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Фиксирование мышц радужной форели для их последующего липидного анализа 
осуществляли после декапитации рыб в течение 12 часов через определенные 
промежутки времени. Концентрация большинства изученных компонентов не из�
менилась, за исключением жирнокислотного состава мышц радужной форели. 
Показано снижение содержания высоконенасыщенных длинноцепочечных жирных 
кислот. Наибольшие изменения в уровне изученных показателей установлены по�
сле 3 часов хранения биологического материала.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а: липиды, жирные кислоты, хранение биологического мате�
риала, радужная форель. 

M. A. Nazarova, O. B. Vasilyeva, P. O. Ripatti, N. N. Nemova. THE 
CONCENTRATION OF LIPID COMPONENTS IN THE MUSCLES OF 
RAINBOW TROUT PARASALMO MYKISS (WALBAUM, 1972) DEPENDING 
ON THE PRE�FIXATION PERIOD  

Fixation of rainbow trout muscles for further lipid analysis was performed after 
decapitation of the fish within 12 hours at pre�defined time intervals. The concentration 
of most of the studied components has not changed, except for the fatty acid 
composition in the muscles of rainbow trout. A reduction in the content of highly 
unsaturated long�chain fatty acids is shown. The greatest changes in the studied 
parameters were detected after 3 hours of storage of the biological material. 

K e y  w o r d s: lipids, fatty acids, storage of biological material, rainbow trout. 

 
Введение 

Успешное применение методов липидного 
анализа в эколого�биохимических исследова�
ниях обусловлено широким информационным 
диапазоном липидных показателей, который 
дает возможность их использования для оцен�
ки адаптивных возможностей организма в 

варьирующих условиях внешней среды [Авро�
ва, 1998; Немова, Высоцкая, 2004; Биота..., 
2012]. Сбор биологического материала в по�
левых условиях для последующего биохими�
ческого анализа имеет ряд сложностей, свя�
занных прежде всего с достаточно длитель�
ным периодом времени, который затрачива�
ется на предварительную пробоподготовку. 
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При хранении тканей и органов, полученных 
после декапитации животных, до момента их 
фиксирования в органическом растворителе 
в них активируются процессы пероксидации 
и лизирования липидов, что влияет на конеч�
ный результат исследования [Timm�Heinrich 
et al., 2013]. Одним из способов минимизиро�
вания сроков первичной обработки биологи�
ческого материала является его предвари�
тельная заморозка в жидком азоте с после�
дующей фиксацией в органическом раствори�
теле в условиях лаборатории [Christie, 1993]. 
Однако воздействие низких температур и по�
следующее размораживание материала мо�
жет снизить достоверность получаемых ре�
зультатов, поскольку жирнокислотный состав 
тканей животных крайне чувствителен к изме�
нению температур [Костецкий и др., 2008; 
Timm�Heinrich et al., 2013]. Учитывая вышеска�
занное, был проведен эксперимент с целью 
установления связи между уровнем липидных 
компонентов в мышцах радужной форели и 
временем, прошедшим с момента декапита�
ции рыб до фиксации материала. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использо�
вали радужную форель Рarasalmo mykiss 
(Walbaum, 1792), культивированную в фореле�
вом хозяйстве, расположенном в северной 
части Ладожского озера. Выборка рыб (23 осо�
би) была однородна по биологическим и мор�
фометрическим характеристикам. Исследова�
ние проводилось на неполовозрелых самках 
в возрасте 1+.  

В ходе работы у радужной форели отделяли 
белые скелетные мышцы, расположенные воз�
ле спинного плавника, и помещали их на хлад� 
агент. Часть ткани массой 0,4–0,5 г фиксирова�
ли в 5 мл смеси Фолча (хлороформ : метанол 
(2:1 по объему)) [Folch et al., 1957] в течение 
5 минут после декапитации рыб. Оставшуюся 
часть филе форели помещали на хладагент и 
оставляли в холодильнике на 12 часов при тем�
пературе +5 °С. Через 1, 3, 6 и 12 часов после 
начала эксперимента проводили фиксацию об�
разцов мышц форели аналогичным образом. 
Работа выполнена с соблюдением междуна�
родных принципов Хельсинкской декларации 
о гуманном отношении к животным, принципов 
гуманности, изложенных в директиве Европей�
ского Сообщества (86/609/ЕС).  

