
ÈÇÌÅÍÅÍÈß ÑÎÄÅÐÆÀÍÈß ÁÅËÊÎÂ ÒÅÏËÎÂÎÃÎ ØÎÊÀ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ 70 ÊÄÀ

Â ÊËÅÒÊÀÕ ÆÀÁÅÐÍÎÃÎ ÝÏÈÒÅËÈß ÌÎËËÞÑÊÎÂ MYTILUS EDULIS L.

Â ÇÀÂÈÑÈÌÎÑÒÈ ÎÒ ÑÎËÅÍÎÑÒÈ ÑÐÅÄÛ

© Þ. È. Ïîäëèïàåâà,1 Â. ß. Áåðãåð2

1 ÔÃÁÓÍ Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ è 2 ÔÃÁÓÍ Çîîëîãè÷åñêèé èíñòèòóò ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã;
ýëåêòðîííûé àäðåñ: podlipaeva@gmail.com

Þ. È. Ïîäëèïàåâà, Â. ß. Áåðãåð
Èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà

Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà èññëåäîâàíû ñîñòàâ è ñîäåðæàíèå áåëêîâ ñòðåññà â æàáðàõ ìîëëþñêîâ
Mytilus edulis L. èç Áåëîãî ìîðÿ, ïîäâåðãàâøèõñÿ äåéñòâèþ âîäû ðàçëè÷íîé ñîëåíîñòè. Ó ìîëëþñêîâ,
ñîäåðæàâøèõñÿ â âîäå êîíòðîëüíîé ñîëåíîñòè (26 ‰), âûÿâëåíû êîíñòèòóòèâíûé áåëîê òåïëîâîãî øîêà
Hsp70, à òàêæå áåëîê ìîë. ìàññîé îêîëî 40 êÄà. Ïîñëå äëèòåëüíîé — â òå÷åíèå 11—14 ñóò — àêêëèìà-
öèè ìîëëþñêîâ ê ñðåäå ñîëåíîñòüþ 14 è 35 ‰ óðîâåíü Hsp70 â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ ìèäèé ïî-
âûøàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Èíäóêöèÿ Hsp70 çàðåãèñòðèðîâàíà òàêæå â êëåòêàõ èçîëèðîâàííûõ
æàáð ìèäèé ïðè êðàòêîâðåìåííîì (3 è 24 ÷) âîçäåéñòâèè íà íèõ ïîíèæåííîé (14 ‰) ñîëåíîñòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè ñòðåññà, Hsp70, ñîëåíîñòü, ìèäèè.

Èññëåäîâàíèå àäàïòàöèè òåõ èëè èíûõ îðãàíèçìîâ ê
ðàçëè÷íûì àáèîòè÷åñêèì ôàêòîðàì ñðåäû (èçìåíåíèÿì
òåìïåðàòóðû, ñîëåíîñòè, ðÍ è äð.) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
âàæíåéøèõ íàïðàâëåíèé áèîëîãèè. Â ïîñëåäíèå äåñÿòè-
ëåòèÿ îñîáåííî áîëüøîå âíèìàíèå â ïîäîáíûõ ðàáîòàõ
óäåëÿåòñÿ èçó÷åíèþ ðîëè áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (áåëêîâ
ñòðåññà) èëè, êàê ïðèíÿòî â àíãëîÿçû÷íûõ ïóáëèêàöè-
ÿõ, — heat shock proteins (Hsp). Ìíîãî÷èñëåííûìè èññëå-
äîâàíèÿìè, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ èçìåðÿåòñÿ äåñÿòêàìè
òûñÿ÷, âûïîëíåííûìè íà ðàçëè÷íûõ îáúåêòàõ (îò ìèêðî-
îðãàíèçìîâ è ïðîñòåéøèõ äî ÷åëîâåêà), îáíàðóæåíà èí-
äóêöèÿ áåëêîâ ñòðåññà, ïðåæäå âñåãî áåëêà ñ ìîë. ìàññîé
70 êÄà (Hsp70), ïðè àäàïòàöèè ê èçìåíåíèÿì òåìïåðàòó-
ðû è äðóãèõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû (ñì. îáçîðû: Feder,
Hofmann, 1999; Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000, 2009; Hochach-
ka, Somero, 2002; Åðìèëîâà, 2007).

