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Исследована динамика активности цистеинзависимых ферментов внутриклеточного протеолиза у
пресноводного лосося Salmo salar L. в процессе его раннего развития: от этапа образования бластодиска
до выклева, а также в икре перед ее оплодотворением. Проанализирована Са2+-активируемая протео-
литическая активность кальпаинов, активность кислой протеиназы лизосом – катепсина В, а также
ряда пептидаз, используя в качестве субстратов содержащие хромогенный компонент п-нитроанилин
пептиды: L-Ala-pNA, L-pro-pNA, L-Arg-pNA, N-Bzl-L-Arg-pNA, L-Phe-pNA, N-Glu-L-Phe-pNA,
Z-Gly-Pro-pNA. Показано увеличение активности исследуемых ферментов на стадии поздней бла-
стулы–ранней гаструлы. Следующее возрастание активности катепсина В и кальпаинов наблюда-
ется на стадии пигментации глаз, а пептидаз и катепсина В – в икре перед выклевом. Обсуждается
функциональное значение изменений ферментов внутриклеточного протеолиза в процессах белко-
вого обмена, связанных развитием зародыша атлантического лосося.
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ВВЕДЕНИЕ
В понимании молекулярных основ процессов

роста и развития значительное место занимает
изучение ферментных систем, изменение актив-
ности которых считается общепринятым крите-
рием цитодифференцировки (Нейфах, Тимофее-
ва, 1977; Озернюк, 1985). Регуляция существует и
проявляется на всех стадиях развития организма,
и одним из важнейших механизмов биохимиче-
ского контроля является внутриклеточный про-
теолиз, включающий широкий набор протеиназ
и пептидаз и являющийся прерогативой (в силу
своей необратимости) выживания клеток, тканей
организмов (Bohley, 1987; Лысенко и др., 2011). У
млекопитающих преобладают протеасомный и
лизосомальный пути протеолиза (Purintrapiban,
2003), а у рыб – лизосомальный и кальпаиновый
(Mommsen, 2004; Salem et al., 2005, 2006; Seiliez et al.,
2012, 2014). Известно, что к числу протеиназ с ре-
гуляторной функцией относятся ферменты, ката-
литическая активность которых зависит от реак-
ционной способности тиоловых групп остатков
Cys в активном центре. Основные внутриклеточ-
ные цистеинзависимые протеиназы – кальпаины
цитозоля и лизосомальный катепсин В (Otto,
1971; Mellgren R.L., Murachi, 1990; Бондарева и др.,

2006). Наряду с участием в неспецифическом
гидролизе белков, они также осуществляют огра-
ниченный гидролиз специфичных субстратов, ко-
торый необратимым образом определяет судьбу
белков на посттрасляционном уровне и влияет на
многие биологические процессы (Лысенко и др.,
2011). Помимо протеиназ с эндопептидазной функ-
цией в протеолизе принимают участие карбокси- и
аминопептидазы различной специфичности, от-
щепляющие С- или N-концевые аминокислотные
остатки, ди- или трипептиды белковой молекулы,
но иногда они более активны на начальных стадиях
разрушения белков, лимитируя скорость этого про-
цесса (McDonald, Schwabe, 1977).

Цель настоящей работы – исследование дина-
мики активности цистеинзависимых ферментов
внутриклеточного протеолиза (кальпаинов и ка-
тепсина В) и некоторых пептидаз у атлантическо-
го лосося Salmo salar L. в ходе эмбрионального
развития до вылупления предличинок.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе были использованы химические реа-

генты, субстраты протеиназ и носители для
гель-хроматогафии, произведенные “Sigma-Al-
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drich” (США), пептиды, предоставленные От-
делом пептидов Института органической хи-
мии и биохимии АН Республики Чехия, прибо-
ры ЦКП НО ИБ КарНЦ РАН: гомогенизатор
Tissue Lyser LT (Qiagen, Германия), центрифуга
Allegra 64R Beckman Coulter, США, термостати-
руемая водяная баня UT-4334 (Россия), аппаратура
для гель-хроматографии (LKB-Pharmacia, Шве-
ция), спектрофотометр СФ-2000 (ЗАО “ОКБ-
Спектр”, Россия).

