей горбуши (по 10 экз. из каждой экс-
периментальной группы) (Елаев, Семенов, 1974).
Предварительно рыб размораживали, измеряли
их длину и массу, затем измельчали ножницами.
Осадок ресуспендировали в буфере для гомогени-

Рис. 2. Хроматограмма кортизола.
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зации в соотношении 1 : 3 (г/мл) и добавляли 2%-
ный раствор дезоксихолата натрия до конечной
концентрации 0.2%. Приготовленный раствор
выдерживали при 4°C в течение 2 ч. Суспензию
центрифугировали при 15000 g в течение 30 мин.
В полученном супернатанте оценивали актив-
ность NKA по разнице неорганического фосфата
(Pi) в инкубационной среде (субстратный буфер)
и среде без Na+ и K+ в присутствии ингибитора
уабаина (104 М). Полная инкубационная среда
для определения активности фермента содер-
жала 0.01 М NaCl, 0.02 М KCl, 0.002 M MgCl2,
3 мM АТФ. В контроль добавляли уабаин до ко-
нечной концентрации 103 М, вместо субстратного
буфера использовали буфер Трис-НС1 (рН 7.55)
без добавления солей. Реакцию проводили при
37°С в течение 30 мин и останавливали добавле-
нием равного объёма 10%-ной трихлоруксусной
кислоты. После центрифугирования (6000 g в те-
чение 20 мин) в надосадочной жидкости опреде-
ляли Pi (Kahovcová, Odavić, 1969). Содержание Рi
в пробе определяли по величине экстинкции по
калибровочной кривой. Активность NKA оцени-
вали по разности содержания Pi в полной среде и

в среде без Na+ и K+ в присутствии уабаина за
30 мин реакции в расчёте на концентрацию белка
и выражали в условных единицах (усл. ед.), соот-
ветствующих мкг Pi/мг белка за 30 мин реакции.

У рыб ионо- и осморегуляция осуществляется
в жабрах, почках и кишечнике, при этом у взрос-
лых рыб – в основном в жабрах, которые непо-
средственно контактируют с внешней средой и
обеспечивают бóльшую часть трансэпителиального
ионного обмена (Evans et al., 2005; Takei et al., 2014;
Guh et al., 2015; Yan, Hwang, 2019). В нашем экспе-
рименте были исследованы особи смолтов горбуши
(длиной около 3 см), которые уже обладают функ-
циональными жабрами (Sullivan et al., 1983).

Количественное содержание белка в исследуе-
мом материале определяли методом Бредфорда
(Bradford, 1976). В качестве стандарта для постро-
ения калибровочной кривой использовали бычий
сывороточный альбумин в физрастворе.

Статистическая обработка результатов.
Межгрупповые различия оценивали с помощью
критерия Вилкоксона−Манна−Уитни. Исследо-
вания выполнены на оборудовании Центра кол-
лективного пользования КарНЦ РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Концентрация кортизола в тканях молоди горбу-

ши контрольной группы составила 9.22 ± 2.36 нг/г
(рис. 5а). Через 1 ч после воздействия морской во-
ды уровень кортизола в образцах превысил кон-
трольные значения более чем в три раза и соста-
вил 32.09 ± 2.80 нг/г ткани (p < 0.001). Через 1 сут
после перемещения молоди горбуши в морскую
воду концентрация кортизола возвращалась к ис-
ходному уровню. При последующем перемеще-
нии рыб в пресную воду уровень кортизола у них
через 1 сут несколько снизился, однако от кон-
троля достоверно не отличался.

Перенос мальков из пресной воды в морскую
через 1 ч индуцировал увеличение активности
NKA примерно в 1.5 раза (p < 0.01) относительно

Рис. 3. Масс-спектр кортизола: (←) − пик, соответствующий протонированной форме кортизола (M + H)+, m/z 363.216.
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контроля (рис. 5б). Через 24 ч пребывания молоди
горбуши в морской воде активность NKA повы-
силась в 2.5 раза (p < 0.001) по сравнению с кон-
тролем. Последующее перемещение рыб в прес-
ную воду привело через 24 ч воздействия к незна-
чительному снижению активности NKA, при
этом уровень активности фермента был выше
контрольных значений в два раза (p < 0.001).

