
ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2020, том 56, № 2, с. 98–107

98

РОЛЬ ЛИПОПРОТЕИНОВ ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ 
В ПОДДЕРЖАНИИ ОСМОТИЧЕСКОГО ГОМЕОСТАЗА 

У СЕРЕБРЯНОГО КАРАСЯ CARASSIUS AURATUS (Linnaeus, 1758) (CYPRINIDAE)
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Выдвинута гипотеза об участии липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) в поддержании осмотиче-
ского гомеостаза у рыб. Для ее проверки исследовали структурные перестройки ЛПВП в сыворотке
крови серебряного карася Carassius auratus L. в ходе сезонной динамики и в эксперименте под влияни-
ем критической солености. Выявлен единый алгоритм структурных реорганизаций ЛПВП у рыб в
условиях естественной среды обитания и у рыб, акклимированных к критической солености. Этот ал-
горитм заключается в обратимой диссоциации-ассоциации липопротеиновых частиц. В естественной
среде обитания этот алгоритм был согласован с динамикой распределения общего белка относительно
капиллярной стенки, а в экспериментальных условиях – с изменениями солености воды. Результаты
работы позволяют предположить возможность реализации разных стратегий поддержания осмотиче-
ского гомеостаза с участием ЛПВП у высших костистых рыб, кровь которых, в отличие от млекопита-
ющих, не содержит специализированного осмотически активного белка альбумина. Обсуждается роль
липопротеинов высокой плотности как универсальных регуляторов и стабилизаторов обменных про-
цессов.
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ВВЕДЕНИЕ

Рыбы относятся к неоднородной по своему со-
ставу группе водных низших позвоночных. Наи-
большим многообразием экологических ниш сре-
ди них выделяются костистые рыбы. Широкий
охват ими акваторий с различной, в том числе и ко-
леблющейся, соленостью, косвенно указывает на
наличие у Teleostei особых и эффективных меха-
низмов осморегуляции, в том числе, механизмов
поддержания баланса внеклеточной жидкости ор-
ганизма с участием белков плазмы. У млекопитаю-
щих эти белки создают коллоидно-осмотическое
давление плазмы, причем ∼80% ее осмотического
эффекта обеспечивают альбумины [1].

В группе высших костистых рыб альбумин был
утерян в ходе предположительно третьей полноге-
номной дупликации, из всех позвоночных затро-
нувшей только Teleostei [2, 3]. Были высказаны
предположения, что в поддержании онкотического
давления плазмы в этой группе рыб могли бы
участвовать витамин D-связывающий белок [4]

или сывороточные аполипопротеины (Аро) [5].
Однако содержание альбуминоидов (кроме сыво-
роточного альбумина) в крови позвоночных незна-
чительно и поэтому недостаточно для поддержания
онкотического давления [6]. В то же время, содер-
жание Аро в крови Teleostei достигает 30–36% [7], из
которых более 20% приходится на АроА в составе
липопротеинов высокой плотности (HDL) [8].

У костистых рыб HDL участвуют не только в ре-
гуляции оттока холестерина от тканей к печени [7],
но и в иммунитете [9] и процессах регенерации
[10]. Кроме того, в эксперименте при смене соле-
ности, в крови рыб происходят реорганизации
олигомеров АроА (в составе HDL), что косвенно
указывает на осмотические свойства липопротеи-
нов [11]. Цель работы заключается в верификации
данного предположения. Для изучения влияния
солености на организацию сывороточных HDL
был проведен анализ реорганизаций HDL серебря-
ного карася в условиях природной среды и крити-
ческой солености, величина которой для данного
вида составляет 190 mmol L–1 NaCl (∼11.5 g kg–1) [12].
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1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

1.1. Сведения о сборе материала

Для изучения сезонной динамики HDL исполь-
зовали серебряных карасей Carassius auratus L. (Cy-
priniformes; Cyprinidae), отловленных весной
(май), летом (июль) и осенью (сентябрь) в Рыбин-
ском водохранилище (58.041083 N, 38.244356 E);
соответствующие выборки из 10, 9 и 11 экземпля-
ров были представлены преимущественно самка-
ми с гонадами III и IV (май), II–V (июль) и II и III
(сентябрь) стадий зрелости. Показатели длины рыб
ad и ab по Смиту варьировали от 13.5 до 22.5 см и от
15.0 до 24.0 см соответственно; вес рыб варьировал
от 60 до 310 г. Для эксперимента было отобрано
70 самок из осенней выборки с гонадами III стадии
зрелости, весом от 60 до 160 г.