Материал. Икра озерного лосося до и после
искусственного оплодотворения была получена
на рыбоводной станции, расположенной на реке
Шуя бассейна Онежского озера (Республика Ка-
релия). Эмбриональное развитие икры происхо-
дило в лабораторных условиях на решетках, омы-
ваемых речной водой, в камере при постоянной
температуре (5°C). Известно, что в природных
условиях процесс созревания икры лосося доволь-
но длительный – от 100 до 230 дней (Рыжков, 1976).
В данном эксперименте выклев личинок лосося
начался на 108 сутки после оплодотворения, так
как в инкубационной камере поддерживалась бо-
лее высокая, чем в природе после нереста, темпе-
ратура, а скорость эмбриогенеза и процессов жиз-
недеятельности пойкилотермных животных, как
известно, зависит от температуры окружающей
среды (Детлаф и др., 1974; Озернюк, 1985). Актив-
ность ферментов изучали в икре лосося перед
оплодотворением и в процессе эмбриогенеза на
6 стадиях развития зародыша: № 0 – перед оплодо-
творением, № 1 – образование бластодиска (3 ч по-
сле оплодотворения), № 2 – дробление бластодис-
ка (поздняя бластула–ранняя гаструла); № 3 – об-
разование хвостовой почки (27 сут), № 4 – начало
пульсации сердечной трубки и начало кровообра-
щения (40 сут), № 5 – начало пигментации глаз
(органогенез), № 6 – подготовка к вылуплению и
частичный выход зародышей из оболочки (108 сут).
На каждой стадии развития для исследования
брали по 10–25 икринок.

Биохимические методы. Проанализирована
активность цистеинзависимых внутриклеточ-
ных протеолитических ферментов: общей Са2+-
активируемой, кислой протеиназы лизосом –
катепсина В, а также пептидаз, использующих в
качестве субстратов содержащие хромогенный
компонент п-нитроанилин пептиды: L-Ala-pNA,
L-pro-pNA, L-Arg-pNA, N-Bzl-L-Arg-pNA, L-
Phe-pNA, N-Glu-L-Phe-pNA, Z-Gly-Pro-pNA.
Процедуры экстракции и реакции протеиназ про-
водили при 4°С.

Активность катепсина В (КФ 3.4.22.1). После
гомогенизации образцов (в соотношении 1 : 10 с
0.25 М сахарозой с добавлением 0.01% Тритон Х-100
при 1200 об./мин 60 с) в осветленном гомогенате
(10000 g 30 мин) определяли активность катепси-
на В по расщеплению 0.065 M раствора этилового

эфира гидрохлорида N-бензоил L-аргинина в 0.1 M
ацетатном буфере (pH 5.0) (Matsuda, Misaka, 1974;
Barrett, Heath, 1977). Активность катепсина B вы-
ражали в единицах изменения оптического по-
глощения (Е525) на 1 мг белка за 1 ч инкубации
(37°C).

Активность кальцийактивируемых протеиназ.
Образцы гомогенизировали в 20 мМ Трис-НCl
буфере (рН 7.5), содержащем 80 мМ КСl, 5 мМ
Na соль этилендиаминтетрауксусной кислоты
(Na-ЭДТА) и 20 мМ дитиотреитол (ДТТ). Смесь
центрифугировали при 15000 g в течение 15 минут
и супернатант (растворимую фракцию) исполь-
зовали для нанесения на колонку (2.5 × 95 см) с
гелем Sephacryl S-300, уравновешенным буфером А
(10 мМ Трис-НСl, содержащим 50 мМ NaCl,
4 мМ Na-ЭДТА, 5 мМ 2-меркаптоэтанол, рН 7.5).
Гель-хроматографическое разделение образцов
проводилось с целью отделения специфического
белкового ингибитора кальпаинов – кальпаста-
тина, а также фракционирования молекулярных
форм фермента. Во фракциях элюата определяли
Са2+-активируемую активность стандартным ме-
тодом по гидролизу казеина (Murachi et al., 1981).
Реакционная смесь для определения активности
кальпаинов, общим объемом 2.5 мл, включала
50 мМ имидазол-НС1 буфер рН (7.5), 0.4% казеи-
на, 5 мМ дитиотреитол и ферментсодержащий
элюат. Инкубация опытных проб происходила в
присутствии мкМ и мМ СаС12, в контрольные
пробы кальций добавляли после инкубации. По-
сле 30 мин инкубации (30°С) реакцию останавли-
вали добавлением равного объема 10% ТХУ. Кон-
центрацию кислоторастворимых продуктов гидро-
лиза определяли спектрофотометрически (Е280).
Единицу активности кальпаинов (ед. акт.) опреде-
ляли в единицах изменения оптической плотности
(Е280) за 30 мин инкубации. Активность фермента
во фракциях элюата с различной молекулярной
массой суммировали.