ОБСУЖДЕНИЕ
В рассматриваемом эксперименте воздействие

морской воды (солёность 25‰, характерная для
Белого моря) на молодь горбуши в течение 1 ч
привело к осмотическому (солевому) стрессу, со-
провождающемуся значительным повышением
содержания кортизола и активности NKA. Из-
вестно, что для поддержания гомеостаза при
стрессе, в данном случае осмотическом, у рыб ак-
тивируется нейроэндокринная система – гипота-
ламо-гипофизарно-интерреналовая ось, что при-
водит к высвобождению катехоламинов и корти-
зола из соответствующих железистых тканей и
повышению уровня этих гормонов в крови (Wen-
delaar Bonga, 1997; Gorissen, Flik, 2016). Синхрон-
ное повышение изученных биохимических пока-
зателей у молоди горбуши через 1 ч пребывания в
морской воде может быть связано с регулирую-
щим влиянием кортизола на активность NKA,
что может обеспечивать устойчивость к повы-
шенной солёности. Ранее было показано, что при
акклимации к морской воде атлантического ло-
сося, кумжи и кижуча NKA в жабрах стимулиру-
ется синергическим действием кортизола, сома-
тотропина и инсулиноподобного фактора роста I
(Madsen, 1990a; McCormick, 2001; Varsamos et al.,
2005). В культуре ткани жаберных лепестков (gill
culture) атлантического лосося кортизол участвует в
индукции морской изоформы NKA – NKAa1b
(Kiilerich et al., 2007; Bernier et al., 2009). Быстрая ак-
тивация NKA при акклимации к морской воде
солёностью 30‰ ранее была обнаружена также у
таких эвригалинных видов рыб, как лобан Mugil
cephalus (через 3 ч воздействия) (Hossler, 1980),
обыкновенный фундулюс Fundulus heteroclitus
(1.5 ч воздействия) (Towle et al., 1977; Mancera, Mc-
Cormick, 2000) и мозамбикская тиляпия Oreochromis
mossambicus (3 ч воздействия) (Hwang et al., 1989).

Через 1 сут пребывания в морской воде перво-
начальное повышение содержания кортизола у
молоди горбуши сменилось его снижением до
контрольного уровня (рис. 5а). Подобный харак-
тер изменения уровня кортизола при остром
стрессовом воздействии в эксперименте был опи-
сан для молоди чавычи (Maule et al., 1989): уро-
вень кортизола достигал максимума через 4 ч по-
сле стрессового воздействия и возвращался к
норме через 24 ч. Изменения солёности среды,
которые воздействовали на молодь горбуши в на-

шем эксперименте, вызывали у рыб стрессовую
реакцию (так называемый солевой стресс) и, со-
ответственно, приводили к изменению уровня
кортизола. Возвращение уровня кортизола через
24 ч после переноса молоди горбуши в морскую
воду к исходным значениям является, по-види-
мому, нормальной физиологической реакцией,
свидетельствующей о переходе острой стрессовой
реакции в фазу адаптации.

В нашем эксперименте через 24 ч пребывания
молоди горбуши в морской воде наблюдалось
дальнейшее повышение активности NKA, что со-
гласуется с данными, полученными ранее на
мальках горбуши массой 0.2 г (Grant et al., 2010).
Можно полагать, что увеличение активности
NKA у мальков горбуши после 24-часовой аккли-
мации к морской воде может быть связано с диф-
ференциальной регуляцией изоформ этого фер-
мента и с увеличением числа ионоцитов. Корти-
зол, будучи одним из основных биохимических
показателей стрессовой реакции, может участво-
вать в её запуске, возвращаясь в дальнейшем к ис-
ходному уровню. По этой причине считается, что
уровень кортизола и степень выраженности
стрессовой реакции необязательно коррелируют

Рис. 5. Содержание кортизола (а) и активность
Na+/K+-АТФазы (б) у молоди горбуши Oncorhynchus
gorbuscha при адаптации к морской и пресной воде; отли-
чия от контроля достоверны при р: ** < 0.01, *** < 0.001.
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друг с другом (Schreck, Tort, 2016; Magnoni et al.,
2019). Возможно, именно этим объясняется от-
сутствие синхронности между содержанием кор-
тизола и активностью NKA в нашем эксперимен-
те через 24 ч экспозиции смолтов в солёной воде.

