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ХАРАКТЕРИСТИКА ГЛИКОЗИДАЗ КИШЕЧНИКА ЛЕЩЕЙ ABRAMIS 
BRAMA (L.) ИЗ УЧАСТКОВ РЫБИНСКОГО ВОДОХРАНИЛИЩА  
С РАЗЛИЧНОЙ АНТРОПОГЕННОЙ НАГРУЗКОЙ 

И. Л. Голованова, А. А. Филиппов 

Институт биологии внутренних вод им. И. Д. Папанина РАН 

В экспериментах in vitro исследована активность, а также температурные и кине=
тические характеристики гликозидаз слизистой оболочки и химуса кишечника ле=
щей Abramis brama (L.) из участков Рыбинского водохранилища с различной ан=
тропогенной нагрузкой. Показано значительное сходство уровня активности и 
температурного оптимума гликозидаз у леща загрязненного Шекснинского и от=
носительно чистого Моложского плесов. Более низкая активность мальтазы в зоне 
температуры 0–20 °С и более высокие значения Еакт гликозидаз у леща Шекснин=
ского плеса свидетельствуют о снижении эффективности гидролиза углеводных 
компонентов корма, а увеличение фермент=субстратного сродства − об адаптив=
ных изменениях этого показателя с ростом уровня антропогенной нагрузки. 
 
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гликозидазы, пищеварение, рыбы, антропогенное 
загрязнение. 

 
I. L. Golovanova, A. A. Filippov. CHARACTERISTICS OF INTESTINAL 
GLYCOSIDASES IN BREAM FROM THE RYBINSKOYE RESERVOIR SITES 
DIFFERING IN ANTHROPOGENIC LOADING 
 
The activity, temperature and kinetic characteristics of the intestinal mucosa and cheme 
glycosidases were investigated in vitro in bream Abramis brama (L.) from parts of the 
Rybinskoye storage reservoir differing in anthropogenic loading. Considerable similarity 
was found in the enzymatic activity level and the temperature optimum of glycosidases 
in bream from the polluted Sheksna and the relatively clean Mologa pools. The lower 
maltase activity at a temperature of 0–20 °С and the higher values of glycosidases Eact in 
bream from Sheksninsky pool testify to a decrease in the efficiency of food 
carbohydrate hydrolysis, but the increase in the enzyme=substratum affinity suggests 
this parameter changes as an adaptation to growing human pressure. 
 
K e y  w o r d s :  glycosidase, digestion, fish, anthropogenic pollution. 
 
 

 
 
Введение 
 

Рыбинское водохранилище (58 30' с. ш., 
38 20' в. д.) − одно из крупнейших пресновод=
ных искусственных водоемов России. Оно об=
разовано в 1941–1947 гг. на месте слияния 

трех крупных рек: Волги, Мологи и Шексны. 
Соответственно руслам этих рек выделяют 
Волжский, Моложский, Шекснинский и Глав=
ный плесы. Наиболее загрязненным участком 
Рыбинского водохранилища считается Шекс=
нинский плес, принимающий сточные воды 
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промышленного комплекса г. Череповца. В 
различных компонентах экосистемы Шекснин=
ского плеса (вода, донные отложения, бентос, 
рыбы) обнаружены полициклические аромати=
ческие углеводороды – нафталин, флуорен, 
трифенилен и др., стойкие органические за=
грязнители – полихлорированные бифенилы 
(ПХБ) и хлорорганические пестициды (ХОП), 
тяжелые металлы – Cd, Zn, Cu, Pb [Козловская, 
Герман, 1997; Флеров и др., 2000; Герман, За=
коннов, 2003; Чуйко и др., 2010]. При этом их 
содержание было на 1–2 порядка выше по 
сравнению с относительно чистым Моложским 
плесом. У лещей, отловленных в районе Шекс=
нинского плеса, отмечены повышенные кон=
центрации ПХБ и ХОП [Герман, Козловская, 
1999; Чуйко и др., 2010], высокий уровень на=
пряженности врожденного иммунитета [Лапи=
рова, Заботкина, 2010], изменения активности 
кишечных протеиназ [Ушакова и др., 2009] и 
активности ацетилхолинэстеразы печени 
[Chuiko et al., 2007]. Несмотря на то что токси=
ческие вещества, находящиеся в воде, грунте и 
объектах питания, могут оказывать прямое и 
опосредованное действие на ферменты пище=
варительного тракта, активность гликозидаз, 
расщепляющих углеводные компоненты кор=
ма, у лещей из участков Рыбинского водохра=
нилища с различной антропогенной нагрузкой 
ранее не оценивалась. Известно лишь о боль=
шей активности α=амилазы, функционирующей 
в полости и слизистой оболочке кишечника ле=
ща Шекснинского плеса, по сравнению с более 
чистым Волжским плесом [Кузьмина, 1983]. 

