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Введение 

Принцип изучения адаптивных реакций на 
биохимическом уровне, как известно, базирует-
ся на сопоставлении тех или иных биохимичес-
ких показателей организмов под действием ин-
тересующего исследователя фактора и без его 
воздействия. Совершенно очевидно, что для 
адекватной интерпретации результатов подоб-
ного рода экспериментов необходимо иметь как 
можно более полное представление о протека-
нии изучаемых метаболических процессов у 
данного вида в нормальных условиях. Опреде-
ление тестируемых показателей у представите-
лей разных видов рыб в естественной среде оби-
тания позволит с большей уверенностью судить 
о том, являются ли обнаруженные в натурном 
или экспериментальном исследовании особен-
ности биохимического ответа организмов след-
ствием различной устойчивости видов или по-
лов к влиянию изучаемого фактора или же вы-
явленные закономерности обусловлены иными 
причинами, например, видо-, поло- или тканес-
пецифичностью. 

Существенную роль в формировании биохи-
мического ответа на действие того или иного 
«стрессора» играют лизосомы, поскольку любой 
патологический процесс, независимо от приро-
ды фактора, его вызвавшего, включает стадию 
деструкции клеточных структур с участием ли-
зосомальных гидролитических ферментов (По-
кровский, Тутельян, 1976; Kaushik, Cuervo, 
2006; He, Klionsky, 2009). В связи с этим, неуди-
вительно, что различные параметры, связанные 
с функциями самих лизосом или их фермента-
тивного аппарата, активно используются в каче-
стве индикаторов состояния организма в разли-
чных экологических исследованиях (Высоцкая, 
Сидоров, 1981; Высоцкая, Руоколайнен, 1993; 

Чекунова, Фролова, 1986; Высоцкая, Немова, 
2008; Kohler et al., 2002; Marigomes, Baybay-
Villacorta, 2003; Moore et al., 2006). Лизосомы 
присутствуют во всех клетках животных, за иск-
лючением, быть может, зрелых эритроцитов. 
Однако количественные и качественные харак-
теристики лизосомальных ферментов в разных 
органах могут варьировать, в связи с дифферен-
циацией клеток высокоразвитых организмов и 
приобретением лизосомами, помимо внутрикле-
точного пищеварения, дополнительных функ-
ций, таких как, макрофагия, кринофагия, уча-
стие в апоптозе и иммуногенезе и др. (Покров-
ский, Тутельян, 1976; Покровский, Крыстев, 
1977; Ferri, Kroemer, 2001; Eskelinen, Saftig, 
2006; Kaushik, Cuervo, 2006). 

Одними из важнейших лизосомальных гидро-
лаз являются ферменты деполимеризации нукле-
иновых кислот – нуклеазы. Нуклеазы с макси-
мальной активностью при кислых значениях рН 
осуществляют катаболизм нуклеиновых кислот, 
являющийся важной составляющей многих фи-
зиологических и биохимических процессов. В 
последние десятилетия в научной литературе 
был опубликован ряд работ, рассматривающих 
возможность использования лизосомальных нук-
леаз в биомониторинге состояния морских и пре-
сноводных экосистем (Попов и др., 2003; Мензо-
рова, Рассказов, 1999; Корнеева, 1996; Коничев и 
др., 2005; Цветков, Попов, 2006; Мензорова, Рас-
сказов, 2007; Высоцкая, Немова, 2008; Попов и 
др., 2008). В качестве индикаторных показателей 
предлагается как общий уровень ферментатив-
ной активности нуклеаз в различных органах ги-
дробионтов, так и состав изоформ ферментов. 

Исходя из сказанного выше, целью данной 
работы было исследование тканевого распреде-
ление активности кислых нуклеаз в различных 
органах и тканях рыб. 
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Материалы и методы 

Объектами исследования являлись рыбы, вы-
ловленные в 2000–2005 гг. из ряда относительно 

чистых водоемов Карелии и Мурманской области, 
традиционно используемых в Лаборатории эколо-
гической биохимии Института биологии Карель-
ского НЦ РАН в качестве контрольных (табл. 1).  

