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Проведены поиск и идентификация белков с высокой осмотической активностью (osmotically active pro-
teins, OAPs) в сыворотке крови представителя альбумин-содержащих костистых рыб — щуки обыкно-
венной Esox lucius L. с помощью методов 2D-электрофореза и масс-спектрометрии MALDI. С помощью 
критерия высокого отрицательного заряда белков в диск-электрофорезе было идентифицировано 8 вне-
клеточных и один внутриклеточный OAPs. Их суммарное относительное содержание составило ~60% 
от общего белка сыворотки: ~30% у гемопексина, ~10 и ~12% у ингибиторов протеиназ и аполипопро-
теинов А (в составе липопротеинов высокой плотности) соответственно, 3.6% у альбумина и “следы” у 
внутриклеточного Grb14. Согласно аннотациям генной онтологии, основные функции OAPs связаны 
с защитой и транспортом, а проявлением высокой осмотической активности они обязаны высокому 
отрицательному заряду. Сравнение списков OAPs у альбумин-содержащей щуки и у безальбуминовых 
костистых рыб указывает на их совпадение по всем внеклеточным белкам, кроме альбумина. В свете 
безальбуминовой модели капиллярного обмена, этот факт предполагает рядовую, а не ключевую роль 
альбумина в контроле осмотического гомеостаза внутри организма. Множественность OAPs в крови 
костистых рыб отличает их от млекопитающих, у которых на контроле капиллярного обмена жидкости 
специализируется сывороточный альбумин.
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ВВЕДЕНИЕ
Сывороточный альбумин считается ключевым 

фактором регуляции капиллярного обмена жид-
кости, лежащего в основе поддержания осмотиче-
ского гомеостаза в организме позвоночных [1–4]. 
Тем не менее потеря гена альбумина в ходе третьей 
полногеномной дупликации в массовых группах 
костистых рыб — костнопузырных (Ostariophysi) и 
колючеперых (Acanthopterygii) — не имела для них 
каких-либо драматических последствий. Данное 
обстоятельство может иметь два объяснения: ли-
бо в крови рыб содержатся другие и столь же эф-
фективные по осмотической активности белки, 
которые компенсируют потерю альбумина, либо, в 
отличие от млекопитающих, альбумин рыб не явля-
ется значимым фактором осмотической регуляции 
внутри организма. 

Важный критерий, которому должны соответ-
ствовать белки, заместившие осмотически актив-

ный “утерянный” альбумин, касается их поверх-
ностного электрического заряда. Для эффективного 
связывания и удержания воды внутри сосудов бел-
ки-заместители должны иметь (подобно альбуми-
ну млекопитающих) более высокий, чем у других 
белков плазмы, отрицательный заряд. Именно это 
свойство белка и обеспечивает его максимальную 
эффективность в связывании катионов Na+, уси-
ливающих притяжение к белку диполей воды. Такие 
белки плазмы рыб были названы белками с высокой 
осмотической активностью или осмотически актив-
ными белками (ОАPs) [5]. 

Поскольку величина вклада белка в осмотиче-
ские свойства плазмы определяется его концен-
трацией (в соответствии с уравнением Вант-Гоф-
фа для коллоидных растворов), то и ОАPs должны 
быть представлены в плазме рыб вполне ощутимы-
ми концентрациями, сопоставимыми с концентра-
цией сывороточного альбумина в плазме млекопи-
тающих (~60% от общего белка плазмы) [4, 6–8].  
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Расчеты на примере безальбуминовой атлантиче-
ской трески Gadus morhua показали, что на фрак-
цию из ОАPs приходится половина общего белка 
сыворотки и что среди ОАPs доминируют аполипо-
протеины (Apo) в составе липопротеинов высокой 
плотности (HDL), гемопексины (Нх) и ингибиторы 
протеиназ (Inh) [5]. Такой состав ОАP фракции со-
гласуется с положениями безальбуминовой модели 
капиллярного обмена [9], согласно которой осмо-
тическую функцию “утерянного” в ходе эволюции 
альбумина у безальбуминовых рыб могут выпол-
нять множественные белки разных функциональ-
ных классов. 