Ïðè ýòîì, îäíàêî, îñòàåòñÿ äî ñèõ ïîð íå ðåøåííûì
âîïðîñ î òîì, êàêîâà ðîëü áåëêîâ ñåìåéñòâà 70 êÄà â ñî-
ëåíîñòíûõ àäàïòàöèÿõ. Èññëåäîâàíèÿ ýòîãî íàïðàâëåíèÿ
åäèíè÷íû. Hsp âûÿâëåíû ïðè çàñîëåíèè ñðåäû ó ðàñòå-
íèé, àðõåé è íåêîòîðûõ áàêòåðèé (Hochachka, Somero,
2002). Îáíàðóæåíà èíäóêöèÿ ñòðåññîâûõ áåëêîâ â êëåò-
êàõ êóëüòóð ðàçëè÷íûõ òêàíåé ïòèö è ìëåêîïèòàþùèõ
ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè ñîëåé è îñìîëÿðíîñòè ïè-
òàòåëüíîé ñðåäû (Ñohen et al., 1991; Petronini, 1993). Â ýê-
ñïåðèìåíòàõ íà àìåáàõ è èíôóçîðèÿõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ
îáíàðóæåíû êàê ñëó÷àè èíäóêöèè Hsp, òàê è ñëó÷àè åå
îòñóòñòâèÿ ïðè èçìåíåíèÿõ ñîëåíîñòè ñðåäû îáèòàíèÿ
(Podlipaeva, 2001; Ïëåõàíîâ è äð., 2006; Ñìóðîâ è äð.,
2007; Ïîäëèïàåâà è äð., 2008). Â ðàáîòå íà ñöèôèñòîìàõ
ìåäóç Aurelia aurita áåëêè òåïëîâîãî øîêà áûëè îáíàðó-
æåíû ïðè ãèïåðòåðìè÷åñêîì ñòðåññå, íî íå âûÿâëÿëèñü
ïðè èçìåíåíèÿõ ñîëåíîñòè ìîðñêîé âîäû (Black, Bloom,
1984). Ìèäèè Mytilus edulis èç Ñåâåðíîãî ìîðÿ, îáèòàâ-
øèå ïðè ñîëåíîñòè 29 ‰, èìåëè áîëåå âûñîêîå ñîäåðæà-

íèå Hsp70 â òêàíÿõ, ÷åì ìîëëþñêè òîãî æå âèäà èç Áàëòè-
êè, ñóùåñòâóþùèå ïðè ñîëåíîñòè 6 ‰ (Brown et al.,
1995). Â ýêñïåðèìåíòàõ íà èçîëèðîâàííûõ æàáðàõ ìèäèé
M. edulis èç Áåëîãî ìîðÿ, ïîìåùàâøèõñÿ â âîäó ïîíèæåí-
íîé ñîëåíîñòè, áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà èíäóêöèÿ Hsp70
(Õàðàçîâà, 1999). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó, èçìåíå-
íèé ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà Hsp70 â îòâåò íà èçìå-
íåíèÿ ñîëåíîñòè íå áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ó ìèäèé Myti-
lus galloprovincialis c ïîáåðåæüÿ Ñðåäèçåìíîãî ìîðÿ (Li
et al., 2009). Â ðàáîòàõ, âûïîëíåííûõ íà äðóãîì ýâðèãà-
ëèííîì äâóñòâîð÷àòîì ìîëëþñêå, Potamocorbula amuren-
sis èç çàë. Ñàí-Ôðàíöèñêî, ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ñòðåññî-
âûõ áåëêîâ áûë çíà÷èòåëüíî íèæå ïðè 0.3 ‰, ÷åì ïðè
27 ‰ (Werner, Hinton, 2000), à ñíèæåíèå ñîëåíîñòè ñðåäû
óãíåòàëî èíäóêöèþ Hsp70, âûçâàííóþ ïîâûøåíèåì òåì-
ïåðàòóðû (Werner, 2004).