 

Таблица 1. Характеристика материала исследования (n – количество особей) 

Вид Год Водоем Пол, стадия зрелости гонад Вес (г) Размер (АD, мм) n 
Судак 2005 оз. Сямозеро ♀1–2 575±28 367±18 13 

♀1–2 572±29 302±15 9 
Лещ 2005 оз. Сямозеро 

♂1–2 417±21 274±19 3 
♀2 91± 4 173±8 12 

Окунь 2004 оз. Уросозеро 
♂2 88±5 171±9 23 
♀2–3 69±3 18±2 10 

Ряпушка 2004 оз. Сямозеро 
♂3 70±4 17±3 4 
♀2 142±8 21±4 16 

Сиг 2004 оз. Раякоски 
♂2 220±11 25±2 10 
♀2 358±28 33±6 7 

Щука 2004 оз. Раякоски 
♂2–3 394±19  33±8 8 
♀2 73±4 195±5 5 

Треска 2000 открытая акватория Белого моря 
♂1–2 84±4 206±11 4 
♀2 59±3 183±9 9 

Навага 2001 открытая акватория Белого моря 
♂1 50±3 176±8 7 

 
Всего было исследовано 6 видов пресновод-

ных (щука Esox lucius, окунь Perca fluviatilis, 
судак Lucioperca lucioperca, сиг Coregonus 
lavaretus, ряпушка Coregonus albula, лещ 
Abramis brama) и 2 вида морских рыб (навага 
Eleginus navaga, треска Gadus morhua).  

Рыбу отлавливали сетями в летний период. 
Органы рыб препарировали, промывали охлаж-
денным физиологическим раствором от крови, 
замораживали и хранили биологические образ-
цы в состоянии глубокой заморозки до начала 
анализа. С целью нивелирования индивидуаль-
ных различий изучаемых биохимических пока-
зателей использовали сборные пробы. Анализ 
проводили не менее, чем в 3-х сборных образ-
цах. Активность ферментов определяли в пече-
ни, жабрах, гонадах, почках и мышцах рыб. 
Ткани рыб гомогенизировали с помощью ци-
линдрического гладкостенного гомогенизатора 
типа Поттера-Эльвейема с тефлоновым пести-
ком в 9-кратном объеме 0,25 М раствора саха-
розы (рН 7,4), содержащего 0,001 М ЭДТА и 
неионный детергент Тритон Х-100 (0,1%). По-
лученный гомогенат центрифугировали в тече-
ние 30 мин при 4 °С при 10 000 g. Супернатант 
использовали для анализа. 

Активность кислых нуклеаз определяли 
спектрофотометрическими методами: ДНКазы 
(КФ 3.1.4.6) – по методу А. А. Покровского с 
соавт. (1968), РНКазы (КФ 3.1.4.23) – по А. П. 
Левицкому и др. (1973) с некоторыми моди-
фикациями. Принцип данных методик заклю-
чается в измерении прироста низкомолекуляр-

ных продуктов гидролиза нуклеиновых кис-
лот, характеризующихся максимумом погло-
щения при 260 нм (Баррет, Хит, 1980). В каче-
стве субстратов использовали 0,1%-ные рас-
творы соответствующих нуклеиновых кислот 
на ацетатном буфере, рН 5,2 для рибонуклеи-
новой кислоты и 5,0 для дезоксирибонуклеи-
новой. Активность нуклеаз выражали в услов-
ных единицах ∆Е260 в 1 мин на 1 г сырого веса 
ткани. 

Результаты и обсуждение 

Анализ полученных данных позволяет отме-
тить несколько тенденций в тканевом распре-
делении активности лизосомальных нуклеаз. В 
целом, соотношение уровня дезоксирибонукле-
азной и рибонуклеазной активности в кислой 
области рН в различных органах совпадает 
(табл. 2 и 3). Максимальная активность лизосо-
мальных нуклеаз присуща активно метаболизи-
рующим органам, таким как, печень и почки. 
Несколько ниже, но также достаточно высокая 
нуклеазная активность лизосом отмечена в жа-
брах рыб. Наименьшей активностью характе-
ризуется мышечная ткань. Особенно высокий 
уровень активности лизосомальных ДНКазы и 
РНКазы отмечается в гонадах половозрелых 
самцов. 

