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Анализ изменений в составе низкомолекулярной белковой фракции плазмы карповых рыб, проведенный с
использованием различных электрофоретических методов, выявил их корреляцию с сезонными изменени�
ями и приуроченными к ним репродуктивными ритмами рыб. Для выявления этих взаимосвязей у пресно�
водных и проходных карповых рыб использовали культивируемые виды, у которых были секвенированы ге�
номы. Сходство в составе низкомолекулярных белковых фракций плазмы различных видов рыб позволило
провести надежную идентификацию некоторых их белков. Результаты масс�спектрометрического анализа
MALDI показали наличие в составе низкомолекулярной фракции белков у диких видов и культивируемых
видов одних и тех же белков – гемопексинов, аполипопротеинов и ингибиторов протеиназ. Белки первых
двух классов организованы в виде комплексов из белков�олигомеров. Стехиометрия этих комплексов меня�
ется согласованно с сезонными и репродуктивными ритмами.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рыбы, белки плазмы, масс�спектры, МАЛДИ.

Плазму крови считают одним из наиболее
сложных образцов для исследования методами
протеомики [1]. Помимо «истинных белков
плазмы» – внеклеточных белков, «помеченных»
после синтеза аминокислотной цепи сигналь�
ным пептидом, она содержит в незначительном
количестве и тканевые белки, попавшие в кро�
воток вследствие разрушения клеток [2]. Кроме
того, в плазме обнаружены белки некоторых ви�
русов, бактерий и дрожжей [3]. Техника 2D�элект�
рофореза позволила дифференцировать плазму
на десятки белков [4, 5], в составе которых с по�
мощью масс�спектрометрии MALDI и SELDI
идентифицировано более тысячи полипептидов

[6, 7]. При всем множестве белков в составе
плазмы ее «истинные белки» у всех позвоноч�
ных группируются в электрофорезе в четыре ос�
новные фракции, обозначенные Тизелиусом [8]
как альбумины, α�, β� и γ�глобулины.

В протеоме плазмы рыб (как и человека) об�
наружено около тысячи различных продуктов
отдельных генов [9]. Интерес к нему обуслов�
лен, прежде всего, принадлежностью рыб к низ�
шим Vertebrata. Именно в низших таксонах поя�
вились и сформировались основные белковые
фракции плазмы, характерные для всех Vertebrata
[10–13]. С другой стороны, интерес к протеому
плазмы рыб обусловлен его динамичным харак�
тером. Динамика характерна и для протеома
плазмы человека, проявляясь в широком разма�
хе содержания отдельных белков [14], особенно,
сывороточного альбумина, концентрация кото�
рого в плазме варьирует более чем на 10 поряд�
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ков [1]. У рыб же вследствие их пойкилотермной
природы динамика протеома плазмы должна
проявляться не только в варьировании концент�
рации отдельных белков, но и, предположитель�
но, в других закономерностях, отражающих ее
согласованность с сезонными и приуроченными
к ним репродуктивными ритмами.

Целью работы является исследование зако�
номерностей изменения состава наиболее вари�
абельной низкомолекулярной белковой фрак�
ции плазмы – низкомолекулярной – в годовом
цикле карповых рыб.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В работе использовали
рыб из отряда Cypriniformes, семейства Cyprinidae:
1) дикие виды – лещ Abramis brama, плотва
Rutilus rutilus, синец Abramis ballerus, уклейка
Alburnus alburnus, чехонь Pelecus cultratus, густера
Blicca bjoerkna, серебряные караси Carassius
auratus (р. Волга, Рыбинское вдхр.); краснопер�
ки рода Tribolodon – мелко� и крупночешуйная
T. brandtii и T. hakonensis (Японское море, р. Раз�
дольная); 2) культивируемые виды – карпы
Cyprinus carpio (прудовая база Сунога ИБВВ
РАН) и брахиданио рерио Danio rerio (аквариумы).

Получение сыворотки и плазмы крови рыб.
Кровь отбирали из хвостовых сосудов рыб сразу
после их отлова. Для получения сыворотки
кровь отстаивали при 4°; для получения плазмы –
собирали в пробирки с 1%�ным раствором (m/V)
гепариноида, осевшие эритроциты удаляли
центрифугированием при комнатной темпера�
туре в течение 10 мин при 14 000 g.

Стадии зрелости гонад и половые циклы рыб
определяли по шкале зрелости половых продук�
тов, используемой в ихтиологической и рыбо�
водной практике [15].

Электрофоретические методы. НМ�фракцию
оценивали по числу белков, их молекулярной
массе МW, электрофоретической подвижности m
белков и расположению в 7,5%�ном ПААГ в диск�
электрофорезе.

