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Введение 

В последние годы особое внимание уделяется антропогенному воздействию на водные экосисте-
мы. Выявлены факторы, влияющие на состояние гидробионтов (Toxicology of fishes, 2008). Поскольку 
энтеральная среда рыб является частью внешней среды (Thomas, 1964), можно ожидать, что усиление 
антропогенного пресса должно отражаться на состоянии ферментных систем пищеварительного тракта 
рыб. Действительно, в экспериментальных условиях было показано, что тяжелые металлы значительно 
снижают уровень активности гликозидаз и протеиназ слизистой оболочки кишечника рыб (Kuz’mina et 
al., 1999; Golovanova et al., 1999; Кузьмина, Ушакова, 2007а). Вместе с тем токсические вещества орга-
нической природы (дихлофос и нафталин) не всегда снижают активность пищеварительных гидролаз 
(Kuz’mina et al., 1999; Golovanova et al., 1999). Состояние ферментных систем пищеварительного тракта 
рыб, обитающих в различных участках Рыбинского водохранилища после аварии на Череповецком ме-
таллургическом комбинате, произошедшей в конце 1986 г. (Флеров, 1990), ранее не оценивалось. Вме-
сте с тем данные, касающиеся активности пищеварительных ферментов, особенно протеиназ, важны 
для как оценки начальных этапов ассимиляции пищи отдельными особями, так и для оценки состояния 
кормовой базы биотопов и условий питания рыб. Цель работы состояла в изучении активности протеи-
наз слизистой оболочки кишечника леща, обитающего в различных участках Рыбинского водохранили-
ща, в разной степени подверженных антропогенному прессу.  

 
Материалы и методы 

Работа проведена 2008–2009 гг. Объект исследования: лещ Abramis brama (L.) массой 889 ± 
48 г. Материал отбирали в августе 2008 на 5 станциях, расположенных в разных плесах (Коприно и 
Волково – Волжский, Первомайка – Моложский, Мякса и Любец – Шекснинский плес). Кишечники 
рыб, отловленных донным тралом, сразу изымались и замораживались. В лаборатории после размо-
розки кишечника на холоду изымали содержимое. Специальным скребком снимали слизистую обо-
лочку кишечника и индивидуально гомогенизировали ее при помощи стеклянного гомогенизатора, 
добавляя охлажденный до 2–4°С раствор Рингера для холоднокровных животных (109 mM NaCl, 
1.9 mM KCl, 1.1 mM CaCl2) в соотношении 1:99. Определяли активность протеиназ слизистой обо-
лочки кишечника при температуре 20ºС и рН 7.4, в качестве субстрата использовали 1% раствор ка-
зеина (преимущественно трипсин КФ 3.4.21.1). Для изучения температурных характеристик про-
теиназ готовили суммарные пробы, включающие материал от 10 экз. рыб (7 экз. на станции Лю-
бец). Изучение температурных характеристик ферментов леща проводилось в широком диапазоне 
значений температуры (0–70ºС). Активность протеиназ определяли по приросту тирозина методом 
Ансона (Anson, 1938) в некоторой модификации. Инкубацию субстрата и ферментативно активного 
препарата проводили в течение 30 мин. Количество продуктов реакции (преимущественно тирозин) 
определяли при помощи фотоэлектроколориметра КФК-2 (длина волны 670 нм). Ферментативную 
активность определяли в 4-х повторностях для каждой точки с учетом фона и выражали в 
мкмоль/(г·мин). Энергию активации (Eакт) рассчитывали графическим методом Аррениуса. Данные 
обрабатывали статистически с использованием приложения EXCEL программы MS Office’XP. Дос-
товерность результатов оценивали по Стьюденту при уровне значимости р≤0.05. 

 
Результаты и обсуждение 

Сопоставление активности протеиназ пищеварительного тракта леща, отловленного в 
разных районах Рыбинского водохранилища, показало, что уровень ферментативной активно-
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сти у рыб из Шекснинского плеса достоверно отличается от такового трех других точек (рис. 
1). Максимальные значения активности протеиназ отмечены у леща на ст. Любец (4.56 ± 0.13 
мкмоль/(г·мин)), минимальные – на ст. Мякса (2.62 ± 0.12 мкмоль/(г·мин)), при этом актив-
ность на первой станции в 1.7 раза выше (р<0.001), чем на второй. На станциях Моложского и 
Волжского плесов уровень активности протеиназ близок – 3.46 ± 0.28, 3.78 ± 0.15 и 3.26 ± 
0.09 мкмоль/(г·мин) на ст. Коприно, Волково и Первомайка соответственно. При этом макси-
мальная амплитуда колебаний значений активности протеиназ у особей леща из одной и той 
же выборки зафиксирована на ст. Коприно (12 раз), минимальная – на ст. Любец (1.4 раза). На 
остальных станциях амплитуда колебаний значений активности протеиназ составляет 1.7–2.4 
раза.  
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Рис. 1. Активность протеиназ слизистой оболочки кишечника леща из разных участков Рыбинского 

водохранилища. 
 
