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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность проблемы. Адаптация - это способность живых организмов 
приспосабливаться к изменяющимся условиям окружающей среды с 
одновременным повышением вероятности выживания и самовоспроиз­
водства, через включение сначала на клеточном, а затем и тканевом уровнях 
биохимических механизмов, перестраивающих метаболизм путем 
количественных и качественных преобразований (Харборн, 1985). 

Вопросами изучения биохимических реакций, лежащих в основе при­
способления организмов к экологическим условиям, как и аспектами меха­
низмов биотрансформации ксенобиотиков занимается экологическая био­
химия - наука, сформировавшаяся на стыке экологии и биохимии (Сидоров, 
1983). Актуальность исследований в области экологической биохимии 
определяется не только возможностью получения данных об особенностях 
биохимической организации у разных по экологии групп животных и 
растений и изменениях биохимических показателей в пределах нормы 
реакции при адаптациях к изменяющимся условиям среды, но также и 
данных, свидетельствующих о возникновении патологии в связи с ростом 
антропогенного воздействия на природу. Эти знания являются очень 
важными для понимания эволюции живых организмов, механизмов их 
адаптации к разнообразным условиям существования, разработки проблем 
эволюции функций (Слоним, 1971; Шварц, 1980; Наточин, 1987; Наточин, 
Бройнлих, 1991), так как в основе морфологии и физиологии живых 
организмов лежит определенное своеобразие "химической организации во 
времени и пространсгве" (Опарин, 1957). Изучение биохимического 
разнообразия ответных реакций также необходимо и для решения задач, 
связанных с охраной природы, рациональным природопользованием, 
тестированием и мониторингом природных сред (Шульман, 1972; Лав, 
1976; Биргер, 1979; Маляревская, 1979; Шатуновский, 1980; Щербина, 
1980;Романенкоидр., 1980, 1991; Сидоров , 1983; Лукьяненко, 1983, 1987; 
Кошелев, 1984; Флеров, 1989; Хорунжая, 1989; Грубинко и др., 1995). Осо­
бенно отчетливо взаимосвязь между организмом и средой на 
биохимическом уровне можно проследить у эктотермных организмов, что 
связано с большей зависимостью холоднокровных животных от условий 
среды обитания. Тем не менее, изучению роли различных веществ, в том 
числе липидов и белков - главных компонентов химической основы любого 
живого существа, в развитии ответных реакций эктотермного организма на 
влияние внешних, в том числе антропогенных, факторов уделяется 
недостаточно внимания, хотя это очень важный аспект общей проблемы 
биохимических адаптации. Поэтому концепция данной работы связана с 
выяснением роли липидов и белков у эктотермных организмов разной 
организации при их взаимодействии со средой обитания. 
Цель и задачи исследования. Главная цель работы - установление причин­
но-следственных связей между различными абиотическими, биотическими, 
антропогенными факторами окружающей среды и качественной и количест­
венной изменчивостью отдельных компонентов биохимического статуса эк­
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степени связанных с водной средой обитания: микроорганизмов, гельминтов 
и их хозяев, рыб. 
Задачи исследования сводились к следующему: 
- исследовать влияние температуры окружающей среды, географического 

распространения, гостальной специфичности на липидный и жирнокис-
лотный состав микроорганизмов сем. Vibrionaceae, являющихся обычным 
компонентом бактериальной флоры воды и важным биотическим факто­
ром для рыб; 

- выявить биохимические особенности микроорганизмов рода Aeromonas 
на уровне липидов и белков, являющихся патогенными компонентами аэ­
ромонад, как биотического фактора и на основе этого создать бесклеточ­
ную вакцину против бактериальной геморрагической септицемии карпо­
вых и лососевых рыб, вызываемой подвижными аэромонадами; 

- провести сравнительное изучение липидного и белкового составов 
гельминтов класса Cestoda, паразитирующих у холоднокровных и 
теплокровных позвоночных, тканей их хозяев на клеточном и субкле­
точном уровнях и выявить биохимические особенности, которые связаны 
с термическим фактором среды обитания; 

- выявить у рыб изменения биохимических параметров, происходящие на 
уровне липидов, белков и низкомолекулярных соединений пептидной 
природы под действием некоторых факторов среды абиотического 
(температура), биотического (микроорганизмы, паразитические 
эукариоты) и антропогенного происхождения. 

Научная новизна и теоретическое значение работы. Впервые проведено 
систематическое исследование изменений липидного и белкового состава 
разных групп эктотермных прокариотических и эукариотических организмов 
(микроорганизмов, гельминтов, рыб), обитающих при разных температурах 
по единой методической схеме. Получены новые данные на всех 
исследованных группах организмов, о соответствии степени ненасыщенности 
липидов температуре внутренней среды. Показано, что преадаптация 
эктотермных животных к вариабельному термическому режиму происходит 
на биохимическом уровне. Одним из способов реализации этого феномена 
является изменение качественных и количественных характеристик 
макромолекул, входящих в состав организмов. На уровне липидов 
преадаптация реализуется через количественную модификацию спектра этих 
веществ, осуществляемую путем накопления соединений, физико-
химические свойства которых соответствуют температурным условиям того 
или иного этапа онтогенеза эктотермного организма. 

При изучении белковых спектров хроматографическими методами полу­
чены данные, свидетельствующие о том, что белковый набор организма рас­
пределен по размерным фуппам, а не существует в виде "молекулярного 
континуума". Обнаружено, что количественный и качественный состав раз­
мерных белковых гр)Т1П исследованных видов позвоночных животных имеет 
таксономический ранг. 

Утверждается, что изменения на уровне белкового метаболизма у эукарио­
тических организмов, сопровождающиеся ростом числа низкомолекулярных 
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белков, могут быть связаны не только с эволюционным профессом в мире жи­
вотных и растений, как постулировалось ранее (Благовещенский, 1966; Шуль-
ман, Куликова, 1966; Груздев и др., 1972; Смирнов 1977), но и с температур­
ными различиями внутренней среды экто- и эндотермных животных. 