1.2. Эксперименты по акклимации рыб 
к соленой воде

70 самок карасей были размещены в шести аква-
риумах (I–VI). Плотность посадки составила 10 рыб
на 100 л воды; температуру воды поддерживали на
уровне 10.5–11.0°С; все аквариумы были снабжены
системой продувки воздуха. На протяжении экспе-
риментов рыб не кормили. В аквариуме I с пресной
водой (FW) была размещена контрольная группа
рыб, в аквариумах II–VI размещены караси, под-
вергнутые влиянию солености. Было поставлено
два эксперимента: один с “плавным” (аквариумы
II–V), другой с резким изменением солености во-
ды (аквариум VI). Соленость воды выражали в со-
ответствии с конвенцией Thermodynamic Equation
Of Seawater (TEOS-10) в виде массовой доли NaCl в
воде в g kg–1 [13]. В аквариумы II и III через три дня
после посадки рыб начинали добавлять NaCl по
1.0 g kg–1 в сутки за два приема – утром и вечером;
при достижении солености 11.5 g kg–1 “подсалива-
ние” прекращали, и рыб выдерживали при данных
условиях 20 дней. После этого у рыб из аквари-
ума II (параллельно с контролем) отбирали образ-
цы крови и интерстициальной жидкости белых
мышц (ISF), а рыб из аквариума III подвергали по-
степенному “распреснению” (по 1.0 g kg–1 в сутки),
выдерживали в пресной воде (FWrevent) еще 20 дней,
после чего отбирали кровь и ISF (также параллель-
но с контролем). В аквариуме IV рыб акклимирова-
ли к солености 40 дней, далее отбирали кровь и ISF,
параллельно с контролем. В аквариуме V соленость
воды плавно доводили до величины 12.0 g kg–1 NaCl,
акклимировали 20 дней и отбирали образцы парал-
лельно с контролем. В “остром” опыте рыб из кон-
трольного аквариума переносили в аквариум VI
(11.5 g kg–1); выдерживали 3 сут и отбирали кровь
и ISF.

1.3. Отбор крови и интерстициальной 
жидкости белых мышц

Кровь отбирали из хвостовых сосудов и отстаи-
вали при 4°С. Отстоявшуюся сыворотку (BS) осто-
рожно собирали пипеткой. Образцы ISF отбирали
в области белых мышц выше боковой линии между
краем жаберной крышки и спинным плавником; с
помощью глазных ножниц с длинными тонкими
лезвиями осторожно делали кожный П-образный
разрез, не задевая мышечные волокна. Ввиду от-
сутствия в данной анатомической области карася
прочного сращения кожи и мышечных волокон
этот метод сбора ISF считали нетравматичным.
Поскольку белые мышцы карася отличались выра-
женной “сухостью”, то образцы ISF отбирали бу-
мажными полосками 3.0 × 5.0 мм (Whatman 3MM
Chr, Biometra, Германия), которые с помощью
пинцета подносили к поверхности мышц и напи-
тывали ISF.

1.4. Определение концентрации белка в жидкостях 
организма и величины градиента концентрации белка 

относительно стенки капилляра мышечного типа

Концентрацию белка в сыворотке определяли
микробиуретовым методом [14]. Для определения
концентрации белка в ISF бумажные полоски (см.
пункт 3) взвешивали до и после напитывания ISF,
по разнице величин определяли вес ISF на каждой
полоске. Учитывая величину плотности ISF рыб
1.05 [15], рассчитывали объем ISF в каждой полос-
ке. Размер полосок (см. пункт 3) был подобран с
учетом ширины лунок PAG. Полоски, напитанные
ISF, вносили в лунки PAG пинцетом, следя за их
плотным прилеганием ко дну лунок, и проводили
электрофорез (см. пункт 5). Денситометрирование
и расчет количества белка в каждой лунке геля про-
водили с помощью программы ONE-Dscan Ver 1.31
(Scananalytic Inc.), используя в качестве “количе-
ственного” стандарта бычий сывороточный альбу-
мин BSA (Serva, Germany), внесенный в количе-
стве 10 мкг в отдельную лунку. Далее рассчитывали
“кажущуюся” концентрацию белка в ISF, в кото-
рую, помимо внеклеточных белков, входит белок
мышечных волокон парвальбумин (Parv), иденти-
фицированный с помощью MALDI (см. пункт 6);
его присутствие в ISF, вероятно, отражает нор-
мальный процесс деградации и обновления мы-
шечных волокон. Вычитая из величины “кажу-
щейся” концентрации ISF долю Parv, мы получали
конечную величину концентрации белка в ISF
(CISF). Величину градиента концентрации белка
(ΔС, g%) относительно стенки капилляра рассчи-
тывали по формуле ΔС = СBS – CIF, где СBS – кон-
центрация белка в BS, а СISF – концентрация белка
в ISF [16].
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1.5. Электрофорез. Определение области 
локализации АроА и HDL на протеомных картах 