Способ организации (мономер/олигомер)
белков определяли по расположению, числу и
мол. массе «пятен» белков в неденатурирующем
2D�электрофорезе (2D�E) в градиенте концент�
раций 5–40% ПААГ и денатурирующем элект�
рофорезе – в 11%�ном ПААГ с 8 М мочевиной
[16] и 12,5%�ном Ds�Na�ПААГ в восстанавлива�
ющих условиях [17]. В первом направлении про�
водили диск�электрофорез в ПААГ [18, 19]: кон�
центрация концентрирующего геля составила
3%, рН 6,9, разделяющего – 4,9%, рН 8,9. При
постановке одномерного диск�электрофореза

использовали 3%�ный концентрирующий и
7,5%�ный разделяющий гели.

После электрофореза в неденатурирующих
условиях и в ПААГ с мочевиной гели фиксиро�
вали 10%�ной ТХУ и после отмывания окраши�
вали красителем Coomassie R�250 – 0,01%�ным
раствором, приготовленным на смеси этанол –
уксусная кислота – вода в соотношении 10 : 1 : 30.
После Ds�Na�электрофореза гели фиксировали
70%�ным изопропиловым спиртом и далее окра�
шивали красителем Coomassie R�250 – 0,04%�ным
раствором, приготовленным на смеси изопро�
панол – этанол – уксусная кислота – вода в со�
отношении 2 : 1 : 1 : 6, согласно прописи [17].

Если в градиенте ПААГ и ПААГ с мочевиной
белок был представлен одним «пятном», его
считали мономером; если несколькими «пятна�
ми» в ПААГ с мочевиной, то олигомером, стаби�
лизированным водородными связями. Если в
ПААГ с мочевиной белок представлен меньшим
количеством «пятен», чем в Ds�Na�ПААГ в вос�
станавливающих условиях, то считали, что бе�
лок состоит из нескольких полипептидных це�
пей, связанных S–S�связями.

В качестве маркеров молекулярной массы
использовали полимеры сывороточного альбу�
мина человека HSA (67, 134, 201, 268, 335 кДа) и
овальбумина ОА (45, 90, 135 кДа) и PageRulerTM
Prestained Protein Ladder Plus (11, 17, 28, 36, 55,
72, 95, 130, 250 кДа) («Fermentas», Литва). Ден�
ситометрирование, расчет относительного со�
держания и MW белков проводили с помощью
программы ONE�Dscan, Ver 1.31 («Scananalytic
Inc.», США).

МассAспектрометрия MALDI. Все операции
по подготовке проб анализируемых белков для
масс�спектрометрии выполнены в соответствии
с протоколом, описанным ранее [20]. Масс�
спектры (ms) продуктов трипсинолиза получали
на масс�спектрометре Ultraflextreme «Bruker»
(Германия), оснащенном УФ�лазером (Nd) в ре�
жиме положительных ионов с использованием
рефлектрона в диапазоне масс 700–4500 m/z.
Точность измеренных моноизотопных масс пос�
ле докалибровки по пикам автолиза трипсина
составляла 50 ррм. При необходимости получа�
ли спектры фрагментации ms�ms отдельных
пептидов. Для их получения использовали тан�
демный режим прибора, точность измерения
фрагментных ионов была не ниже 1 Да. Масс�
спектры обрабатывали с использованием прог�
раммного пакета FlexAnalysis 2.4 («Bruker Dalto�
nics», Германия).

Идентификацию белков проводили с по�
мощью программы Mascot (опция «пептидный
фингерпринт», www.matrixscience.com). Поиск
проводили в базе данных NCBI среди белков
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всех организмов и/или EST vertebrates. Канди�
датные белки, имеющие параметр достовернос�
ти score > 83, считали определенными надежно
(p < 0,05). С использованием программного
обеспечения Biotools 3.0 («Bruker Daltonics»,
Германия) проводили поиск кандидатных бел�
ков по объединенным данным ms + (ms�ms).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Состав низкомолекулярной фракции белков
плазмы карповых рыб в электрофорезе. В диск�
электрофорезе НМ�фракция плазмы исследо�
ванных видов расположена в диапазоне m
0,37–0,87. Традиционно она считается низкомо�
лекулярной, хотя белки в ее составе имеют мо�
лекулярные массы выше 40–50 кДа. У всех ви�
дов фракция состоит из двух подфракций. В
первой выделяется один доминирующий белок;
вторая подфракция состоит из нескольких бел�
ков, число которых варьировало от 2 до 15�ти
(рис. 1, а, б).