Последующий перенос мальков горбуши в
пресную воду привёл через 24 ч к некоторому
снижению активности NKA и уровня кортизола
(на 25%). Возможно, уровень кортизола повыша-
ется только в первые минуты воздействия прес-
ной воды, что приводит к перестройке осморегу-
ляторных органов (Wendelaar Bonga, 1997; McCor-
mick, 2001; Takei, McCormick, 2012). Например,
при перемещении эвригалинного буропятнисто-
го групера Epinephelus fuscoguttatus из морской во-
ды (31‰) в солоноватую (≤5‰) уровень кортизо-
ла у рыб повышается до максимальных значений
в первые 5 мин после перемещения, а через 2 ч он
снижается до контрольных значений (Tahir et al.,
2018). На разных видах рыб показано, что при
стрессовых воздействиях вначале наблюдается
острая реакция, которая через несколько часов
проходит (Davis, McEntire, 2009).

Имеются данные, что специфическую адапта-
цию к пресной воде у рыб совместно с кортизолом
обеспечивает гормон пролактин (McCormick, 2001;
Sakamoto, McCormick, 2006). Можно предполо-
жить, что снижение активности NKA в пресной
воде у молоди горбуши в нашем эксперименте
было опосредовано пролактином. Например,
введение пролактина уменьшало активность NKA в
жабрах гипофизэктомированных фундулюсов,
обитающих в пресной воде (Pickford et al., 1970).

В нашем эксперименте гибель смолтов горбу-
ши при их переносе из пресной воды в морскую и
обратно не наблюдалась, а уровень кортизола, не-
смотря на его повышение, находился в физиоло-
гических границах, выявленных для смолтов ке-
ты (de Jesus, Hirano, 1992). Из этого следует, что
стрессовое воздействие на рыб в данных условиях
не было экстремальным, и молодь горбуши хоро-
шо адаптирована к резким изменениям солёно-
сти. Устойчивость молоди горбуши к морской воде,
по-видимому, связана с повышением активности
NKA, что обеспечивает эффективное поддержание
водно-солевого обмена и 100%-ную выживае-
мость. Результаты эксперимента свидетельствуют
о готовности осморегуляторной системы горбу-
ши, вышедшей из гнезда, к активному функцио-
нированию в морской среде. Для сравнения можно
отметить, что резкое перемещение в морскую воду
пестряток-годовиков кумжи, вида с поздней смол-
тификацией, приводит к их гибели из-за осмотиче-
ского стресса (Madsen, 1990b; McCormick, 2013).

Таким образом, воздействие изменения солё-
ности на молодь горбуши при перемещении её из
пресной воды в морскую и обратно можно рас-
сматривать как развитие стрессовой реакции, что

подтверждается данными о повышении уровня
кортизола у исследуемых особей уже через 1 ч
экспозиции в морской воде солёностью 25‰.
При этом возрастание уровня кортизола было в
физиологических границах, характерных для мо-
лоди кеты − вида сходной биологии в раннем он-
тогенезе. Изменения в осморегуляторной систе-
ме исследуемых рыб с участием NKA и кортизола
при резких изменениях солёности среды обитания
на фоне отсутствия смертности особей в проведён-
ном эксперименте свидетельствуют об адаптивной
пластичности молоди горбуши. Результаты нашего
эксперимента согласуются с тем известным фак-
том, что смолтификация у горбуши происходит
сравнительно рано, уже на стадии выхода молоди
из нерестовых гнёзд.
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