BS/ISF и структурной организации белков

Белки разделяли методом электрофореза в по-
лиакриламидном геле (PAGЕ). Для постановки
электрофореза использовали электрофоретиче-
ские камеры (Хеликон, Россия) на 10, 14 и 30 лу-
нок, источник питания “Эльф-8” (ДНК-техноло-
гия, Россия). Для приготовления разделяющего и
концентрирующего PAG использовали трис-HCl
буфер с рН 8.9 и 6.9 соответственно. В лунки кон-
центрирующего PAG вносили 1.5–2 мкл исследуе-
мой жидкости (∼6–8 мкг белка), разведенной та-
ким же количеством 40%-ного раствора сахарозы.
В работе использовали одномерный и двумерный
(2D-E) электрофорезы в неденатурирующих (диск-
Е, электрофорез в градиенте концентраций 5–40%
PAG) и денатурирующих (Ds-Na-PAG в среде вос-
становителя β-меркаптоэтанола) [17] условиях.
При постановке 2D-E в первом направлении про-
водили диск-Е в 7.5% PAG; во втором направле-
нии – электрофорез в 5–40% PAG и в 12.5% Ds-Na-
PAG. После электрофореза в неденатурирующих
условиях гели фиксировали 10%-ной ТХУ и после
отмывания окрашивали 0.01%-ным раствором
Coomassie R-250, приготовленным на смеси эта-
нол–уксусная кислота–вода в соотношении
10:1:30. После Ds-Na-электрофореза гели фикси-
ровали 70%-ным изопропиловым спиртом и далее
окрашивали 0.04%-ным раствором Coomassie R-
250, приготовленным на смеси изопропанол–эта-
нол–уксусная кислота–вода в соотношении
2:1:1:6, согласно прописи [17].

В качестве маркеров молекулярной массы Mr
использовали полимерные формы BSA (67, 134,
201, 268, 335 kDa), овальбумина ОА (45, 90, 135 kDa)
и миоглобина Mg (16, 32, 64 kDa) (Serva, Germany)
и PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus (11, 17,
28, 36, 55, 72, 95, 130, 250 kDa) (Fermentas, USA).
HDL на протеомной карте идентифицировали в
низкомолекулярной (НМ) анодной области отно-
сительно трансферрина Tf [18] и по наличию на его
дорожке в денатурирующем 2D-E двух белков –
АроА-I (∼27 kDa) и “14 kDa apolipoprotein” или
Apo-14 (∼14 kDa) [8]. Организацию белка по типу
“мономер/олигомер” определяли по числу белко-
вых “пятен” и их Mr в неденатурирующем и дена-
турирующем PAGE. Величины Mr белков и их
электрофоретической подвижности Rf в PAGE
определяли с помощью ПП ONE-Dscan Ver 1.31
(Scananalytic Inc.).

1.6. Идентификация белков с помощью
масс-спектрометрии MALDI

Пробоподготовку белков для MALDI проводи-
ли по протоколу: кусочек геля, содержащего белок,
дважды промывали путем инкубации в 100 мкл 40%

раствора ацетонитрила в 0.1 М NH4HCO3 в течение
20 мин при 37°С. После удаления раствора для де-
гидратации геля добавляли по 100 мкл ацетонитри-
ла. После его удаления и высушивания кусочка ге-
ля к нему добавляли 4 мкл раствора (15 мкг/мл) мо-
дифицированного трипсина (Promega) в 0.05 М
NH4HCO3. Гидролиз проводили в течение 4 ч при
40°С, затем к раствору добавляли 7 мкл 0.5% три-
фторуксусной кислоты в 10%-ном растворе водно-
го ацетонитрила и тщательно перемешивали. Над-
гелевый раствор использовали для получения
масс-спектров.

Масс-спектры зарегистрированы на MALDI-
TOF масс-спектрометре Bruker Ultraflex TOF/TOF
(Bruker Daltonics, ФРГ), оснащенном Nd:YAG УФ
лазером (λ = 355 нм), оборудованном системой за-
держки экстракции ионов Bruker PAN и аппарату-
рой для регистрации тандемных масс-спектров
LIFT. Для обработки и анализа полученных спек-
тров использовали пакет программ Bruker Flex-
Analysis 2.4. Все спектры зарегистрированы в режи-
ме положительных ионов с использованием ре-
флектрона, при ускоряющем напряжении 25 кВ и
напряжении рефлектрона 27 кВ. Внутреннюю ка-
либровку спектров осуществляли по известным ре-
гистрируемым сигналам продуктов автолиза трип-
сина. Точность измерения молекулярных масс не
хуже 70 миллионных долей (м.д., ppm). Масс-спек-
тры фрагментации получены в тандемном режиме
MALDI-масс-спектрометра Ultraflex с регистраци-
ей положительных ионов, при первом ускоряющем
напряжении 8 кВ, втором ускоряющем напряже-
нии 19 кВ и отражающем напряжении на рефлек-
троне 29 кВ.