Между тем к группе Teleostei относятся и низ-
шие костистые (Protacanthopterygii) — щуковые 
(Esocidae), лососевые (Salmonidae) и аравановые 
(Osteoglossidae), чьи геномы сохранили гены альбу-
мина [10] (NCBI: XP_012992300.1, XP_018613844.1). 
Различаются ли списки ОАБ у низших костистых 
и безальбуминовых рыб — неизвестно. Между тем 
ответ на этот вопрос может помочь в оценке значи-
мости альбумина как осмотически активного фак-
тора плазмы крови у низших костистых рыб и дру-
гих Pisces. 

Цель исследования — (1) идентифицировать сы-
вороточные белки с высоким отрицательным заря-
дом (ОАPs) у щуки обыкновенной Esox lucius L., (2) 
оценить относительное содержание ОАPs, включая 
альбумины, в сыворотке крови рыб, (3) охаракте-
ризовать основные функции ОАPs с помощью ан-
нотаций генной онтологии (Gene Onthology, GO) и 
(4) сравнить состав фракций из ОАPs у щуки и без-
альбуминовых костистых рыб, обсудить их сходство 
и различия в формате “безальбуминовой” гипотезы 
капиллярного обмена.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования
В работе использовали щуку обыкновенную Esox 

lucius L. (Protacanthopterygii, Esociformes, Esocidae). 
Ее геном содержит гены альбумина (NCBI: albumin 
gene ID 105008514, 105014523). Выборка из 10 рыб 
состояла из самцов (6) и самок (4) с гонадами II, III, 
III–IV стадий зрелости, отловленных в Рыбинском 
водохранилище в ноябре; показатели длины ad и ab 
по Смиту варьировали от 27.3.0 до 29.7 см и от 29.6 
до 32.0 см.

Получение сыворотки крови
После каудоэктомии рыб индивидуальные об-

разцы крови собирали в пластиковые пробирки. 
Далее кровь отстаивали в холодильнике при 4°С в 
течение ночи, после чего жидкость над сгустком 
осторожно отбирали пипеткой. Отделенные образ-

цы сыворотки собирали в чистые пластиковые про-
бирки и сразу использовали для электрофореза.

Определение концентрации общего белка в 
сыворотке крови

Для определения концентрации белка в сыво-
ротке использовали микробиуретовый метод [11].

Электрофорез
Белки сыворотки разделяли методами элек-

трофореза в полиакриламидном геле (ПААГ). Для 
определения границ фракции из ОАPs использова-
ли диск-электрофорез (диск-Е) в 7.5% ПААГ. Для 
дифференцирования фракции на отдельные белки 
использовали 2D-электрофорез (2D-Е) с диск-Е  
в первом направлении и SDS-электрофорезом 
(SDS-Е) в 12.5% ПААГ (восстанавливающие усло-
вия) — во втором направлении [12]. Отдельные бел-
ковые пятна после SDS-Е вырезали для MALDI — 
идентификации. Для приготовления разделяющего 
и концентрирующего геля использовали трис-HCl 
буфер с рН 8.9 и 6.9 соответственно. В лунки кон-
центрирующего геля вносили 1.5–2 мкл сыворотки 
(~6–8 мкг белка), разведенной таким же количе-
ством 40%-ного раствора сахарозы. После диск-Е 
гели фиксировали 10%-ной трихлоруксусной кис-
лоте и после отмывания окрашивали 0.01%-ным 
раствором Coomassie R-250 на смеси этанол — ук-
сусная кислота — вода в соотношении 10:1:30. По-
сле SDS-Е гели фиксировали 70%-ным изопропи-
ловым спиртом и далее окрашивали 0.04%-ным 
раствором Coomassie R-250, приготовленным на 
смеси изопропанол — этанол — уксусная кисло-
та — вода в соотношении 2:1:1:6. Величину молеку-
лярной массы (Mr) нативных липопротеинов вы-
сокой плотности (ЛПВП), в состав которых входят 
доминирующие в сыворотке белки аполипопротеи-
ны, определяли в градиенте концентраций (5–40%) 
ПААГ с использованием маркеров молекулярной 
массы — полимерных форм бычьего сывороточно-
го альбумина БСА (67, 134, 201, 268, 335, 402 kDa) и 
овальбумина ОА (45, 90, 135, 190 kDa). Для расчета 
величин Mr тестируемых белков в SDS-E (Mr obs) 
использовали маркеры в составе набора PageRulerTM 
Prestained Protein Ladder Plus (10, 17, 28, 36, 55, 72, 
95, 130, 250 kDa) (Fermentas, США).

