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 # ВВЕДЕНИЕ

Известно, что у многих видов животных при
понижении температуры среды в значительной
степени активируется биогенез митохондрий с од!
новременным изменением их ряда физико!хими!
ческих, биохимических и молекулярно!генетиче!
ских параметров. Этот эффект, направленный на
компенсацию уровня метаболизма, особенно ярко
проявляется у эктотермных организмов, в частно!
сти у рыб, температура тела которых зависит от
температуры внешней среды [1]. Снижение тем!
пературы среды приводит к повышению капил!
ляризации мышечной ткани у рыб, повышению
уровня диффузии кислорода в клетку и увеличе!
нию плотности митохондрий. Это, в свою оче!
редь, компенсирует снижение скорости реакций

 Сокращения: СОХ – цитохром!с�оксидаза; mtLDH – ми!
тохондриальная лактатдегидрогеназа; а3!СuB – двухядер!
ный центр цитохром с оксидазы гем а3 и атом меди; СuA –
атом меди, входящий в активный центр цитохром с окси!
дазы.

# Автор для связи (тел.: +7 (8142) 77!27!51; факс: +7 (8142)
76!98!10; эл. почта: o!mesch@yandex.ru).

окислительного фосфорилирования и образова!
ние АTP.

Координация холодовой функциональной ак!
тивности митохондрий обусловлена реализацией
целого комплекса механизмов, среди которых
можно выделить два основных: во!первых, это –
активация синтеза митохондриальных белков,
обеспечивающая, главным образом, повышение
концентрации аэробных метаболических фер!
ментов с необходимой эффективностью [2] и, во!
вторых, изменение структурно!функциональных
свойств мембраны митохондрий (повышение ее
текучести) за счет изменения фосфолипидного и
жирнокислотного состава, регулирующее работу
мембранных ферментов, транспорт кислорода и
метаболитов [3].

Цитохром!с�оксидаза (СОХ, КФ 1.9.3.1) –
ключевой фермент дыхательной цепи митохон!
дрий, в структуру которого входят субъединицы,
кодируемые ядерным и митохондриальным гено!
мами. Число полипептидных цепей в молекуле
СОХ зависит от эволюционной ступени, занима!
емой организмом [4, 5]. СОХ рыб, как и млекопи!
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тающих, состоит из 13 субъединиц: трех, кодиру!
емых митохондриальным геномом (COX 1, 2, 3), и
десяти минорных (COX 4, 5a, 5b, 6a, 6b, 7, 7a, 7b,
7c, 8), которые кодируются ядерным геномом.
Известно, что субъединицы, кодируемые мито!
хондриальным геномом, непосредственно при!
нимают участие в катализе. Ядерные субъедини!
цы формируются вокруг каталитического центра
молекулы и участвуют в регуляции активности
фермента и стабилизации его структуры [6–8]. На
примере различных физиологических состояний
у млекопитающих подробно изучена регуляция
активности фермента за счет изменения уровня
экспрессии субъединиц различных типов. В от!
личии от млекопитающих, у рыб не наблюдается
строгой согласованности и стехиометричности в
уровне экспрессии митохондриального и ядерно!
го геномов и четкой взаимосвязи с изменением
активности фермента, предположительно, из!за
прямого воздействия температур на стабильность
транскриптов, полипептидов и посттрансляци!
онные процессы. На примере теплолюбивых ви!
дов рыб: данио, золотой рыбки и хрозомуса, – об!
наружено, что увеличение активности СОХ при
понижении температуры не связано с увеличени!
ем экспрессии митохондриальных каталитических
субъединиц, а регулируется на уровне транскрип!
ции некоторых ядерных субъединиц, участвующих
в модуляции активности фермента [9, 10]. У холо!
доустойчивых видов рыб, обитающих в Субаркти!
ческом и Арктическом регионах, вопрос об экс!
прессии генов субъединиц СОХ практически не
изучен. Также до конца не исследован механизм
регуляции митохондриальных реакций при низ!
ких температурах за счет изменения каталитиче!
ских свойств изоферментных систем. Например,
температурная зависимость величины константы
Михаэлис–Ментен для митохондриальной ма!
латдегидрогеназы (КФ 1.1.1.37) исследована,
главным образом, на примере теплолюбивых
рыб. При этом она определена только для смеси
изоферментов митохондриальной фракции ма!
латдегидрогеназы без выделения ее отдельных
изоформ и дифференцированного определения
их свойств [11]. Кинетические свойства изофер!
ментов недавно открытой митохондриальной
лактатдегидрогеназы (mtLDH, КФ 1.1.1.27) не
изучены. Температурная зависимость исследова!
на только для цитоплазматической LDH [12].