Активность пептидаз. Процедуру определения
специфичной пептидазной протеолитической
активности проводили согласно методике (Barth
et al., 1999). В качестве субстратов использовали
п-нитроанилидные производные семи различных
пептидов (табл. 1). Хромогенный компонент
п-нитроанилин освобождается под действием спе-
цифических пептидаз (Anzenbacherová et al., 1994;
Kronovetr et al., 1998). Для получения образца, со-
держащего пептидазы, оболочку 10 икринок рас-
секали ножницами в 5 мл 0.05 М Трис-HCl буфе-
ра (рН 8.0) и центрифугировали (8000 g) в течение
20 минут. Реакция осуществлялась в растворе, со-
держащем 0.05 мл 0.5 мМ соответствующего пеп-
тида, 0.25 мл полученного супернатанта, 1.0 мл
буфера и 0.2 мл дистиллированной воды (общий
объем 1.5 мл). Изменение оптической плотности
п-нитроанилина, образовавшегося в реакционных
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смесях в результате действия пептидаз, оценивали
спектрофотометрически при 405 нм. Для построе-
ния графиков использовали процентное отноше-
ние значений оптической плотности реакционной
смеси (А) к максимальному значению оптической
плотности п-нитроанилина (Аmax), образовавшего-
ся в результате гидролиза N-Bzl-L-Arg-pNA (Barth
et al., 1999).

Количественное содержание белка в тканях
определяли по методу Брэдфорд (Bradford, 1976),
применяя в качестве стандарта бычий сывороточ-
ный альбумин.

Статистическая обработка результатов. Досто-
верность различий оценивалась с использовани-
ем непараметрического критерия U Манна–Уит-
ни (р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В икре лосося, готовой к оплодотворению, об-
наружена сравнительно высокая общая Са2+-за-
висимая протеолитическая активность (табл. 2).
В эмбриональном развитии лосося выявлено два
пика повышенной активности кальпаина – на
этапе поздней бластулы–ранней гаструлы (ста-
дия № 2) и органогенеза (пигментация глаз) (ста-
дия № 5). Сходная динамика в эмбриогенезе ло-

сося обнаружена и для цистеиновой протеиназы
лизосом – катепсина В.

Тотальная аминопептидазная активность
(рис. 1) в ходе развития оплодотворенной икры ло-
сося особенно высока в отношении субстратов
L-Ala-pNA, L-Pro-pNA и L-Phe-pNA. Она изме-
няется в икре лосося сходным с катепсином В и
кальпаином образом, за исключением стадии вы-
клева (№ 6).

На этапе выклева зародышей из оболочек (ста-
дия № 6) наблюдается заметное увеличение ак-
тивности всех исследуемых пептидаз, причем
наибольший прирост характерен для трипсин-
подобной активности, оцениваемой по гидроли-
зу субстрата N-Bzl-L-Arg-pNA.

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что в процессе оплодотворения про-
исходят значительные метаболические изменения
в яйцеклетке, запускающие программу развития. К
числу таких триггерных (спусковых) механизмов
относится кальциевая регуляция (Whitaker, 2008). В
большинстве клеток плазматическая мембрана
практически непроницаема для кальция, разделяя
два пространства с огромной разницей в концен-
трации свободного Са2+: примерно 1.2 мМ снару-

Таблица 1. Перечень пептидов, используемых в качестве субстратов

Пептиды Молекулярная масса 
субстратов Тип пептидазной активности

N-Bzl-L-Arg-pNA 498.31 Трипсин-подобная пептидаза
Z-Gly-Pro-pNA 425 Эндопролилпептидаза
L-Phe-pNA 295.3 Специфическая для ароматических аминокислот аминопептидаза
L-Arg-pNA 375.1 β-Аминопептидаза
L-Ala-pNA 209.3 Аланинаминопептидаза
L-Pro-pNA 235.12 Пролинаминопептидаза
N-Glt-L-Phe-pNA 384.4 Химотрипсин-подобная пептидаза

Таблица 2. Активность протеолитических ферментов (кальпаинов и катепсина В) и содержание белка на различ-
ных стадиях развития зародыша лосося 

* Статистически достоверные отличия (p ≤ 0.05) относительно стадии № 0 (перед оплодотворением).

№ Стадия развития Активность 
кальпаинов, ед. акт.

Активность катепсина В, 
ед. акт.

