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Цель исследования − изучение температурных характеристик пептидаз, гидролизую-

щих белковые компоненты пищи у чехони Pelecus cultratus (L.), сем. Cyprinidae (карповые). 

Рыбы выловлены в Волжском плесе Рыбинского водохранилища. Проводили морфометриче-

ский анализ тела, извлекали кишечник, помещали его на ледяную баню, освобождали от жира, 

разрезали вдоль, с помощью металлического шпателя и пинцета изымали содержимое, при 

этом кишка не промывалась. При помощи мягкого пластмассового шпателя отделяли слизи-

стую оболочку кишечника от 4-х рыб, перемешивали и готовили гомогенаты с использовани-

ем охлаждённого раствора Рингера для холоднокровных животных при рН 7.4. Гомогенаты и 

субстрат инкубировали в диапазоне температур 0-70ºС в течение 30 мин. Для определения ак-

тивности трипсиноподобных пептидаз (суммарная активность эндо- и экзопептидаз) (АТ) в 

качестве субстрата использовали казеин, для определения активности химотрипсиноподобных 

пептидаз (АХ) – гемоглобин, активность пептидаз определяли по приросту тирозина за 1 мин 

инкубации с учетом фона в расчёте на 1 г ткани. Кривые температурной зависимости АТ и АХ 

слизистой оболочки кишечника схожи и не соответствуют классической колоколообразной 

форме; в диапазоне 10-60ºС относительная активность пептидаз близка к величине, соответст-

вующей температурному оптимуму (60ºС). При температуре активного питания рыб величина 

Q10 для АТ и АХ слизистой оболочки кишечника близка к 1, для АХ  в зоне 0-10°С − 1.1. Зна-

чения Еакт для АТ слизистой оболочки кишечника в зоне низких температур (0-10ºС) составля-

ет 1.06, в зоне более высоких температур (10-60ºС) − 0.09 ккал/моль, для АХ – 1.77 и 0.52 

ккал/моль соответственно. Более низкие величины Еакт, в сравнении с данными, полученными 

при раздельном исследовании ферментов, обеспечивающих мембранное и полостное пищева-

рение, а также очищенных ферментов, свидетельствует о том, что переваривание белковых 

компонентов корма в реальных условиях требует меньших энергетических затрат. Поскольку 

при приготовлении гомогенатов сохранялись все ферменты, функционирующие в зоне щеточ-

ной каймы энтероцитов, высказано предположение, что более высокая скорость протеолиза в 

зоне низких температур обусловлена эффектами взаимодействия отдельных ферментов цепи 

пептидаз, а эффект положительной кооперативности в процессах пищеварения может играть 

важную роль у рыб и других животных.  
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Введение 
 

Изучение влияния температуры на активность пептидаз слизистой  желудка  и  кишеч-

ника у рыб разных видов, относящихся по типу питания к разным экологическим группам, 

позволило выявить ряд важных закономерностей. При использовании естественных субстра-

тов были выявлены различия в кривых температурной зависимости  активности  желудочных 
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пептидаз щуки, налима, судака и окуня, обусловленные структурой субстрата, а также отсут-

ствие таких различий в отношении ферментов слизистой оболочки кишечника (Уголев, Кузь-

мина, 1993). Особенно резко отличается форма кривой температурной зависимости  желудоч-

ных пептидаз по гемоглобину. Несмотря на близкие значения температурного оптимума (50-

60С), относительная активность пептидаз по казеину и другим белковым субстратам при 0С 

варьирует в пределах от 5 до 30%, по гемоглобину составляет около 70% от максимальной 

активности. Кривые температурной зависимости активности кишечных пептидаз у ихтиофа-

гов, планкто- и бентофагов при использовании различных  субстратов  обнаруживают значи-

тельную однородность – относительная активность пептидаз по тем же субстратам при 0С не 

превышает  20% от максимальной активности (Кузьмина,  1990). 