Зафиксированные образцы мышц форели до 
анализа хранились при температуре +5 °С в те�
чение 30 дней. Определяли содержание общих 
липидов; триацилглицеринов; холестерина; 

эфиров холестерина; фосфолипидов; фосфати�
дилхолина; фосфатидилэтаноламина; фосфати�
дилинозитола; фосфатидилсерина; лизофосфа�
тидилхолина; сфингомиелина; жирных кислот 
общих липидов: насыщенных, мононенасыщен�
ных и полиненасыщенных жирных кислот.  

Выделение общих липидов из зафиксиро�
ванного материала проводили по методу Фол�
ча [Folch et al., 1957]. Общие липиды разделя�
ли методом тонкослойной хроматографии вос�
ходящим способом в системе растворителей: 
петролейный эфир : диэтиловый эфир : уксус�
ная кислота (в соотношении 90:10:1 по объему) 
при комнатной температуре. Концентрацию 
липидов определяли стандартными спектро�
фотометрическими методами [Walsh et al., 
1965; Engelbrecht et al., 1974; Сидоров и др., 
1981]. Анализ отдельных фракций фосфолипи�
дов был проведен с помощью высокоэффек�
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
в изократическом режиме на жидкостном хро�
матографе «Стайер» («Аквилон», Россия) 
[Arduini et al., 1996].  

Для анализа жирных кислот общие липиды 
подвергались прямому метилированию [Цыга�
нов, 1971]. Полученные метиловые эфиры 
ЖК разделяли на хроматографе «Кристалл 
5000» («Хромотек», Россия). Идентификация 
и количественный анализ метиловых эфиров 
жирных кислот проводился путем расчета эк�
вивалента длины цепи и сравнением его с таб�
личными данными [Jamieson, 1975], а также 
с использованием стандартных растворов ме�
тиловых эфиров жирных кислот («Supelco») при 
помощи компьютерной программы по обра�
ботке хроматограмм «Хроматэк Аналитик». 
Статистическую обработку данных проводили 
общепринятыми статистическими методами 
[Елисеева, 2007; Коросов, Горбач, 2010].  

Лабораторные исследования выполнены с 
использованием приборной базы центра кол�
лективного пользования научным оборудова�
нием ИБ КарНЦ РАН. 

Результаты и обсуждения 

В результате проведенного анализа липид�
ного состава мышц радужной форели установ�
лено, что концентрация общих липидов (ОЛ) в 
течение всего периода эксперимента была 
примерно одинакова (табл. 1). Содержание 
данных компонентов составляло 16,8–17,5 % 
от сухой массы и соответствовало уровню ОЛ, 
установленному для рыб данного возраста и 
культивированных в аналогичных условиях, что 
было показано в ранее проведенных исследо�
ваниях [Назарова и др., 2010, 2011]. Согласно 



159

 

 

литературным источникам, содержание общих 
липидов в мышцах рыб при хранении на льду 
не изменяется в течение более чем двух не�
дель [Choubert, Baccaunaud, 2006; Widjaja et al., 
2009]. Концентрация запасных липидов (триа�
цилглицеринов и эфиров холестерина) в про�
цессе хранения биологического материала бы�
ла одинаковая (р ≤ 0,05) (см. табл. 1), что имеет 
практическое значение при реализации радуж�
ной форели, поскольку от уровня данных ли�
пидных компонентов в филе зависит калорий�
ность продукта. Содержание структурных ком�
понентов – холестерина (ХС) и фосфолипидов 
(ФЛ) – влияет не только на органолептические 
свойства продукции форелеводов, но и на сте�
пень ее полезности [Tocher et al., 2008]. Дан�
ные соединения служат основными компонен�
тами биомембран клеток, а также выполняют 
регуляторную, сигнальную, энергетическую и 
другие функции [Крепс, 1981; Tocher et al., 
2008]. В ходе эксперимента обнаружена тен�
денция к снижению содержания ХС и ФЛ при 
хранении биологического материала, однако 
значимых различий не установлено. Среди ин�
дивидуальных фосфолипидов концентрация 
фосфатидилэтаноламина, фосфатидилинози�
тола и сфингомиелина в течение всего перио�
да исследования была одинакова. Содержание 
других индивидуальных фосфолипидов в мыш�
цах в процессе исследования менялось в раз�
ной степени. Установлено уменьшение концен�
трации фосфатидилхолина (ФХ) с течением 
времени. Снижение содержания фосфатидил�
серина (ФС), по сравнению с ФХ, было менее 
выражено; достоверные различия в его уровне 
показаны через 3 часа после декапитации рыб. 
При дальнейшем хранении биологического ма�
териала изменение уровня ФС было более зна�
чительным. Одновременно со снижением со�
держания ФХ и ФС увеличивалась концентра�
ция лизофосфатидилхолина и неидентифици�

рованных фосфолипидов, к которым относятся 
лизированные продукты минорных фосфоли�
пидов, в том числе и лизофосфатидилсерин 
(см. табл. 1). 