Äàæå ýòî ïðîñòîå ïåðå÷èñëåíèå èìåþùåéñÿ èíôîð-
ìàöèè ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè
ñòðåññîâûõ áåëêîâ â àäàïòàöèè ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ ê
èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè ñðåäû íå õâàòàåò äàííûõ. Î÷åâèä-
íî, ÷òî íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà
ðàçëè÷íûõ îáúåêòàõ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïîñòàâèëè ïåðåä
ñîáîé çàäà÷ó ïðîàíàëèçèðîâàòü, êàê èçìåíÿåòñÿ ñîäåðæà-
íèå ñòðåññîâûõ áåëêîâ â êëåòêàõ îäíîãî èç íàèáîëåå ýâ-
ðèãàëèííûõ îñìîêîíôîðìåðîâ — äâóñòâîð÷àòîãî ìîëëþ-
ñêà M. edulis L. — â ðåçóëüòàòå ñîëåíîñòíûõ àäàïòàöèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà â èþëå—ñåíòÿáðå 2010 è 2011 ãã.
íà Áåëîìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîîëîãè÷åñêîãî
èíñòèòóòà ÐÀÍ, ðàñïîëîæåííîé â ãóáå ×óïà Êàíäàëàêø-
ñêîãî çàë. Áåëîãî ìîðÿ. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè
äâóñòâîð÷àòûå ìîëëþñêè M. edulis L., ñîáðàííûå ñ ãëóáè-
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íû 1—2 ì. Òåìïåðàòóðà âîäû âàðüèðîâàëà îò 7 äî 15 °Ñ, à
ñîëåíîñòü — îò 24 äî 26 ‰, ÷òî íå âûõîäèëî çà ïðåäåëû
îáû÷íûõ ñåçîííûõ èçìåíåíèé ýòèõ ôàêòîðîâ â ðàéîíå
èññëåäîâàíèé (Áàáêîâ, 1998). Ïîñëå ñáîðà ìîëëþñêè
áûëè ïîìåùåíû â àêâàðèóìû ñ ìîðñêîé âîäîé ñîëåíî-
ñòüþ 24—26 ‰, íàõîäèâøèåñÿ â èçîòåðìè÷åñêèõ êàìåðàõ
ïðè òåìïåðàòóðå 10 ± 1 °Ñ. ×àñòü æèâîòíûõ (êîíòðîëü)
è (èëè) èõ îòïðåïàðèðîâàííûå æàáðû íàõîäèëèñü ïðè
ýòèõ óñëîâèÿõ, à ïîäîïûòíûå ìîëëþñêè è (èëè) èõ æà-
áåðíûå ïðåïàðàòû àêêëèìèðîâàëèñü â òå÷åíèå ðàçëè÷íî-
ãî âðåìåíè (îò íåñêîëüêèõ ÷àñîâ äî 14 ñóò) ê âîäå ðàçëè÷-
íîé ñîëåíîñòè ïðè óêàçàííîé âûøå òåìïåðàòóðå. Âîäó â
àêâàðèóìàõ ìåíÿëè 1 ðàç â 2 ñóò, ìèäèé íå êîðìèëè.

Î òîëåðàíòíîñòè ìèäèé ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè ìîð-
ñêîé âîäû ñóäèëè ïî êîëè÷åñòâó ìîëëþñêîâ, ãåðìåòèçè-
ðóþùèõ ìàíòèéíóþ ïîëîñòü ïðè íåáëàãîïðèÿòíîé ñîëå-
íîñòè. Äëÿ ýòîãî ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ ïîìåùàëè â êðè-
ñòàëëèçàòîðû ñ ìîðñêîé âîäîé, èìåâøåé ñîëåíîñòü îò 0
äî 50 ‰. ×åðåç 1 ÷ ïîñëå ýòîãî ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ ìè-
äèé (â % îò îáùåãî ÷èñëà ïîäîïûòíûõ ìîëëþñêîâ) ñ ïðè-
îòêðûòûìè ðàêîâèíàìè è ñèôîíàìè.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ Hsp èñïîëüçîâàëè ãîìîãåíàòû îòïðå-
ïàðèðîâàííûõ æàáð 3—5 ìîëëþñêîâ íà êàæäóþ òî÷êó.
Ìàòåðèàë ãîìîãåíèçèðîâàëè â ñòåêëÿííîì ãîìîãåíèçàòî-
ðå òåôëîíîâûì ïåñòèêîì â ýêñòðàêöèîííîì áóôåðå
(20 ìÌ Tris HCl, pH 7.5, 20 ìÌ NaCl, 0.1 ìÌ EDTA,
0.5 ìM äèòèîòðèåòîëà è 0.2 ìÌ ôåíèëìåòàíñóëüôîíèë-
ôëþîðèäà äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ïðîòåàç). Â çà-
âèñèìîñòè îò ñõåìû ýêñïåðèìåíòà ãîìîãåíàòû ëèáî íå-
ìåäëåííî öåíòðèôóãèðîâàëè 20 ìèí ïðè 12 000 îá/ìèí,
ëèáî çàìîðàæèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå –20 °Ñ, ÷òîáû ñî-
áðàòü âñå íåîáõîäèìûå ïðîáû è âïîñëåäñòâèè öåíòðèôó-
ãèðîâàòü èõ îäíîâðåìåííî ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ. Â äà-
ëüíåéøåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñóïåðíàòàíòû.