В связи с этим цель работы состояла в срав=
нительном изучении in vitro уровня активности, 
а также температурных и кинетических харак=
теристик гликозидаз слизистой оболочки и хи=
муса кишечника лещей Abramis brama (L.), от=
ловленных на участках Рыбинского водохрани=
лища с различной антропогенной нагрузкой. 

 
Материал и методы 
  

В качестве объекта исследования выбран 
лещ – наиболее типичный представитель мас=
совых промысловых видов рыб Рыбинского во=
дохранилища. Половозрелые особи леща от=
ловлены в Моложском (ст. Первомайка) и Шекс=
нинском (ст. Любец) плесах Рыбинского водо=
хранилища летом 2008 г. тралом с экспедици=
онного судна. Первый участок считается отно=
сительно чистой, второй – наиболее загрязнен=
ной частью акватории. Исследовали 10 и 7 экз. 
рыб из первой и второй группы соответственно. 
После отлова проводили полный биологический 
анализ. Линейно=массовые показатели и упи=

танность рыб из разных плесов достоверно не 
различались (р > 0,05). Длина и масса лещей из 
Моложского плеса составляли 31,1 ± 0,9 см и  
665 ± 53 г, из Шекснинского плеса – 31,9 ±  
2,2 см и 688 ± 113 г; упитанность рыб по Кларк – 
1,90 ± 0,04 и 1,79 ± 0,06, по Фультону – 2,16 ± 
0,05 и 2,07 ± 0,09, соответственно. 

Кишечники рыб извлекали сразу после вы=
лова и хранили при температуре  18 °С не бо=
лее двух недель. Химус и слизистую оболочку 
(предварительно промытую охлажденным до 
2–4 °С раствором Рингера для холоднокровных 
животных: 110 мМ NaCl, 1,9 мМ KCl, 13 мМ 
CaCl2, рН 7,4) медиального отдела кишки ис=
пользовали для приготовления индивидуаль=
ных гомогенатов. Растворы субстратов (рас=
творимый крахмал 4,5–72 г/л, мальтоза и саха=
роза в концентрации 12,5–200 ммоль/л) гото=
вили на таком же растворе Рингера. Гомогена=
ты и растворы субстратов инкубировали при 
постоянном перемешивании в течение 30 мин 
при температуре 20 °С или в диапазоне темпе=
ратуры 0–70 °С, рН 7,4.  

Активность гликозидаз: амилолитическую ак=
тивность (отражающую суммарную активность 
ферментов, гидролизующих крахмал – α=ами=
лазы КФ 3.2.1.1, глюкоамилазы КФ 3.2.1.3 и 
мальтазы КФ 3.2.1.20) и активность сахаразы 
КФ 3.2.1.48 определяли модифицированным 
методом Нельсона, активность мальтазы  глю=
козооксидазным методом, активность =амила=
зы  модифицированным методом Смита и Роя 
[Уголев и др., 1969]. Ферментативную актив=
ность у каждой особи определяли в трех по=
вторностях с учетом фона (изначального коли=
чества гексоз в гомогенате) и выражали в мкМ 
продуктов реакции, образующихся за 1 мин ин=
кубации ферментативно=активного препарата и 
субстрата в расчете на 1 г влажной массы ткани 
(мкмоль/г⋅мин), активность α=амилазы  в мг 
крахмала, гидролизованого за 1 мин (мг/г⋅мин). 
Кинетические характеристики гидролиза угле=
водов – значения кажущейся константы Миха=
элиса (Km) и максимальной скорости реакции 
(Vmax) – определяли графическим методом Лай=
нуивера=Берк, строя графики зависимости ско=
рости ферментативной реакции от концентра=
ции субстрата в координатах двойных обратных 
величин. Энергию активации (Еакт) рассчитывали 
графическим методом Аррениуса.  