Сопоставление кривых температурной зависимости активности α-амилазы у рыб  раз-

ных видов показало, что значения температурного оптимума составляют у «планкто- и бенто-

фагов (карп, карась, лещ, синец, плотва) 40°С, у типичных и факультативных  ихтиофагов (на-

лим, щука, судак, окунь, ёрш, чехонь) в большинстве  случаев − 30°С,  реже – 40°С. При 0°С 

активность α-амилазы у бенто- и планктофагов составляет 10-20%, у ихтиофагов – 35-70% от 

максимальной активности. Описанные характеристики свидетельствуют о большей адаптиро-

ванности ферментов ихтиофагов к низким температурам, что позволяет им питаться в зимний 

период. 

Важно отметить, что у представителя  сем. Cyprinidae – чехони, близкой  в системати-

ческом отношении к бенто- и планктофагам, но по типу питания  являющейся ихтиофагом-

факультативным планктофагом, форма  кривой  температурной зависимости активности α-

амилазы схожа с таковой у ихтиофагов, причём относительная активность при 0°С составляет 

50% от максимальной активности (Кузьмина, Морозова, 1977; Уголев, Кузьмина, 1993). По-

скольку чехонь отличается широким ареалом и обитает в бассейнах Каспийского, Чёрного, 

Азовского и Балтийского морей, включая Ладожское озеро, температура в котором редко пре-

вышает 12-14°С, можно предположить, что температурные характеристики других пищевари-

тельных гидролаз, в частности пептидаз, у чехони также близки к таковым у ихтиофагов, а 

ферменты хорошо адаптированы к функционированию при низких температурах. Однако ра-

нее характеристики пептидаз, функционирующих в составе слизистой оболочки кишечника у 

ихтиофагов-факультативных планктофагов, не исследовались. 

Цель работы состояла в изучении температурных характеристик пептидаз, гидроли-

зующих белковые компоненты пищи у чехони − ихтиофага-факультативного планктофага.  
 

Материал и методы 
 

Работа проведена в лаб. экологии рыб Института биологии внутренних вод им. И.Д. 

Папанина РАН летом 2017 г. Объект исследования – чехонь Pelecus cultratus (L.), относящаяся 

к кл. Костные рыбы Osteichthyes, п/кл Лучеперые Actinopterygii, отр. Cypriniformes  карпооб-

разные, сем. Cyprinidae  карповые (Решетников, 1998). Рыбы выловлены в Волжском плесе 

Рыбинского водохранилища. Рыб в течение 1.5 ч доставляли в лабораторию в контейнерах с 

водой. После доставки в лабораторию проводили морфометрический анализ тела, извлекали 

кишечник, помещали его на ледяную баню, освобождали от жира, разрезали вдоль, затем при 

помощи небольшого металлического шпателя и пинцета изымали содержимое; при этом киш-

ка не промывалась. При помощи мягкого пластмассового шпателя отделяли слизистую обо-

лочку кишечника у 4-х рыб, перемешивали, брали аликвоту и готовили гомогенаты с исполь-

зованием охлаждённого раствора Рингера для холоднокровных животных. рН гомогената 7.4. 

В течение 10 дней было проведено 8 опытов. 

Активность пептидаз (суммарная активность эндо-  и экзопептидаз) слизистой оболоч-

ки кишечника, действующих преимущественно по типу трипсина, разрывающего связи, обра-

зуемые карбоксильными группами аргинина и лизина (АТ) или по типу активности химотрип-

сина, разрывающего связи, образуемые карбоксильными группами тирозина, триптофана и 

фенилаланина (АХ) определяли по приросту тирозина модифицированным методом Ансона 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%81%D0%BF%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BC%D0%BE%D1%80%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A7%D1%91%D1%80%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D0%BC%D0%BE%D1%80%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%B7%D0%BE%D0%B2%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BC%D0%BE%D1%80%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B0%D0%BB%D1%82%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BC%D0%BE%D1%80%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B0%D0%B4%D0%BE%D0%B6%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BE%D0%B7%D0%B5%D1%80%D0%BE
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(Anson, 1938). Субстраты и гомогенаты (рН 7.4) инкубировали в течение 30 мин при постоян-