Представители семейства лососевых рыб
Salmonidae относятся к холодолюбивым видам и
приспособлены к влиянию широкого диапазона
годовых и суточных температур. Оптимальная ре!
гуляция митохондриального метаболизма обес!
печивает потребности в необходимом количестве
АТФ и определяет адаптивный потенциал и вы!
живание лососевых рыб, особенно в условиях
низких температур. В связи с вышесказанным,
представляется интересным и важным исследо!

вать изменение активности СОХ и уровень экс!
прессии генов ее субъединиц Сох1, Сох2, Сох4 и
Сох6, а также кинетические параметры изофер!
ментов mtLDH в белых мышцах молоди кумжи
Salmo trutta L. (возраст 1+) из рек бассейна Онеж!
ского озера при адаптации к сезонному сниже!
нию температуры воды с 16 до 6°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Изменение активности цитохром�с�оксидазы 
и объема митохондрий 

Цитохром!с�оксидаза (англ. COX, КФ
1.9.3.1.) – важнейший фермент дыхательной це!
пи митохондрий (комплекс IV), катализирует ко!
нечный этап переноса электронов с цитохрома с
на кислород в процессе окислительного фосфо!
рилирования. СОХ представляет собой белок
сложный по структуре и регуляции. Цитохром!c�
оксидаза обычно существует в димерной форме и
прочно ассоциирована с молекулами фосфоли!
пидов мембран. 

Результаты исследования активности фермен!
та в белых мышцах кумжи при температуре воды
16, 10 и 6°C демонстрируют повышение активно!
сти COX мышцах в 1.5 раза уже при 10°C и удер!
живание этого показателя на этом уровне и при
6°C (рис. 1). Одновременно отмечено увеличение
объема митохондрий на 24 и 28% соответственно
при 10 и 6°C по сравнению с 16°C.

Активность СОХ различается у различных ви!
дов рыб в силу их особенностей биологии, эколо!
гии и филогенетического положения [13]. Однако
снижение температуры среды вызывает общий
эффект – увеличение активности СОХ, что про!
демонстрировано для многих видов рыб, незави!
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Рис. 1. Активность цитохром с оксидазы (ЕА, k/г) в
белых мышцах кумжи, выловленной при температуре
воды 16°C (июль), 10°C (октябрь) и 6°C (ноябрь), M ± m.
* – различия по сравнению со значением при 16°C
достоверны при p < 0.05.
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симо от их температурных предпочтений [14–16].
Более высокая активность фермента позволяет
компенсировать последствия прямого влияния
низких температур на скорость метаболизм рыб.
Увеличение активности фермента может проис!
ходить путем изменения скорости реакции или за
счет изменения количества фермента на грамм
ткани. У рыб умеренных и арктических широт хо!
лодовая адаптация сопровождается увеличением
количества митохондрий и концентрации белка
на грамм ткани [15, 17, 18]. Поскольку у исследо!
ванной нами кумжи активность фермента увели!
чивалась сопряженно с повышением объема ми!
тохондрий, то можно говорить, что в данном слу!
чае адаптивное увеличение активности фермента
достигается в т.ч. за счет роста концентрации мо!
лекул СОХ.

2. Изменение уровня экспрессии генов некоторых 
субъединиц цитохром�с�оксидазы

В связи с функциональной дифференциацией
субъединиц СОХ, большой интерес представляет
собой изучение регуляции активности фермента на
уровне экспрессии генов различных субъединиц.

Анализ уровня экспрессии генов субъединиц
COX1 и COX2, кодируемых митохондриальным
геномом, в мышцах исследуемой кумжи выявил
две закономерности: во!первых, избыточную
транскрипцию гена Cох1, по сравнению с уров!
нем экспрессии гена Сох2 и генов ядерных субъ!
единиц Сох4�1 и Сох6�В1 и, во!вторых, отсутствие
достоверной корреляции с активностью СОХ при
понижении температуры для обоих митохондри!
альных субъединиц (рис. 2а).