Проведено широкое сравнительно-биохимическое изучение изменчивости 
показателей липидного и белкового обмена у рыб в ответных реакциях на 
воздействие факторов среды биотического происхождения (паразитических 
про- и эукариот) Ответные реакции на воздействие паразитических организ­
мов на уровне липидного метаболизма реализуются через нарастание уровня 
фосфолипидов, содержащих полиеновые кислоты, происходящее в первые 
часы после контакта с биотическим фактором. В отличие от теплокровных 
позвоночных, у которых при контакте с патогеном варьирует содержание 
арахидоновой кислоты в липидах, у рыб наибольшей изменчивостью харак­
теризуются более ненасыщенные эйкозапентаеновая и докозагексаеновая 
кислоты. 

Впервые исследован у рыб комплекс тканевых низкомолекулярных 
пептидов с молекулярными массами до 10 кДа. Показано, что фракционному 
составу пептидов у разных видов рыб присущи особенности 
таксономического ранга. Продемонстрирована количественная вариа­
бельность пептидного пула под влиянием абиотических факторов среды 
естественного (процессы эвтрофикации водоемов) и искусственного 
(антропогенное загрязнение) происхождения. 
Практическое значение работы. 

Работа является частью многолетних исследований, проводимых в 
лаборатории экологической биохимии Института биологии Карельского 
научного центра РАН в рамках Программы ОБН РАН "Проблемы общей 
биологии и экологии: рациональное использование биологических ресурсов" 
и "Основных направлений фундаментальных исследований РАН (5.15, 5.21)". 
Полученные в ходе работы результаты изучения вариабельности показателей 
липидного и белкового метаболизма у рыб под влиянием изменяющихся 
факторов среды могут быть использованы при разработке систем эколого-
биохимическою мониторинга и тестирования экологической обстановки в 
водоемах. 

На основе сравнительного анализа ряда биохимических характеристик 
(линидных и белковых спектров) разных штаммов аэромонад были 
определены подходы к созданию бесклеточных вакцин против 
бактериальных болезней рыб. Методическая и экспериментальная 
проработка вопроса позволила создать на базе вирулентного штамма Аего-
monas sobria цитоплазматическую вакцину ВЮС-2, обладающую 
поливалентными свойствами, т.е. высокоэффективную не только против 
микроорганизмов из группы подвижных аэромонад, но также проявившую 
протективные свойства в отношении неподвижных аэромонад и вибрионов и 
стимулирующую повышенную устойчивость рыб к воздействию Тг-
микотоксина. На разработанный препарат получены 2 патента (патент (19) 
SU( l l ) 1839458 А1 (51) 5 С 12 N1/20, А61К 39/02 от 23.01.1995 и патент (19) 
RU (11) 2080874 (13)С1 (51) 6 А61К39\02 от 10.06.1997). 



Полученный материал может быть использован при чтении курса лекций 
«Экологическая биохимия животных» для студентов биологических факуль­
тетов ВУЗов. 

Основные положения, выдвигаемые на защиту. 
1. Эктотермные организмы разных систематических групп (микроорганиз­

мы, гельминты, рыбы) имеют общие механизмы биохимической адапта­
ции к температуре окружающей среды на уровне липидного и белкового 
метаболизма. 

2. Эктотермные организмы приспосабливаются к значительным колебаниям 
термического режима окружающей среды путем реализации феномена 
преадаптации жирнокислотных радикалов липидов. 

3. На уровне липидного метаболизма отвегаые реакции рыб на воздействие раз­
личных факторов среды биотического происхождения имеют как общие с теп­
локровными животными черты, так и специфические особенности. 

4. Естественные и антропогенные факторы среды оказывают влияние на 
качественную и количественную вариабельность состава тканевых низ­
комолекулярных соединений пептидной природы у рыб. 

Апробация работы. Основные результаты исследования были представлены на 
Всесоюзных, Российских и региональных конференциях: IX сессии ученого 
совета "Биологические ресурсы Белого моря и внутр. водоемов Европейского 
севера", Петрозаводск, 1974; Науч. конф. биологов Карелии, поев. 250-летию АН 
СССР, Петрозаводск, 1974; Конф. молодых ученых и специалистов Карелии, 
Петрозаводск, 1975; III Всесоюз. конф. по экологической физиологии рыб, Киев, 
1976; III Всесоюз. конф. по биохимии мьш1ц, Ленинград, 1978; Всесоюз. конф. 
"Эвол. биохимия и происхождение жизни", Ереван, 1978; IV Всесоюз. конф. 
"Экологическая физиология и биохимия рыб", Астрахань, 1979; IV Всесоюз. 
биохимическом съезде, Москва, 1979; П Всесоюз. совещании по генетике, 
селекции и гибридизации рыб, Ростов-на-Дону, 1981; V Всесоюз. конф. по 
экологической физиологии и биохимии рыб, Севастополь, 1982; Всесоюз. конф. 
"Современные проблемы эволюционной биохимии и происхождения жизни", 
Петрозаводск, 1984; VI Всесоюз. конф. по экологической физиологии и 
биохимии рыб, Вильнюс, 1985; П1 Всес. симпозиуме "Структура и функции 
лизосом", Тбилиси, 1986; I симпозиуме по экологической биохимии рыб, 
Ярославль, 1987; VI Всесоюз. конф. по биохимии мышц, Тбилиси, 1989; VII 
Всесоюз. конф. по экологической физиологии и биохимии рыб, Ярославль, 1989; 
II симпозиуме по экологической биохимии рыб. Ярославль, 1990; DC Всесоюзное 
совещании по паразитам и болезням рыб. Ленинград, 1990; VIII науч. конф. по 
экологической физиологии и биохимии рыб, Петрозаводск, 1992; Всеросс. конф. 
"Биологические ресурсы Белого моря и внутренних водоемов Европейского 
Севера", Петрозаводск, 1995; Юбилейной науч. конф. "50 лет Карельскому 
научному центру Российской Академии наук", 1996; Всеросс. конф. 
"Экологическая физиология и биохимия осетровых рыб", Ярославль, 1997; 
Первом конгрессе ихтиологов России, Астрахань, 1997; конф. "Антропогенное 
воздействие на природу севера и его экологические последствия", Апатиты, 
1998; IX Всероссийская конф. по экологической физиологии и биохимии рыб, 
Ярославль, 2000; IX Всероссийской конференции по экологической физиологии 



и биохимии рыб (Ярославль 2000); Всеросс. конф. "Проблемы воспроизводства, 
кормления и борьбы с болезнями рыб при выращивании в искусственных 
условиях", Петрозаводск, 2002; III Съезде биохимического общества, Санкт-
Петербург, 2002; Всеросс. конф. "Проблемы патологии, иммунологии и охраны 
здоровья рыб и других гидробионтов", Москва, 2003; Российском симпозиуме по 
химии и биологии пептидов, Москва, 2003. 