Ранее исследование активности протеиназ пищеварительного тракта леща в разных районах 

Рыбинского водохранилища не проводились. Вместе с тем, есть сведения об уровне протеолитиче-
ской активности слизистой оболочки кишечника леща, отловленного в Волжском плесе Рыбинского 
водохранилища. Определения показали, что данные, полученные при исследовании леща из этого 
плеса (ст. Коприно), сопоставимы с результатами, полученными ранее для леща, отловленного в 
районе пос. Борок, находящегося вблизи ст. Коприно (Кузьмина и др., 2005; Кузьмина, Ушакова, 
2007а). Однако, ранее было показано, что активность гликозидаз слизистой оболочки кишечника 
леща Северошекснинского плеса выше по сравнению с таковым Южношекснинского и Волжского 
плесов (Кузьмина, 1983). Возможно, несколько большая активность протеиназ в наиболее загряз-
ненном районе Рыбинского водохранилища (вблизи г. Череповец) связана с изменением состава 
кормовой базы, спектра питания и биохимического состава гидробионтов. Действительно, отмечено 
значительное влияние загрязняющих веществ, поступающих в Шекснинский плес Рыбинского во-
дохранилища со стоками Череповецкого металлургического комбината, на видовой состав и чис-
ленность гидробионтов. Количество видов коловраток уменьшилось от 30 до 5–7, разнообразие зоо-
планктона снизилось до 10–22% от общего списка видов, встречающихся выше города. Из планкто-
на выпали обитатели чистых вод, такие как Limnosida, Heterocope, Bythotrephes, а также крупные 
босмины и дафнии. В составе бентоса появились олигохеты Nais communis и представители рода 
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Dero, увеличилась биомасса полихет Hypania invalida, вытесняющих личинки хирономид 
Chironomus plumosus (Ривьер и др., 2001). Изменение состава кормовой базы сопряжено с измене-
нием содержания белка в организме гидробионтов. Ранее было показано, что концентрация белка у 
предпочитаемых объектов питания значительно варьирует – у представителей зооплантона – 5.7, у 
хирономид – 7.2, у олигохеты – 10.4% сырой массы (Остроумова, 2001; Кузьмина, 2005). Кроме то-
го, возможны различия в аминокислотном составе белков, как у разных видов гидробионтов, так и у 
особей одного и того же вида в зависимости от спектра питания и физиологического состояния, в 
частности уровня стрессирования (Кузьмина, 2005). Также известно о различиях в активности про-
теиназ в целом организме потенциальных объектов питания рыб. Так, у представителей зоопланк-
тона активность протеиназ по казеину приблизительно в 7 раз, олигохет в 2 раза выше, чем в целом 
организме хирономид – 1.50 ± 0.04, 0.48 ± 0.05 и 0.22 ± 0.01 мкмоль/(г·мин) соответственно (Кузь-
мина, Ушакова, 2007б).  
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Рис. 2. Температурная зависимость протеиназ слизистой оболочки леща из разных участков Рыбинского 

водохранилища. 
 
Поскольку ранее было показано, что токсические вещества влияют на температурные 

характеристики ферментов, представлялось целесообразным сопоставление температурной за-
висимости и энергии активации (Еакт) протеиназ слизистой оболочки кишечника леща из раз-
ных мест обитания. Температурная зависимость протеиназ кишечника леща, отловленного на 
ст. Любец, Первомайка и Коприно (рис. 2), близка описанным ранее для леща из Рыбинского, 
Горьковского и Саратовского водохранилищ (Кузьмина, 1990). Достоверные различия в уров-
не активности протеиназ леща из разных участков Рыбинского водохранилища установлены 
только при температурах 0 и 70°С. Так, при температуре 0°С активность ферментов рыб, от-
ловленных на ст. Первомайка, в 1.9 раза (р<0.05) выше, чем таковая леща со ст. Любец (0.62 ± 
0.04 и 0.33 ± 0.07 мкмоль/(г·мин) соответственно). При этом относительная активность фер-
ментов в первом случае в 3 раза (р<0.001) выше, чем во втором. При температуре 70°С макси-
мальный уровень относительной активности также характерен для ферментов леща со ст. 
Первомайка (77% от максимальной), несколько ниже – для рыб со ст. Коприно (44% от макси-



 