В отличие от генов митохондриальных субъ!
единиц, уровень экспрессии генов ядерных субъ!
единиц 4 и 6 коррелировал с увеличением актив!
ности фермента и количеством митохондрий. От!
носительная экспрессия гена Cox4�1 в белых
мышцах кумжи в октябре и ноябре (10 и 6°C) уве!
личилась в 2 раза по сравнению с таковой в июле
(16°C). Уровень экспрессии гена Cox6�B1 в осен!
ние месяцы был соответственно в 1.8 и 1.5 раза
выше, чем в июле (рис. 2б).

Известно, что субъединицы, кодируемые ми!
тохондриальным геномом, участвуют в катализе и
эволюционно консервативны [8]. Они образуют
каталитическое ядро, или “сердцевину” фермен!
та, которое является структурным и инициирую!
щим комплексом. С субъединицей COX1 связаны
гем а и двухядерный центр гем а3!СuB. Субъеди!
ница COX2 включает СuA!центр и участвует в
связывании цитохрома с. Мы предполагаем, что
избыточная экспрессия гена Сох1 и отсутствие
корреляции с активностью фермента при холодо!
вой адаптации кумжи свидетельствуют о том, что
количество транскриптов каталитической субъ!
единицы СОХ1 не является регулирующим фак!
тором при холодовом повышении активности
фермента, однако это может иметь определенное
значение на посттрансляционном уровне при
сборке каталитического ядра фермента.

Причины избыточной экспрессии гена
субъединицы COX1, кодируемой митохондриаль!
ным геномом, в настоящий момент до конца не
установлены, хотя подобное явление отмечено в
исследованиях, проведенных как на рыбах [14],
так и на млекопитающих [19, 20]. Высокий уровень
экспрессии гена может быть связан с необходимо!

Рис. 2. Уровень экспрессии генов субъединиц цитохром!с�оксидазы Cox1, Cox2 (а) и Cox4�1, Cox6�B1 (б) в белых мыш!
цах кумжи, выловленной при температуре воды 16°C (июль), 10°C (октябрь) и 6°C (ноябрь), M ± m. * – различия по
сравнению со значением при 16°C достоверны при p < 0.05.
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стью поддержания определенной концентрации
соответствующего полипептида. Известно, что в
процессе сборки олигомерных комплексов ини!
циирующие субъединицы, как правило, присут!
ствуют в избыточном количестве, что обеспечи!
вает запуск сборки молекулы. В случае молекулы
СОХ такой “затравкой” является каталитическая
субъединица СОХ1 [21]. Увеличение ее количе!
ства активирует гемсинтазу и встраивание гема а,
что является ключевым и ведущим событием на!
чала сборки фермента. Это обеспечивает пра!
вильное сворачивание СОХ1, ее стабилизацию в
мембране и дальнейшее формирование каталити!
ческого центра молекулы [22]. Вероятно, поэтому
данная субъединица должна присутствовать в до!
статочном количестве, создавая постоянно до!
ступный пул начального звена сборки олигомера.

Анализ литературы о структуре и функциях
ядерных субъединиц COX4 и COX6B1 показывает,
что эти две субъединицы экспрессируются в бе!
лых мышцах в относительно небольшом количе!
стве по сравнению с другими субъединицами, но
играют важную роль в структуре и регуляции ак!
тивности фермента [23]. Субъединица 4 (COX4)
является одной из первых ядерных субъединиц,
включающихся в структуру фермента, формируя
субансамбль, состоящий из трех субъединиц (1, 4 и
5) с гемом а и двухядерным центром гемом а3!СuB.
На следующем этапе этот комплекс взаимодей!
ствует с субъединицей COX2 [20]. Установлено, что
в клетках млекопитающих свободные субъедини!
цы СОХ1 и СОХ5 всегда присутствуют в избыточ!
ном количестве, тогда как концентрация СОХ4 и
СОХ2 значительно ниже. Наблюдаемая нами ана!
логичная картина – избыточная экспрессия субъ!
единицы СОХ1 и относительно низкая СОХ2,
СОХ6 и, особенно, СОХ4!1 в мышцах кумжи при
всех изученных температурах может указывать,
на то, что сборка фермента вне зависимости от
температуры регулируется на транскрипционном
уровне ограничением экспрессии второй, шестой
и, особенно четвертой, субъединицы. При этом,
обнаруженная корреляция активности фермента
с уровнем экспрессии субъединиц 4 и 6 указывает
также на участие этих типов полипептидов в мо!
дуляции активности фермента у кумжи при изме!
нении температуры. Схожие результаты – нали!
чие корреляции активности COX с количеством
мРНК Cox4 и отсутствие взаимосвязи COX1 с экс!
прессией Cox1 при снижении температуры воды
продемонстрированы ранее в исследованиях на
золотой рыбке и хрозомусе [9, 10]. 