А так же и на международных конференциях: XVI conf. FEES. Moscow, 
1984; VII национальной конф. по паразитологии, Варна, Болгария, 1987; III 
International symposium "Problems of fish parasitology", Petrozavodsk, 1991; 
VII Intern. EAFP Conf, Spain, Palma de Mallorca, 1995; Межд. си.мпозиуме 
"Karelia and Norway the main trends and prospects of scientific cooperation", 
Petrozavodsk, 1997; 1 Межд. конф. Баренц Евро-Арктического региона 
"Биоиндикация и оценка повреждения организмов и экосистем", 
Петрозаводск, 1997; First Russia-USA symposium "Aquaculture and Fish 
Health". Moscow, 1998; II(XXV) Междунар. конф "Биологические ресурсы 
Белого моря и вну1ренних водоемов Европейского Севера", Петрозаводск, 
1999; 3"* international Lake Ladoga symposium. Monitoring and sustainable man­
agement of Lake Ladoga and other large lakes, Petrozavodsk, 1999; Межд. конф. 
"Биологические основы изучения, освоения и охраны животного и 
растительного мира, почвенного покрова Восточной Фенноскандии", 
Петрозаводск, 1999; International Conference "Biodiversity of the European 
North" (Petrozavodsk, 2001); 3"* International Symposium on Trace Elements in 
Human: New Perspectives (Athens, Greece, 2001); 11* International Symposium 
on I race Elements in Man and Animals (California USA, 2002); 21" Workshope 
"Essentiality and Toxicity of Macro, Trace and Ultratrace Elements" (Germany, 
2002), XI Международном симпозиуме "Modern Problems of Bioindication and 
Biomonitoring", Syktyvkar, 2003; 10th International Congress of Toxicology: 
"Living in a Safe Chemical World". Tampere, Finland. 2004. 
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1. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
1.1. Общий список исследованных видов 
В настоящей работе были использованы различные виды экто- и 

эндотермных организмов от бактерий до теплокровных позвоночных. 



Микроорганизмы сем. Vibrionaceae - Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. 
salmonicida, Vibrio anguillarum, Pseudomonas sp. 

Гельминты - представители трех классов: Cestoda - Diphyllobothrium den-
driticum, Eubothhum crasmm, Triaenophorus nodulosus, Ligula intestinalis, 
Schistocephalus solidm; Nematoda - Toxascaris leonina; Acanthocephala -
Metechinorynchus salmonis. 

Рыбы - карась (Carassius carassius), карп {Cyprinus carpio), колюшка 
трехиглая {Gasterosteus aculeatus), налим (Lota lota), окунь {Perca fluviatilis), 
палия (Salvelinus lepechini), плотва (Rutilus rutilns), радужная форель 
{Parasalmo mykiss), сиг (Coregonus lavaretus), шука {Esox lucius). 

Птицы - чайка-клуша (Larus fuscus), ворона {Corvus corone). 
Млекопитающие - крыса (Rattus norvegicus). 

1.2. Сбор материала по микроорганизмам и их влиянию на рыбу 
Сбор материала проводили на экспериментальной базе ВНИИПРХ (пос. 

Рыбное Московской обл.). Микроорганизмы получены из коллекции лаб. 
ихтиопатологии ВНИИПРХ. Их идентификация и выращивание 
бактериальной массы проведены ст.н.сотр. лаб. ихтиопатологии ВНИИПРХ 
Л.Н. Юхименко. Бактериальную массу смывали с чашек Петри охлажденным 
физиологическим раствором (0,15 М NaCl) и центрифугировали при 6000 g в 
течение 10 мин. Осадок дважды промывали и центрифугировали. 

Часть осадка, предназначенную для исследования липидного и 
жирнокислотного состава, фиксировали %%-ньш этанолом и хранили до анализа 
при +4°С. Друзуто часть заливали трис-солянокислым буферным раствором, рН 
6,9, в соотношении 1:2 (вес:объем), содержащим 2% додецилсульфата натрия 
(ДСН) и 5% 2-меркаптоэтанола. Смесь нагревали при 100°С в течение 5 мин., 
затем осветляли центрифугированием при 6000 g 5 мин. Прозрачный суперна гант 
желтого цвегга использовали для исследования белкового состава. 

Все эксперименты по изучению влияния микроорганизмов на рыбу спла­
нированы и осуществлены в аквариальных условиях нами совместно с со­
трудниками лаб. ихтиопатологии под руководством ст.н.сотр. Л.Н. Юхимен­
ко. В качестве объекта наблюдения были использованы чешуйчатые карпы 
различного возраста от 0^ до 2*. Изменение биохимических показателей 
(липиды, жирные кислоты, белки) исследовали в крови, гепатопанкреасе и 
мышцах рыб. 

1.3. Сбор материала по гельминтам и их хозяевам 
В настоящей работе исследованы гельминты рыб: цесзоды Eubothrium 

crassum из пилорических придатков палии; плероцеркоиды Triaenophorus 
nodulosus из печени налима, Diphyllobothrium dendriticum и Schistocephalus 
solidus из полости тела колюшки трехиглой, Ligula intestinalis из полости тела 
плотвы; представитель акантоцефал Metechinorynchus salmonis из кишечника 
сига. Из гельминтов теплокровных позвоночных изучены цестода D. dendriti­
cum из кии1ечника серебристых чаек {Larus argentatus) и клут {L fuscus) и 
нематода Toxascaris leonina из кишечника песца (Alopex lagopus). 

Исследовали также ткани хозяев - [1ечень и мускулатуру. 
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1.4. Сбор материала для анализа состава низкомолекулярных пептидов 
Качественный и количественный фракционный состав пептидов с 

молекулярными массами ниже 10 кДа исследовали в печени и мускулатуре 
сигов {Coregonus lavaretus), окуней (Регса fluviatilis), карасей (Caraisius 
carassius), плотвы (Rutilus rutilus), щук (Esox lucius). 

Техногенное воздействие промстоков выявляли у рыб, отловленных в 
водоемах с различной степенью зафязнения. Кроме этого при изучении 
влияния накопления ртути на рыбу были поставлены аквариальные оги.1ты. 