Идентификацию белков и пептидов по массам
продуктов триптического гидролиза и по спектрам
фрагментации отдельных пептидов проводили при
помощи системы идентификации белков Mascot
(MatrixSciense, Великобритания) по базе данных
NCBI.prot Национального центра биотехнологи-
ческой информации США (NCBI). При поиске в
базе данных кандидатного белка в качестве специ-
фической протеазы указывали трипсин, также ука-
зывали возможность неполного гидролиза (до двух
основных остатков в пептидах), точность опреде-
ления масс не хуже 70 м.д. Ограничение по виду ор-
ганизма (таксону) не вводили. При необходимости
получали и использовали для идентификации
спектры фрагментации отдельных пептидов в тан-
демном режиме (ms/ms).

Ввиду ранее установленного единообразия по-
ложения белков НМ-фракции на протеомных кар-
тах BS разных видов карповых рыб [8] идентифика-
цию АроА-I и Аро-14 в некоторых случаях прово-
дили по их положению и величине Rf в PAG и
величинам Mr в неденатурирующем и денатуриру-
ющем PAGE, рассчитанным с помощью ПП OneD-
scan Ver 1.31 (Scananalytic Inc.); к этому способу
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прибегали, если Аро присутствовал в PAG в недо-
статочных для MALDI количествах.

1.7. Статистический анализ

Данные представлены в величинах M ± SE для
каждой группы рыб, рассчитанных c помощью
программы Microsoft Office Excel. Для сравнения
количественных признаков данных использовали
t-критерий Стьюдента. Различия между средними
величинами считали достоверными при p < 0.05.

При идентификации белков в помощью MALDI
кандидатные белки, имеющие параметр достовер-
ности score > 83 в базе данных NCBI, считали опре-
деленными надежно (p < 0.05).

2. РЕЗУЛЬТАТЫ

2.1. Визуальная оценка состояния рыб в условиях 
акклимации к солености

В ходе эксперимента не зарегистрировано ни
одного случая гибели рыб. Начиная с солености
8.0 g kg–1 NaCl и выше (аквариум II), рыбы после
добавления сухой навески соли замедляли движе-
ние и восстанавливали его через ∼15 минут; при до-
стижении солености 11.5 g kg–1 рыбы прекращали
движение и восстанавливали его через два дня.
При достижении солености 12.0 g kg–1 NaCl у рыб
были отмечены выраженные нарушения двига-
тельных реакций, проявлявшиеся в их западании
на бок, поэтому верхней границей переносимого
карасем соленостного интервала считали соле-
ность 11.5 g kg–1 NaCl.

2.2. Организация HDL
в составе НМ-фракций BS и ISF

Сывороточные HDL, локализованные на диск-
электрофореграмме в области НМ-фракции, были
представлены “наплывающими” на трансферрин
“пятнами” с Rf 0.52–0.63 (рис. 1а). Нативные HDL
были представлены ∼110 и 125 kDa – частицами,
каждая из которых распадалась в денатурирующем
2D-E на два белка с Mr ∼ 27 и 14 kDa (рис. 1а),
идентифицированные как АроА-I и Apo-14 соот-
ветственно (табл. 1). Кроме АроА в составе НМ-
фракции сыворотки идентифицированы ингиби-
торы сериновых протеиназ серпины (Spi) и 65 kDa
белок тепловой акклимации (Wap65) (рис. 1, табл. 1).

Электрофореграммы интерстициальной жидко-
сти были двух типов: одни визуально совпадали с
сывороткой, другие отличались от нее (1) отсут-
ствием доминирующих “пятен” HDL и (2) наличи-
ем парвальбуминов в виде тетрамеров (44 kDa),
тримеров (38 kDa) и димеров (22 kDa), имеющих в
денатурирующих условиях Mr ∼ 11–13 kDa (рис. 1б,
табл. 1). В ISF первого типа набор НМ- белков сов-
падал с сывороткой; в ISF второго типа доминиро-
вал парвальбумин, а в области HDL обнаружены
перекрываемые тетрамерным парвальбумином
белковые пятна с Mr 50 kDa, в составе которых в
денатурирующем PAGE выявлены белки, по лока-
лизации на 2D-E и величине Mr соответствующие
Аро-14 (рис. 1б).