Считается также, что усиление экспрессии
СОХ4 является направленной адаптацией к изме!
нению парциального давления кислорода в клет!
ках высших организмов [24]. Низкие температуры
вызывают увеличение капилляризации мышечной
ткани у рыб и повышение диффузии кислорода в
клетки, что вместе с активацией фермента приво!

дит к увеличению уровня окислительного фосфо!
рилирования в митохондриях. Установлено, что
кислород участвует в регуляции экспрессии генов
ядерных субъединиц СОХ4 и СОХ5, а также ми!
тохондриальных СОХ1 и СОХ2 посредством сиг!
нальной трансдукции [8]. 

Увеличение уровня экспрессии субъединицы
СОХ4 может влиять не только на сборку фермен!
та, но на его активность. Регулирующее действие
на активность фермента связано с формировани!
ем в структуре этой субъединицы аллостерическо!
го центра для связывания ATP. При этом молеку!
лы АТP выступают отрицательным модулятором.
Фермент, содержащий в своем составе изоформу
COX4!1 данной субъединицы, активируется при
низком соотношении ATP/ADP [5, 23], которое
характерно для метаболизма при более низких
температурах.

Субъединица COX6В включается в структуру
на одном из последних этапов сборки фермента.
При участии субъединиц 3, 5в и 6А она обеспечи!
вает формирование уникального контактного
сайта для димеризации двух комплексов на внут!
ренней мембране митохондрий, а также связыва!
ет субстрат цитохром с [5, 23, 25]. Наблюдаемое
нами почти двукратное увеличение экспрессии
гена Cox6�В1 у кумжи при снижении температуры
указывает на участие этой субъединицы в регуля!
ции активности фермента путем увеличения ко!
личества активных димеров. 

3. Активность и кинетические характеристики 
изоферментов mtLDH 

Формированию особого адаптивного потенци!
ала у лососевых рыб способствовало возникнове!
ние и закрепление у них в процессе эволюции тет!
раплоидии: удвоенное количество генных локусов
по сравнению с диплоидными видами привело к
формированию большого набора вариантов субъ!
единиц и/или изоферментов, в т.ч. и митохондри!
альных, дифференцированных по своим каталити!
ческим и кинетическим характеристикам. Лактат!
дегидрогеназа (англ. LDH, КФ 1.1.1.27, L!лактат:
NAD+!оксидоредуктаза) – фермент, катализирую!
щий одну из важнейших реакций общих путей ме!
таболизма клетки, – взаимопревращения лактата
и пирувата. У рыб и высших животных LDH пред!
ставлена, главным образом, в виде серии из пяти
изоферментов – гомо! и гетеротетрамеров, состо!
ящих из субъединиц А и В. У лососевых и других
тетраплоидных видов рыб экспрессируется вдвое
больше субъединиц – А', A'', B' и B'', что увеличи!
вает набор их изоферментов до 14–16. Изофер!
менты с субъединицами А катализируют преиму!
щественно восстановление пирувата, а с субъеди!
ницами В, главным образом, окисление лактата.
Ранее считалось, что фермент присутствует толь!
ко в цитоплазме, однако в настоящее время для
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клеток скелетных мышц, сердца и нейронов дока!
зано существование митохондриального лактат!
окисляющего комплекса (mitochondrial lactate ox!
idation complex, mLOC) [26, 27]. Было установле!
но, что он состоит из мембраносвязанной
mtLDH, цитохром!с!оксидазы, белка!транспор!
тера лактата МСТ!1 и его шаперона ОХ!47 (CD!
147), контролирующих его экспрессию. Пируват,
образующийся при окислении поступающего в
митохондрии лактата, переносится в матрикс ми!
тохондрий с помощью МСТ!1 и там окисляется в
цикле трикарбоновых кислот (ТСА). 