Активность кислой ДНКазы (табл. 2), как 
правило, несколько ниже, чем рибонуклеазы 
(табл. 3) в том же органе отдельного вида рыб. 
В печени и жабрах рыб уровень активности ли-
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зосомальной ДНКазы у самцов был достоверно 
ниже по сравнению с самками у всех видов, за 
исключением трески G. morhua. Для рибонук-

леазной активности такой однозначности при 
анализе различий показателей самцов и самок 
не выявлено.  

Таблица 2. Активность кислой ДНКазы в органах разных видов пресноводных и морских рыб  
(в Е260 на 1 г ткани в 1 мин при 30 °С) 

Вид Пол Печень Жабры Гонады Мышцы Почки 
Судак ♀ 1,230±0,062 0,800±0,040 0,760±0,038 0,310±0,016  

♀ 0,920±0,046 0,720±0,036 0,700±0,035 0,240±0,012 1,420±0,71 
Лещ 

♂ 0,770±0,039 0,820±0,041 0,340±0,017 0,300±0,015 1,120±0,056 
♀ 1,006±0,050 0,613±0,031 0,796±0,040 0,313±0,016 0,683±0,034 

Окунь 
♂ 1,090±0,055 0,539±0,027 1,372±0,069 0,296±0,015 0,862±0,043 
♀ 0,511±0,026 0,471±0,024 0,618±0,031 0,238±0,012  

Ряпушка 
♂ 0,400±0,020 0,280±0,014 0,413±0,021 0,218±0,011  
♀ 0,879±0,044 0,854±0,043 0,428±0,021 0,283±0,014  

Сиг 
♂ 0,724±0,036 0,460±0,023 1,017±0,051 0,350±0,017  
♀ 0,986±0,049 0,465±0,023 0,894±0,045 0,413±0,021  

Щука 
♂ 0,619±0,031 0,528±0,026 0,516±0,026 0,395±0,020  
♀  0,260±0,013  0,283±0,014  

Треска 
♂ 0,689±0,034 0,363±0,018  0,266±0,013  
♀ 0,789±0,039 0,443±0,022 0,799±0,040 0,340±0,017  

Навага 
♂ 0,826±0,041 0,436±0,022  0,333±0,017  

Таблица 3. Активность кислой РНКазы в органах разных видов пресноводных и морских рыб  
(в Е260 на 1 г ткани в 1 мин при 30 °С) 

Вид Пол Печень Жабры Гонады Мышцы Почки 
Судак ♀ 1,810±0,091 1,600±0,080  0,750±0,038 0,400±0,020  

♀ 1,320±0,066 1,110±0,056 0,740±0,037 0,280±0,014 1,990±0,100 
Лещ 

♂ 1,080±0,054 1,330±0,067  0,590±0,030 0,360±0,018 1,590±0,080 
♀ 0,869±0,043 0,613±0,031  0,666±0,033 0,280±0,014 0,563±0,028 

Окунь 
♂ 1,016±0,051 0,410±0,021 0,919±0,046 0,253±0,013 0,816±0,041 
♀ 0,794±0,040 0,872±0,044 0,763±0,038 0,208±0,010  

Ряпушка 
♂ 1,057±0,053 0,210±0,010 0,330±0,016 0,175±0,009  
♀ 1,419±0,071 0,789±0,039 0,756±0,038 0,431±0,022  

Сиг 
♂ 1,324±0,066 0,769±0,038 0,766±0,038  0,453±0,023   
♀ 1,156±0,058 0,504±0,025 1,258±0,063 0,339±0,017  

Щука 
♂ 0,814±0,041 0,599±0,030 0,481±0,024 0,389±0,019  
♀  0,283±0,014  0,213±0,011  