ном перемешивании. Реакцию останавливали добавлением 1 мл 0.3 N трихлоруксусной кисло-

ты (ТХУ). Через 10 мин. инкубационную смесь фильтровали с использованием бумажных 

фильтров. Затем смешивали 0.25 мл фильтрата, 2 мл 0.5 N NaOH, 0.25 мл 0.025 N CuSO4 и 0.75 

мл реактива Фолина, предварительно разведенного в 3 раза. Для определения исходного со-

держания тирозина в пробах (фона) ТХУ добавляли к гомогенату перед добавлением субстра-

та. Другие операции были идентичными. Интенсивность окраски проб измерялась с помощью 

фотоколориметра КФК-2  при длине волны 670 нм через 20 мин после добавления реактива 

Фолина. Об уровне ферментативной активности судили по приросту продуктов реакции за 1 

мин инкубации субстрата и ферментативно активного препарата с учётом количества тирози-

на в исходном гомогенате, в расчете на 1 г сырой массы ткани, мкмоль/(г.мин).   

Для определения АТ в качестве субстрата использовали 1%-ный раствор казеина,  для 

определения АХ – 1%-ный раствор гемоглобина, приготовленные на растворе Рингера (рН 

7.4) (Kuz’mina et al., 2015). Температурные коэффициенты Q10 пептидаз определяли традици-

онным способом (кратность увеличения скорости реакции при увеличении температуры на 

10°С), энергию активации феметативной реакции (Еакт) – по графику Аррениуса с использова-

нием формулы: Еакт = 2.3 × 1.987 × Т2 Т1 (lg V2 – lg V1)/(Т2 – Т1), где 2.3 – модуль перехода де-

сятичного логарифма в натуральный, 1.987 – газовая постоянная, Т – температура, °К (°К =
о
С 

+ 273), V – скорость реакции. 
 

Результаты и обсуждение 
 

Активность трипсино- и химотрипсиноподобных пептидаз слизистой оболочки ки-

шечника при температуре 20ºС. Выявлены достоверные различия в уровне АТ и АХ слизи-

стой оболочки кишечника чехони − для АТ при стандартной для лета температуре (20ºС) он 

составлял 8.12±0.20, а для АХ почти в 4 раза ниже –  1.92±0.14 мкмоль/(г·мин) (Р<0.001)   
 

Температурная зависимость активности пептидаз. Исследование температурной за-

висимости АТ и АХ слизистой оболочки кишечника чехони, несмотря на разный фоновый 

уровень ферментативной активности, выявило удивительное сходство в форме их кривых. 

При этом в обоих случаях отмечена очень высокая относительная активность исследованных 

пептидаз слизистой оболочки кишечника во всем диапазоне исследованных  температур, при 

этом активность  почти не изменялась в интервале  10-60ºС  (рис. 1).  

 

 

 
Рис. 1. Влияние температуры на 

активность трипсино-подобных 

(1) и химотрипсиноподобных (2) 

пептидаз слизистой оболочки 

кишечника чехони (n = 8). 

По оси абсцисс – температура, 

ºС, по оси ординат – актив-

ность, мкмоль/(г.мин).  

 

В диапазоне 0-60ºС АТ изменяется от 7.56±0.13 до 8.16±0.19 мкмоль/(г·мин), АХ –  от 

1.67±0.10 до 2.17±0.07 мкмоль/(г·мин). Температурный оптимум АТ и АХ слизистой оболочки 

кишечника − 60ºС, при этом относительная активность при 0ºС в первом случае составляет 

92.6%, во втором – 77% от максимальной активности 
 

Температурные коэффициенты и величины энергии активации пептидаз. Расчёты по-

казали, что в случае АТ и АХ слизистой оболочки кишечника значения коэффициента Q10 в 

диапазоне температур жизнедеятельности рыб практически не изменяются. Величины коэф-
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фициента Q10  для АТ во всем исследованном диапазоне температур равны 1, для АХ в диапа-

зоне 10-40°С равны 1, в диапазоне 0-10°С – 1.1.  