2.3. Структурные реорганизации HDL в сыворотке 
рыб в условиях среды обитания и эксперимента

В ходе сезонной динамики для HDL отмечено
обратимое изменение величин Rf в диск-Е: “0.52–
0.63 (май)” → “0.63–0.72 (июль)” → “0.52–0.63
(сентябрь)”. При плавном росте солености (аква-

Таблица 1. Идентификация некоторых белков НМ-фракции BS и ISF серебряного карася

* Обозначение белка на рис. 1.

Candidate proteins Protein view Mas-
cot Search Results

MW
calc/obs, Da Score Cover-

age, %

14 kDa apolipoprotein [Carassius gibelio] (∼14 kDa)* AAW82445.1 15771/14500 58 66
apolipoprotein A-I-1 [Hemibarbus mylodon] (∼27 kDa)* gi|206598060 29947/26700 93 6
warm temperature acclimation related 65 kDa protein-1 [Carassius 
carassius] (Wap65)* BAP90357.1 50773/67500 145 42

serine proteinase inhibitor clade A, partial [Carassius auratus] (Spi)* AGO58874.1 14176/53300 62 38
transferrin precursor [Carassius gibelio] (Tf1)* AAK92216.1 73939/70200 203 37
transferrin precursor [Carassius gibelio]] (Tf2)* AAK92216.1 73939/55400 90 17
parvalbumin-7-like [Cyprinus carpio] (Parv4)* XP_018969529.1 12093/11000 66 31
parvalbumin beta-2 [Cyprinus carpio] (Parv3)* CBA35344.1 11502/11000 111 66
parvalbumin-7 isoform X3 [Cyprinus carpio] (Parv2)* XP_018935756.1 10837/12000 85 12
parvalbumin-7 isoform X3 [Cyprinus carpio] (Parv2)* XP_018935756.1 10837/12000 87 41
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риум II) значение Rf увеличивалось с 0.52–0.63 до
0.63–0.72 у 86.1% рыб; при возвращении рыб в
пресную воду (FWrevert) Rf снижалось у всех рыб до
исходных величин; продление экспозиции рыб в
соленой воде до 40 дней приводило к восстановле-
нию исходного значения Rf (0.52–0.63) (рис. 2а,
2б). В “остром” эксперименте помещение рыб в
соленую воду также сопровождалось ростом Rf с
0.52–0.63 до 0.63–0.72.

Во всех случаях рост Rf HDL в диск-Е сопро-
вождался следующими изменениями на 2D-элек-
трофореграмме: 1) в неденатурирующих условиях
исчезали HDL c Mr ∼ 125 и 110 kDa и появлялись
новые HDL с Mr ∼ 85 и 60 kDa (рис. 3а), 2) а в дена-
турирующих условиях отмечалось смещение бел-
ковых “пятен” с Mr ∼ 14 и 27 kDa вправо относи-
тельно трансферрина (рис. 3б, табл. 1). При этом и
125/110 kDa- и 85/60 kDa-частицы HDL содержали
одни и те же белки с Mr 14 и 27 kDa, идентифици-
рованные как АроА-I и Аро-14 (табл. 1). У самок и

самцов рыб различий по величинам Mr сывороточ-
ных HDL не выявлено.

2.4. Структурные реорганизации HDL в ISF рыб 
в условиях среды обитания и эксперимента

В отличие от сыворотки крови, протеом интер-
стициальной жидкости был организован единооб-
разно и в природных выборках рыб, и в экспери-
менте (в контрольной группе и в условиях солено-
сти). Белки плазмы в составе ISF были
представлены, в основном, минорными “пятнами”
(рис. 2); и в подавляющем большинстве образцов
доминировали олигомеры парвальбумина (рис. 2,
табл. 1). В области HDL обнаружен ∼50 kDa белок,
часто “маскируемый” тетрамерным парвальбуми-
ном. В денатурирующем 2D-E на его дорожке об-
наружены “следы” 14 kDa-белка, по положению на
протеомной карте и величине Mr соответствующе-

Рис. 1. Разделение белков сыворотки (а) и интерстициальной жидкости (б) в диск-электрофорезе (Disk-PAGE, левая ко-
лонка), неденатурирующем 2D-электрофорезе (5–40% PAGE, центральная колонка) и денатурирующем 2D-электрофо-
резе (Ds-Na-PAG, правая колонка). На диск-электрофореграмме НМ-фракция белков выделена пунктиром; на 2D-E
представлен фрагмент протеома сыворотки/интерстициальной жидкости в виде НМ-фракции. HDL – липопротеины
высокой плотности; Tf, Tf1, Tf2 – изоформы трансферрина; Wap65 – “warm temperature acclimation 65 kDa protein”; Spi –
серпин; Parv – парвальбумин, Parvn – олигомеры парвальбумина. 125, 110, 50 kDa – величины Mr для HDL; 27 и 14 kDa –
величины Mr АроА-I и Аро-14 соответственно. Справа от каждой протеомной карты дана шкала Mr (kDa) для маркерных
белков. Белые овалы выделяют область нативных HDL и АроА в их составе.
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го Аро-14 (рис. 2). Вероятно, нативный 50 kDa бе-
лок является олигомером (тримером) Аро-14.