Ранее нами было показано, что подфракции
различаются по способности связывать альбу�
мин�специфичный краситель синий Эванса:
первая подфракция по ходу электрофореза свя�
зывала краситель, а вторая не связывала [20, 21].
По этой причине первую подфракцию мы обоз�
начили как альбуминоподобные белки («Alb»), а
вторую как неальбуминовые белки («No alb»)
(рис. 1, в).

В 2D�электрофорезе подфракции организо�
ваны сходным образом у всех исследованных
видов (рис. 2). Так, в неденатурирующих усло�

виях фракция содержала один доминирующий
белок с мол. массой в диапазоне около 100–120 кДа
в составе подфракции «Alb» и 2–15 белков с мол.
массой от 45 до 100 кДа в составе подфракции
«No alb» (рис. 2, a). Однотипной была и структу�
ра фракции в денатурирующих условиях (рис. 2,
б, в). В Ds�Na�ПААГ в составе фракции у всех
видов присутствовали четыре группы белков с
мол. массой около 14, 25, 50 и 60 кДа (рис. 2, в).
Таким образом, белковый состав НМ�фракции
плазмы у различных видов рыб, исследованный
с помощью электрофоретических методов, ха�
рактеризуется значительным сходством как в
неденатурирующих, так и в денатурирующих ус�
ловиях.

Данное обстоятельство позволяет использо�
вать результаты идентификации белков у куль�
тивируемых видов с секвенированным геномом
(карп, брахиданио рерио) для последующей
идентификации белков у диких видов. Перед
этим мы определяли границы фракции на про�
теомной карте плазмы, идентифицируя вплот�
ную примыкающие к фракции глобулины, на
примере вида с частично секвенированным ге�
номом – карпа.

Идентификация глобулинов, примыкающих на
протеомной карте плазмы к белкам низкомолекуA
лярной фракции, у карпа и красноперок Tribolodon.
Ранее мы предположили, что белки, примыкаю�
щие к НМ�фракции плазмы рыб на 2D�электро�
фореграмме cо стороны глобулинов, являются
трансферринами [22], так как они окрашива�
лись реактивом Мюллера [23]. Для их точной
идентификации мы вырезали два фрагмента ге�
ля (содержащие белки) с «дорожки» положи�

Рис. 1. Диск�электрофорез плазмы: a – леща (1, 2), синца (3, 4), уклеи (5), чехони (6), густеры (7), карася (8–11), красно�
перки (12–15); б – культивируемых карпа (16–19), брахиданио рерио (20, 21); в – подфракций «Alb» и «No alb» НМ�фрак�
ции леща (22)

а                                                         б                  в

Alb

No alb

1    2       3    4     5     6      7      8     9    10   11    12   13   14   15              16    17   18  19   20     21           22
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тельных по Мюллеру белков (рис. 3, а); провели
их трипсинолиз и получили ms их протеомной
карты. Масс�спектры этих белков совпали, что
свидетельствует об их гомологии. Среди канди�
датов оказались исключительно трансферрины
карпа (табл. 1).

Далее по такой же схеме нами была сделана
попытка идентификации предположительно
трансферринов у дикого вида – красноперки

T. brabdtii. Как и у карпа, у красноперки в грани�
чащей с НМ�фракцией зоне были обнаружены
гомологичные 62 кДа – белки (рис. 3, б). По ms
провести их идентификацию не удалось. Поиск
по ms�ms выявил те же белки�кандидаты, что и
для карпа (табл. 1) с теми же Accession numbers и
величинами score. Только область перекрывания
аминокислотных последовательностей с канди�
датами была, естественно, ниже, чем у карпа и

Рис. 2. 2D�E плазмы рыб. В градиенте ПААГ: а – леща (1), плотвы (2), красноперки (3), карпа (4); в ПААГ с мочевиной:
б – синца (1), леща (2), плотвы (3), красноперки (4); в Ds�Na�ПААГ: в – плотвы (1), карася (2), красноперки (3), карпа (4).
Рамками выделены НМ�фракции (а, б), овалами – группы белков (в). Стрелки указывают на трансферрины
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составила 13, 13, 11 и 11% соответственно. Тем
не менее высокие величины score (159, 159, 140,
140 соответственно) и принадлежность канди�
датного и экспериментального видов рыб к од�
ному семейству, позволяют считать проведен�
ную идентификацию достаточно надежной.

Таким образом, на протеомной карте плазмы
карповых рыб на границе с глобулинами НМ�
фракция вплотную примыкает к трансферри�
нам. Ввиду простого окрашивания в геле эти

белки могут использоваться в качестве маркера
для определения локализации на протеомной
карте плазмы рыб НМ�фракции.