Треска 
♂ 0,683±0,034 0,483±0,024  0,235±0,012  

 
Установленные закономерности распределе-

ния активности кислых РНКазы и ДНКазы в 
тканях рыб обнаруживают значительное сход-
ство с количественным соотношением лизосом 
в исследованных тканях, описанным в литера-
туре для разных объектов (Покровский, Ту-
тельян, 1976; Покровский, Крыстев, 1977). Раз-
личие в содержании лизосом в тканях и орга-
нах, обнаруженное как путем непосредственно-
го наблюдения в гистологических препаратах, 
так и по активности маркерного фермента этих 
органелл – кислой фостфатазы, связано со спе-
циализацией функций клеток в сложнооргани-
зованных многоклеточных организмах (По-
кровский, Тутельян, 1976; Покровский, Кры-
стев, 1977; Высоцкая, 1999). Варьирует не 
только количество самих лизосом, но и их фер-
ментный состав. Однако обе кислые нуклеазы 

всегда присутствуют в первичных лизосомах 
(протолизосомах) – вновь образованные орга-
неллы, еще не вовлеченные в процесс перева-
ривания каких-либо веществ (Покровский,  
Тутельян, 1976). Поэтому в отсутствии специ-
фических влияний, способных в значительной 
мере модулировать лизосомальную нуклеоли-
тическую активность, есть все основания пола-
гать, что наблюдаемый уровень активности 
ферментов при нормальном метаболизме обу-
словлен, главным образом, количеством лизо-
сом в исследуемых тканях. 

Печень является чрезвычайно важным для 
жизнедеятельности полифункциональным орга-
ном. Практически все вещества (нутриенты, ми-
кроэлементы, ксенобиотики), тем или иным пу-
тем поступающие в организм, подвергаются хи-
мическим преобразованиям в печени и перерас-
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пределяются по органам и тканям. В том числе, 
именно в печени происходят основные процес-
сы детоксикации чужеродных соединений. Во 
всех этих процессах участвуют кислые гидрола-
зы, притом, их роль не сводится только, непо-
средственно, к гидролизу экзогенных веществ, 
они также выполняют и ряд вспомогательных 
функций. В частности, высокая интенсивность и 
многообразие выполняемых гепатоцитами 
функций сопряжены с частыми перестройками 
метаболического аппарата, сопровождающихся 
дифференциальной активацией клеточного ге-
нома для обеспеспечения синтеза новых струк-
турных и каталитических белков. При этом во-
влечение кислых нуклеаз обеспечивает реутили-
зацию отработанных матриц белков (мРНК), ри-
босом, тРНК цитоплазмы. 

Кроме того, у костистых рыб в печени рас-
сеяны участки экзокринной ткани панкреаса 
(Аминева, Яржомбек, 1984), поэтому повышен-
ное количество лизосом в печени и, как следст-
вие, высокая активность лизосомальных фер-
ментов могут быть обусловлены участием в 
процессах регуляции секреции – кринофагии 
(Покровский, Крыстев, 1977; Bitensky, 1978). 

Высокая активность исследуемых фермен-
тов, отмеченная в почках, и в меньшей степе-
ни в жабрах, связана, в первую очередь, с экс-
креторной функцией этих органов. Известно, 
что лизосомы вовлечены в систему эндоцитоз-
ного трансмембранного переноса макромоле-
кул, не способных проходить через клеточные 
мембраны путем простой диффузии в силу 
большого размера или нерастворимости в ли-
пидах (Геннис, 1997). Судьба эндоцитирован-
ных веществ в клетке может быть различной. 
Часть везикул проходит сквозь эпителиоциты 
нефрона в неизменном виде, но значительно 
бóльшая их часть соединяется с лизосомами, 
где подвергается ферментативному расщепле-
нию, что обеспечивает возвращение в клеточ-
ный пул ценных веществ. Продукты гидроли-
за, подлежащие выведению из организма, эк-
зоцитируются в просвет почечных канальцев 
(Youson, 1975).  