Наибольшим изменениям при хранении 
биологического материала подвергся жирно�
кислотный состав общих липидов. Абсолютное 
содержание изученных жирных кислот снижа�
лось в течение всего периода исследования, 
при этом концентрация общих липидов остава�
лась прежней (см. табл. 1, 2). Уменьшение ко�
личества исследованных жирных кислот, веро�
ятно, связано с их частичным окислением и на�
коплением жирных кислот с более короткой 
углеродной цепью. Таким образом, увеличива�
лась концентрация не идентифицированных 
в данной работе жирных кислот, к которым от�
носятся кислоты, содержащие в своем составе 
менее четырнадцати углеродных атомов. 
Однако интенсивность снижения уровня жир�
ных кислот была различна и зависела от их 
структуры. Показано уменьшение процентного 
содержания ряда жирных кислот, в основном 
относящихся к семейству ω3 полиненасыщен�
ных жирных кислот (см. табл. 2). Наиболее зна�
чительное снижение установлено в содержа�
нии жирных кислот с большим количеством 
двойных связей, таких как докозагексаеновая 
22:6ω3, докозапентаеновая 22:5ω3, эйкозапен�
таеновая 20:5ω3 кислоты. Известно, что имен�
но наличие ненасыщенных связей у жирных ки�
слот способствует пероксидации липидов и 
образованию реакционно�активных радикалов 
[Ленинджер, 1985; Ким, 2002]. Концентрация 
насыщенных жирных кислот и ненасыщенных 
жирных кислот с меньшим количеством двой�
ных связей (моноеновых) снижалась менее ин�
тенсивно, поэтому их доля от суммы жирных 
кислот не изменялась или незначительно воз�
растала в течение всего периода исследования 
(см. табл. 2).  

Таблица 1.Содержание общих липидов, фосфолипидов (в % сухой массы) в мышцах радужной форели 

 Периоды фиксирования материала после декапитации рыб 
  5 минут 1 час 3 часа 6 часов 12 часов 
Общие липиды 17,44 17,27 17,16 16,99 16,93 
Фосфолипиды 5,63 5,57 5,46 5,40 5,41 
Триацилглицерины 6,58 6,49 6,44 6,47 6,44 
Эфиры холестерина 3,33 3,35 3,32 3,27 3,28 
Холестерин 1,87 1,86 1,84 1,83 1,81 
Фосфатидилинозитол 0,34 0,33 0,31 0,30 0,30 
Фосфатидилсерин 0,11 0,11 0,11 0,09a,b 0,07a,b 

Фосфатидилэтаноламин 1,41 1,40 1,40 1,41 1,40 
Фосфатидилхолин 3,65 3,61 3,54 3,51b 3,49b 

Лизофосфатидилхолин 0,055 0,057 0,059 0,072b 0,076b 

Сфингомиелин 0,050 0,049 0,050 0,048 0,049 
Неидентифицированные фосфолипиды 0,011 0,011 0,011 0,013a,b 0,016a,b 

Примечание. а – различия достоверны при сравнении данных с предыдущей точкой, при р ≤ 0,05; b – различия достовер�
ны при сравнении данных с результатами, полученными при фиксации материала в течение 5 минут после декапитации 
рыб, при р ≤ 0,05. 
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Таким образом, фиксацию биологического 
материала в полевых условиях проведения ра�
бот необходимо осуществлять за минимально 
короткий период времени после декапитации 
рыб, с целью получения наиболее достоверных 
результатов. Если период хранения тканей 
и органов до фиксирования проб составляет 
более трех часов, то при интерпретации ре�
зультатов содержания жирных кислот в тканях 
рыб следует использовать их относительные 
единицы. Уровень других липидных показате�
лей менялся незначительно. 