Идентификация белков низкомолекулярной
фракции плазмы на примере карпа. Для иденти�
фикации отобрали семь белков фракции. Белки
1, 3, 4 и 5 идентифицировали по ms, белки 2 и 6 –
по ms�ms. В табл. 2 представлено по одному кан�
дидату с наибольшей величиной score для каж�
дого белка (табл. 2).

Рис. 3. Ds�Na�электрофорез белков плазмы карпа (а) и красноперки (б). Белки (1–7) низкомолекулярной фракции выде�
лены пунктиром, трансферрины – овалом
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MW

55

130
95

72

28

36

17

11

№1

1

2

3

4

Coverage4, %

38

33

33

38

Таблица 1. Кандидатные белки для глобулина плазмы карпа с мол. массой ~63 кДа

Score3

159

159

140

140

Mw calc/obs2, кДа

73,134/63,8

73,138/63,8

73,041/63,8

73,088/63,8

Accession number (NCBI)

gi|189473159

gi|189473161

gi|189473163

gi|189473165

Название белка в NCBI

Transferring variant C
[Cyprinus carpio]

Transferring variant D
[Cyprinus carpio]

Transferring variant F
[Cyprinus carpio]

Transferring variant G
[Cyprinus carpio]

1 Номер кандидатного белка. 
2 Расчетная и экспериментальная величины молекулярной массы. 
3 Вероятностный коэффициент достоверности. 
4 Перекрывание аминокислотных последовательностей.
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Для белка 1 (рис. 3, а) с экспериментальной
величиной MW около 64 кДа гомологи обнару�
жены только в неаннотированной базе данных
EST, поэтому его расчетная мол. масса не ясна.
Для этого белка кандидатные последователь�

ности с высокими величинами достоверности
были представлены библиотеками кДНК, скон�
струированными на основе популяций мРНК
печени карпа (CF662379). Вставляя аминокис�
лотную последовательность, реконструирован�

№1

1

2

3

4

5

6

7

1

2

3

1

3

4

5

6

Coverage4, %

43

6

63

73

39

11

34

62

64

50

97

13

16

15

10

97

Таблица 2. Идентификация белков карпа, брахиданио рерио и красноперки

Score3

173

144

260

241

223

129

133

302

198

227

451

106

283

461

142

451

Mw calc/obs2, кДа

/63,4

51,666/52,8

20,797/22,0

15,718/12,8

50,013/54,6

45,846/48,5

41,873/43,2

50,966/53,4

30,121/24,6

42,872/54,1

/62

29,947/24,3

14,818/11,2

50,736/56,1

44,812/47,7

/62

Accession number (NCBI)

GenBank ACO51168,1

gi|29501368

gi|13445027

gi|385865216

gi|14388583

gi|439153

gi|416561

gi|162287365

gi|424036615

gi|54400446

GenBank AEM6043,1

gi|206598060

gi|110351026

gi|801738

gi|63100850

GenBank AEM6043,1

Название кандидатного белка в NCBI

Warm temperature acclimation�related 
65 kDa protein [Hypophthalmichthys
nobilis] (silver carp)

Fetuin long form [Cyprinus carpio]

Apolipoprotein A�I [Cyprinus carpio]

14 kDa apolipoprotein [Cyprinus carpio]

Warm�temperature�acclimation�related 
65 kDa�protein [Cyprinus carpio]

Serine protease inhibitor [Cyprinus carpio]

Alpha�1�antitrypsin homolog; 
Flags: Precursor [Cyprinus carpio]

Hemopexin precursor [Danio rerio]

Apolipoprotein A�Ib precursor [Danio rerio]

Serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha�1
antiproteinase, antitrypsin), member 7
[Danio rerio]

Warm temperature acclimation�accociated
65 kDa protein [Misgurnus mizolepis]

Apolipoprotein A�I�1 [Hemibarbus mylodon]

«14 kDa apolipoprotein» 
[Pimephales promelas]

Warm�temperature�acclimation�related�
65 kDa�protein [Carassius auratus]

Serpina1 protein [Danio rerio]

Warm temperature acclimation�accociated
65 kDa protein [Misgurnus mizolepis]

1 Номер кандидатного белка. 
2 Расчетная и экспериментальная величины молекулярной массы. 
3 Вероятностный коэффициент достоверности. 
4 Перекрывание аминокислотных последовательностей.

Cyprinus carpio

Danio rerio

Tribolodon brandtii
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ную на основе мРНК, в Protein BLAST и задав
поиск среди белков всех позвоночных, мы обна�
ружили гомолог данного белка – «Warm tempe�
rature acclimation�related 65 kDa protein» у серебря�
ного карпа. Белок содержит в структуре «Hemo�
pexin�like»�повторы, связывает гем и транспор�
тирует его в печень (GenBank ACO51168.1). Для
белка 2 (рис. 3, а) с мол. массой ~53 кДа канди�
датом является фетуин. Подобно альбумину он
участвует в транспорте метаболитов в крови; с
другой стороны – содержит в структуре циста�
тин�подобный домен, характерный для семей�
ства ингибиторов цистеиновых протеиназ [24].
Белки 3 и 4 (рис. 3, а) идентифицированы как
негомологичные A�I и «14 кДа» – аполипопро�
теины.