Определение положения фракции из ОАPs на 
электрофореграмме. Критерии ОАPs

Положение фракции из ОАPs в диск-Е опре-
деляли по белку — “навигатору” трансферрину 
(Tf), место которого на протемной карте сыворот-
ки определяли с помощью MALDI [5]. В диск-Е 
фракция из ОАPs со стороны катода была ограни-
чена трансферрином, а со стороны анода — гра-
ницей красителя бромфенолового синего (БФС);  
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в 2D-E — фракция из ОАPs располагалась в пра-
вом поле относительно Tf. Для сравнения состава 
фракции из ОАPs рыб с млекопитающими, исполь-
зовали аннотированные электрофореграммы сы-
воротки (плазмы) человека [13]. 

Оценка ОАPs по величине относительного 
отрицательного заряда 

Для оценки электрического заряда белка (q) ис-
пользовали показатель электрофоретической под-
вижности Rf(q). Его обозначение отличается от 
общепринятого (Rf) тем, что рассчитывается не от-
носительно красителя БФС, а относительно марке-
ра, чей заряд принимается за стандарт — мономер-
ной формы HSA. Величина Rf(q) рассчитывается 
как отношение значений Rf тестируемого белка и 
Rf HSA (мономера) в диск-Е: Rf(q)ОАР = RfOAP / RfHSA;  
для HSA показатель Rf(q) = 1.0. Если Rf(q)ОАР > 1.0, 
то белок имеет более высокий отрицатель-
ный поверхностный заряд по сравнению с HSA;  
если Rf(q)ОАР < 1.0, то белок уступает HSA по вели-
чине отрицательного заряда. 

Оценка относительного содержания ОАPs в 
сыворотке крови

Для расчета относительного содержания отдель-
ных белков (relative content, RC) и всех белков из 
ОАP фракции (total relative content, TRC) исполь-
зовали программный пакет ONE — Dscan, Ver 1.31 
(Scananalytic Inc.).

Масс-спектрометрия MALDI
Для MALDI вырезали отдельные белки из геля 

после 2D-SDS-PAGE. Пробоподготовку проводили 
по протоколу: кусочек геля с белком дважды промы-
вали для удаления красителя путем инкубации в 100 
мкл 40% раствора ацетонитрила в 0.1 М NH4HCO3 в 
течение 20 мин при 37°С. После удаления раствора 
для дегидратации геля добавляли по 100 мкл ацето-
нитрила. Удалив ацетонитрил и высушив кусочек 
геля, прибавляли к нему 4 мкл раствора модифици-
рованного трипсина (Promega) в 0.05М NH4HCO3 
в концентрации 15 мкг/мл. Гидролиз проводили в 
течение 4 ч при 40°С, затем к раствору добавляли 
7 мкл 0.5% трифторуксусной кислоты в 10%-ном 
водном ацетонитриле и тщательно перемешивали. 
Надгелевый раствор использовали для получения 
масс-спектров. Масс-спектры (ms) получали на 
тандемном MALDI-времяпролетно-времяпролет-
ном масс-спектрометре Ultraflex II BRUKER (Гер-
мания), оснащенном УФ лазером (Nd) в режиме 
положительных ионов в линейной моде, с исполь-
зованием рефлектрона и в тандемном режиме; об-
рабатывали с помощью програмного пакета Flex 
Analysis 2.4 (Bruker Daltonics, Германия). При по-
мощи программы Mascot (опция “пептидный фин-