Àíàëèç áåëêîâîãî ñîñòàâà ïðîá ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ÏÀÀÃ â òðèñ-ãëè-
öèíîâîé ñèñòåìå Ëýììëè. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ýëåêòðîôî-
ðåçíîé ïðîáû 3 ÷àñòè ñóïåðíàòàíòà ñìåøèâàëè ñ 1 ÷àñòüþ
4-êðàòíîãî áóôåðà Ëýììëè (1 % SDS, 5 % b-ìåðêàïòîýòà-
íîëà è 10 % ãëèöåðèíà). Ïðîáó ïåðåìåøèâàëè, èíêóáèðî-
âàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 3—4 ìèí.
Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ïëàñòèíå ãåëÿ ðàçìåðîì
120�90�0.8 ìì ñíà÷àëà ïðè ñèëå òîêà 10—12 ìÀ
(1—1.5 ÷), à ïîòîì — ïðè ñèëå òîêà 20—25 ìÀ (2—2.5 ÷).

Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëè ôèêñèðîâàëè â ñìåñè ôîð-
ìàëüäåãèäà, ñïèðòà è óêñóñíîé êèñëîòû, îêðàøèâàëè
0.25%-íûì ðàñòâîðîì êðàñèòåëÿ Êóìàññè áðèëëèàíòîâî-
ãî ñèíåãî (Coomassie Brilliant blue R 250) â òå÷åíèå 1 ÷ è
äèôôåðåíöèðîâàëè 7%-íîé óêñóñíîé êèñëîòîé.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà ñðàçó ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïðåíîñèëè íà íèòðîöåë-
ëþëîçó ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõíèêè ýëåêòðîáëîòèíãà
(Towbin et al., 1979). Çàòåì íèòðîöåëëþëîçó îáðàáàòûâà-
ëè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè SPA 822 (Stressgen te-
chnologies, Enzo Life Sciences), âûðàáîòàííûìè ïðîòèâ
Hsp70 êóðèöû è îáëàäàþùèìè ïåðåêðåñòíîé ðåàêöèåé ñ
øèðîêèì ñïåêòðîì âèäîâ îäíî- è ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ. Çîíû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ê Hsp70
îêðàøèâàëèñü íà íèòðîöåëëþëîçå ïðè ïîìîùè âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(Sigma, ÑØÀ), â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû âûÿâëÿåìûõ
ïîëèïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû High Range Rain-
bow Molecular Weight Markers (Amersham Biosciences, Âå-

ëèêîáðèòàíèÿ) è ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû Prestained
Protein Ladder (10—170 êÄà) (Fermentas, Ëèòâà).

Âèçóàëèçèðîâàííûå îêðàøèâàíèåì Êóìàññè áåëêî-
âûå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå ïîëèïåïòèäó ñ ìîë. ìàñ-
ñîé îêîëî 70 êÄà, áûëè âûðåçàíû èç ãåëÿ è ïîäãîòîâëåíû
äëÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà (Shevchenko et al.,
1996), êîòîðûé ïðîâîäèëè íà ìàññ-ñïåêòðîìåòðå MALDI
TOF Bruker reflex IV â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêòðîíà. Ïîëó÷åííûå ïåïòèäíûå
ñïåêòðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîèñêîâîé áàçû
Swiss PROT (http://prospector.ucsf.edu).

Äëÿ âûðàâíèâàíèÿ êîëè÷åñòâà áåëêà, íàíîñèìîãî íà
ñòàðòîâûé ãåëü, ïðè èçãîòîâëåíèè ïðîáû â îäíîì ýêñïå-
ðèìåíòå èñïîëüçîâàëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî æàáåðíîãî ìà-
òåðèàëà. Êðîìå òîãî, ïåðåä ýëåêòðîáëîòèíãîì ïðîâîäèëè
êàëèáðîâî÷íûå ýëåêòðîôîðåçû, à òàêæå êîíòðîëüíîå
îêðàøèâàíèå ãåëÿ ïîñëå ïåðåíîñà ñ íåãî áåëêîâ íà íèòðî-
öåëëþëîçó.