Данные обработаны статистически с помо=
щью пакета прикладных программ Statgraphics 
Plus 5.1 и Excel 2003. Результаты представлены 
в виде средних и их ошибок (M ± m). Достовер=
ность различий оценивали с помощью одно=
факторного дисперсионного анализа (ANOVA, 
LSD=тест) при p = 0,05 [Sokal, Rolf, 1995].  
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Результаты и обсуждение  
 

Активность гликозидаз химуса, отражающая 
активность ферментов, функционирующих в 
полости кишечника, у рыб из разных плесов 
оказалась близка (табл. 1). Уровень активности 
гликозидаз в слизистой оболочке кишечника 
леща в 1,2 6,4 раза ниже, чем в химусе, что хо=
рошо согласуется с данными, полученными на 
других видах рыб бенто= и планктофагов [Уго=
лев, Кузьмина, 1993]. У лещей двух популяций 
активность гликозидаз слизистой оболочки не 
различалась, исключая мальтазу, активность 
которой у рыб Шекснинского плеса на 25 % ни=
же по сравнению с Моложским. Однако актив=
ность протеиназ, гидролизующих белковые 
компоненты корма, в слизистой оболочке ки=
шечника леща со ст. Любец Шекснинского пле=
са в 1,4 раза выше, чем у рыб со ст. Первомай=
ка Моложского плеса [Ушакова и др., 2009]. 
Эти различия могут быть обусловлены как из=
менением состава кормовой базы, спектра пи=
тания и биохимического состава пищи у рыб, 
обитающих в загрязненном районе, так и раз=
ным влиянием токсических веществ на актив=
ность протеиназ и гликозидаз.  

 
Таблица 1. Активность и кинетические характери=
стики гликозидаз химуса и слизистой оболочки ки=
шечника лещей, отловленных в Моложском и Шекс=
нинском плесах Рыбинского водохранилища 

Показатель Моложский 
Шекснин=

ский 
Химус 

Активность α=амилазы, 
мг/г⋅мин 191,2 ± 3,69 173,9 ± 11,0
Активность мальтазы, 
мкмоль/г⋅мин 3,98 ± 0,08 3,72 ± 0,05
Активность сахаразы, 
мкмоль/г⋅мин 0,40 ± 0,07 0,37 ± 0,02
Амилолитическая активность, 
мкмоль/г⋅мин 29,2 ± 1,95 27,1 ± 0,90

Слизистая оболочка 
Активность α=амилазы, 
мг/г⋅мин 35,8 ± 2,76 27,4 ± 2,76 
Активность мальтазы, 
мкмоль/г⋅мин 1,31 ± 0,01 0,98 ± 0,03*
Активность сахаразы, 
мкмоль/г⋅мин 0,31 ± 0,03 0,32 ± 0,04 
Амилолитическая активность, 
мкмоль/г⋅мин 6,58 ± 0,56 7,64 ± 0,99 
Km гидролиза мальтозы, ммоль 3,30 ± 0,21 6,95 ± 0,86*
Km гидролиза сахарозы, ммоль 19,9 ± 3,87 7,03 ± 1,37*
Km гидролиза крахмала, г/л 3,61 ± 0,18 2,72 ± 0,19*
Vmax гидролиза мальтозы, 
мкмоль/г⋅мин 1,49 ± 0,01 1,18 ± 0,06*
Vmax гидролиза сахарозы, 
мкмоль/г⋅мин 0,57 ± 0,06 0,48 ± 0,11 
Vmax гидролиза крахмала, 
мкмоль/г⋅мин 12,6 ± 0,5 11,9 ± 1,2 

Примечание. Приведены средние значения показателей и 
их ошибки (M ± m); *  достоверные различия показателей 
у рыб, отловленных в разных плесах (р < 0,05). 