герпринт”, www.matrixscience.com) устанавливали 
расчетные величины молекулярной массы Mrcalc 
(Da) и проводили поиск в DB NCBI среди белков 
всех организмов. При необходимости получали 
спектры фрагментации ms/ms отдельных пептидов 
в тандемном режиме. С использованием программ 
Biotools 3.0 и Flex Аnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Гер-
мания) проводили поиск по ms/ms; для оценки до-
стоверности отобранных белков-кандидатов ис-
пользовали показатель достоверности score. Если 
кандидаты обнаруживались в неаннотированной 
DB в виде библиотек кДНК, сконструированных 
на основе популяций мРНК, то аминокислотную 
последовательность реконструировали на основе 
мРНК, используя Protein BLAST; поиск проводи-
ли среди белков всех позвоночных. В этом случае 
значение расчетной Mrcalc представляли в виде ко-
личества аминокислотных остатков в соответствии 
с PDB NCBI.

Определение локализации и функций ОАPs с 
помощью генной онтологии

Для определения локализации и функций бел-
ков-кандидатов использовали аннотации генной 
онтологии (Gene Ontology, GO) с использованием 
базы данных Uniprot. При отсутствии аннотаций 
GO для кандидатов использовали аннотации для 
белков-ортологов человека или модельных видов 
рыб (карп обыкновенный Cyprinus carpio).

Статистические методы
Денситометрирование, расчет относительно-

го содержания анодной фракции (TRC) и отдель-
ных ОАP (RC), а также величин Mr белков прово-
дили с помощью программы ONE-Dscan, Ver 1.31 
(Scananalytic Inc.). Результаты расчета TRC и RC 
представляли в виде средних значений и стандарт-
ной ошибки (±SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение положения фракции ОАБ  
на электрофореграмме

В диск-Е фракция из ОАPs была дифференци-
рована на 5–6 белковых полос (рис. 1а). В градиен-
те концентраций PAG фракция представлена бел-
ковыми пятнами с молекулярными массами ~80, 
75, 60 и 45 kDa (рис. 1b), а в денатурирующем SDS-
PAGE — 7–8 белками с Mr от 14 kDa (белок 9) до 
78 kDa (белок 1) (рис. 1c).

Идентифиикация белков с высокой 
осмотической активностью 

Белки 1–9 (рис. 1в) идентифицировали с помо-
щью MALDI (табл. 1).

http://www.matrixscience.com
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Определение относительного содержания ОАPs 
в сыворотке щуки

Концентрация общего белка в сыворотке щук 
составила 3.31±0.86 г%. Значения RC варьировали 
от 3.6% до 30.3%, значение TRC превысило поло-
вину от общего белка сыворотки (~2.0 г%) (табл. 2). 

Таким образом, среди ОАPs максимальное отно-
сительное содержание приходится на гемопексин, а 

минимальное на Grb14: Нх → Аро (A-I, A-II, A-IV) →  
→ Inh (alpha-antitrypsin, fetuin) → Albumin→Grb14 
(ряд по убыванию величины RC).

Характеристика ОАPs по величине 
отрицательного поверхностного заряда

В диск-электрофорезе значения показателя 
Rf(q), характеризующего относительную величину 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 HSA

Tf

(a) (b) (c)

335

45

Mr, KDa

250

11

Mr, KDa

Рис. 1. Электрофорез сыворотки крови щуки Esox lucius: (a) — диск-PAGE; (b) и (c) — 5–40%-PAGE и SDS-PAGE соответ-
ственно (представлены фрагменты электрофореграмм, содержащие белки с высокой осмотической активностью ОАPs). Пун-
ктиром (а) выделена область фракции ОАP. HSA — сывороточный альбумин человека, стрелка указывает на мономерную 
форму белка; Tf — трансферрин; 45, 60, 75, 80 — величины Mr в kDa. Справа от электрофореграмм (b, c) дана шкала Mr (kDa).