В составе подфракции «Неальбуминовые бел�
ки» мы идентифицировали три белка; на рис. 3, а
и в табл. 2 они обозначены номерами 5, 6 и 7.
Белок 5 проявляет свойства гемопексина [25], а
белки 6 и 7 – ингибиторов сериновых протеи�
наз.

Результаты выявили совпадение кандидатов
для 1�го и 5�го белков. В обоих случаях речь идет,
вероятно, об одном и том же белке карпов –
«warm�temperature�acclimation�related�65 kDa».
Только для разных кандидатов библиотеки кДНК
охватывают разные области белка – N�конце�
вую для белка 1 (GenBank ACO51168.1), и всю
аминокислотную последовательность (1–439)
для белка 5 (gi|14388583).

Сходные результаты получены и при иденти�
фикации белков Danio rerio (табл. 2).

Идентификация белков низкомолекулярной
фракции у диких видов рыб. Белки НМ�фракции
плазмы крови плотвы идентифицировать не
удалось (gi|291530602, gi|339326474), а для альбу�
миноподобного белка леща (gi|47220181) найден
только один белок�кандидат «unnamed protein
product» [Tetraodon nigroviridis] с низкой величи�
ной score 59 (gi|47220181). Между тем, с по�
мощью ms�ms удалось идентифицировать белки
красноперки T. brandtii (табл. 2). Кандидатами
оказались те же белки, что и у карпа.

Поиск кандидатов для белка 1 (рис. 3, б) с
MW около 62 кДа по ms оказался безрезультат�
ным. Поиск по ms�ms выявил гомологи в базе
данных EST, поэтому расчетное значение MW
белка не установлено. Кандидатные последова�
тельности с высокими величинами достовер�
ности (score 245) представлены библиотеками
кДНК, сконструированными на основе попу�
ляций мРНК плотвы (EG541453). Вставляя
аминокислотную последовательность, рекон�
струированную на основе мРНК, в Protein
BLAST и задав поиск среди белков всех позво�
ночных, мы обнаружили гомолога белка 1 –

«Warm�temperature�acclimation�associated 65�kDa
protein» у обыкновенного вьюна Misgurnus
mizolepis из отряда Cypriniformes. Как и канди�
дат соответствующего белка карпа, он содер�
жит в структуре гемопексин�подобные повто�
ры, связывает гем и транспортирует его в пе�
чень [26]. Подобно соответствующему белку
карпа, белки красноперки 1 и 5 содержат гемо�
пексин�подобные повторы, связывают гем и
транспортируют его в печень [27]. Таким обра�
зом, один и тот же белок нерестовой красно�
перки присутствует на электрофореграмме в
разных областях и имеет разную подвижность
m и мол. массу. Между тем, в период заверше�
ния нагула «warm�temperature�acclimation�asso�
ciated 65�kDa» белок обнаружен только на до�
рожке доминирующего белка.

Белки 3 и 4 у красноперки (рис. 3, б), как и у
карпа, являются негомологичными аполипопро�
теинами, а белок 6 – ингибитором сериновых
протеиназ (табл. 2).

Основные изменения в составе НМAфракции
белков плазмы и их чередование в годовом цикле
рыб. Анализ величин m и мол. массы белков
НМ�фракции плазмы рыб в течение года позво�
лил выявить основные изменения, наблюдаю�
щиеся во фракции. Они выделены как два диск�
ретных типа, обозначенные нами как «базовый»
и «пластический». Типы резко различаются по
гетерогенности, величинам m и мол. массам
белков в составе фракции (рис. 4).

Для НМ�фракции базового типа характер�
ны: 1) максимальная гетерогенность подфрак�

Рис. 4. «Базовый» (а) и «пластический» (б) способы орга�
низации низкомолекулярной фракции плазмы леща (1–4)
в 7,5%�ном ПААГ. «Alb» и «No alb» – подфракции НМ�
фракции плазмы

0,8
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1              2                                    3         4               m
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0,6
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ции «Неальбуминовые белки»; 2) невысокие по�
казатели электрофоретической подвижности m
доминирующего белка из подфракции «Альбу�
мины» и 3) невысокие показатели m для наибо�
лее подвижного белка подфракции «Неальбуми�
новые белки».