2.5. Согласованность структурных реорганизаций 
HDL с распределением общего белка и HDL 

между BS и ISF

Весной и осенью величины концентраций белка
в жидкостях организма были относительно ста-
бильными, а концентрация белка в сыворотке пре-
вышала таковую в интерстициальной жидкости:
4.44 ± 0.32 g% (BS) и 2.91 ± 0.22 g% (ISF) весной и
4.45 ± 0.40 g% (BS) и 2.64 ± 0.12 g% (ISF) осенью.
На фоне такого “типичного” распределения белка
(ΔС > 0) в крови присутствовали только 125/110 kDa-
формы HDL. Летом концентрация белка увеличи-
валась и в BS (5.92 ± 0.30 g%), и еще более суще-
ственно в ISF (12.99 ± 4.44 g%). На фоне “ано-
мального” распределения белка (ΔС < 0) в крови
доминировали 85/60 kDa-формы HDL (рис. 2).
При этом относительное содержание HDL в BS
оставалось стабильным: 30.85 ± 2.20% (весна),
28.40 ± 6.09% (лето) и 26.03 ± 3.55% (осень) и не
зависело от пола рыб. Так, летом относительное
содержание HDL в сыворотке самок и самцов со-
ставило 27.2 ± 2.6% и 30.8 ± 2.3% соответственно.
В интерстициальной жидкости относительное со-
держание HDL варьировало от “следов” (осень) до
8.31 ± 4.26% (лето).

20-дневная экспозиция рыб в соленой воде
(11.5 g kg–1 NaCl) практически не влияла на содер-
жание общего белка в сыворотке и интерстициаль-

ной жидкости: 5.10 ± 1.60 g% (BS) и 0.90 ± 0.15 g%
(ISF) в пресной воде и 7.05 ± 1.23 g% (BS) и 0.87 ±
± 0.20 g% (ISF) в соленой воде. Распределение бел-
ка на протяжении всего эксперимента оставалось
“типичным” (ΔС > 0) и стабильным. Реорганиза-
ции HDL в сыворотке были согласованы с солено-
стью воды: связь проявлялась в виде перестроек
HDL по типу “125/110 → 85/60 kDa” при критиче-
ской солености в условиях “плавного” роста соле-
ности при 20-дневной экспозиции; последующее
“распреснение” и продление экспозиции до
40 дней приводило к восстановлению “исходной”
125/110 kDa-формы HDL (рис. 2); в “остром” опы-
те HDL также диссоциировали по типу “125/110 →
→ 85/60 kDa”.

После выдерживания рыб в пресной воде в тече-
ние 20 и 40 дней относительное содержание HDL в
сыворотке снижалось с 26.03 ± 3.55% до 12.40 ±
± 2.20% и 7.33 ± 4.46% соответственно; при этом
снижения концентрации общего белка в сыворот-
ке рыб не отмечалось. В условиях солености содер-
жание HDL в сыворотке не менялось (различия не-
достоверны) по сравнению с соответствующими
контрольными величинами, составляя 17.65 ±
± 5.32% (в контроле 12.40 ± 2.20%) и 9.27 ± 9.04% (в
контроле 7.33 ± 4.46%) соответственно. В интер-
стициальной жидкости содержание HDL варьиро-
вало от 0.9 до 3.5%.

В интерстициальной жидкости реорганизации
HDL во всех группах рыб – природных и экспери-
ментальных – происходили единообразно по типу
“125/110, 85/60 → 50 kDa”.

Рис. 2. Диск-электрофорез белков сыворотки крови карасей (фрагменты протеомов сыворотки в виде НМ-фракции) из
групп “весна”, “лето”, “осень” (а) и рыб, акклимированных к пресной воде (“FW”), соленой воде (“11.5 g kg–1, 20 дней”,
“11.5 g kg–1, 40 дней”) и пресной воде после 20 дней содержания в условиях критической солености (“FWrevert”) (б).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Обнаружение у серебряного карася перестроек
сывороточных HDL в ходе сезонной динамики и в
ответ на изменение солености среды позволяет
предположить участие АроА в адаптивных реакци-
ях рыб, связанных не только с липидным обменом,
но и с осморегуляцией. Данный факт отмечают и
другие авторы, например, у корюшкообразной ры-
бы айю Plecoglossus altivelis при описании диффе-
ренциальной тканевой экспрессии гена АроА-I в
пресной и соленой воде [19].