Ðåçóëüòàòû

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü ðàáîòû áûëà íà÷àòà ñ îïðå-
äåëåíèÿ ãðàíèö äèàïàçîíà ñîëåíîñòíîé òîëåðàíòíîñòè
ìèäèé. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì (ðèñ. 1), ìîëëþñêè
èìåëè îòêðûòûå ñèôîíû è ïðèîòêðûòûå ñòâîðêè ðàêîâè-
íû â äîñòàòî÷íî øèðîêîì äèàïàçîíå ñîëåíîñòè — ïðè-
ìåðíî îò 14 äî 35 ‰. Çà ïðåäåëàìè ýòîãî ñîëåíîñòíîãî
äèàïàçîíà ÷èñëî àêòèâíûõ ìîëëþñêîâ ðåçêî ñîêðàùà-
ëîñü. Ïðè ñîëåíîñòè íèæå 8 è âûøå 42 ‰ âñå ïîäîïûò-
íûå æèâîòíûå ãåðìåòèçèðîâàëè ìàíòèéíóþ ïîëîñòü, çà-
õëîïûâàÿ ñòâîðêè ðàêîâèíû è ïåðåêðûâàÿ òîê âîäû ÷åðåç
ñèôîíû. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ, ñîâïàäàþùèõ ñ ðåçóëü-
òàòàìè âûïîëíåííûõ ðàíåå àíàëîãè÷íûõ íàáëþäåíèé
(Áåðãåð, Ëóêàíèí, 1985), áûëè ïîäîáðàíû óñëîâèÿ ïðîâå-
äåíèÿ äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî àêêëèìàöèè ìèäèé
ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè ñðåäû îáèòàíèÿ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ
èñïûòûâàëè äåéñòâèå ñîëåíîñòè íå âûøå 35 è íå íèæå
14 ‰, ò. å. èçìåíåíèÿ íå ïðåâûøàëè ïðåäåëîâ äèàïàçîíà
òîëåðàíòíîñòè, â êîòîðîì áûëè àêòèâíû 100 % ïîäîïûò-
íûõ æèâîòíûõ.

Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê áåë-
êó Hsp70 â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ êîíòðîëüíûõ ìè-
äèé âûÿâèëè êîíñòèòóòèâíûå ñòðåññîâûå áåëêè ñ ìîë.
ìàññîé îêîëî 70 è 40 êÄà (ðèñ. 2, äîðîæêà 1). Ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü îäíîãî èç ýòèõ äâóõ áåëêîâ ñî-
îòâåòñòâóåò ïîäâèæíîñòè ìàðêåðíîãî áåëêà ñåìåéñòâà
Hsp ñ ìîë. ìàññîé 72 êÄà (ðèñ. 3). Êðîìå ïîëîæåíèÿ íà
ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ïðèíàäëåæíîñòü ýòîãî áåëêà ìèäèé

Èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà 581

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ÷èñëà àêòèâíûõ ìîëëþñêîâ â âîäå ðàçëè÷-
íîé ñîëåíîñòè.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû ïðè a = 0.95.



ê ñåìåéñòâó Hsp70 ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Ïîëó÷åííûå MAL-
DI-TOF ìàññ-ñïåêòðû îáðàçöîâ ïîêàçàëè íàëè÷èå â íèõ
áåëêîâ, èäåíòèôèöèðóåìûõ ïî áàçå Swiss PROT êàê
HS71L ìûøè, êðûñû è ñâèíüè, HSP72 õîìÿêà, áûêà,
ìûøè, êðûñû, êîçû è ÷åëîâåêà è HS71A è HS71B ìûøè.
Ïîñêîëüêó âñå âûøåïåðå÷èñëåííûå áåëêè ïðèíàäëåæàò
ñåìåéñòâó Hsp70, òî, ó÷èòûâàÿ èõ âûñîêóþ êîíñåðâàòèâ-
íîñòü è ìåæâèäîâóþ ãîìîëîãèþ (Feder, Hofmann, 1999;
Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000; Hochachka, Somero, 2002), åñòü
âñå îñíîâàíèÿ ñ÷èòàòü áåëîê ìèäèé, ìàññîé îêîëî 70 êÄà
ïðèíàäëåæàùèì ê ýòîìó æå ñåìåéñòâó.

Â ýêñïåðèìåíòàõ 2010 ã. áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ äëèòåëüíîé (11 ñóò) àêêëèìàöèè ìîëëþñêîâ ê
ñîëåíîñòè 14 è 35 ‰ óðîâåíü Hsp70 â êëåòêàõ æàáåðíîãî
ýïèòåëèÿ ìèäèé ïîâûøàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì

êàê ó ìîëëþñêîâ, àêêëèìèðîâàííûõ ê 14 ‰ (ðèñ. 4, äî-
ðîæêè 1, 2), òàê è ó îñîáåé, àêêëèìèðîâàííûõ ê âîäå ñî-
ëåíîñòüþ 35 ‰ (ðèñ. 4, äîðîæêè 1, 3). Ïîâòîð
àíàëîãè÷íîãî îïûòà â 2011 ã., ïðè êîòîðîì ìîëëþñêè àê-
êëèìèðîâàëèñü ê ñîëåíîñòè 14 è 35 ‰ â òå÷åíèå 14 ñóò,
äàë ñõîäíûå ðåçóëüòàòû: ïðè îáåèõ óêàçàííûõ ñîëåíî-
ñòÿõ ïðîèñõîäèëî ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp70 ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 2, äîðîæêè 2, 3).