1.5. Методы исследований 
1.5.1. Методы исследования липидов 
Методы исследования липидов включали в себя экстракцию (Кейтс, 

1975), количественное определение (Сидоров и др., 1972), газо-жидкостную 
хроматографию метиловых эфиров жирных кислот, полученных прямой пе-
реэтерификацией липидов в абсолютном метаноле (Цыганов, 1971). Метило­
вые эфиры разделяли в изотермическом режиме (190°С) на газожидкостных 
хроматографах "Руе Unicara" и "Хром-41" 

Идентификацию жирных кислот проводили: а) с помощью доступных 
метчиков (метиловых эфиров миристиновой, лауриновой, пальмитиновой, 
стеариновой, олеиновой, линолевой, линоленовой, арахидоновой, бегеновой, 
эруковой кислот); б) сравнением численных значений относительных удер­
живаемых объемов V,°™ с литературными данными (Аскгпап, Burgher, 1965; 
Болгова, 1978), где Vr°™ ^ У^Л/гг (Vri и V,2 - удерживаемые объемы иденти­
фицируемой кислоты и известной (олеиновой), соответственно); в) времена-
,ми удерживания метчиков, а также по совпадению вычисленных эквивалент­
ных длин цепей молекул с табличными данными (Jamieson, Reid, 1969, 
Jamieson, 1975). 

Концентрацию индивидуалыилх жирных кислот рассчитывали по методу 
Бартлетта и Айверсона (Bartlett, Iverson, 1966). 

1.5.2. Методы исследования белков и низкомолекулярных пептидов 
1.5.2.1. Жидкостная хроматография низкого давления (ЖХНД) на ге­
лях Sephadex 
Подготовка образца для гель-хроматограФии. Пробу размораживали, 

навеску ткани измельчали, разбавляли 0,1 М трис-солянокислым буферным 
раствором (рН 7,2-7,4) в соотношении 1:1 (весюбъем), гомогенизировали в 
гомогенизаторе Потгера-Эльвейэма с тефлоновым пестиком в течение 2-3 
мин. Затем гомогенат центрифугировали 1 час при 150 000 g. Супернатант 
объемом 3-5 мл хроматофафировали в восходящем потоке элюента (0,05 М 
трис-НС1, 0,1 М КС1, рН 7,2-7,4) со скоростью 20 мл/час на колонках, 
заполненных Sephadex G-100. 

Измеряли объемы элюции (V^) фракций, вычисляли Kgv и по калибровоч­
ному фафику определяли молекулярные массы фракций. 

Ка1шбровочный фафик строили по результатам хроматографии белков с из­
вестными молекулярными массами (бычий сывороточный альбумин - 67 кДа, 
ова)ц.бумин - 46 кДа, трипсин - 24 кДа, цитохром "С" - 12,6 кДа). 



Относительное содержание белка во фракциях высчитывали триангуля­
ционным методом (Берчфилд, Сторрс, 1964). 

1.5.2.2. Электрофорез белков 
Для сравнительного исследования как водорастворимых, так и мембран­

ных белков использовали различные варианты диск-электрофореза в полиак-
риламидном геле (ПААГ) по Дэвису (Davis, 1964). Запасные растворы 
буферных систем, мелко- и крупнопористого гелей готовили по стандартной 
прописи (Маурер, 1971; Остерман, 1981). 

Мембранные белки разделяли модифицированным методом диск-
электрофореза в присутствии додецилсуяьфата нафия (ДСН) (Laemmli, 1970). 

1.5.2.3. ЖХНД низкомолекулярных пептидов 
Подготовка образца. Для экстракции водорастворимых 

низкомолекулярных пептидов замороженную навеску образца (примерно 1 
г), измельчали в фарфоровой ступке, добавляли 0,15 М раствор NaCl в соот­
ношении 1 '2 (масса образца: объем раствора), гомогенизировали в гомогени­
заторе Поттера-Эльвейэма. Супернтатант после центрифугирования под­
вергали ультрафильтрации в ячейке ФМ02-10 (Россия) на мембране YM-30 
(Amicon Соф., USA). Полученный фильтрат, содержавший полипептиды с 
молекулярными массами 30 кДа и ниже, использовали для хроматографии. 

Для хроматофафического разделения использовали стандартный набор обору­
дования фирмы LKJ3 (Швеция). Колонку (Ki6/7o) наполняли гелем TSK HW-40F 
(Fine) или 40S (Superfine) (Тоуо Soda Соф., Japan) методом постоянной скоропи в 
строгом соответствии с инструкцией фирмы изготовителя (пределы деления по мо­
лекулярной массе от 0,5 до 10 кДа) и уравновешивали 0,15М раствором NaCl. Для 
калибровки колонки использовали оксшоцин (1 кДа), а- и Р-цегш инсулина (2,5 и 
3,5 кДа), а также интактный инсулин (6 кДа). 

1.5.2.4. Спектроскопический анализ пептидов 
Полученные фракции исследовшш спектрофогометрически (Specord UV VIS). 

Их количественную оценку проводили по измерению экстинкции при длине волны 
207 нм (пептидные связи) и 250 им (меркаптидные связи) (Кантор, Шиммел, 1984). 

Концентрацию пептидов определяли по ка;шбровочному графику зависи­
мости экстинкции при 207 нм от концентрации белка. 

1.5.3. Получение препаратов лизосом 
Вьщеление лизосом. Для сравнительного изучения липидного и белкового 

состава мембран лизосом использовали гельминтов Е. crassum, D. dendriticum 
Живых гельмиигов промывали ее в физиологическом растворе и гомогенизировали 
в растворе 0^5 М сахарозы, рН 7Д, содержащем 0,001 М ЭДТА, в соотношении 1 9 
Время гомогенизагши 30 сек., скорость вращения пестика 1200 об/мин. Все операции 
проводили при +4°С Фракцию обогащенную лизосомами выделяли из полученного 
гомогената методом дифференциального центрифугирования (Покровский, 
Тутельян, 1976). Лизосомальную фракцию центрифугировали в ступенчатом фади-
енте шютности сахарозы (100000 g, 2 часа). "Легкая" лизосо.мальная субфракция 
(первичные ;шзосомы) фиксировалась на фанице между слоями сахарозы с р "" 1,09 
и 1,14. Ее собирали и подвфгали 10-кратному замораживанию-аггаиванию, 
мембраны лизсхюм осаждали при 105000g (30 мин.). 
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Пробы на липидный и жирнокислотный анализ фиксировали 96%-ным 
этанолом. 