При анализе изоферментного спектра LDH
митохондриальной фракции белых мышц кумжи
выявлены преимущественно гомо! и гетероизо!
ферменты группы В: B'4  (Rf = 0.68), B'3B'' (0.60),
B'2 B''2  (0.43), B'B''3  (0.34) и B''4 (0.25). Изофермен!
ты с субъединицами A' и А'' представлены в мито!
хондриальной фракции в следовых количествах.
Исследование активности изоферментов группы
В при 16 и 6°С демонстрирует их температурную

зависимость (рис. 3). В теплый период (16°С)
наиболее высокая активность показана для изо!
фермента B'4. Его активность летом была в 1.5 ра!
за выше, чем осенью. Гетероизоферменты B'3B'' и
B'2 B''2  не показали различий в активности при
сравнении двух температур. При адаптации к
низкой температуре (6°С) достоверно возрастала
активность изоферментов B'B''3  и B''4. При этом,
общая активность mtLDH при температуре 6°С
была выше всего лишь на 10% по сравнению с та!
ковой при 16°С.

Определение величин кажущейся константы
Михаэлис–Ментен (Кm) показало, что исследуе!
мые изоферменты группы В дифференцированы
по сродству к субстрату (рис. 3). Наиболее высо!
ким сродством к лактату обладает изофермент B'4,
т.е. насыщается при малых количествах субстрата.
Изофермент B''4  имеет втрое большую величину
Кm, что указывает на то, что он работает и дости!
гает максимальной скорости при более высоких
концентрациях лактата.
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Рис. 3. По левой шкале – активность (ЕА) изоферментов mtLDH (группа В) в белых мышцах кумжи при 16°С (июль)
и 6°С (октябрь) в мкмоль лактата/мин/г ткани, M ± m. * – различия достоверны при p < 0.05. По правой шкале – величина

кажущейся константы Михаэлиса–Ментен для лактата  для этих же изоферментов, измеренной при 20°С.Km
LAC
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Основываясь на полученных нами величинах
Кm и активности изоферментов при холодовой
адаптации кумжи можно сказать, что увеличение
активности изоформ с субъединицами B'', обла!
дающих низким сродством к лактату, создает
условия для увеличения объема окисляемого лак!
тата и повышения образования пирувата без зна!
чительного увеличения количества самого фер!
мента. Избирательная активация изоферментов
mtLDH с необходимым кинетическими свойства!
ми у кумжи при понижении температуры, вероят!
но, направлена на повышение скорости окисли!
тельного фосфорилирования в митохондриях за
счет создания необходимого пула пирувата, явля!
ющегося субстратом цикла Кребса. Наши предпо!
ложения подтверждаются результатами данного
исследования по увеличению активности СОХ, а
также сведениями о mLOC [26, 27], которые пока!
зывают, что mtLDH сосредоточена на наружной
стороне внутренней мембраны митохондрий и ас!
социирована с COX. Такая компартментализация
исследуемых ферментов обеспечивает сопряжение
эндергонической реакции окисления лактата с эк!
зэргоническим изменением редокс!потенциала в
электронтранспортной цепи митохондрий при
окислении цитохрома с.

Таким образом, характер изменения иссле!
дованных показателей митохондрий свиде!
тельствует о сложной и многоуровневой си!
стеме регуляции митохондриального метабо!
лизма у кумжи при адаптации к холоду.
Повышение активности СОХ и особенности
экспрессии генов каталитических субъединиц
Сох1, Сох2 и ядерных субъединиц Сох4 и Сох6 ука!
зывают на то, что необходимая эффективность
работы фермента может регулироваться на этапах
биогенеза молекул за счет изменения количества
различных типов субъединиц, а также дальней!
шей модуляции активности фермента за счет уча!
стия СОХ4 в его аллостерической регуляции.
Установленное нами сопряженное повышение
активности СОХ и активности изоферментов
B'B''3  и B''4  с низким сродством к лактату свиде!
тельствует о регуляции уровня метаболизма ми!
тохондрий за счет активации изоферментов с не!
обходимыми каталитическими свойствами. Это
подтверждает предположения о существовании
скоординированного механизма взаимодействия
этих двух ферментов в условиях дефицита АТP,
возникающего при низких температурах. Спо!
собность поддержания энергетического стату!
са на необходимом уровне и возможность его
быстрой настройки при изменении температу!
ры воды является важнейшим условием адап!
тации и выживании молоди лососевых рыб
при выборе оптимального места обитания и
дальнейшей реализации жизненной стратегии
роста и развития.

ВЫВОДЫ

1. Установлено, что при сезонной адаптации
молоди кумжи к холоду (16°С → 6°С) наблюдает!
ся увеличение количества митохондрий на 28% и
активности цитохром с оксидазы, что компенси!
рует прямое влияние низких температур на ско!
рость метаболизма митохондрий.