Сравнение значений Km позволило выявить 
значительные различия между двумя популя=
циями рыб (табл. 1). Так, Km гидролиза мальто=
зы у рыб загрязненного района в 2,1 раза вы=
ше, что свидетельствует о снижении сродства 
ферментов к субстрату. В то же время значе=
ния Km гидролиза сахарозы у леща Шекснин=
ского плеса были в 2,8 раза, а Km гидролиза 
крахмала в 1,3 раза ниже по сравнению с Мо=
ложским плесом. Эти изменения отражают 
адаптивное повышение фермент=субстратного 
сродства с ростом уровня антропогенного за=
грязнения. Значения Vmax у особей исследован=
ных групп различались в меньшей степени: от=
мечено лишь достоверное снижение Vmax гидро=
лиза мальтозы у леща из загрязненного участ=
ка (р < 0,05). 

Исследование амилолитической активности 
химуса у лещей указанных районов в широком 
диапазоне температуры инкубации выявило 
отсутствие различий как в уровне активности, 
так и в форме кривых температурной зависи=
мости (рис., а). Температурный оптимум гид=
ролиза крахмала отмечен при 50 °C (рис., б), 
относительная активность при 0 °С составляла 
10,5 %, при 10 °С − 17,5 %, при 20 °С − 35−40 % 
от максимальной у рыб обеих исследованных 
групп. Характер кривой температурной зависи=
мости гликозидаз слизистой оболочки кишеч=
ника незначительно отличался от вышеописан=
ного. Однако у леща Шекснинского плеса зона 
температурного оптимума несколько шире 
(50−60 °С), а относительная активность глико=
зидаз в зоне постмаксимальных значений тем=
пературы выше, чем у рыб Моложского плеса. 
Так, относительная активность при 60 и 70 °С 
составляет 98 и 50 % у первых и лишь 79 и 31 % 
у вторых. Вполне вероятно, что под действием 
некоторых загрязнителей происходит стабили=
зация свойств ферментативного белка, позво=
ляющая более эффективно функционировать в 
зоне постмаксимальных значений температу=
ры. Однако, поскольку гидролиз крахмала в 
слизистой оболочке кишечника происходит с 
участием сорбированных из полости ( =амила=
за) и собственно мембранных (глюкоамилаза и 
мальтаза) ферментов, соотношение которых у 
рыб из чистого и загрязненного районов может 
меняться, судить о механизме этого явления 
не представляется возможным. 

Температурный оптимум мальтазы слизи=
стой оболочки кишечника лещей из двух попу=
ляций равен 50 °С. Однако относительная ак=
тивность фермента в зоне физиологических 
значений температуры (0−20 °С) у рыб Молож=
ского плеса составляла 24−40 %, Шекснинско=
го плеса − лишь 13−27 % от максимальной, что
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Влияние температуры на амилолитическую активность (а, б) и активность мальтазы  
(в, г) в слизистой оболочке (а, в) и химусе (б, г) кишечника лещей, выловленных в отно=
сительно чистом Моложском (1) и загрязненном Шекснинском (2) плесах Рыбинского 
водохранилища 

 
свидетельствует об ухудшении условий функ=
ционирования в зоне антропогенного загряз=
нения. Температурный оптимум мальтазы хи=
муса составил 40 °С у лещей из более чистого  
и 50 °С из более грязного плесов (рис., в, г), 
при этом у рыб второй группы зона темпера=
турного оптимума шире и относительная ак=
тивность мальтазы в зоне постмаксимальных 
значений температуры выше.  