Работа выполнена при финансовой под�
держке РФФИ, проект 13�04�90714�мол�рф�

нр, и программы Президента РФ для господ�
держки ведущих научных школ РФ НШ – 
1642.2012.4. 
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Таблица 2. Содержание жирных кислот общих липидов (в % от суммы жирных кислот и в мг/г липида) в мыш�
цах радужной форели 

 Периоды фиксирования материала после декапитации рыб 
 5 минут 1 час 3 часа 6 часов 12 часов 

14:00 
3,01* 
21,46 

2,95 
13,95a 

2,98 
11,80a,b 

2,90 
11,54b 

2,90 
11,29b 

16:00 
14,77 

105,19 
15,05 
79,28a 

14,02 
64,21a,b 

14,41 
63,14b 

14,20 
59,48a,b 

Сумма насыщенных ЖК 
22,47 

160,08 
22,76 

119,84a 
21,99 

100,74b 
22,31 

96,17a,b 
22,28 

93,32a,b 

16:1ω7 
4,61 

32,86 
3,93a 

20,72a 
4,10b 

18,80b 
4,09b 

18,32b 
4,27b 

17,88b 

18:1ω9  
23,94 

170,54 
25,51 

134,35a 
28,44a,b 

130,26b 
28,71b 

128,61b 
29,03b 

121,57b 

18:1ω7 
3,25 

23,16 
2,99 

15,74a 
2,10a,b 

9,62a,b 
2,21b 

9,12a,b 
2,09b 

8,73a,b 

20:1ω9 
3,43 

24,46 
3,20 

16,88a 
2,97b 

13,62a,b 
3,13 

13,58b 
3,22 

13,50b 

22:1ω11 
2,96 

21,12 
2,59 

13,63a 
2,47 

11,31a,b 
2,52 

10,97b 
2,46 

10,32b 

Сумма моноеновых ЖК 
40,71 

289,99 
40,80 

214,86a 
42,56b 

194,93a,b 
43,01b 

188,72a,b 
43,55b 

182,40b 

16:3ω6 
0,20 
1,46 

0,22 
1,21a 

0,26b 

1,16b 
0,25 
1,11b 

0,25 
1,04b 

18:2ω6  
6,91 

49,26 
6,95 

36,58a 
7,00 

32,08a,b 
7,11 

31,54b 
7,18 

30,08b 

20:4ω6 
0,55 
3,93 

0,59 
3,08a 

0,55 
2,52a,b 

0,55 
2,43b 

0,57 
2,37b 

ω6 ПНЖК  
9,03 

64,30 
9,15 

48,18a 
9,22 

42,23a,b 
9,34 

41,23b 
9,53b 

39,90b 

ω9 ПНЖК  
0,23 
1,66 

0,24 
1,46 

0,26 
1,28b 

0,26 

1,18b 
0,27 
1,13b 

ω4 ПНЖК  
0,53 
5,08 

0,79a 

4,97 
1,11a,b 

4,88 
1,07b 

4,66 
0,98b 

4,12b 

18:3ω3 
2,10 

14,93 
2,01 

10,60a 
1,90 

8,71a,b 
1,83b 

8,54b 
1,90 
8,22b 

20:5ω3 
4,63 

32,99 
4,48 

23,61a 
4,46 

20,42a,b 
4,34 

18,97b 
4,15b 

17,37a,b 

22:5ω3 
1,36 
9,66 

1,33 
7,33a 

1,30 
6,98b 

1,28b 

6,52b 
1,27b 

5,32a,b 

22:6ω3 
17,16 

122,26 
16,95 
89,24a 

15,46a,b 

70,80a,b 
14,99b 

65,13a,b 
14,47b 

60,60a,b 

ω3 ПНЖК  
27,03 

192,54 
26,32 

138,59a 
24,86a,b 

113,89a,b 
24,00b 

100,24b 
23,38b 

97,90b 

Сумма ПНЖК 
36,82 

262,28 
36,46 

192,01a 
35,45 

162,39a,b 
34,92b 

153,67a,b 
34,16b 

143,06a,b 

Примечание. * – в числителе приведены данные в % от суммы жирных кислот, в знаменателе – в мг/г липида; а – различия 
достоверны при сравнении данных с предыдущей точкой, при р ≤ 0,05; b – различия достоверны при сравнении данных с 
результатами, полученными при фиксации материала в течение 5 минут после декапитации рыб, при р ≤ 0,05. 
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