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Оценен уровень экспрессии генов некоторых структурных и регуляторных мышечных белков, а
также активность основных внутриклеточных протеиназ (кальпаинов, протеасом) у садковой ра-
дужной форели в благоприятные для роста периоды и в условиях гипертермии. Интенсивный рост
рыб сопровождался высокой транскрипционной активностью гена тяжелой цепи миозина (MyHC)
при сдерживающем влиянии миостатина, высокой скоростью обмена белков и стабильным уров-
нем миогенных регуляторных факторов MyoG и MyoD1b. Торможение роста форели в период лет-
него повышения температуры воды было сопряжено со снижением уровня экспрессии гена миози-
на, основного белка миофибрилл. В условиях гипертермии также снижалась протеолитическая ак-
тивность кальпаинов и протеасом, определяющих уровень белковой деградации в мышцах и тем
самым регулирующих интенсивность накопления в них белка и ростовых процессов в целом. Таким
образом, изменения интенсивности синтеза миофибриллярных белков, миогенеза и белковой де-
градации у радужной форели в благоприятные для роста периоды и в условиях гипертермии проис-
ходят сопряженным образом, что подтверждает взаимосвязь этих процессов.
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ВВЕДЕНИЕ
Большинство костистых рыб (кл. Teleostei) ха-

рактеризуется недетерминированным ростом, ско-
рость которого главным образом зависит от ин-
тенсивности запасания структурных белков ске-
летных мышц, на долю которых приходится до
40% всего синтезируемого белка [1, 2]. Проде-
монстрирована четкая взаимосвязь уровня экс-
прессии гена тяжелой цепи миозина (MyHC), ос-
новного белка миофибрилл, с темпами роста ра-
дужной форели [3], атлантического лосося [4],
пятнистой зубатки [5], светлоперого судака [6] и
рыб других видов, в связи с чем он используется для
количественной оценки ростовых процессов [4].
Постэмбриональный мышечный рост у рыб осу-
ществляется по двум путям – гиперплазии (обра-
зования новых волокон) и гипертрофии (увели-
чения размера волокон) [7] – под контролем

специфических миогенных регуляторных факто-
ров (myogenic regulatory factors, MRF) – тран-
скрипционных факторов семейства bHLH (basic
helix-loop-helix) [8]. К ним относятся MyoD, Myf5,
миогенин (MyoG) и MRF4. MyoD и Myf5 вовле-
чены в процесс детерминации мышечных кле-
ток, а миогенин и MRF4 – их дифференциров-
ки. Важным отрицательным регулятором миоге-
неза является миостатин (MSTN), белок семейства
трансформирующих ростовых факторов TGF-β,
ингибирующий как пролиферацию, так и диф-
ференцировку мышечных клеток [8].

Биосинтетические процессы в мышцах контро-
лируются белок-деградирующей системой, вклю-
чающей лизосомально-аутофагический, кальпа-
иновый и протеасомный пути [9, 10] и имеющей у
рыб свои особенности [11, 12]. К настоящему мо-
менту охарактеризована роль указанных фермент-
ных систем и их относительный вклад в общую де-
градацию белков скелетных мышц в процессе роста
рыб, на разных стадиях их жизненного и годового
цикла, при различных физиологических состоя-

Сокращения: п.о. – пар оснований; PMSF – фенилметил-
сульфонилфторид.
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ниях [12–18]. В периоды интенсивного роста у рыб
наблюдается максимальная скорость как биосин-
теза структурных мышечных белков, так и белко-
вого распада, обеспечивающего контроль качества
синтезируемых полипептидов и элиминацию мо-
лекул с ошибками биосинтеза, нефункциональ-
ных, избыточных и стадиеспецифичных. В про-
цессе белкового гидролиза образуются свободные
аминокислоты – структурные элементы для син-
теза новых белков.

Скорость роста рыб может тормозиться внеш-
ними воздействиями, в частности, для холодно-
любивой радужной форели, Oncorhynchus mykiss
Walb., критичен летний подъем температур, при-
водящий к снижению темпов ее роста, подвер-
женности бактериальным инвазиям, повышению
процента летальности. Цель настоящего исследо-
вания – изучение отклика показателей мышечно-
го роста, включая уровни экспрессии генов струк-
турных (MyHC) и регуляторных мышечных бел-
ков (MyoD, MyoG, MSTN) и активность основных
внутриклеточных протеиназ (кальпаинов, проте-
асом), у садковой радужной форели при повыше-
нии температуры воды.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Динамика роста радужной форели