Таблица 1. Идентификация белков с высокой осмотической активностью у щуки* 

Номер / 
имя белка

Короткое 
имя белка Белки — кандидаты Protein view

(Mascot Search Results) Mrcalc/Mrobs, Da Score

Tf Tf transferrin-a [Esox lucius] XP_010881843.2 74812/76000 45

1 Fet PREDICTED: fetuin-B-like [Esox 
lucius] XP_010870818.1 53098/78000 66

2 Alb serum albumin 2 isoform X2 [Esox lucius] XP_034148111.1 68163/70000 53

3 Grb14 growth factor receptor-bound protein 14 
isoform X6 [Esox lucius] XP_019910538.1 42976/67000 85

4 Hx hemopexin [Esox lucius] XP_010901644.4 58128/65000 83
5 Hx hemopexin [Esox lucius] XP_010901644.4 58128/65000 157

6 A1AT PREDICTED: alpha-1-antitrypsin 
homolog [Esox lucius] XP_010863100.1 47018/50000 125

7 ApoAI apolipoprotein A-Ib [Esox lucius] XP_010869257.1 29609/26000 110

8 ApoAI apolipoprotein A-Ib [Esox lucius] XP_010869257.1 29609/26000 154

9 ApoAII apolipoprotein A-II [Esox lucius] XP_034144609.1 15439/14000 79
*Наименование и нумерация белков даны в соответствии с рисунком 1с

Таблица 2. Относительное содержание отдельных белков из фракции ОАPs (RC) и всей фракции ОАP (TRC) у щуки

Относительное содержание белка в сыворотке крови (RC, %) Относительное содержание 
фракции ОАРs в сыворотке 

крови (TRC, %)А1АТ Fet  Аро(HDL) Нх Alb Grb14

4.9±0.95 5.7±0.8 12.3±1.5 30.3±6.5 3.6 следы 60.6±5.1
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отрицательного заряда нативных ОАPs, изменя-
лись в ряду:
0.58 (Fet) → 0.81 (Alb, Hx, HDL, Grb14) → 1.04 (A1AT)

Для белка-навигатора трансферрина, по которо-
му определяли положение фракции из ОАP в диск-Е,  
величина показателя Rf(q) составила 0.58, что со-
впадает со значением Rf(q) для фетуина, так как 
оба белка расположены в одной зоне подвижности.

Для нативных белков — Fet, Alb, Hx, Apo (в со-
ставе HDL) и Grb14 — значения коэффициен-
та Rf(q) < 1.0, следовательно, эти белки уступают 
маркеру — альбумину человека (мономерру) — по 
величине отрицательного заряда. Для белка A1AT 
значение коэффициента составило 1.04, из чего 
следует, что данный белок имеет сопоставимый с 
HSA отрицательный поверхностный заряд, незна-
чительно превышая его.

Локализация и функции ОАPs щуки  
в терминах генной онтологии

ОАPs щуки принадлежат разным суперсемей-
ствам, к которым относятся и белки-ортологи че-
ловека (табл. 3).

Согласно аннотациям GO, перечисленные в та-
блице белки, кроме Grb14, являются внеклеточ-
ными; Grb14 является внутриклеточным белком. 
Внеклеточные ОАPs щуки задействованы в транс-
портных и регуляторных функциях\процессах и 
защитных реакциях организма, включая реакцию 
острой фазы воспаления; внутриклеточный Grb14 

играет роль в сигнальных путях, регулирующих 
рост и метаболизм (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты поиска белков с высокой 
осмотической активностью в сыворотке щуки 
по критерию высокого отрицательного заряда 