Åñëè îòïðåïàðèðîâàííûå æàáðû ìîëëþñêîâ, àêêëè-
ìèðîâàííûõ â òå÷åíèå 11 ñóò ê ñîëåíîñòè 14 è 35 ‰, ïî-
ìåùàëè íà 1 ÷ â âîäó ñ ïåðåêðåñòíî èçìåíåííîé ñîëå-
íîñòüþ (ñîîòâåòñòâåííî 35 è 14 ‰), òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ
íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp70 (ðèñ. 4, äî-
ðîæêè 2 è 4, 3 è 5).

Â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ â 2010 ã. â âîäó ðàçëè÷íîé
ñîëåíîñòè — 14, 24 (êîíòðîëü) è 35 ‰ — ïîìåùàëè íà 1,
3 è 24 ÷ íå ìîëëþñêîâ, à èõ èçîëèðîâàííûå æàáðû. Ïðè
ýòîì íàáëþäàëè ïîâûøåíèå óðîâíÿ Hsp70 ïîñëå ïðåáû-
âàíèÿ æàáåðíûõ ïðåïàðàòîâ â âîäå ñîëåíîñòüþ 14 ‰ â òå-
÷åíèå 3 è 24 ÷ (ðèñ. 5, à, äîðîæêè 1, 3, 4). Ïðè ìåíüøåì
ñðîêå (1 ÷) âîçäåéñòâèÿ âîäû òîé æå ñîëåíîñòè ýôôåêòà
íå áûëî (ðèñ. 5, à, äîðîæêè 1, 2). Ïðè ñîëåíîñòè 35 ‰ â
æàáåðíûõ êëåòêàõ óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ Hsp70 íå
áûëî. Îòìå÷åíî äàæå íåêîòîðîå ïîíèæåíèå óðîâíÿ
Hsp70 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, îñîáåííî çàìåòíîå ïî-
ñëå 3-÷àñîâîãî ñîëåíîñòíîãî øîêà (ðèñ. 5, à, äîðîæêè 1,
6). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè ïîâòîðå-
íèè ýòîãî æå îïûòà â 2011 ã. (ðèñ. 5, á, â).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò ïðåæäå âñåãî î
íàëè÷èè â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ èññëåäîâàííûõ
ìîëëþñêîâ áåëêîâ ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 70 è 40 êÄà, ïðè-
ñóòñòâóþùèõ êîíñòèòóòèâíî. Ðåçóëüòàòû SDS-ýëåêòðî-
ôîðåçà, èììóíîáëîòèíãà ñ ïðèìåíåíèåì àíòèòåë ê Hsp70
è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïîçâîëÿþò èäåíòèôèöèðîâàòü âû-
ÿâëåííûé ó ìèäèé áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà êàê áåëîê,
ïðèíàäëåæàùèé ê ñåìåéñòâó Hsp70. ×òî êàñàåòñÿ äðóãîãî
áåëêà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 40 êÄà, âûÿâëÿåìîãî òåìè æå
àíòèòåëàìè è òîëüêî ïîñëå ñîäåðæàíèÿ â êîíòðîëüíîé ñî-
ëåíîñòè èíòàêòíûõ ìîëëþñêîâ, à íå èõ èçîëèðîâàííûõ
æàáð, òî îòíîñèòåëüíî íåãî èìåþòñÿ ëèøü ïðåäâàðèòåëü-
íûå äàííûå. Äëÿ îêîí÷àòåëüíîé èäåíòèôèêàöèè ýòîãî
áåëêà íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ.

582 Þ. È. Ïîäëèïàåâà, Â. ß. Áåðãåð

Ðèñ. 2. Áåëêè òåïëîâîãî øîêà â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ
ìèäèé Mytilus edulis ó êîíòðîëüíûõ ìîëëþñêîâ è ó ìîëëþñêîâ

ïîñëå äëèòåëüíîé àêêëèìàöèè.

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëüíûå ìîëëþñêè, ñîäåðæàâøèåñÿ ïðè ñîëåíîñòè
26 ‰; 2, 3 — 14 ñóò àêêëèìàöèè ê âîäå ñîëåíîñòüþ 14 è 35 ‰ ñîîòâåòñò-

âåííî. Âåñòåðí-áëîò ïîñëå îáðàáîòêè àíòèòåëàìè ê Hsp70.

Ðèñ. 3. Ñïåêòð îáùèõ áåëêîâ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ ìèäèé Myti-
lus edulis â êîíòðîëå è ïîñëå ðàçíûõ ñðîêîâ àêêëèìàöèè èõ

èçîëèðîâàííûõ æàáð.