При определении величин энергии активации пептидаз слизистой оболочки кишечни-

ка был обнаружен излом на графике Аррениуса при 10ºС (рис. 2), который, согласно совре-

менным представлениям, свидетельствует о наличии термоиндуцированных изменений в 

функционировании фермента. 
 

 
Рис. 2. График Аррениуса для казеинлитических (а) и гемоглобинлититческих (б) 

пептидаз слизистой оболочки кишечника чехони. По оси абсцисс – 1/Т × 10
5
, 

 
где

 
Т - 

температура, ºК; по оси ординат – lg V, где V – скорость реакции, мкмоль/(г·мин).   
 

При этом для зоны низких температур (0-10ºС) характерны более высокие величины 

Еакт по сравнению с таковыми в зоне более высоких температур (10-60ºС). Для АТ они состав-

ляют 1.06 и 0.09 ккал/моль, для АХ – 1.77 и 0.52 ккал/моль соответственно.  

При обсуждении полученных данных следует отметить, что более высокая активность 

трипсиноподобных (казеинлитических) пептидаз по сравнению с химотрипсиноподобными 

(гемоглобинлитическими) пептидазами, хорошо согласуются с ранее полученными результа-

тами (Natalia et al., 2004; Ушакова, Кузьмина, 2010; Kuz’mina et al., 2015). Это свидетельствует 

о том, что в бóльшей степени гидролизуются связи, образуемые карбоксильной группой арги-

нина или лизина, чем связи, образуемые карбоксильной группой тирозина, триптофана и фе-

нилаланина (Диксон, Уэбб, 1982). Однако результаты, касающиеся температурных характери-

стик пептидаз слизистой оболочки кишечника чехони, принципиально отличаются от данных, 

имеющихся в мировой литературе − кривая температурной зависимости активности фермен-

тов не соответствует классической колоколообразной форме. При этом относительная актив-

ность пептидаз слизистой оболочки кишечника при 0ºС в случае АТ составляет 92.6%, в слу-

чае АХ – 77% от максимальной активности. Эти значения близки к таковым температурных 

характеристик желудочных пептидаз (Кузьмина, 1990; Уголев, Кузьмина, 1993).  

Ранее подчеркивалось, что у разных видов рыб активность сериновых пептидаз ки-

шечника при температуре 0ºС при использовании как натуральных (Кузьмина, 1990; Уголев, 

Кузьмина, 1993; Kuz’mina et al., 2015), так и синтетических субстратов (Pavlisko et al., 1997a,b, 

1999; Ásgeirsson et al., 1989; Bezerra et al., 2001; Kishimura et al., 2006) крайне низка − относи-

тельная активность не превышает 20% от максимальной активности. Однако положение тем-

пературного оптимума (60ºС) пептидаз слизистой оболочки кишечника у чехони совпадает с 

таковым (50-65ºС) у рыб разных таксономических групп из водоемов бореальной (Кузьмина, 

1990; Уголев, Кузьмина, 1993; Kuz’mina et al., 2015) и тропической  (Pavlisko et al., 1997a,b, 1999; 

Ásgeirsson et al., 1989; Bezerra et al., 2001; Kishimura et al., 2006) зон.  

Результаты, касающиеся величин Q10 и Еакт АТ и АХ слизистой оболочки кишечника 

чехони, также значительно отличаются от данных других исследователей. Так, значения Q10 

лишь в одном случае незначительно превышают 1, в то время как для ферментативных реак-

ций характерны бóльшие значения этого показателя. Величины Еакт исследованных пептидаз 

слизистой оболочки кишечника чехони во всем диапазоне температур значительно ниже, чем 

у других видов рыб. Действительно, величина Еакт АТ слизистой оболочки кишечника у чехо-
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ни даже в зоне 0-10°С незначительно превышает 1.0, Еакт АХ равна 1.77 ккал/моль. В зоне 

температур активного питания рыб эти значения еще ниже – 0.09 и 0.52 ккал/моль.  