Мембранные белки солюбилизировали в 0,1 М фосфатном буфере, рН 7,0, 
содержащем 1-3% додецилсульфата натрия и 1% 2-меркаптоэтаиола, при 
100°С в течение 5 мин. 

1,5.4. Определение активности ферментов 
Активность м^керного ффмента лизосом кислой фосфатазы (КФ 3.1.3.2) оп­

ределяли по Бессею с соавт. (Bessey et al., 1946) и выражали в микромолях р-
нитрофенола, образовавшегося за 1 мин в пересчете на 1 г сырой ткани при рН 4,8 и 
37°С, Определетгае щелочной фосфатазы проводили при значениях рН от 8,7 до 10,1 
(Покровский, Тутельян, 1976). Для измерения активности дезоксирибонуклеазы ис­
пользовали методику А.А. Покровского (Пордювский, 1969), рибонуклеазы - А.П. 
Левищ<ого с соавт. (1973). Активность вьфажали в условных единицах изменения 
оптической плотности раствора (Егбо на 1 г сырой ткани за 1 мин при 37°С). 
Активность ^глюкозидазы определяли по методу А.А. Покровского с соавт. (1971). 
Активность трипсиноподобной эндопротеиназы (Е52У1 •' гкани/ЗО мин инкубации) 
определяли, используя в качестве субстрата 0,065 М раствор этилового эфира 
бензоиларгинина (Алексеенко, 1968а). Активносп, кислой карбоксипротеиназы 
определяли по методу Ансоиа с модификащ1ями (F^eiA г ткани/ 60 мин), используя в 
качестве субстрата 1%-ный раствор гемоглобина в ацетатном буфере рН 3,6 
(Алексеенко, 19686). Нейтральные и щелочные протеиназы определяли по .методу 
Кунигца (Алексеенко, 19686) при соагветствующих значениях рН (7,0 и 8,5) и их 
ак1нвность выражали в тех же единицах. 

Статистическую обработку результатов проводили общепринятыми мето­
дами биометрии (Лакин, 1973; Кокунин, 1975). 

2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1. Экологическая вариабельность липидного состава разных 
штаммов А. hydrophila 
Исследован липидный состав трех штаммов А hydrophila, выделенных из 

разных экологических ниш и географических зон. Штаммы 78-16 и 256 найдены 
в республике Молдова. Первый выделен из паренхиматозных органов карпа, 
другой - из воды. Штамм 114 выделен из воды рыбохозяйства Якоть в 
Московской области. Наибольшее количество липидов обнаружено у штаммов 
256 и 78-16 из Молдовы в 1,3-1,5 раз превышавшее уровень липидов у штамма 
114 из Подмосковья. 

Штамм 78-16, выделенный из тканей карпов, отличался наиболее высокой 
концентрацией триацилглицершюв (ТАГ) и нейтральных лигшдов (сумма ТАГ и 
эфиров стеринов). Уровень ТАГ у штаммов 256 и 114, вьщеленных из воды, был 
существенно ниже и проявил тенденцию к сходству. Эти штаммы, вне их 
географической гфиуроченности, проявляли сходство как по относительному 
содержанию фосфолипидов, так и по уровшо нейтральных липидов. Необходимо 
подчфкнуть, что эти различия обн^ужены у микроорганизмов, которые 
культивировались в одинаковых условиях. 

И 



Полученные результаты, на наш взгляд, свидетельствуют о преадаптации 
количественных соотношений липидных компонентов у микроорганизмов к 
физико-химическим условиям той экологической ниши, в которой данные 
микроорганизмы обитали до изъятия. 

2.2. Экологическая вариабельность жирнокислотного состава 
А. hydrophila и А. sobria 
Для изучения влияния среды выращивания на жирнокислотный (ЖК) 

состав микроорганизмов были использованы два представителя рода 
Aeromonas - А. hydrophila (штамм 78-16) и А sobria (штамм 77-18), 
выделенные из внутренних органов карпа (Cyprinus carpio) и толстолоба 
(Hypophtalmichthy4 molitrix). У обоих штаммов, независимо от среды 
выращивания, состав жирных кислот качественно был идентичен. 
Сопоставление ЖК спектров аэромонад и питательных сред показало, 
что, во-первых, набор ЖК микроорга1гизмов был значительно беднее 
такового питательных сред и, во-вторых, концентрация отдельных ЖК 
кислот менялась в зависимости от среды культивирования, но 
выраженной корреляции между долей отдельных кислот в питательных 
средах и выращенных на них бактерий не обнаружено, что может 
свидетельствовать о том, что микроорганизмы кроме синтеза 
собственных кислот обладают механизмами избирательного поглощения 
ЖК из окружающей среды. 

Эти данные свидетельствуют о то.м, что условия внешней среды (в 
данном случае тип агара, имеющий определенный химический состав) 
влияют на количественные соотношения отдельных ЖК в липидах аэро­
монад, а обнаруженные различия в соотношениях ЖК между исследо­
ванными бактериями, выращенными в одинаковых условиях, возможно 
отражают их видовую специфику. 

2.3. Жирнокислотный состав у штаммов А. hydrophila из разных гео­
графических зон и экологических ниш 
Сравнительный анализ ЖК состава штаммов 78-16, 114 и 256 показал, что 

по относительному содержанию короткоцепочечных (С 14) кислот и кислот с 
нечетным числом атомов углерода (С^ и Ср) штаммы 78-16 и 256, собран­
ные в Молдове, обладали сходством между собой и отличались от штамма 
114, обнаруженного в прудах Подмосковья. 

Вне зависимости от географической зоны, штаммы 256 и 114, 
выделенные из водной среды, обнаружили значительное сходство по 
уровню стеариновой (Ci8o), доминирующих пальмитоолеиновой (Сю i), 
олеиновой (Ci81) и минорных линоленовой (Cigi) и эйкозамоноеновой 
(Сго i) кислот. Штамм 78-16, из внутренних органов карпа, по этим пока­
зателям заметно отличался от штаммов 256 и 114. Относительная 
концентрация стеариновой (Cjgo) и олеиновой (Cig 1) кислот у аэромонад 
из внутренних органов карпа была заметно выше, а пальмитоолеиновой 
(С 16 О - ниже, чем у микроорганизмов, обитавших в воде. Эти данные, по 
нашему мнению, указывают на образ жизни этих микроорганизмов -
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сапрофитный (в толще воды и на дне водоема) или паразитический (в 
тканях рыб), поскольку штамм 78-16 был выделен из внутренних органов 
карпов. 