Фактором, позволяющим рассматривать HDL-
частицы в качестве участника системы поддержа-
ния осмотического гомеостаза, являются их гидро-
фильность, а также небольшие размеры и обилие в
плазме в соответствии с уравнением Вант-Гоффа
для коллоидных растворов [20]. Согласно уравне-
нию, создаваемое белковой частицей осмотиче-
ское давление нарастает по мере снижения Mr и

увеличения концентрации в растворе. HDL карася
удовлетворяют всем этим критериям: их гидро-
фильность обусловлена консервативной для всех
позвоночных структурой частиц, белки на поверх-
ности которых обращены гидрофильной областью
к водной фазе [7]; их содержание в плазме стабиль-
но высоко, а величины Mr и степень олигомериза-
ции не противоречат структурным моделям HDL
человека [21], размеры которых не превышают та-
ковые у альбумина [22]. В крови других Teleostei
концентрация HDL столь же высока и почти в
10 раз превышает их содержание у Mammalia [7].

Результаты работы выявили динамичные еди-
нообразные обратимые перестройки сывороточ-
ных HDL в ходе сезонной динамики и при адапта-
циях к критической солености. Было установлено,
что во всех исследованных случаях диссоциация
HDL происходила при понижении, а ассоциация –
при повышении концентрации общего белка во

Рис. 3. Структурные реорганизации сывороточных HDL у карасей в условиях критической солености (“11.5 g kg–1,
20 дней”): в 5–40% PAGE (а) и Ds-Na-PAG (б) (фрагменты протеомных карт сыворотки в виде НМ-фракций). HDL* –
85/60 kDa липопротеиновые частицы, образующиеся в ходе реорганизации исходных 125/110 kDa HDL-частиц. Пунктир-
ным белым овалом выделена область “остаточных” 125/110 kDa HDL. Остальные обозначения те же, что и на рис. 1.
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внеклеточной жидкости относительно компарт-
мента по другую сторону капиллярной стенки. Эти
процессы, несомненно, оказывали влияние на ко-
личество осмотически активных частиц в плазме
или интерстициальной жидкости. Выявленный ха-
рактер связи способа перестройки HDL (диссоци-
ация/ассоциация) с распределением общего белка
относительно капиллярной стенки (ΔС > 0, ΔC < 0)
свидетельствует о стратегии реорганизаций HDL
на “выравнивание” осмоляльностей внеклеточных
жидкостей и, следовательно, на поддержание ос-
мотического гомеостаза. Поэтому мы предполага-
ем, что реорганизации HDL в крови высших Tele-
ostei можно рассматривать как альтернативный
“безальбуминовый” способ стабилизации капил-
лярной фильтрации в организме пойкилотермных
с нестабильным градиентом белка относительно
капиллярной стенки. У Mammalia доминирующий
в крови сывороточный альбумин реализует осмо-
тическую активность другим способом: в условиях
высокого стабильного градиента белка относи-
тельно капиллярной стенки за счет высокой плот-
ности отрицательного заряда на поверхности гло-
булы он связывает неорганические катионы,
удерживает воду и вследствие этого поддерживает
некоторое превышение осмоляльности плазмы над
интерстициальной жидкостью в соответствии с
эффектом Гиббса–Доннана [23].

В эксперименте наблюдаемое во времени сни-
жение относительного содержания HDL в крови
всех рыб вне связи с соленостью (при стабильной
концентрации белка в сыворотке крови), вероятно,
связано с голоданием и снижением интенсивности
липидного обмена. Диссоциация HDL в условиях
критической солености может быть связана с вли-
янием повышенного содержания Na+ во внешней
среде и, как следствие, в жидкой среде организма,
вследствие гиперионного типа осмотического рав-
новесия со средой у пресноводных Teleostei [24].

Распад HDL на фоне стабильного содержания бел-
ка в сыворотке рыб в условиях как пресной, так и
соленой воды, несомненно, должен способство-
вать росту осмоляльности плазмы, что, в свою оче-
редь, способствует поддержанию гиперосмотично-
го типа равновесия жидкой среды организма с
внешней средой, характерного для пресноводных
Teleostei в переносимом ими интервале солености
[24].