Данные, представленные в табл. 1, свидетель-
ствуют о линейном приросте живой массы и дли-
ны культивируемой форели на протяжении вы-
ростного сезона. В период повышенных темпера-
тур воды с 17 июля по 22 августа (средняя
температура 19.8°С, в отдельные дни достигаю-
щая 22°С) наблюдалось снижение темпа роста
форели до 0.053 против 0.172, характеризующих
период температурного оптимума, который со-
ставляет для форели 14–19°С [19]. Метаболизм
форели и темпы ее роста так же, как у всех пойки-
лотермных животных, в значительной степени
определяются температурой среды обитания (при
достаточном количестве пищи и растворенного
кислорода). Повышение температуры до 22–23°С
вызывает метаболическую депрессию, проявляю-

щуюся умеренным, а до 24–25°С – резким сни-
жением темпа роста форели [19].

Экспрессия генов
мышечных белков радужной форели

Для оценки синтетической активности в мыш-
цах радужной форели использовали уровень экс-
прессии гена тяжелой цепи миозина (MyHC)
(рис. 1а). С началом периода подъема температу-
ры воды от 13–14 до 17.5°С (июль) и выше (август)
уровень экспрессии MyHC у форели достоверно
снизился и лишь частично восстановился вне
периода гипертермии (сентябрь). Аналогичное
снижение экспрессии MyHC при повышении
температуры воды было показано у пятнистой
зубатки [5].

Для выяснения регуляторных механизмов тем-
пературной зависимости роста скелетных мышц
была оценена экспрессия генов транскрипционных
факторов регуляции миогенеза (MRF) – MyoD и
миогенина. Высококонсервативный bHLH реги-
он этих транскрипционных факторов [20] связы-
вается с последовательностью E-box, обнаружи-
ваемой в промоторе генов многих мышечных
белков [21]. MyoD экспрессируется, как правило, в
пролиферирующих миобластах, тогда как экспрес-
сия миогенина наблюдается в постмитотических
мышечных клетках. Появление транскриптов MyoD
и Myf5 в пролиферирующих миобластах сопровож-
дается повышением экспрессии миогенина, кото-
рый, в свою очередь, необходим для усиления и
поддержания транскрипционной активности генов
структурных и сократительных мышечных бел-
ков [8]. При этом процессы гиперплазии ассоци-
ированы главным образом с экспрессий MyoD, а
гипертрофии – с экспрессией миогенина [22].
Как было ранее показано на диких и аквакультур-
ных видах лососевых, экспрессия MRF зависит
преимущественно от температуры среды [23], со-
става корма и режима кормления [24, 25].

Динамика экспрессии MyoG и MyoD1b (наибо-
лее многочисленного паралога MyoD в белых ске-
летных мышцах рыб; [26]) представлена на рис. 1б
и 1в. Коэффициент корреляции уровней экспрес-
сии этих генов составил 0.58 (p < 0.05). Аналогич-
ный сопряженный характер изменения уровня
экспрессии MyoG и MyoD в онтогенезе ранее был
описан у радужной форели [22], атлантического
лосося [27], паку [28]. Известно, что MyoD акти-
вирует экспрессию миогенина, напрямую связы-
ваясь с его регуляторными элементами [28, 29].

Динамика экспрессии миостатина, антагони-
ста мышечного роста, носила отличный от про-
чих регуляторов миогенеза характер (рис. 1г). Низ-
кий уровень экспрессии миостатина у форели в
благоприятный для роста период выхода из зимо-
вального голодания (май), вероятно, является од-

Таблица 1. Масса, длина и темп роста (за период меж-
ду текущей и предыдущей датой взятия материала) ра-
дужной форели

Дата Масса, г Длина, см Темп роста,
% массы/день

12.05.2018 817.1 ± 166.8 38.4 ± 2.62 –
27.06.2018 1095.4 ± 194.1 41.6 ± 1.87 0.074
17.07.2018 1471.6 ± 308.4 44.7 ± 3.35 0.172
24.08.2018 1777.1 ± 181.7 46.7 ± 1.92 0.053
18.09.2018 1947.3 ± 314.7 49.9 ± 2.38 0.038
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ним из факторов, способствующих интенсивному
синтезу белка, включая изученный нами миозин
(рис. 1а), и мышечному росту в целом. Значимая
активация экспрессии MSTN1a в ответ на высо-
кий уровень синтеза мышечного белка и поддер-
живающих его миогенных регуляторных факто-
ров (июнь), вероятно, служит механизмом кон-
троля процессов гиперплазии и гипертрофии с
целью предотвращения бесконтрольного роста
мышц [22].