Содержание белка
[мг в 1 икринке]

0 Икра перед оплодотворением 1.62 ± 0.10 2.91 ± 0.15 0.45 ± 0.03
1 Образование бластодиска 1.0 ± 0.07* 2.90 ± 0.15 0.39 ± 0.02*
2 Дробление (ранняя гаструла) 1.30 ± 0.08* 4.91 ± 0.30* 0.56 ± 0.04*
3 Образование хвостовой почки 0.78 ± 0.05* 3.21 ± 0.25 0.45 ± 0.03
4 Начало пульсации сердечной 

трубки и кровообращения 0.60 ± 0.05* 2.50 ± 0.20* 0.57 ± 0.04*

5 Пигментация глаз 1.20 ± 0.10* 6.52 ± 0.55* 0.58 ± 0.04*
6 Выклев 0.7 ± 0.05* 0.72 ± 0.06* 0.98 ± 0.07*
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жи и 0.1 мкМ – в цитозоле покоящейся клетки.
Так как внутриклеточная концентрация кальция
в норме сравнительно низка (10–8 М), она флук-
туирует даже за счет небольших кальциевых то-
ков через открывшиеся Са2+ каналы, связанных
с генерацией потенциала действия, особенно
вблизи внутренних ворот каналов. Это делает
Са2+ идеальным сигнальным мессенджером. Бы-
ло показано (Whitaker, 2006; Webb et al., 2011;
Webb, Miller, 2013), что кальций, участвующий в
активации икры при оплодотворении у медаки
(Oryzias latipes) и данио (Danio rerio), освобождает-
ся из внутриклеточного депо эндоплазматическо-
го ретикулума (ЭР). Избыток ионов кальция, об-
ладающего триггерной функцией, служит сигна-
лом к реализации клеткой генетических программ
(Gwatkin et al., 1973; Epel et al., 1978; Сарис и Кара-
фоли, 2005).

В наших исследованиях раннего развития ат-
лантического лосося показано, что активность
Са2+-активируемых протеиназ в икре, готовой к
оплодотворению, сравнительно высока, что мо-
жет указывать на их участие в биохимических ре-
акциях, сопровождающих процесс оплодотворе-
ния, опосредованный повышением концентра-
ции внутриклеточного кальция (Эпель, 1992).
Кроме того в оплодотворенной яйцеклетке про-
исходит пространственное разобщение протеи-
назы и его эндогенного ингибитора кальпастати-
на (Haim et al., 2006), что ожидаемо приводит к
активации кальпаинов. После оплодотворения
активность кальпаинов в икре лосося снижается
и возрастает уже на стадии гаструляции, которая,
как известно (Детлаф и др., 1974; Нейфах, Тимо-
феева, 1977), является одной из “критических”
точек эмбрионального развития, поскольку в этот
период закладываются зародышевые листки эм-

бриона, из которых в последующем эмбриональ-
ном развитии формируются органы и ткани. Кро-
ме кальция к числу регуляторов активности цисте-
инзависимых ферментов, в т.ч. кальпаинов, относят
тиоловые (SH–) группы, количество которых так-
же повышается на этапе гаструляции (Ральникова,
1973). Обнаруженная нами активация кальпаинов
на разных этапах раннего развития атлантического
лосося, учитывая множество регулируемых ими
клеточных функций, позволяет предположить их
участие в регуляции онтогенетических программ,
как это было показано ранее для млекопитающих
(Ben-Aharon et al., 2005а; 2005b; 2005c) и амфибий
Xenopus laevis (Cao et al., 2001; Duan et al., 2002). На
стадии поздней бластулы–гаструлы развития эм-
бриона лосося обнаруживается повышение ак-
тивности еще одной цистеинзависимой протеи-
назы – лизосомального катепсина В (табл. 2), а
также тотальной пептидазной активности (рису-
нок), что указывает на начало интенсивного раз-
рушения белкового материала запасного желтка
икры. В работах (Браше, 1961; Нейфах и Тимофе-
ева, 1977) было показано, что в этот период на-
блюдается увеличение скорости деградации бел-
ков запасенного в оогенезе желтка до пептидов и
свободных аминокислот и миграция их в зароды-
шевые клетки развивающейся икры, где они ис-
пользуются в процессах синтеза вновь образую-
щихся белков и на энергетические нужды. Кроме
того, как уже упоминалось ранее, эти протеиназы
участвуют в реакциях ограниченного протеолиза
синтезируемых в зародыше белков. Согласован-
ное изменение активности и элементы взаимной
регуляции кальпаинов и катепсина В были также
продемонстрированы в исследованиях на опло-
дотворенной икре лягушки Xenopus (Mizote et al.,
1999). Было показано, что катепсин B может спо-
собствовать активации икры и выходу ионов
кальция (одного из активаторов кальпаинов) из
внутриклеточных депо, включая ЭР. Можно по-
лагать, что на этапах оплодотворения и раннего
эмбриогенеза – на этапах бластуляции и гастру-
ляции, имеет место, скорее всего, активация
предсуществующих ферментных молекул, запа-
сенных в оогенезе, в т.ч. с участием внутриклеточ-
ного кальция и избытком тиоловых групп (Озер-
нюк, 1985; Немова, 1996; Немова и др., 2010).