Для проверки этой гипотезы был дополнительно проведен сравнитель­
ный анализ штаммов А. hydrophila, выделенных из тканей карпа в различ­
ных регионах России и стран СНГ (табл. 1). ЖК спектры всех микроорга­
низмов, паразитировавших во внутренних органах карпа, проявили 
тенденцию к сходству, особенно по доминирующим ЖК. Только штамм 56-
6 из Казахстана характеризовался некоторыми отличиями - более низким 
по сравнению с другими штаммами содержанием пальмитоолеиновой 
(Ci61) кислоты и более высоким (в 2-3 раза) уровнем стеариновой {С\% о)-
Вероятно, это связано с тем, что данный образец выделен не из 
паренхиматозных тканей, а из язвенного экссудата. 

Таблица I 
Жирные кислоты некоторых штаммов .4. hydrophila из разных регионов 

и биотопов 
Биотоп 

Регион 

14 0 
14 1 
150 
15 1 
160 
16 1 
170 
17 1 
18 0 
18 1 
18 2 
18 3 
20 1 
20 3 

Внутренние органы карпа 
Молдова 

п = 9 

2Д±0,5 
0,9±0,2 
1,6±0,3 
0,9±0,2 

22,3±0,8 
37,8±2,1 
2,7±0,4 
2,8±0,5 
3,2±0,7 
20,8±1,2 
1,4±0,4 
0,8±0,3 
1,3±0,5 
2,0±0,6 

Кострома 
п = 4 

Минск 
404 

Казах­
стан 56-6 

Жирные кислоты 
1,8±0,2 
1,1±0,3 
1,5±0,2 
1,0±0,2 

20,8±1,1 
37,6±2,5 
4,1 ±0,3 
2,7±0,2 
4,0±1,0 

22,7±1,8 
0,5±0,1 
0,5±0,1 
0,5±0,1 
2,0±0,2 

0,9 
0,2 
0,8 
0,5 

24,8 
38,5 
1,9 
2,1 
3,3 

24,6 
0,8 
0,3 
0,4 
1,2 

2,9 
0,5 
0,6 
0,7 
23,3 
29,1 
1,0 
0,8 
10,1 
22,3 
2,6 
1,9 
0,8 
3,4 

Вода 
Молдова 

256 

1,0 
0,4 
0,7 
0,3 

25,2 
48,2 
1,1 
1,5 
1,4 
17,5 
0,6 
0,4 
0,4 
1,3 

Подмос­
ковье 114 

1,7 
1,9 
1,4 
1,3 

20,3 
46,5 
3,0 
3,0 
1,2 

17,8 
0,4 
0,3 
0,5 
0,7 

При сравнительной оценке групповых соотношений ЖК обнаружено, что 
у штаммов из паренхиматозной ткани карпа было больше насыщенных и 
меньше ненасыщенных и моноеновых кислот, чем у образцов из водной сре­
ды. Выявленные различия, на наш взгляд, могут быть связаны не только с 
преадаптацией бактерий к природным условиям, но и отражать их 
физиологические особенности, а именно: микроорганизмам, обитающим в 
воде, окружающая среда предъявляет более высокие требования к 
двигательной активности, чем к бактериям, живущим в тканях хозяина. 
Подвижность микроорганизмов .может быть определена величиной 
отношения суммы Сщ и Cigi кислот к сумме Cieo и Спо (Зезеров и др., 
1990) Соотношение ECig i+Cis i/SCi6o+Ci8o У штаммов из воды было в 1,4 
раза выше, чем образцов из внутренних органов карпа, что подтверждает 
высказанное предположение. 
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2.4. Жирнокислотный состав микроорганизмов, относящихся к раз­
ным родам сем. Vibrionaceae 
Обнаружено, что по ЖК составу общих липидов представители сем. Vi­

brionaceae имеют достаточно четкие различия на уровне рода (Aeromonas, 
Pseudomonas, Vibrio) (табл. 2). Тем не менее наши и полученные другими 
исследователями данные (Hansen et al., 1991), указывают на то, что из-за 
высокой изменчивости состав ЖК бактерий может быть использован как 
таксономическая характеристика только в сумме с другими более устойчивыми 
признаками, например, данными по белковым спектрам. 

Таблица 2 
Жирнокислотный состав прелс1авителей разных групп сем. Vibrionaceae, 

M±m (СУ) 
Жирные 
кислоты 

14 0 
14 1 
150 
15 1 
16 0 
16 1 
17 0 
17 1 
18 0 
18 1 
182 
183 
20 1 
20 3 

5-16 1+18 l / 

2-16(н-180 
У 
^^потиен 

Подвижные 
аэромонады 

п-18 
l,9iO,3(56,l) 
0,7±0,1 (75,0) 
1,6±0,2(41,1) 
0,8i.0,I (64,9) 
21,8±0,6(10,4) 
36,6*1,8(20,6) 
2,9±0,3 (42,3) 
2,9±0,4 (53,7) 
4,0± 1,0 (105,2) 
21,8±0,8(14,8) 
0,8±0,2 (85,9) 
0,7±0,2(90,1) 
0,9±0,3 (110,9) 
2,0+0,3 (48,4) 
31,9±1,2(14,8) 

2,3 

3,5±0,6 (86,5) 

Вибрионы 

п=23 
1,4±0,4(58,2) 

0,4±0,04(18,8) 
0,6i0,2 (46,3) 
0,5±0,1 (29,3) 
28,4± 1,5 (16,8) 
30,5±2,4 (34,7) 
1,4±0,3(65,6) 
0,7±0,2 (34,2) 
5,3±0,8 (22,2) 
23,9±1,4(8,0) 
2,1±0,2(11,5) 
0,8±0,1 (23,2) 
0,4±0,1 (44,6) 
3,8±1,0(37,9) 
37,0±1,9(13,0) 

1,6 

6,7d= 1,4 (57,9) 

Неподвижные 
аэромонады 

п=8 
1,6±0Д(35,3) 