У некоторых видов рыб, в отсутствии кост-
ного мозга, почки могут служить еще и крове-
творным органом (Говядинова и др., 2000). Зна-
чительная роль в процессах пролиферации и 
дифференцировки клеток, а также апоптотичес-
кой элиминации лишних клеток принадлежит 
нуклеазам лизосом (Torriglia et al., 1998; Evans, 
Aguilera, 2003; Griffiths, 2003; Kirkegaard, 
Jäättelä, 2009).  

Особенно высока активность кислых нуклеаз 
в гонадах самцов на поздних стадиях зрелости, 
что связано с участием лизосомальных фермен-
тов в процессах сперматогенеза и оплодотворе-
ния (Нечаевский, Иванов, 1995; Высоцкая, 1999; 
Позднякова и др., 2003). По мере созревания по-
ловых продуктов у самцов происходит синтез 
большого количества лизосомальных гидролаз, 
которые концентрируются в специфическом ор-
ганоиде сперматозоида – акросоме. Главное на-
значение этих высокоактивных катаболических 
ферментов в сперматозоидах заключается в раз-
рушении оболочек яйцеклетки при оплодотво-
рении (Barrett, Heath, 1977). 

Интересную теорию, объясняющую необхо-
димость большого количества ферментов с нук-
леазной активностью в сперматозоидах, харак-
теризующихся, помимо повышенной гидроли-
тической активности, высокой степенью инду-
цибельности при неблагоприятных внешних 
воздействиях, предложили американские гене-
тики (Ward, Ward, 2004). Так, при экспонирова-
нии половых продуктов в стрессовых условиях, 
в клетках сперматозоидов наблюдали активную 
фрагментацию ДНК. По мнению авторов, в та-
ких условиях высокий нуклеолитический потен-
циал семенников имеет защитное значение, не 
допуская к оплодотворению сперматозоиды с 
нарушенным генетическим материалом. 

В яичниках рыб активность нуклеаз значи-
тельно ниже, чем в семенниках, но также доста-
точно высока. Это, вероятно, объясняется важ-
ностью запаса кислых гидролаз в половых про-
дуктах для обеспечения эндогенного питания 
эмбриона на ранних стадиях развития, когда ос-
новными источниками пластического материала 
являются белки и нуклеиновые кислоты, запа-
сенные в оогенезе (Нейфах, Тимофеева, 1977; 
Высоцкая, 1999). 

Более высокая рибонуклеазная активность, 
по сравнению с ДНКазной, по всей видимости, 
обусловлена большей интенсивностью метабо-
лизма РНК, чем ДНК в нормальных клетках.  

Необходимо отметить, что сравнение биохими-
ческих показателей у разных видов рыб затруднено 
широкой вариабельностью активности ферментов 
в зависимости от физиологического состояния ор-
ганизма, стадии жизненного цикла, влияния разли-
чных факторов среды обитания (Высоцкая и др., 
1980; Немова, Высоцкая, 2004). В целом, виды, от-
носящиеся к одному семейству, имеют сходную 
картину распределения нуклеазной активности в 
различных органах, но величины ферментативной 
активности различаются. Таким образом, между 
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положением вида рыб на эволюционной лестнице 
и величиной активности лизосомальных нуклеаз 
прямой зависимости не обнаружено. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
Президента РФ «Ведущие научные школы» 
НШ-3731.2010.4. 
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Tissue and species specificity of lysosomal 
nucleases activity were studied in six freshwater (pike 
Esox lucius, perch Perca fluviatilis, soodak Lucioperca 
lucioperca, white-fish Coregonus lavaretus, vendace 
Coregonus albula, bream Abramis brama) and two 
marine (navaga Eleginus navaga, cod Gadus morhua) 
fish species. Acid RNase () and acid DNase () activities 
were tested in five organs: liver, gills, gonads, kidneys 

and muscles. It was shown, that in all tested fish species 
the maximum nucleases activity corresponded to active 
metabolizing organs, such as liver and kidney. Lesser, 
but quite high activity was observed in gills. Muscles 
possessed the least level of acid nucleases. Proportion 
of ribonuclease and deoxyribonuclease activities was 
the same in all tested organs without reference to fish 
taxonomy. 