Следующее увеличение активности исследуе-
мых цистеинзависимых протеиназ – кальпаинов
и катепсина В и, следовательно, интенсивности
белкового катаболизма в развивающейся икре ло-
сося наблюдается на стадии органогенеза (пигмен-
тации глаз), с которой связаны процессы диффе-
ренцировки головного мозга перед выклевом заро-
дышей из оболочек. Лизосомальные протеиназы
завершают кальпаининдуцированный процесс де-
струкции белков (Лысенко и др., 2011). Для пепти-
даз также характерно повышение активности на
этой стадии эмбриогенеза, которое достигает

Активность пептидаз, расщепляющих субстраты (1 –
N-Bzl-L-Arg-pNA; 2 – Z-Gly-Pro-pNA; 3 – L-Phe-pNA;
4 – L-Arg-pNA; 5 – L-Ala-pNA; 6 – L-Pro-pNA; 7 –
N-Glt-L-Phe-pNA) на различных стадиях развития
(№ 0–6, описания приведены в табл. 2).
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максимума на стадии выклева мальков лосося.
Процесс выклева личинки из оболочки связан с
деятельностью желез вылупления, которые выде-
ляют так называемый “фермент вылупления”,
разрушающий оболочку икры у рыб (Зотин, 1953;
Nagasawa et al., 2015), морских звезд Asterias amu-
rensis (Li, Kim, 2013), рачков артемии Artemia salina
(Fan et al., 2010). По своей химической природе
вещества, секретируемые этими железистыми об-
разованиями, относятся (Мацук, 1977; Post et al.,
1988; Shi et al., 2006) к группе протеиназ серино-
вого (трипсин-подобного типа). В нашем иссле-
довании на стадии выклева мальков был обнару-
жен наиболее высокий прирост трипсин-подоб-
ной пептидазной активности, определяемой по
гидролизу N-Bzl-L-Arg-pNA.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наблюдаемая динамика активности исследуе-
мых ферментов внутриклеточного протеолиза в
икре атлантического лосося отражает интенсив-
ность белкового обмена, тесно связанную с про-
цессами дифференцировки, формообразования и
развития зародыша. В эмбриональном развитии
лосося на стадии гаструляции, когда начинается
активное использование запасных белков желтка
для биосинтеза и построения белковых структур
зародыша, обнаружена синергичная активация
цистеинзависимых протеиназ различных клеточ-
ных компартментов – лизосомального катепсина В
и цитозольных кальпаинов. Обнаруженная нами
активация кальпаинов на разных этапах эмбрио-
нального атлантического лосося, учитывая мно-
жество регулируемых ими клеточных функций,
позволяет предположить участие в регуляции он-
тогенетических программ. На этапе готовности
личинок к выходу из оболочек обнаружена акти-
вация аминопептидаз, преимущественно с трип-
син-подобным типом активности. Результаты ис-
следования динамики внутриклеточных протеоли-
тических ферментов на различных этапах
эмбрионального развития лососевых рыб могут
представлять интерес как для развития фунда-
ментальных представлений о механизмах белко-
вого обмена и протеолитической регуляции на
разных стадиях онтогенеза, так и для решения
ряда практических задач, связанных с искус-
ственным воспроизводством этих ценных рыб.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта Российского научного фонда (№ 14-
24-00102).
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The dynamics of the activity of cysteine-dependent enzymes involved in intracellular proteolysis was studied
in freshwater salmon Salmo salar L. during its early development: in the period from the blastodisc formation
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to hatching as well as in eggs before fertilization. The Ca2+-activated proteolytic activity of calpains, the ac-
tivity of acidic lysosomal protease cathepsin B, and the activity of several peptidases that use the chromogenic
component p-nitroaniline-containing peptides (L-Ala-pNA, L-Pro-pNA, L-Arg-pNA, N-Bzl-L-Arg-
pNA, L-Phe-pNA, N-Glu-L-Phe-pNA, and Z-Gly-Pro-pNA) as substrates were analyzed. It is shown that
the activity of the enzymes of interest increases at the stage of late blastula and early gastrula. The next in-
crease in the activity of cathepsin B and calpain is observed at the stage of eye pigmentation, and the activity
of peptidases and cathepsin B increases in eggs before hatching. The functional role of changes in intracellular
proteolytic enzymes in the processes of protein metabolism associated with the Atlantic salmon embryo is
discussed.

Keywords: proteolytic enzymes, freshwater salmon, embryogenesis