Ýëåêòðîôîðåç â 10%-íîì ÏÀÀÃ, îêðàñêà Êóìàññè. Äîðîæêè: 66 — ìàð-
êåð ìîë. ìàññû 66 êÄà, 72 — ìàðêåð ìîë. ìàññû 72 êÄà; 1 — 12 ÷ â êîíò-
ðîëüíîé ñîëåíîñòè 26 ‰, 2 — 13 ñóò â êîíòðîëüíîé ñîëåíîñòè 26 ‰, 3 —
12 ÷ â ñîëåíîñòè 14 ‰, 4 — 13 ñóò â ñîëåíîñòè 14 ‰, 5 — 12 ÷ â ñîëåíî-

ñòè 35 ‰, 6 — 13 ñóò â ñîëåíîñòè 35 ‰.

Ðèñ. 4. Áåëêè òåïëîâîãî øîêà â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ
ìèäèé Mytilus edulis ó êîíòðîëüíûõ ìîëëþñêîâ è ó ìîëëþñêîâ
ïîñëå äëèòåëüíîé (11 ñóò) àêêëèìàöèè, à òàêæå â èçîëèðîâàí-
íûõ æàáðàõ ìîëëþñêîâ ïîñëå ðåöèïðîêíûõ ñîëåíîñòíûõ øî-

êîâ.

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëüíûå ìîëëþñêè, ñîäåðæàâøèåñÿ ïðè ñîëåíîñòè
26 ‰; 2 — ïîñëå àêêëèìàöèè ê âîäå ñîëåíîñòüþ 14 ‰; 3 — ïîñëå àêêëè-
ìàöèè ê âîäå ñîëåíîñòüþ 35 ‰; 4 — èçîëèðîâàííûå æàáðû, àêêëèìèðî-
âàííûå ê ñîëåíîñòè 14 ‰, ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ñîëåíîñòíîãî øîêà (35 ‰,
1 ÷); 5 — æàáðû, àêêëèìèðîâàííûå ê ñîëåíîñòè 35 ‰, ïîñëå ïðîâåäåíèÿ
ñîëåíîñòíîãî øîêà (14 ‰, 1 ÷). Âåñòåðí-áëîò ïîñëå îáðàáîòêè àíòèòåëà-

ìè ê Hsp70.



Ïðè äëèòåëüíîé (11—14 ñóò) àêêëèìàöèè ìèäèé êàê
ê ïîíèæåííîé, òàê è ê ïîâûøåííîé ñîëåíîñòè, íå âûõî-
äÿùåé çà ïðåäåëû äèàïàçîíà èõ ñîëåíîñòíîé òîëåðàíòíî-
ñòè, îáíàðóæåíî ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â êëåòêàõ
æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ. Ðåçóëüòàòû ýòèõ îïûòîâ ñâèäåòåëüñò-
âóþò îá ó÷àñòèè ñòðåññîâûõ áåëêîâ Hsp70 â ñîëåíîñòíûõ
àäàïòàöèÿõ îñìîêîíôîðìåðîâ, ê êàêèì ïðèíàäëåæèò ìèäèÿ.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ íà èçîëè-
ðîâàííûõ æàáåðíûõ ïðåïàðàòàõ, ïîäâåðãàâøèõñÿ äåéñò-
âèþ ðàçëè÷íîé ñîëåíîñòè, ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ïî êðàéíåé
ìåðå äâà âûâîäà. Âî-ïåðâûõ, î òîì, ÷òî øàïåðîííàÿ ñèñ-
òåìà æàáð èññëåäîâàííûõ ìîëëþñêîâ íå òîëüêî ðåàãèðó-
åò íà èçìåíåíèÿ ñîëåíîñòè ñðåäû, íî è îáëàäàåò àâòîíîì-
íîñòüþ è ñïîñîáíà ôóíêöèîíèðîâàòü, íå íàõîäÿñü ïîä
êîíòðîëåì îðãàíèçìà. Ýòèì ëèøíèé ðàç ïîäòâåðæäàåòñÿ
àâòîíîìíîñòü àäàïòàöèé êëåòîê ìîëëþñêîâ è äðóãèõ
îñìîêîíôîðìåðîâ ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè ñðåäû, ïðèñó-
ùàÿ ñëåäóþùèì èõ ñèñòåìàì: ðåãóëÿöèè ñîäåðæàíèÿ íå-
îðãàíè÷åñêèõ èîíîâ, âîëþìîðåãóëÿöèè, àäàïòèâíûõ ïðå-
îáðàçîâàíèé ñèíòåçà ÐÍÊ è áåëêà, ïåðåñòðîéêè èçîçèì-
íîãî ñïåêòðà ðàçëè÷íûõ ôåðìåíòîâ è äð. (Áåðãåð, 1986;
Berger, Kharazova, 1997).