2. При анализе уровня экспрессии генов субъ!
единиц Сох1, Сох2, Сох4 и Сох6 показано, что экс!
прессия генов каталитических субъединиц Сох1 и
Сох2 не зависит от температуры, при этом коли!
чество мРНК Сох1 значительно превышает коли!
чество транскриптов генов других субъединиц. В
отличие от каталитических субъединиц уровень
экспрессии генов ядерных субъединиц Сох4 и
Сох6 при понижении температуры коррелирует с
увеличением активности фермента. 

3. Адаптация молоди кумжи к низкой темпера!
туре сопровождается значительным увеличением
активности изоферментов mtLDH B'B''3  и B''4,
имеющим низкое сродством к лактату, что указы!
вает на увеличение окисления лактата в пируват
при низкой температуре.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Используемые реактивы. Трис (трис(гидрок!
симетил)аминометан) (MP Biomedicals, Inc.,
France), соляная кислота (Нева!реактив, Россия),
EDTA (этилендиаминтетрауксусная кислота)
(PAnreac, Испания), гепарин (Applichem, Герма!
ния), сахароза (Нева!реактив, Россия) (PAnreac,
Испания), тритон Х!100, (Acros, Германия), цито!
хром с (Serva, Германия), двузамещенный фосфат
натрия, (Нева!реактив, Россия) (PAnreac, Испа!
ния), однозамещенный фосфат натрия, (Нева!
реактив, Россия) (PAnreac, Испания), аскорбино!
вая кислота, (Вектон, Россия) (PAnreac, Испа!
ния), глицин (Applichem, Германия), щелочь
натрия (Нева!реактив, Россия), D,L!молочная
кислота натриевая соль (ДиаэМ, Россия), NAD
(никотинамидадениндинуклеотид окисленная
форма) (Applichem, Германия), имидазол (PAn!
reac, Испания), акриламид (Нева!реактив, Рос!
сия), метилендиакриламид (N,N'!Метиленбиса!
криламид) (Вектон, Россия), персульфат аммо!
ния (Хим реактив, Россия), рибофлавин (Вектон,
Россия), феназинметасульфат (ФМС) (Appli!
chem, Германия), нитротетразолевый голубой
(Вектон, Россия), реагент “ExtractRNA” (ЗАО
“Евроген”, Россия), ДНКаза (10 ед/мл) (Силекс,
Россия), набор реактивов “MMLV RT kit”
(ЗАО “Евроген”, Россия), готовая смесь для
ПЦР “qPCRmix!HS SYBR” (ЗАО “Евроген”,
Россия).

Используемое оборудование. Центрифуга
высокоскоростная с охлаждением Rotina 35R;
Hettich Zentrifugen, Германия, спектофотометр
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СФ!2000 (ЗАО “ОКБ Спектр”, Россия), электро!
форетическая камера (Реанал, Венгрия), ампли!
фикатор “Терцик” (ЗАО “НПФ ДНК!техноло!
гия”, Москва), прибор для real!time ПЦР i!Cycler
с оптической приставкой IQ5 (BioRad, США). 

Выделение митохондрий. Митохондрии выде!
ляли из органов только что забитых рыб обще!
принятым методом дифференциального центри!
фугирования в 0.01 М Трис!HCl!буфере (рН 7.4) с
добавлением 1 мМ EDTA и 2 мМ гепарина, содер!
жащем 0.25 М сахарозу (буфер А). Все этапы вы!
деления митохондрий проводили при температу!
ре 4°C. Извлеченную ткань или орган (около 1 г)
гомогенизировали. Полученный гомогенат цен!
трифугировали в течение 10 мин при 2500 g. Оса!
док, содержащий обломки клеток, ядра и мио!
фибрилы, отбрасывали, а надосадочную жид!
кость центрифугировали 10 мин при 10000 g.
Полученный осадок, содержащий митохондрии,
промывали в 2 мл буфера А, центрифугировали
четырежды по 10 мин при 10000 g, каждый раз от!
брасывая надосадочную жидкость. Экстракцию
митохондриальных ферментов проводили двух!
кратным объемом (по отношению к объему осадка
митохондрий) 0.01 М Трис!HCl!буфера (рН 7.5),
содержащего 0.1% тритона Х!100. Энзиматиче!
ский контроль выделенной митохондриальной
фракции проводили определением цитохром!с�
оксидазы по методу Смита [28].