0,3±0,02(14,4) 
0,4±0,05 (32,5) 
0,5±0,1 (65,3) 
31,2±2,5(16,0) 
31,2±3,7(29,1) 
0,6±0,07 (29,0) 
0,8±0,1 (38,8) 
5,4±1,2(32,2) 
15,3±0,9(13,8) 
2,1±0,7 (70,3) 
0,9±0,2 (40,2) 
0,7±0,1 (31,9) 
2,7±0,5 (45,3) 
40,8±2,3(13,7) 

1,3 

5,7±2,5 (82,0) 

Псевдомонады 
п=3 

1,0±0,3(45,7) 
0,2±0,03 (24,7) 
0,4±0,1 (41,7) 
0,210,1(69,3) 
37,7±1,3(6,1) 

33,8*3,2(16,4) 
0,5±0,1 (28,6) 
1,9*1,0(79,0) 
4,5±0,7 (25,6) 
17,5*2,1 (20,9) 
1,0*0,5(88,0) 
0,8*0,4 (78,0) 
0,5*0,2 (60,0) 
1,5+0,5(43,9) 
44,2*1,9(7,5) 

1,2 

3,2*0,7 (46,5) 

Выявленные отличия между разными представителями сем. Vibrionaceae 
возможно определяются уровнем двигательной активности. Так, общее 
содержание ненасыщенных кислот, соотношение 16:1 ^18:l/16:0+^8.0 у 
подвижных аэромонад и вибрионов выше, чем у псевдомонад и 
неподвижных аэромонад. 

У неподвижных аэромонад и вибрионов повышенная по сравнению с 
подвижными аэромонадами и псевдомонадами суммарная концентрация 
18:2, 18:3, 20 3 кислот может быть связана с преадаптацией микроорха-
низма к определенному типу хозяина. Так, неподвижные аэромонады и 
вибрионы заражают лососевых рыб, а подвижные аэромонады и псевдо­
монады инфицируют карповых рыб. Если учесть, ч\о концентрация 
полиеновых кислот в тканевых липидах карповых ниже, чем у лососевых 
рыб (Сидоров, 1983), то более высокая относихельная доля 1юлиеновых 
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кислот у неподвижных аэромонад и вибрионов по сравнению 
подвижными аэромонадами и псевдомонадами скорее всего обусловлена 
именно с преадаптацией к среде обитания (гостальной спецификой). 

2.5. Температурная преадаптация ЖК спектров у вибрионов 
В ЖК спектрах образцов V anguillarum, собранных в зоне субтропиков 

(Геленджик), средней полосе (Выборг) и в арктическом регионе (Мурманск) и 
выделенных из различных тканей лососевых рыб (почки, кишечник, селезенка 
рыб, поверхностные язвы на их теле), а также из воды, выявлены различия, 
обусловленные, по-видимому, температурными условиями среды, в которых 
бактерии обитали до сбора (табл. 4). 

Таблица 4 
Липидный состав штаммов К anguillarum в зависимости от региона сбора, М±т 

Жирные кислоты 

14 0 
14 1 
15 0 
15 1 
16 0 
16 1 
170 
17 1 
ISO 
18 1 
182 
183 
20 1 
20 3 
В том числе 
Насыщенных 
Полиеновых 

Геленджик 
п = 6 

2,28+0,76 
0,45+0,01 
1,05+0,29 
0,47±0,07 
34,03+3,14 
25,60+2,43 
1,57+0,44 
0,43±0,05 
6,62±0.45 

21,72±1,49 
1,88+0,51 
0,90±0,57 
0,58+0,32 
2,54±0,47 

45,55±3,61 
5,32±1,55 

Выборг 
п=8 

0,82±0,14 
0,39+0,67 
0,24±0,06 
0,50+0,09 

25,7811,18 
34,89±2,20 
1,30+0,28 
0,89+0,20 
4,30+0,90 

24,6810,97 
1,9810,29 
0,6010,09 
0,30+0,10 
3,40+0,72 

32,3311,38 
5,9811,10 

Мурманск 
п=9 

1,15+0,17 
0,4410,04 
0,5110,10 
0,47Ю,07 

25,2310Д6 
31,0012,47 
1,2910,29 
0,7710,14 
5,07+0,95 

25,2712,01 
2,33+0,31 
0,95+0,39 
0,27+0,10 
5,3210,74 

33,2410,84 
8,60+1,44 

Несмотря на то, что в наших экспериментах все образцы были выра­
щены в изотермическом режиме, в бактериальных мембранах штаммов, 
обитающих при более высокой температуре (Геленджик), на фоне повы­
шенного уровня общих липидов выявлена достоверно большая относи­
тельная доля насыщенных жирных кислот, в основном за счет пальмити­
новой, чем у бактерий из регионов, расположенных севернее. Кроме того, 
в спектрах штаммов по мере продвижения их на север (от Выборха к 
Мурманску) прослеживается тенденция к увеличению уровня полиеновых 
кислот в липидах, в основном за счет 20:3 кислоты, концентрация которой 
возросла в 1,3-2 раза, вследствие чего общая ненасыщенность жирных 
кислот вибрионов из Выборга и Мурманска оказалась выше, чем у тако­
вых из субтропической зоны. Т.е. в данном случае наблюдается феномен 
преадаптации бактерии V. anguillarum темперагурным условиям региона 
обитания. 
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2.6. Стратегия создания вакцины против бактериальной геморраги­
ческой септицемии карповых рыб, вызываемой подвижными аэро­
монадами 
Для получения большинства известных вакцин используются ослаблен­

ные или убитые бактерии и вирусы (Ada, 1997). В настоящее время такие 
вакцины - бактерины против ряда серьезных заболеваний рыб 
(стрептококкоза, вибриоза, фурункулеза, йерсиниоза) разрабатываются как у 
пас в стране, так и за рубежом (США, Канада, страны Скандинавии, 
Германия) (Сердюк, 1994; Katsuhiko et al., 1983; Newman, 1985). Степень их 
эффективности снижается под действием вторичной инфекции, возникающей 
за счег других грамотрицательных микроорганизмов, главным образом, 
подвижных аэромонад В то же время все попытки получения 
высокоэффективных бактеринов против подвижных аэромонад не 
увенчались успехом. Это связано с большим разнообразием биохимического 
состава наружной мембраны бактерий, что препятствует созданию защиты у 
рыб против гетерологичных штаммов аэромонад. 