Интенсивность протеолиза
в скелетных мышцах радужной форели

Более интенсивный рост форели в период оп-
тимальных температур (июнь) сопровождался, по
нашим данным, повышенной активностью про-
теолитических систем, отвечающих за обмен и кон-
троль качества белка. В период высоких температур
наблюдалось снижение их активности, которое со-
ставило 30% для кальпаинов и 40% для химотрип-
синподобной активности протеасом. Уровень ак-
тивности внутриклеточных протеиназ нелизосо-
мального пути белкового распада в скелетных
мышцах радужной форели демонстрирует также
сезонную динамику (рис. 2а, 2б), постепенно
снижаясь по ходу выростного сезона. Однако, по

нашим наблюдениям, в еще большей мере актив-
ность кальпаинов и протеасом зависит от возраста,
будучи максимальной у рыб первого года жизни и
прогрессивно снижаясь в последующие годы. Так,
сходные возрастные зависимости интенсивности
белкового распада в скелетных мышцах были пока-
заны для атлантического лосося [12, 18], кумжи [30]
и радужной форели [31].

Механизмы температурной чувствительности
ферментов протеолиза в данном случае неясны,
поскольку изучаемый температурный спектр со-
ответствует максимальной активности этих фер-
ментов in vitro, а их температурная инактивация
наблюдается лишь при 58–60°С [11, 12]. Однако,
in vivo их активность регулируется множеством
механизмов, включая скоординированную взаи-
морегуляцию с процессами белкового синтеза в
ситуациях с преобладанием анаболических или
катаболических процессов [32]. Протеолитиче-
ская активность протеасом служит ключевым зве-
ном системы контроля качества клеточных бел-
ков, отвечающим за элиминацию меченых убик-
витином дефектных полипептидов. Однако, в
скелетных мышцах рыб эта активность не так вы-
сока, как в других органах [33], а компактная упа-
ковка миофибриллярных белков делает их недо-
ступными для гидролиза протеасомами и требует

Рис. 1. Уровень экспрессии MyHC (а), MyoG (б), MyoD1b (в), MSTN1a (г) в скелетных мышцах радужной форели. а –
различия достоверны по сравнению с 12 мая, b – по сравнению с 27 июня, с – по сравнению с 17 июля.
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участия других протеиназ, преимущественно каль-
паинов, для их дезинтеграции [10]. Кальцийзави-
симые протеиназы скелетных мышц рыб имеют
более широкую субстратную специфичность по
сравнению с кальпаинами млекопитающих и гид-
ролизуют основные структурные белки, включая
миозин, тропомиозин, α-актинин, тропонины Т
и I, десмин [32]. Помимо рутинной деградации
белка, кальпаины непосредственно участвуют в
миогенезе, в частности, высокоселективным об-
разом гидролизуя белки цитоскелета в ходе слия-
ния миобластов скелетных мышц [34]. Показано,
что уровень экспрессии генов кальпаинов 1 и 2
также повышается при дифференцировке мы-
шечных клеток [35], а на более поздних стадиях
миогенной дифференцировки к ним подключа-
ется кальпаин 3, специфичный для скелетных
мышц [36]. Участие кальпаинов в этих высокоре-
гулируемых процессах становится возможным
при физиологическом снижении экспрессии их
эндогенного ингибитора, кальпастатина, на ран-
них стадиях дифференцировки мышечных клеток
до полной его элиминации при их слиянии [37].

Таким образом, описанные нами изменения
процессов мышечного роста у рыб в благоприят-
ные для роста периоды и при гипертермии проис-
ходят сопряженным образом и затрагивают не
только белковый синтез и миогенез, но и белко-
вую деградацию. Интенсивный рост рыб сопро-
вождается высокой транскрипционной активно-
стью гена миозина при сдерживающем влиянии
миостатина, высокой скоростью обмена белков и
стабильным уровнем миогенных регуляторных
факторов MyoG и MyoD1b. Физиологические ро-
стовые процессы, связанные с синтезом, аккуму-
ляцией и обменом скелетномышечных белков,
тормозятся в период гипертермии за счет измене-
ний активности обслуживающих эти процессы
ферментных систем и уровня регуляторов миоге-
неза. Одним из механизмов торможения роста фо-