Активность цитохром�с�оксидазы (КФ 1.9.3.1)
определяли, измеряя увеличение количества
окисленного цитохрома с [28]. Для получения
восстановленной формы субстрата 15 мг цито!
хрома с и 30 мг аскорбиновой кислоты растворяли
в 1 мл 0.1 М фосфатного буфера в течение 2 ч. Полу!
ченный восстановленный цитохром очищали от из!
бытка аскорбиновой кислоты на колонке с сефа!
дексом G!25, диаметром 15 мм и высотой 400 мм в
0.02 М фосфатном буфере. При внесении на ко!
лонку 1 мл смеси восстановленного цитохрома
объем элюата очищенного восстановленного ци!
тохрома составлял 5 мл, скорость выхода

5 мл/мин. Активность фермента выражали в k/г
ткани (k!константа реакции первого порядка).
Измерение абсорбции проводили при 550 нм. За
1 единицу активности принимали количество
фермента, которое окисляет 1 моль цитохрома с
за 1 мин в расчете на 1 г ткани при 20°С. 

Определение активности и Кm изоферментов
лактатдегидрогеназы. Общую активность мито!
хондриальной лактатдегидрогеназы определяли
по скорости реакции лактат → пируват общепри!
нятым методом [29]. Концентрации реагентов:
глициновый буфер – 0.1 М рН 10.0; лактат 0.5 М;
NAD – 20 мМ рН 6.0; фермент 0.3 Ед./мл. Изме!
ряли изменение поглощение при 340 нм в течение
2–3 мин на спектофотометре СФ!2000. За единицу
активности принимали количество фермента, ко!
торое катализирует превращение 1 мкмоль субстра!
та лактата в 1 мин в расчете на 1 г ткани при 20°С. 

Изоферменты mtLDH разделяли в 6% ПААГ ци!
линдрической формы в комбинированной имида!
зол!вероналовой буферной системе с рН 7.8 по
Ричардсу [30] в электрофоретической камере для
препаративного вертикального электрофореза. До!
за вносимого на поверхность геля экстракта –
25 мкл. Схема электрофореза: 150 В – 10 мин,
250 В – 10 мин и 400 В – 3ч. Окрашивание изо!
ферментов проводили тетразолиевым методом.
Относительную электрофоретическую подвиж!
ность изоферментов (Rf) рассчитывали по движе!
нию от анода к катоду. 

Методом денситометрии, позволяющей оце!
нить площадь окрашиваемой зоны изофермента в
ПААГ, определяли активность каждого изофер!
мента в процентах от общей активности фермента
в митохондриальной фракции по денситограмме.
Исходя из величины общей активности mtLDH,
определенной спектрофотометрически, рассчи!
тывали активности каждого изофермента выра!
жая в мкмоль лактата/мин/г ткани. 

Для определения величин кажущейся кон!
станты Михаэлиса–Ментен каждый изофермент

 
Таблица 1.

Ген Последовательности нуклеотидов (5'!3') Температура отжига, °C Номер в GenBank

Сox Прямой: CCCAGCCATCTCCCAATATC
Обратный: TTCGGTCTGTGAGTAGCATAG 57 EF609450.1

Сox Прямой: CCAGGCCAATTCCGTCTTCT
Обратный: TACTCCAGGTCGAGAGGCAA 57 HQ167688

Сox4�1 Прямой: TCAATCTGTGTACGTGGGGC
Обратный: CACAAACTGGACGTCTGGGA 60 BT043749

Сox6В�1 Прямой: ATTGAGGAGAAGATAAAGAACTAC
Обратный: GGACAGATACTCTTGTAGACC 58 BT073270.1

Ef�1 Прямой: GGTGGTGTGGGTGAGTTTGAG
Обратный: CAGGCGATGTGAGCAGTATG  57–60 EF406271.1
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выделяли из геля, экстрагировали 0.01 М Трис!
HCl!буфером (рН 7.5) и очищали на колонке с се!
фадексом G!25 диаметром 15 мм и высотой 500 мм
в 0.1 М глициновом буфере (рН 9.5). При внесе!
нии на колонку 1 мл раствора изофермента объем
элюата очищенного восстановленного цитохрома
составлял 6 мл, скорость выхода 5 мл/мин, кон!
центрация изофермента 0.45 Ед./мл. Определе!
ние скорости реакции лактат → пируват проводи!
ли при 20°С для различных концентраций лактата
от 10 мкМ до 1 мМ (шаг 30 мкМ) общепринятым
методом [29]. Концентрации реагентов: глицино!
вый буфер – 0.1 М рН 10.0; NAD – 20 мМ рН 6.0;
изофермент 0.3 Ед./мл. Величину кажущейся

константы Михаэлиса−Ментен  рассчиты!
вали по методу Э. Корниш–Боудена [31].