Субклеточные препараты, содержащие один или несколько антигенов, могут 
снять многие проблемы, связанные с использованием цельного организма как вак­
цины. Сущесгвует несколько подходов к получению таких вакцин. Один из них -
выделение из микрооргангомов и вирусов факторов патогенности, которые 
различными биохимическими методами готовятся в препаративных масшгабах и 
используются как вакцина (Malik, 1989). 

О г 

я" 20 

40 -

60 -

80 

100 200 400 
Объем элюции, мл 

Рис. 1. Хроматограмма белкового экстракта А sohria (штамм 77-18). 

Методом гель-хроматографии на Sephadex G-100 из высоковируленгиого 
штамма А sobria (77-18) выделена белковая фрак1шя (II) с молекулярной 
массой 50-70 кДа (рис. 1), которая при внутримышечной или внутрибрю-
шинной инъекции вызывала появление клинических симптомов, характерных 
для данной инфекции (припухлость и гиперемию), а также стимулировала 
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максимальный защитный эффект при заражении культурой живых аэромо­
над, что и послужило основанием для использования белков этой фракцки а 
работе над препаратом вакцины. 

Исследование иммуногенных свойств фракции II показало, что она активирует 
такие факторы иммунитета у рыб, как антителообразование, синтез лизоцима, адге­
зию бактериальньк патогенов к эпидфмальной слти, миграцию макрофагов в ко­
нечный отдел кишечника, фагоци-гоз (Гусева, 1998). В ходе экспериментальной 
проверки фракции П как вакцины обнаружено выражешюе терапевтическое 
действие у заболевших рыб (полностью исчезали все язвы, восстанавливался 
товарный вид рыбы) и выявлена ее поливалекпюсть (Юхименко и др., 1998). Белки 
тгой фракции защищали карпов как от гомологичных, так и гетерологичньк 
штаммов подвижных аэромонад (А. sobria, А. hydrophila), стимулировали высокий 
уровень нагфяженности иммуьштета у лососевьж рыб к фурункулезу {А. salmonicidd) 
и вибриозу {Vibrio anguillarum). Защитное действие фракции II продемонстрировано 
также на канальных сомах при энтеросептической инфекции смешанной этиологии, 
вызванной представителями семейств Vibrionaceae и Enterobacteriaceae. 

Выявлены ее антидотные свойства при отравлении радужной форели Т-2 
микотоксином (Гусева, 1998). После производственной апробации 
полученный препарат запатентован как вакцина против бактериальной 
геморрагической септицемии рыб (ВЮС-2) (Юхименко, Смирнов, 1997). 

Глава 3. Сравнительное изучение липидного и белкового составов гельмин­
тов, паразитирующих у холоднокровных и теплокровных позвоночных 
3.1. Сравнительный анализ липидов нестод и их хозяев 
Сравнительный анализ липидного состава цестод Е. crassum и D. dendriticum, 

представителей отряда Pseudophyllidea, паразитирующих у разных по эволюцион­
ному положению и физиологическому статусу хозяев (лососевые рыбы и тепло­
кровные позвоночные — 1ггицы и млекопитающие), с определенной долей вероят­
ности показал, что липидный состав этих гельминтов указьтает на адаптацию этих 
гельминтов к своим хозяевам, как к среде обитания. В особенности это заметно у 
Е crassum, количественное соотношение между основными лигшдными 
фракциями которого занимает промежуточное положение по отношению к 
таковому тканей палии. Вектор изменения уровня липидов в тканях паразита 
соответствовал дшгамике липидного состава в ткани кишечника. Однако 
полученные нами результаты сравнигельного изучения липидных составов 
гельминтов и их хозяев не дают однозначного ответа на вопрос о том, как 
температура окружающей среды влияет на количестветшые соотношения между 
лигшдными фракциями у паразитов. 

3.2. Жнрнокнслотный состав липидов гельминтов и их хозяев 
3.2.1. Сравнительный анализ жирнокислотного состава Е. crassum, D. 
dendriticum и тканей их хозяев 
Сравнительный анализ ЖК Е. crassum, D. dendriticum, печени, мышц и 

химуса палии и клуши выявил отсутствие количественной идентичности ЖК 
спектров цестод и тканей их хозяев, что свидетельствует о наличии у парази­
тов механизмов избирательного поглощения ЖК (рис. 2). 
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в системах "паразит-холоднокровный хозяин" и "паразит-теплокровный 
хозяин" выявляется определенная г1аправленность в количественном 
распределении ЖК, дающая в конечном итоге сутцественные различия между 
ЖК спектрами холод1юкровных и теплокровных позвоночных, и их гельминтов 

На формирование ЖК спектров гельминтов, как экготфмных организмов, 
оказывают влияние несколько факторов - это генетический (видовая специфика), 
трофический (диета хозяина), термический режим среды обитшшя (температура 
внутренней среды хозяев) Последний из факторов имеет наибольшее значение. 

Рис. 2. Распределение жирных кислот Е crassum, D dendriticum, печени, мьппц и 
химуса палии (А) и клуши (Б) по степени ненасыщенности 

1 - насыщенные; 2 - моносновые; 3 - диеновые; 4 - тетраеновые; 5 - пента- и гек-
саеновые; б -тЗ . 

3.2.5. Сравнительный анализ жирнокислотного состава некоторых 
видов гельминтов от теплокровных и холоднокровных хозяев 
Анализ ЖК спектров цестод Е. crassum из кишечника па1ши {Salvelmus le-

pechini), Thaenophonis nodulosus из кишечника щуки {Esox luctus), плероцеркои-
да "D", являющегося личиночной стадией лентецов р. Diphyllobothrium, из пече­
ни колюшки трехиглой (Gasterosteus aculeatus), D dendriticum из кишечника 
чаек, скребня Metechynorhynchus salmonis (Acanthocephala) из толстого кишечни­
ка сигов (Coregonus lavaretus) и нематоды Toxascaris leonina из тонкого кишеч­
ника песцов (Alopex lagopus) показал, что наряду со специфическими раз1шчиями 
в ЖК спектрах, характерных для каждого из исследованных видов, обнаружива­
ется зависимость относительного содержания ЖК от того, в каком хозяине пара­
зитируют гельминты - холоднокровном или теплокровном (табл. 4). 
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