Для НМ�фракции пластического типа ха�
рактерны: 1) минимальные показатели гетероген�
ности подфракции «Неальбуминовые белки»;
2) высокие показатели m доминирующего белка
из подфракции «Альбумины» и 3) максималь�
ные показатели m наиболее подвижного белка
подфракции «Неальбуминовые белки» (рис. 4).

Mасса неденатурированного доминирующего
белка базового типа всегда была выше (~120 кДа),
чем у белка пластического типа (~100 кДа).

Такую структуру имели НМ�фракции всех
исследованных нами видов рыб, видоспецифич�
ными были абсолютные показатели m и степень
гетерогенности фракции. Так, в диск�электро�
форезе доминирующий белок базового типа
имел подвижность m 0,60–0,62 (уклея, чехонь и
густера), 0,55–0,57 (лещ), 0,48–0,54 (красноперки
Tribolodon, брахиданио рерио, карп), 0,45–0,46
(синец) и 0,39–0,42 (серебряный карась). Под�
фракция «Неальбуминовые белки» при этом была
представлена несколькими (до 10�ти и более)
белками, среди которых был либо один четко
выраженный на электрофореграмме белок при
наличии множества минорных (красноперки
Tribolodon), либо несколько хорошо выражен�
ных (как правило, до шести) белков (лещ, ка�
рась) при отсутствии минорных. В НМ�фракци�
ях пластического типа доминирующий белок
имел более высокие величины m (mмакс = 0,70), а
неальбуминовые белки представлены мини�
мальным числом белков (или единственным
белком) с mмакс = 0,83 (рис. 4).

Базовый тип НМ�фракции был характерен
для половозрелых рыб, отловленных в летне�
осенний и зимний периоды; а пластический –
для половозрелых рыб в весенний период (ап�
рель, май) подготовки к нересту. Рыбы с базо�
вым типом НМ�фракции плазмы имели гонады
I–III стадий зрелости, с пластическим типом –
IV стадии зрелости.

Реорганизация белковых комплексов НМA
фракции плазмы в годовом цикле рыб. Среди бел�
ков НМ�фракции плазмы нами обнаружены как
мономерные, так и олигомерные белки. Послед�
ние выявлены при сравнении 2D�электрофорег�
рамм в неденатурирующих условиях и денатури�
рующих условиях (рис. 2).

Доминирующий белок в градиенте концент�
раций ПААГ был представлен у всех исследо�
ванных рыб, как правило, одним «пятном», в де�
натурирующих условиях – 3–12�ю белками,

причем и в ПААГ с мочевиной и в Ds�Na�ПААГ
количество субъединиц в составе доминирую�
щего белка было сопоставимым (рис. 2). Поэто�
му мы предположили, что доминирующий бе�
лок из подфракции «Альбумины» организован
по типу комплекса, состоящего из нескольких
белков, стабилизированных в нем водородными
связями. Данный вывод подтверждают и иллю�
стрируют результаты масс�спектрометрии бел�
ков красноперки T. brandtii, отловленной при
подготовке к нересту.

Для масс�спектрометрии были отобраны:
1) несколько фрагментов геля из области неде�
натурированного доминирующего белка «Аль�
бумины» и 2) десять фрагментов 2D�Ds�Na�ге�
ля, содержащих субъединицы с дорожки доми�
нирующего белка. Результаты показали совпа�
дение масс�спектров всех образцов из области
неденатурированного доминирующего белка.
Эти ms содержали большое количество сигна�
лов, что предполагает наличие в образцах нес�
кольких полипептидных цепей (рис. 5, а).

Из 10�ти отобранных на масс�спектромет�
рию субъединиц только четыре имели выражен�
ные сигналы в масс�спектре неденатурирован�
ного доминирующего белка, один из них предс�
тавлен на рисунке (рис. 5, б).

Наиболее интенсивные сигналы принадле�
жали субъединицам с мол. массой ~23 кДа (субъ�
единицы 3 и 3' на рис. 3, а), 12 кДа (рис. 5, б) и
60 кДа, которые, как показано выше, являются
негомологичными А�I и 14 кДа – аполипопро�
теинами и «warm temperature acclimation�associ�
ated 65�kDa» – белком. Результаты позволяют
предположить, что организованный по типу
комплекса нативный доминирующий белок
состоит из олигомеров разного состава с при�
мерно одинаковыми величинами мол. массами
~100 кДа.

Стехиометрию комплекса по данным масс�
спектрометрии оценить сложно, однако, выра�
женность пятен белков на электрофореграмме
позволяет считать основными компонентами
комплексов аполипопротеины и «warm tempera�
ture acclimation�associated 65�kDa»�белок. Веро�
ятны различные сочетания белков, а также свя�
занных с ними липидов, дающих в сумме вели�
чину ~100 кДа.