Определение уровня экспрессии генов субъединиц
цитохром с оксидазы. Уровень экспрессии генов
определяли методом ПЦР!анализа в режиме реаль!
ного времени. Тотальную РНК выделяли из белых
мышц кумжи с помощью реагента “ExtractRNA”.
Выделение РНК проводили по протоколу от фир!
мы!производителя. Тотальную РНК обрабатывали
ДНКазой (10 ед/мл). Комплементарную ДНК
(кДНК) синтезировали из препарата тотальной
РНК с использованием MMLV!обратной тран!
скриптазы и случайных гексонуклеотидов. Ам!
плификацию проводили с использованием гото!
вой смеси для ПЦР qPCRmix!HS SYBR.
Праймеры к нуклеотидным последовательностям
генов субъединиц цитохром!с!оксидазы и рефе!
рентного гена фактора элонгации (Ef�1) подбира!
ли с помощью программы Beacon Designer 5.01
(Premier Biosoft, США) (таблица). Из!за отсут!
ствия в базе данных нуклеотидных последователь!
ностей для генов кумжи Cox4�1 и Cox6�B1 подбира!
ли праймеры к генам лосося (Salmo salar L.) и фо!
рели (Oncorhynckus mykiss Walb.). Протокол ПЦР:
денатурация ДНК при 95°C 5 мин; повторяющи!
еся циклы (45): денатурация ДНК при 95°C 20 с,
отжиг праймеров по 30 с при температуре, указан!
ной в таблица, элонгация ДНК при 72°C по 30 с.
После ПЦР проводили процедуру плавления
фрагментов ДНК (с 59 до 95°C с шагом 0.5°C).
Уровень транскриптов изучаемых генов был рас!
считан относительно уровня транскриптов рефе!
ренсного гена – Ef�1. Относительный уровень
экспрессии исследуемого гена (Ratio) вычисляли
по формуле [32]:

Ratio (test/ref) = 2–ΔCt, где ΔCt = Ct (test) – Ct (ref),  

где Ct (test) – пороговый цикл для исследуемого
гена; Ct (ref) – пороговый цикл для референсного
гена.

Статистическая обработка данных. В работе ис!
пользовали общепринятые методы статистиче!
ской обработки данных с использованием пакетов
программ MS Excel и StatGraphics 2.5 for Windows.

Km
LAC

( )

Сравнение выборок проводили с применением не!
параметрического критерия Вилкоксона–Ман!
на–Уитни. Cтепень влияния исследуемых факто!
ров оценивали при помощи многофакторного
дисперсионного анализа МANOVA.
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Аctivity of Cytochrome с Oxidase (Cox) and Mitochondrial Lactate Dehydrogenase 
Isoenzymes (mtLDH), Subunits Сох1, Сох2, Сох4, Сох6 Gene Expression 

in Brown�Trout Salmo trutta L. at the Cold Adaptation

О. V. Meshcheryakova#, М. V. Churova, А. Е. Veselov, N. N. Nemova
#Phone: +7 (8142) 772�751; fax: +7 (8142) 76�98�10; e�mail: o�mesch@yandex.ru

Institute of Biology of Karelian Research Centre Russian Academy of Science,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910  Russia

Аctivity of cytochrome c oxidase (COX), mitochondria density, subunits Сох1, Сох2, Сох4, Сох6 gene ex!
pression, activities and Michaelis!Menten constants (K) of mitochondrial lactate dehydrogenase isoenzymes
(mtLDH) were measured in white skeletal muscle of salmon!trout Salmo trutta L. during adaptation to sea!
sonal decline temperature from 16° C to 6°C. The 1.5 fold increase of COX activity associated with an incre!
ment mitochondria density, the 2 fold increase of nuclear!encoded subunits Сох4 and Сох6 gene expression
and more high activity of mtLDH isozymes with low lactate affinity were observed. The possible role of mi!
tochondrial! and nuclear!encoded COX subunits expression in improving the enzymes efficiency through
COX biogenesis and in further modulation of its activity is discussed. The regulation of pyruvate formation to
maintenance oxidative phosphorylation rate at the low temperature is considered.

Keywords: cytochrome c oxidase, gene expression, mitochondria lactate dehydrogenase, Michaelis�Menten con�
stant brown�trout, cold adaptation
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