 581 

мальной), минимальный – для рыб со ст. Любец (15% от максимальной). При этом значения 
абсолютной активности протеиназ кишечника леща со ст. Любец в 2 раза ниже таковой про-
теиназ рыб со ст. Первомайка и Коприно (1.37 ± 0.08, 3.96 ± 0.07 и 3.93 ± 0.08 мкмоль/(г·мин) 
соответственно). Полученные данные свидетельствуют о значительном сходстве кривых тем-
пературной зависимости протеиназ рыб из разных районов Рыбинского водохранилища и 
меньшей термостабильности ферментов леща, отловленного на ст. Любец. Последнее может 
указывать на то, что повреждающие факторы не оказывают значительного влияние на tº-функ-
цию протеиназ и действуют лишь за пределами оптимальных значений температуры. Возмож-
но, это связано с недостаточной концентрацией токсических веществ в пище рыб. Ранее было 
показано, что стрессирование формалином (18 мг/л) эмбрионов плотвы Rutilus rutilus на ста-
дии активации яйца и образования бластодиска вызывает смещение оптимума щелочной фос-
фатазы от 50°С (в контроле) до 40°С, а также сужение зоны оптимальных значений темпера-
туры и уменьшение термостабильности ферментов (Кузьмина, Таликина, 1998). Аналогичные 
явления были обнаружены при воздействии в условиях in vitro биогенных металлов (цинк, 
медь) в концентрации 10 мг/л на активность протеиназ пищеварительного тракта и целого ор-
ганизма тюльки Clupeonella cultriventris (Кузьмина, Ушакова, 2008).  

Сопоставление величин Еакт протеиназ слизистой оболочки кишечника леща из разных 
участков Рыбинского водохранилища в диапазоне температур жизнедеятельности позволило 
выявить их существенные различия (табл. 1). Действительно, у леща, отловленного в наибо-
лее чистом участке водохранилища (ст. Первомайка) не выявлен излом на графике Аррениуса, 
на более загрязненном участке (ст. Коприно) – один излом, на максимально загрязненном (ст. 
Любец) – два излома. При этом в зоне низких (0–10ºС) и более высоких (10–20ºС) температур 
величины Еакт протеиназ леща, отловленного на ст. Первомайка, минимальны, на ст. Любец – 
максимальны. В зоне низких температур величина показателя различается в 3 раза, в зоне бо-
лее высоких температур – лишь в 1.3 раза. Эти данные свидетельствуют о том, что у рыб, оби-
тающих в Северошекснинском плесе эффективность гидролиза белковых компонентов пищи 
наиболее значительно ухудшается в зоне низких температур. Полученные результаты хорошо 
согласуются с имеющимися сведениями. Так, было показано, что величины Еакт трипсинпо-
добных протеиназ тюльки в присутствии металлов (цинк и медь в концентрации 10 мг/л) в зо-
не 0–10ºС увеличиваются приблизительно в 2 раза, в зоне более высоких температур – в пре-
делах 1.5 раз (Кузьмина, Ушакова, 2008).  

 
Таблица 1 

 Энергия активации протеиназ слизистой оболочки кишечника леща Рыбинского водохранилища в 
диапазоне температур жизнедеятельности 

 
Энергия активации, ккал/моль 

Станция 
до точки перегиба после точки перегиба 

Температура точки переги-
ба 

Коприно 17.65 10.38 10 
Первомайка 9.04 9.04 – 
Любец 27.18 11.75/5.46 10 и 20 

 
Выводы 

Активность протеиназ слизистой оболочки кишечника леща, отловленного в разных 
участках Рыбинского водохранилища, различна. Уровень ферментативной активности макси-
мален у рыб, обитающих в наиболее загрязненном участке водохранилища (ст. Любец). Кри-
вые температурной зависимости протеиназ слизистой оболочки кишечника леща из разных 
мест обитания достаточно близки (температурный оптимум соответствует 60ºС) и различают-
ся лишь в зоне низких и постмаксимальных значений температур. Наиболее существенные 
различия выявлены при вычислении энергии активации протеиназ леща. Минимальные вели-
чины Еакт во всем диапазоне температур жизнедеятельности обнаружены у рыб, обитающих в 
районе наименее загрязненной ст. Первомайка, максимальные – в районе наиболее загрязнен-
ной ст. Любец. 
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It was shown, that intestinal mucosa proteinase activity in bream from different sites of Rybinsk 

reservoir is various. The level of enzyme activity is maximal in fish inhabiting in the most polluted site of this 
water basin (Lubetz). Curves of temperature dependence of intestinal mucosa proteinase in bream from 
different locations are close enough (temperature optimum corresponds to 60ºС): the differences are found in 
a zone of low and postmaximal values of temperatures only. The most essential distinctions of temperature 
characteristics are revealed at calculation energy of activation of proteinase (Eact). Minimal values of Eact in all 
range of living temperatures are found in fish inhabiting in the least polluted area (Pervomaika), maximal – in 
the most polluted area (Lubetz). These data testify to significant influence of pollution on energy 
characteristics of the enzymes providing hydrolysis of protein components of fish food. 