Снижение массы неденатурированного бел�
кового комплекса со 120 до 100 кДа у красно�
перки в период подготовки к нересту не сопро�
вождалось изменением его субъединичного сос�
тава. Данное обстоятельство позволяет предпо�
ложить, что при подготовке к нересту домини�
рующий белок (организованный по типу белко�
вого комплекса) меняет структурную организа�
цию. Большую часть годового цикла мол. масса
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неденатурированного доминирующего белка
составляет ~120 кДа, что соответствует наличию
в нем димеров «warm temperature…»�белка и
олигомеров каждого из аполипопротеинов или
комплексов ассоциированных друг с другом
разных аполипопротеинов или комплексов пе�
речисленных белков с липидами. В период под�
готовки к нересту мол. масса комплекса снижа�
ется до ~100 кДа, чему предположительно соот�
ветствует наличие в комплексе олигомера из
трех мономеров – «warm temperature … 65�kDa
protein»�белка и двух аполипопротеинов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Важным результатом работы, способство�
вавшим выявлению закономерностей перестро�
ек НМ�фракции белков плазмы рыб, является
обнаружение сходной структуры фракции из
двух подфракций. Такую же структуру имеют
НМ�фракции плазмы и у других костистых рыб
из семейств окуневых, щуковых, сельдевых [28].

У всех исследованных видов в составе фрак�
ции выявлены характерные группы белков с
близкими величинами мол. массы. С помощью

Рис. 5. Масс�спектры неденатурированного белкового комплекса (а) и входящего в его состав 14 кДa�аполипопротеина (б).
Совпадающие величины m/z пептидов из белкового комплекса и аполипопротеина выделены рамками
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MALDI показана их принадлежность одним и
тем же функциональным классам – аполипоп�
ротеинам, ингибиторам протеиназ и гемопекси�
нам. Данные других авторов, идентифицировав�
ших те же белки в составе протеома плазмы кар�
повых [29], а также лососевых рыб [30], камен�
ных окуней [31] и пресноводных угрей [32],
подтверждают наши результаты.

Удовлетворительные результаты по иденти�
фикации белков НМ�фракции плазмы у диких
видов – красноперок рода Tribolodon – были по�
лучены благодаря использованию тандемного
режима масс�спектрометра. Предпринятый по�
иск кандидатов по масс�спектрам в базах дан�
ных NCBI среди белков всех организмов не дал
результатов. Между тем, поиск по спектрам
фрагментации выявил для белков красноперки
те же кандидаты, что и для соответствующих
белков карпа Cyprinus carpio и брахиданио рерио
Danio rerio. Об удовлетворительной идентифи�
кации белков красноперки свидетельствуют ве�
личины покрытия сиквенса (coverage, 10–97%) и
score (142–461). Диапазон этих параметров у
карпа составил 11–73% и 129–260, а у брахида�
нио рерио – 50–64% и 198–302 соответственно.

Основным результатом работы является вы�
явление сезонной ритмичности изменений мо�
лекулярной массы и подвижности белков, а также
гетерогенности фракции. Большую часть года –
летне�осенний и зимний периоды – гемопекси�
ны и аполипопротеины формировали 120 кДа�
белковые комплексы, стабилизированные водо�
родными связями. В их составе, вероятно, нахо�
дятся ассоциированные белковые олигомеры:
димеры гемопексина, тетрамеры аполипопроте�
ина А�I и ассоциаты 14 кДа�аполипопротеина
более высокого порядка (до 10�ти белковых це�
пей). Возможны и другие сочетания белков в
составе комплекса, дающие в сумме ту же кажу�
щуюся величину его массы. Равновероятно,
комплексы могут содержать и значительные ко�
личества липидов, связанных белками. В весен�
ний период масса комплекса снижалась до 100 кДа.
Поскольку его состав оставался неизменным,
мы предположили, что он состоит из олигоме�
ров, организованных мономерами гемопексина
и аполипопротеинов.

Задаваясь вопросом, какие особенности бел�
ков плазмы и микроокружения способствуют
агрегированию белков, и учитывая тот факт, что
практически все белки плазмы рыб, в том числе
и альбуминоподобные из низкомолекулярной
фракции, являются, за редким исключением,
гликопротеидами [11, 33], можно объяснить
склонность белков рыб к ассоциации, в том чис�
ле, и процессом гликилирования, которое об�
легчает ассоциацию [34]. Кровь млекопитаю�

щих в норме подобных белковых комплексов не
содержит. Однако известно, что при патологиях
(диабет) гликилирование сывороточного альбу�
мина провоцирует его агрегирование [35].