Âî-âòîðûõ, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî àäàïòèâíûå èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâûõ
áåëêîâ â êëåòêàõ ìèäèè â çàâèñèìîñòè îò ãðàäèåíòà ñîëå-
íîñòè ïðîèñõîäÿò çà ðàçíîå âðåìÿ. Íà íèõ òðåáîâàëîñü íå
ìåíåå 3 ÷ ïðè ñîëåíîñòè 14 ‰. Ïðè ïîâûøåííîé ñîëåíî-
ñòè 35 ‰ ýôôåêòà íå áûëî è ïðè áîëüøèõ ýêñïîçèöèÿõ
(24 ÷), õîòÿ ñîäåðæàíèå Hsp70 óâåëè÷èâàëîñü ïðè äëè-
òåëüíîé àêêëèìàöèè (11—14 ñóò) ìîëëþñêîâ ê òàêîé ñî-
ëåíîñòè. Ýòîò âûâîä ñîîòâåòñòâóåò è ðåçóëüòàòàì ýêñïå-
ðèìåíòîâ Õàðàçîâîé (1999) íà èçîëèðîâàííûõ æàáðàõ
ìèäèè, â êîòîðûõ áûëà îáíàðóæåíà èíäóêöèÿ Hsp70 ïðè
àêêëèìàöèè ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè ñðåäû.

Áîëåå ïîäðîáíî âîïðîñ î âðåìåíè çàïóñêà ìåõàíèç-
ìîâ ñîëåíîñòíîé àäàïòàöèè îáñóæäåí â ñïåöèàëüíîé ðà-
áîòå (Áåðãåð, 2005). Åãî äàëüíåéøåå ðàññìîòðåíèå âûõî-
äèò çà ðàìêè íàøåé ðàáîòû. Îòìåòèì òîëüêî, ÷òî âëèÿíèå
äîçû ôàêòîðà íà âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ èíäóêöèè
Hsp70, ìîæåò ñëóæèòü îäíèì èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé
òîãî, ïî÷åìó â ðÿäå ñëó÷àåâ íå áûëî îáíàðóæåíî ó÷àñòèå
ñòðåññîâûõ áåëêîâ â ñîëåíîñòíûõ àäàïòàöèÿõ ðàçëè÷íûõ
ãèäðîáèîíòîâ (Black, Bloom, 1984; Li et al., 2009, è äð.).
Î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ íåîá-
õîäèìû äîïîëíèòåëüíûå äàííûå. Îäíàêî óæå ñåé÷àñ
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî èçó÷åíèå ðåàêöèè øàïåðîííîé
ñèñòåìû êëåòêè íà èçìåíåíèÿ ñîëåíîñòè ñðåäû òðåáóåò
ïðîâåäåíèÿ íå òîëüêî îñòðûõ îïûòîâ, íî è àíàëèçà äîëãî-
âðåìåííûõ àäàïòèâíûõ ïðåîáðàçîâàíèé. Ïðåèìóùåñòâà
òàêîãî ïîäõîäà áûëè ïðîäåìîíñòðèðîâàíû, â ÷àñòíîñòè,
ïðè èçó÷åíèè ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâûõ áåëêîâ â êëåòêàõ
ìîëëþñêîâ ðîäà Tegula, ïîäâåðãàâøèõñÿ äëèòåëüíîé àê-
êëèìàöèè ê èçìåíåíèÿì òåìïåðàòóðû ñðåäû îáèòàíèÿ
(Tomanek, Somero, 2000).
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CHANGES OF HEAT SHOCK PROTEINS CONTENT IN THE GILL EPITHELIUM CELLS

OF MUSSEL MYTILUS EDULIS L. DEPENDING UPON THE SALINITY OF MEDIUM

Yu. I. Podlipaeva,1 V. Ya. Berger 2
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The composition and the level of heat shock (stress) proteins content were studied by the method of immu-
nobloting in the gill epithelium cells of mussels Mytilus edulis L. from the White sea, treated by water of diffe-
rent salinities. Stress proteins of about 70 and 40 kDa were revealed at Western blots. After long-term
(11—14 days) acclimation to 14 and 35 ‰ the level of Hsp70 in gill epithelium cells increased to compare with
that in control mussels. Hsp70 induction was observed in the cells of isolated gills after salinity shock at 14 ‰
during 3 and 24 hours.
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