В природных условиях (весна, осень) распад
HDL в интерстициальной жидкости на более мел-
кие частицы, содержащие 50 kDa-тримеры АроА,
также способствует росту осмоляльности ISF, кон-
центрация общего белка в которой ниже, чем в
плазме. Летом распад сывороточных HDL на более
мелкие частицы происходит на фоне активации
биосинтетических процессов под влиянием роста
температуры воды в водоеме. Неблагоприятных
осмотических эффектов в этом случае, вероятно,
можно избежать путем “сброса” избытка белка
плазмы в интерстициальную жидкость, что мы и
наблюдали в июльской группе карасей. Такой
“сброс”, как оказалось, не влияет на эффектив-
ность капиллярной фильтрации жидкости [25], од-
нако, с учетом тотальной диссоциации HDL в кро-
ви, вероятно, способствует росту осмоляльности
плазмы и поддержанию ее изотоничности с ISF.
Данный способ стабилизации жидкой среды орга-
низма, возможно, имеет место и у низших Teleostei,
сохранивших Alb в крови в концентрации, уступа-
ющей HDL. Отметим, что у некоторых их предста-
вителей альбумин ковалентно связан с углеводами
[26]. Не исключено, что данное обстоятельство за-
трагивает поверхностные свойства глобулы Alb и,
как следствие, эффективность связывания неорга-
нических катионов, что, в конечном счете, отража-
ется на эффекте Гиббса–Доннана [15].

Единый алгоритм реорганизаций HDL карася
на верхней границе переносимого им соленостного

Рис. 4. Согласованность структурных реорганизаций HDL c величиной градиента концентации общего белка относитель-
но капиллярной стенки мышечного типа (ΔС) в природных и экспериментальных группах карасей. Черной заливкой от-
мечены группы рыб, чья кровь содержит 85/60 kDa-варианты HDL; без заливки – группы рыб, кровь которых содержит
125/110 kDa – варианты HDL. “Весна”, “лето”, “осень” – природные группы рыб; “FW”, “SW” (11.5 g kg–1 NaCl) и
“FWrevert” – экспериментальные группы рыб.
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АНДРЕЕВА и др.

интервала и в период активации обменных процес-
сов указывает, с одной стороны, на универсальный
характер перестроек HDL, а с другой стороны, на
их проявление в “особых” случаях отклонения об-
менных процессов от “средних” показателей. Так,
несмотря на поддержание жизненных функций ор-
ганизма в условиях критической солености, общее
состояние рыб в этих условиях все-таки оценивает-
ся как несбалансированное: падение осмотиче-
ского градиента между организмом и средой до
минимального уровня приводит к снижению
скорости диуреза, увеличению скорости питья
воды и эндокринным изменениям [12]. У непо-
ловозрелых и нерестящихся карасей диссоциа-
ция HDL происходит на фоне дисбаланса в рас-
пределении белка относительно капиллярной
стенки (ΔС < 0). С учетом этих фактов реоргани-
зации HDL “125/110 → 85/60 kDa” можно отнести
к разряду стратегий, “запускающихся” для поддер-
жания осмотического гомеостаза в критических
или пограничных для данного вида условиях.

В последнее время отмечается повышенный ин-
терес к HDL в связи с обнаружением в их составе
более сотни белков (помимо АроА), что позволило
рассматривать HDL в качестве “платформы” для
сборки белковых комплексов с новыми функция-
ми [21]. Полученные нами сведения об HDL рыб
вписываются в данную концепцию, способствуя
расширению представлений о функциональных
свойствах белков пойкилотермных организмов,
однако, требуют, помимо описания качественного
аспекта белковых перестроек, последующей коли-
чественной оценки вклада структурных преобразо-
ваний липопротеинов высокой плотности в онко-
тическое и общее осмотическое давление плазмы.
Тем не менее полученные на данном этапе работы
данные позволяют рассматривать HDL в качестве
универсальных регуляторов и стабилизаторов об-
менных процессов в организме рыб.
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The Role of High-Density Lipoproteins in Maintaining Osmotic Homeostasis 
in the Goldfish Carassius Auratus L. (Cyprinidae)

A. M. Andreevaa,#, I. Yu. Toropyginb, D. V. Garinaa, N. E. Lamasha,c, and A. S. Vasilieva
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A hypothesis on the involvement of high-density lipoproteins (HDL) in maintaining osmotic homeostasis in fish
was proposed. For its verification, structural reorganizations of serum HDL in the goldfish Carassius auratus L.
were investigated under natural conditions (during the seasonal dynamics) and in experiments on the effect of
critical salinity. A common algorithm of HDL rearrangements in wild freshwater fish and those acclimated ex-
perimentally to critical salinity was revealed. It consists in reversible dissociation and association of HDL parti-
cles. Under natural (freshwater) conditions, this algorithm matches to the dynamics of total protein distribution
relative to the capillary wall, under experimental conditions to changes in water salinity. This finding implies the
possibility of implementing multiple strategies of maintaining osmotic homeostasis with the involvement of
HDL in higher teleosts whose blood, in contrast to mammals, lacks a specialized osmotically active protein al-
bumin. The role of HDL as universal metabolic regulators and stabilizers is discussed.

Keywords: goldfish, high-density lipoproteins, osmotic homeostasis
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