Помимо согласованности преобразований
НМ�фракции белков плазмы с сезонной дина�
микой, нами выявлена связь белковых преобра�
зований с репродуктивными биоритмами рыб.
Сопоставив организацию НМ�фракции плазмы
со стадиями зрелости гонад, мы обнаружили,
что встречающийся большую часть года базовый
тип комплекса (120 кДа) имел место у рыб с го�
надами только I–III стадий зрелости, а встреча�
ющийся весной накануне нереста пластический
тип комплекса (100 кДа) – у рыб с гонадами IV
стадии. Таким образом, накануне нереста доми�
нирующий белок НМ�фракции, организован�
ный по типу ассоциированных в комплекс оли�
гомеров, перестраивался. В ходе этой перестрой�
ки зарегистрировано появление белка со свой�
ствами гемопексина не только в зоне подвиж�
ности комплекса, но и в зоне подвижности сво�
бодного белка. Причем, масса последнего была
ниже, чем у белка в составе комплекса. Мы свя�
зываем данное обстоятельство с вероятной плас�
тической функцией белка и его использованием
путем протеолитической деградации в качестве
источника аминокислот в биосинтетических
процессах, связанных с созреванием гонад.

Динамичные перестройки НМ�белков плаз�
мы приходятся на весенний период активации
обменных процессов и, вероятно, находятся под
контролем половых гормонов. Опыты на куль�
туре гепатоцитов радужной форели показали,
что альбумин�синтезирующая активность, оп�
ределяемая по уровню транскрибированной с
гена альбумина mRNA, четко зависела от дозы и
времени воздействия эстрадиола [36]. А одним
из вероятных поставщиков аминокислот для био�
синтетических процессов являются белки плаз�
мы [37]. Однако у красноперок Tribolodon – как
у неполовозрелой молоди, так и у половозрелых
нерестящихся рыб – низкомолекулярные фрак�
ции плазмы в весенний период реорганизуются
по единому (пластическому) типу. Из этого сле�
дует, что описанные нами преобразования НМ�
фракции в весенний период отражают не столь�
ко репродуктивные биоритмы, сколько интен�
сивность обменных процессов.

Преобразования НМ�фракции по описанно�
му сценарию отмечены и при адаптациях рыб к
повышенной солености. Так, при солености
20% у неполовозрелых лещей и плотвы в еди�
ничных случаях отмечается та же реорганизация
фракции, что и у половозрелых рыб перед не�
рестом. Поскольку в подавляющем большин�
стве экспериментов реорганизация происходи�
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ла по сценарию снижения содержания комплек�
са в плазме и нарастанию содержания низкомо�
лекулярных белков в мышечной жидкости [38],
то можно предположить, что единичные случаи
реорганизации фракции в плазме отражают на�
чальный этап транскапиллярного перераспреде�
ления белка плазмы в условиях высокой соле�
ности. Таким образом, у рыб при адаптациях
пластического и водного обмена преобразова�
ния НМ�фракции плазмы происходят по едино�
му алгоритму.

В заключение отметим, что выполнение пос�
тавленных задач осложнялось отсутствием пос�
ледовательностей исследуемых белков диких
видов рыб в DB Proteins NCBI, что не позволи�
ло нам идентифицировать белки леща и плотвы.
Но благодаря наличию в семействе Cyprinidae
видов, представляющих интерес с точки зрения
развития аквакультуры и являющихся по этой

причине более удобными и предпочтительными
для специалистов в области работ по секвениро�
ванию геномов, задачи исследования белков ди�
ких видов все�таки решаются. На настоящий
момент белки культивируемых видов рыб, в т.ч.
и плазмы, представлены в DB Proteins: у карпа
4344, у серебряного карася 3496, а у брахиданио
рерио 77 560 белковыми последовательностями.
Работа по накоплению сведений о геномах и
белках диких и культивируемых видов рыб про�
должается [39, 40].
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Analysis of reorganization of the low molecular weight fraction of plasma from Cyprinidae revealed its coordination
with the seasonal dynamics and reproductive rhythms of fishes. We used cultured species of Cyprinidae with sequenced
genomes for the detection of these interrelations in fresh�water and migratory species of Cyprinidae. The common
plan of organization of low molecular weight fish plasma fractions made possible the reliable identification of their
proteins. The results show the presence in composition of low molecular weight plasma fraction in wild (Far�Eastern
melkocheshuynaya roach) and cultured species with sequenced genomes (carp, Danio rerio) of the same proteins –
proteins with the properties of hemopexin, apolipoproteins, and serpins. We established that the proteins of the first
two classes are organized as complexes made of oligomers. The stoichiometry of these complexes changes in concord
with the seasonal reproductive rhythms.
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