рели при гипертермии служит, по-видимому, тем-
пературозависимое снижение экспрессии миози-
на, приводящий к активации компенсаторных
механизмов – повышению экспрессии положи-
тельных регуляторов миогенеза MyoG и MyoD1b,
снижению репрессирующего влияния миостати-
на и торможению реакций белковой деградации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Схема эксперимента и отбор проб. Объектом
исследования служили самки радужной форели
возраста 2+, выращиваемые в садках (оз. Ладмозе-
ро, Медвежьегорский р-н, Республика Карелия)
на стандартном коммерческом корме для форели
BioMar (Дания). Проводился ежедневный мони-
торинг температуры воды и содержания раство-
ренного кислорода, как известно, связанных отри-
цательной зависимостью. В год наблюдений зна-
чения последнего составляли от 13.6 до 7.2 мг/л с
минимумом в период высоких температур и не
выходили за пределы оптимальных для форели
значений (7.0 мг/л). Отбор проб осуществлялся
ежемесячно, с мая по сентябрь 2018 г.; размер вы-
борки – 8 особей. Помимо измерения длины и
массы рыб, фиксировались образцы их белых ске-
летных мышц (–80°C) для последующего биохи-
мического и молекулярно-генетического анализа.

Реагенты и оборудование. В работе были ис-
пользованы химические реагенты, ингибиторы и
субстраты протеиназ, произведенные Sigma-Aldrich
(США) и ЗАО Евроген (Россия); приборы: низко-
температурная морозильная камера UF 240-86 Е
(Snijders Scientific, Нидерланды), гомогенизатор
TissueLyser LT (Qiagen, Германия), центрифуга
Allegra 64R (Beckman Coulter, США), мультимо-
дальный планшетный ридер CLARIOstar (BMG
LABTECH, Германия), спектрофотометр Implen
NanoPhotometer С (Implen, Германия), амплифи-
катор Real-Time CFX96 Touch (BioRad, США).

Рис. 2. Уровень активности кальпаинов и химотрипсинподобной активности протеасом в скелетных мышцах радуж-
ной форели. а – различия достоверны по сравнению с 12 мая, b – по сравнению с 27 июня.
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Выделение тотальной РНК и проведение обрат-
ной транскрипции. Тотальную РНК выделяли из
белых мышц с помощью набора RNA-extran по
протоколу производителя. Затем общую РНК об-
рабатывали с помощью ДНКазы. Целостность и
качество РНК оценивали методом электрофореза
на 1% агарозном геле и спектрофотометрически
с коэффициентом поглощения 260/280 нм. РНК
использовали для обратной транскрипции с
применением MMLV-обратной транскриптазы и
случайных гексамерных праймеров.

ПЦР в реальном времени. Праймеры для MyHC,
MyoG, MyoD1b, MSTN-1a и Ef-1α были подобраны
с помощью программы Beacon Designer 5.0 (Pre-
mier Biosoft, США). Последовательности прай-
меров представлены в табл. 2. Амплификацию
2 мкл кДНК проводили с использованием 5 мкл
qPCRmix-HS SYBR Green 5× (Евроген, Россия) и
500 нM праймеров в конечном объеме смеси 25 мкл.
Условия ПЦР были следующими: денатурация
ДНК – 5 мин при 95°C; повторяющиеся циклы
(30–35): денатурация 20 с при 95°C, отжиг прай-
меров 30 с при 60°C, и элонгация 30 с при 72°C.
Анализировали кривую плавления для подтвер-
ждения, что пары праймеров для каждого анализа
qPCR генерируют один единственный продукт.
Для расчета эффективности ПЦР использовались
стандартные кривые, с использованием 5-кратно-
го разбавления смеси кДНК из всех образцов. Каж-
дый образец повторялся трижды на плашке. От-
носительные уровни экспрессии генов определяли
методом анализа порогового цикла (КТ) и норма-
лизовали по отношению к Ef-1α используя ме-
тод 2−ΔΔCt [38].

Получение препаратов протеиназ. Ткани были
подвергнуты гомогенизации в 20 мМ Трис-HCl-
буфере (рН 7.5) с добавлением 150 мМ NaСl, 5 мМ
ЭДТА-Na, 20 мМ ДТТ, 0.1%-го Triton X-100, 1 мМ
АТР, 5 мМ MgCl2, смеси ингибиторов протеиназ
(1 мМ PMSF, 1 мкг/мл лейпептина, 1 мкг/мл пеп-

статина) в соотношении 1 : 10 (вес/объем) и цен-
трифугированию (20000 g, 20 мин).