В зоне температуры жизнедеятельности 
(0−20 °С) амилолитическая активность химуса 
в 5 7 раз выше, чем таковая слизистой оболоч=

ки кишечника; в зоне постмаксимальных значе=
ний температуры − лишь в 2−3 раза. Активность 
мальтазы в слизистой оболочке выше, чем в 
химусе, лишь у рыб более чистого района. Эти 
различия могут быть обусловлены разными ха=
рактеристиками ферментов, функционирую=
щих в составе слизистой оболочки кишечника 
(преимущественно мембранные ферменты) и 
химуса (панкреатические ферменты рыб, а так=
же ферменты жертвы и энтеральной микро=
биоты). Поскольку характеристики одноимен=
ных, но различающихся по происхождению 
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ферментов существенно различаются [Кузьми=
на и др., 2008], действие загрязняющих ве=
ществ на них также может быть различным. 

Сопоставление величин Еакт амилолитиче=
ской активности слизистой оболочки кишечни=
ка лещей из разных участков Рыбинского водо=
хранилища в диапазоне температур жизнедея=
тельности позволило выявить существенные 
различия (табл. 2). У леща из более чистого 
района излом на графике Аррениуса отсутству=
ет, что соответствует полученным ранее дан=
ным [Уголев, Кузьмина, 1993], из загрязненно=
го − отмечен при 20 °С. При исследовании гли=
козидаз химуса излом на графике отмечен при 
30 °С у рыб обеих групп. В диапазоне темпера=
туры 0−20 °С величины Еакт у леща более чисто=
го плеса минимальны (эффективность процес=
са выше). Увеличение температуры приводит к 
снижению величины этого параметра, в боль=
шей мере в химусе, чем в слизистой оболочке. 
При этом значения Еакт гликозидаз химуса зна=
чительно ниже таковых слизистой оболочки. 
Значения Еакт мальтазы и слизистой оболочки, 
и химуса у лещей из Моложского плеса ниже, 
чем из Шекснинского (излом на графике отме=
чен при 30 °С во всех вариантах опыта). Эти 
данные свидетельствуют о том, что у рыб, оби=
тающих в загрязненном плесе, эффективность 
гидролиза ди= и полисахаридов в зоне темпе=
ратуры жизнедеятельности ниже, чем у рыб бо=
лее чистого участка. Полученные результаты 
хорошо согласуются с данными по Еакт протеи=
наз слизистой оболочки кишечника леща ука=
занных выборок [Ушакова и др., 2009]. 

 
Таблица 2. Значения Еакт гликозидаз, функционирую=
щих в слизистой оболочке и химусе кишечника ле=
щей, выловленных из загрязненного Шекснинского 
и более чистого Моложского плесов Рыбинского во=
дохранилища 

Энергия активации, 
ккал/моль 

Плес Препарат 
до 

перегиба 
после 

перегиба 

Точка пере=
гиба, °С 

Амилолитическая активность 
Слизистая 9,3 9,3 Нет Моложский 
Химус 8,4 3,6 30 
Слизистая 14,5 6,8 20 Шекснин=

ский Химус 10,3 4,2 30 
Мальтаза 

Слизистая 4,3 6,9 30 Моложский 
Химус 2,7 15,0 30 
Слизистая 5,0 15,7 30 Шекснинский 
Химус 3,7 16,1 30 

 
Поскольку в грунтах и тканях леща Шекснин=

ского плеса установлено повышенное содер=
жание ПХБ и тяжелых металлов [Флеров и др., 
2000; Чуйко и др., 2010], можно предположить, 
что именно с их действием связаны изменения 