В то же время Еакт трипсиноподобных пептидаз слизистой оболочки кишечника у до-

рады Sparus aurata, окуня-клювача Sebastes mentella и тюрбо Scophthalmus maximus при тем-

пературах 0-30°С составляет 12.1-13.0 ккал/моль (Munilla-Morán, Saborido-Rey, 1996); у щуки 

Esox lucius значения Еакт этих пептидаз в зоне 0-20°С − 4.0 ккал/моль, в зоне более высоких 

температур – 11.3, у плотвы и синца – около 12.5 ккал/моль во всем диапазоне температур 

(Шалыгин, 2013). Еакт химотрипсина у химеры Siganus canaliculatus в диапазоне температур 

20-30°С равна 8.5 ккал/моль (Sabapathy, Teo, 1995). Следовательно, переваривание белковых 

компонентов корма у чехони в широком диапазоне температур требует меньших энергетиче-

ских затрат, чем у всех исследованных ранее видов рыб.  

Поскольку по типу питания чехонь является ихтиофагом-факультативным  планктофа-

гом, причем форма кривой температурной зависимости α-амилазы схожа с таковой у ихтиофа-

гов (Кузьмина, Морозова, 1977; Уголев, Кузьмина, 1993), изначально предполагалась близость 

температурной зависимости активности кишечных пептидаз к таковой у желудочных пепти-

даз ихтиофагов. Вместе с тем значения относительной активности гемоглобинлитических 

пептидаз слизистой оболочки желудка  ихтиофагов не превышают 70%, в то время как относи-

тельная активность гемоглобинлитических и, особенно, казеинлитических пептидаз слизистой 

оболочки кишечника у чехони значительно выше. 

Этот парадокс может быть связан с тем, что ранее исследовались очищенные фермен-

ты или ферменты слизистой, обеспечивающие процессы мембранного пищеварения. В по-

следнем случае с щёточной каймы энтероцитов при помощи раствора Рингера смывались  

ферменты пристеночного слоя слизи, часть ферментов, реализующих полостное пищеварение, 

и энтеральная микробиота. Следовательно, уменьшалась доля ферментов, осуществляющих 

начальные этапы гидролиза белков и пептидов. Поскольку в данной работе содержимое ки-

шечника удаляли, но кишка не промывалась, в гомогенатах сохранялись все ферменты, функ-

ционирующие в зоне пристеночного слоя слизи и щеточной каймы энтероцитов, в том числе 

полостные и внеклеточные пептидазы, синтезируемые энтеральной микробиотой. Важно от-

метить, что сопоставление температурной (Шалыгин, 2013; Kuz’mina et al., 2015) и рН - зави-

симости (Kuz’mina et al., 2017) активности пептидаз слизистой оболочки кишечника, химуса и 

энтеральной микробиоты позволило выявить компенсаторную роль последней.  

В такой ситуации повышенная сумммарная протеолитическая активность в зоне низ-

ких температур может быть обусловлена большей активностью эндопептидаз, обеспечиваю-

щих начальные этапы гидролиза белков и пептидов и лучшими условиями для взаимодействия 

отдельных ферментов цепи пептидаз. Полученные результаты свидетельствуют о значитель-

ной адаптированности пептидаз чехони к питанию при низких температурах, что способствует 

существованию этого вида в северных водоемах. Кроме того, эти результаты позволяют вы-

сказать предположение о важной роли положительной кооперативности в процессах пищева-

рения, что в определённой степени позволяет пересмотреть данные по влиянию температуры 

на эффективность гидролиза субстратов белковой природы и, возможно, других нутриентов, у 

рыб и других пойкилотермных животных. Подтверждение полученных результатов при ис-

следовании представителей других систематических групп позволит расширить представления 

об адаптационных возможностях пищеварительной системы у пойкилотермных животных. 
 