Анализ протеолитической активности кальпа-
инов. В полученном супернатанте (ферментная
фракция) была протестирована активность каль-
паинов – кальцийзависимая казеинолитическая
активность, чувствительная к ингибиторам цистеи-
новых протеиназ [39]. Реакционная смесь, общим
объемом 500 мкл, включала 1 мг/мл денатурирован-
ного щелочью казеина, 20 мМ ДТТ, 200 мкл фер-
ментной фракции и 5 мМ СаСl2 (кальцийзависимая
активность) или хелатора Са2+ ЭДТА-Na (Са2+-не-
зависимая активность) в 50 мМ Трис-HCl-буфе-
ре (рН 7.5). После 30-мин инкубации (28°С) в ре-
акционной смеси было определено содержание
остаточного белка по методу Брэдфорд [40]. За
единицу активности (ед. акт.) кальпаинов было
принято количество фермента, вызывающее уве-
личение оптического поглощения при 595 нм на
0.1 ОЕ за 1 ч инкубации при 28°С. Удельная ак-
тивность кальпаинов была определена в расчете
на 1 г белка.

Анализ протеолитической активности протеа-
сом. Химотрипсинподобную активность (ХПА)
протеасом определяли по гидролизу флуороген-
ного олигопептида Suc-LLVY-AMC. Реакционная
смесь содержала 20 мМ Tрис-HCl (pH 7.5), 1 мМ
ДТТ, 5 мМ MgCl2, 1 мМ ATР и 30 мкМ субстрата.
Флуоресценцию образцов измеряли при длине
волны возбуждения 380 нм и длине волны испус-
кания 440 нм. Для оценки активности примес-
ных протеиназ использовали ингибитор ХПА
протеасом MG132. При расчете ХПА протеасом
из общей активности вычитали остаточную ак-
тивность в присутствии 5 мкM MG132. Актив-
ность (ед. акт.) выражали в условных единицах
показаний флуориметра и нормализовали по со-
держанию в пробах белка.

Анализ содержания белка. Концентрацию бел-
ка определяли методом Брэдфорд [40] с исполь-
зованием BSA в качестве стандарта.

Таблица 2. Последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Последовательность 5'-3' Размер фрагмента, п.о. Номер в GenBank

EF-1a F: GGTGGTGTGGGTGAGTTTGAG
R: AACCGCTTCTGGCTGTAGGG

149 NM_001124339.1

MyHC F: AGAATGTTCGCCAGGTCAATG
R: TCCTCAATCGCCCTCTTCAG

169 Z48794

MyoG F: TGAACGAGGCATTCGAGGC
R: AGTGCCTGCAGCCTCTCAA

115 NM_001124727.1

MyoD1b F: ATTTCGTTCCCTGTCACCTCTG
R: TCGTCTTCGTTGTAATGG

146 NM_001124728.1

MSTN-1a F: CGGAAACCCAAGTGTTGCTTATTC
R: GGCATCAGGCGGGAGATTTG

137 NM_001124282.1
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КАНЦЕРОВА и др.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стический анализ результатов проводили при помо-
щи критерия Краскела–Уоллиса с последующим
сравнением выборок с использованием критерия
Манна–Уитни. Различия считали достоверными
при р < 0.05. Взаимосвязь исследуемых показате-
лей между собой оценивали при помощи линей-
ной регрессии и корреляционного анализа по
Пирсону.
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Effect of Hyperthermia on Proteases and Growth Regulators
in the Skeletal Muscle of Cultivated Rainbow Trout O. mykiss
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The expression of some structural and regulatory muscle protein genes as well as the activity of the main in-
tracellular proteases (calpains, proteasomes) in caged rainbow trout in the periods favorable for growth and
under hyperthermia were estimated. Intense growth of fish was accompanied by high transcriptional activity
of myosin heavy chain (MyHC) gene with the constraining influence of myostatin, high protein turnover rate,
and stable levels of myogenic factors, MyoG and MyoD1b. Trout growth retardation in response to summer
increase in water temperature was associated with a decrease in gene expression of the main protein of myo-
fibrils, myosin. In hyperthermia, proteolytic activity of calpains and proteasomes, which determine the level
of protein degradation in muscle and thereby regulate the intensity of protein accumulation and overall
growth, also decreased. Thus, changes in the intensity of myofibrillar protein synthesis, myogenesis, and pro-
tein degradation in rainbow trout during periods favorable for growth and under hyperthermia occur in a co-
ordinated manner indicating relationship of these processes.

Keywords: myosin, myogenic regulation factors, calpains, proteasome, growth, rainbow trout, hyperthermia