характеристик пищеварительных гликозидаз, 
выявленные в данной работе. Действительно, 
ранее в экспериментах in vitro показаны значи=
тельные изменения активности протеиназ и 
гликозидаз, а также кинетических характери=
стик гидролиза углеводов у ряда видов пре=
сноводных рыб при действии тяжелых метал=
лов (Cu, Zn, Cd, Hg) и ПХБ [Кузьмина и др., 
2005; Голованова, 2008; Филиппов, Головано=
ва, 2010; Голованова и др., 2011]. Кроме того, 
были установлены различия в чувствительно=
сти пищеварительных гидролаз рыб, обитаю=
щих в различных участках Рыбинского водохра=
нилища, к действию ионов биогенных металлов 
[Голованова и др., 2009; Кузьмина и др., 2010]. 
Однако активность пищеварительных гликози=
даз и протеиназ рыб может значительно сни=
жаться при хроническом действии сырой неф=
ти [Кравецкий и др., 2010], оловоорганических 
соединений [Бузинова, 1975], хлорофоса [Го=
лованова, Таликина, 2006]. Нафталин при хро=
ническом действии повышает активность гли=
козидаз и протеиназ в химусе кишечника мо=
замбикской тилапии Oreochromis mossambicus 
Peters на 50−98 % от контроля [Golovanova et 
al., 1994; Kuz’mina et al., 1999], хотя в экспери=
ментах in vitro не вызывает значительных изме=
нений амилолитической активности слизистой 
оболочки кишечника у 12 видов рыб, обитаю=
щих в Рыбинском водохранилище [Golovanova 
et al., 1994]. Эти данные, наряду со сведения=
ми об изменении чувствительности гликозидаз 
к действию тяжелых металлов под влиянием 
загрязнителей органической природы [Filippov, 
Golovanova, 2012], позволяют заключить, что 
выявленные изменения уровня активности, 
температурных и кинетических характеристик 
гидролиза углеводов в кишечнике леща, вы=
ловленного в Шекснинском плесе Рыбинского 
водохранилища, вызваны комплексным за=
грязнением этого района.  

Механизм токсического действия загрязни=
телей органической и неорганической природы 
на пищеварительные ферменты рыб до сих пор 
не изучен и, по всей вероятности, неспецифи=
чен. В условиях in vivo изменение активности 
пищеварительных гидролаз может свидетель=
ствовать об изменении как интенсивности син=
теза соответствующих ферментов, так и усло=
вий их функционирования. При этом возможно 
изменение физико=химических свойств самой 
молекулы фермента или ее мембранного окру=
жения. Поскольку существует несколько изо=
форм =амилазы, глюкоамилазы и мальтазы 
[Уголев, Кузьмина, 1993], нельзя исключить и 
молекулярную разнокачественность гликози=
даз, функционирующих в кишечнике лещей из 
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относительно чистого и загрязненного рай=
онов. В то же время выявленный в ряде случа=
ев четкий концентрационно=зависимый эф=
фект при действии ионов меди и цинка на ак=
тивность гликозидаз в экспериментах in vitro 
[Голованова, 2010] позволяет предположить 
прямое влияние этих металлов на активный 
центр фермента. Для выяснения механизмов 
действия отдельных веществ и их смесей в ус=
ловиях антропогенного загрязнения необходи=
мы дополнительные экспериментальные ис=
следования. 

 
Выводы  
 

Сравнительный анализ активности гликози=
даз слизистой оболочки и химуса кишечника 
лещей, отловленных в загрязненном Шекснин=
ском и более чистом Моложском плесах Ры=
бинского водохранилища, показал отсутствие 
различий, лишь  активность мальтазы у рыб за=
грязненного участка была ниже. В то же время 
у рыб Шекснинского плеса отмечено снижение 
значений Кm гидролиза углеводов, свидетель=
ствующее об адаптивном увеличении фер=
мент=субстратного сродства. Кривые темпера=
турной зависимости гликозидаз кишечника ле=
щей из разных мест обитания достаточно близ=
ки (температурный оптимум ферментов слизи=
стой равен 50 °С, химуса – 40 и 50 °С). Однако 
различия в зоне физиологических и постмак=
симальных значений температуры, а также бо=
лее высокие значения Еакт гликозидаз в диапа=
зоне температуры жизнедеятельности у леща 
Шекснинского плеса свидетельствуют о сни=
жении эффективности гидролиза углеводных 
компонентов корма рыб, выловленных в за=
грязненном районе.  
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