Таким образом, активность трипсиноподобных пептидаз слизистой оболочки  кишеч-

ника у чехони выше активности химотрипсиноподобных пептидаз. Положение температурно-

го оптимума этих пептидаз соответствует 60ºС, при  этом  кривая температурной зависимости 

активности ферментов не соответствует классической колоколообразной форме − в зоне 0-

10°С относительная активность трипсиноподобных пептидаз слизистой оболочки  кишечника 

составляет 92.6%,  химотрипсиноподобных пептидаз – 77% от максимальной активности. При 

температуре активного питания рыб величина Q10 для АТ  и АХ слизистой оболочки кишеч-

ника, как правило, равна 1, исключение – Q10 для АХ  в зоне 0-10°С (1.1).  
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Значения Еакт для АТ слизистой оболочки кишечника в зоне низких температур (0-

10ºС) составляет 1.06, в зоне более высоких температур (10-60ºС) − 0.09 ккал/моль, для АХ – 

1.77 и 0.52 ккал/моль соответственно. Более низкие величины Еакт, в сравнении с данными, 

полученными при раздельном исследовании ферментов, обеспечивающих мембранное и поло-

стное пищеварение, а также очищенных ферментов, свидетельствует о том, что переваривание 

белковых компонентов корма в реальных условиях требует меньших энергетических затрат. 

Поскольку при приготовлении гомогенатов сохранялись все ферменты, функционирующие в 

зоне щеточной каймы энтероцитов, можно предположить, что более высокая суммарная ско-

рость протеолиза в зоне низких температур обусловлена эффектами взаимодействия отдель-

ных ферментов в цепи пептидаз, а эффект положительной кооперативности в процессах пи-

щеварения может играть важную роль у рыб и других животных.  
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ABSTRACT. Тhe aim of the study was to investigate the temperature characteristics of peptidases hy-

drolyzing the protein components of food in sabrefish Pelecus cultratus (L.), family of Cyprinidae). Fish are 

caught in the Volga ridge of the Rybinsk Reservoir. Morphometric analysis of the body was carried out, the 

intestine was removed, placed on an ice bath, intestinal fat was removed, it was cut along and the contents were 

removed with tweezers and the bowel was not washed. The intestinal mucosa from 4 fish was mixed, homoge-

nates were prepared using a cooled Ringer's solution for cold-blooded animals at pH 7.4. Homogenates and 

substrate were incubated in the temperature range of 0-70 ° C for 30 min. Casein was used as a substrate to 

determine the activity of trypsin-like peptidases (AT), hemoglobin was used to determine activity of chymo-

trypsin-like peptidases (ACh), pH 7.4. The activity of peptidases of the intestinal mucosa was determined by 

the increment of tyrosine per 1 minute of incubation, taking into account the background in terms of 1 g of tis-

sue. The value of AT of the intestinal mucosa at a temperature of 20°C is 8.12 ± 0.20, that of ACh is 1.92 ± 

0.14 μmol/(g·min). The curves of the temperature dependence of AT and ACh of the intestinal mucosa are sim-

ilar and do not correspond to the classical bell-shaped form; in the range of 10-60°C, the level of relative activi-

ty of peptidases is close to the value of the temperature optimum (60°C). At the temperature of active feeding 

of fish, the Q10 values for AT and ACh of the intestinal mucosa are close to 1, for ACh in the zone 0-10°C it is 

1.1. The Eact value for AT in the low temperature zone (0-10°C) is 1.06 kcal/mol, in the zone of higher tem-

peratures (10-60°C) - 0.09, for ACh - 1.77 and 0.52 kcal/mol, respectively. The lower values of Eact, in compar-

ison with the data of other researchers, can be due to the fact that the digestion of the protein components of the 

food in sabrefish in a wide range of temperatures requires less energy. On the other hand, since in the present 

work, in the preparation of homogenates, all the enzymes that function in the area of the brush border of the 

enterocytes were retained, the higher total proteolysis rate probably was due to the effects of interaction of in-

dividual enzymes in the peptidase system. Such effect of positive cooperativity in digestive processes can play 

an important role in fish and other poikilothermic animals. 

 

Keywords: sabrefish, intestinal mucosa, trypsin-like peptidases, chymotrypsin-like peptidases, temperature 

characteristics 
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