Выполняя поиск белков с высоким отрицатель-
ным зарядом, мы очертили границы фракции из 
ОАPs в электрофорезе сыворотки щуки — к аноду 
от навигатора Tf и до границы БФС. В этой области 
было обнаружено 7 белков: fetuin-B и alpha-1-anti-
trypsin, albumin, hemopexin, аполипопротеины A-I и 

Таблица 3. Принадлежность белков с высокой осмотиче-
ской активностью щуки к суперсемействам* 

Наименование 
белка (OAP) Суперсемейство

Hx cl02471: HX 
Fet cl09238: CY 

A1AT cl38926: Spi 

ApoA-I cl27567: Apolipoprotein  
(A1/A4/E domain)

ApoA-II cl04697: ApoA-II 
Alb cl00031: ALBUMIN 

Grb14 cl15255: SH2 
*в соответствии с PDB NCBI (Protein Data Bank)

Таблица 4. Классификация белков ОАPs щуки согласно аннотациям генной онтологии

Белок Клеточная Молекулярная функция Биологические процессы

Fet внеклеточное пространство активность ингибитора 
эндопептидазы цистеинового типа

негативная регуляция 
эндопептидазной активности

Alb внеклеточное пространство связывание липидов; связывание 
ионов металлов передача сигналов

Hx внеклеточное пространство
активность трансмембранного 
переносчика гема; связывание 
ионов металлов

внутриклеточный гомеостаз ионов 
железа

A1AT внеклеточное пространство активность ингибитора 
эндопептидазы серинового типа

реакция острой фазы; свертывание 
крови

ApoA-I внеклеточное пространство связывание липидов транспорт липидов; процесс 
метаболизма липопротеинов

ApoA-II внеклеточное пространство связывание липидов транспорт липидов; процесс 
метаболизма липопротеинов

Grb14

цитоплазма; цитозоль; 
мембрана эндосомы; 
внутриклеточная связанная 
с мембраной органелла; 
плазматическая мембрана

активность молекулярного адаптера; 
адапторная активность, которая 
объединяет >2 макромолекул в 
контакте; связывание рецепторной 
тирозинкиназы

путь передачи сигнала инсулина; 
отрицательная регуляция 
сигнального пути рецептора 
инсулина; передача сигналов

insulin receptor signaling pathway; 
negative regulation of insulin receptor 
signaling pathway; signal transduction
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А-II (в составе HDL) и growth factor receptor-bound 
protein 14. Среди них максимально высокий отрица-
тельный заряд был обнаружен не у альбумина, а у 
серпина А1АТ. При этом альбумин щуки уступает, а 
А1АТ, наоборот, превосходит белок-маркер HSA — 
по величине отрицательного заряда, а значит, и по 
осмотической активности. Остальные белки щуки 
имели меньший по сравнению с А1АТ и маркером 
HSA отрицательный заряд, который, однако, был 
выше, чем у глобулинов сыворотки, расположен-
ных на электрофореграмме к катоду от Tf.

Сравнение списков ОАPs у щуки и трески 
Список OAPs у безальбуминовой атлантической 

трески [5] содержал те же внеклеточные белки, что 
и у щуки (Fet, A1AT; Hx; Apo в составе HDL), толь-
ко в нем отсутствовал альбумин. Среди ОАPs и щу-
ки, и трески найдены внутриклеточные белки: у 
щуки — следы Grb14, а у трески — протеазы и белки 
мышечного комплекса в достаточно высокой кон-
центрации (мг/мл). Данное обстоятельство может 
быть связано с двигательной активностью рыб; у 
трески как пелагического хищника белки мышеч-
ного комплекса попали в кровь, возможно, при 
разрывах мышечных волокон при активном пла-
вании; у хищника-засадчика щуки наличие среди 
ОАPs внутриклеточного белка, скорее всего, отра-
жает процессы клеточного обновления.

Сравнение относительного содержания OAPs  
в сыворотке щуки и других рыб 

Элементом сходства OAPs фракций у щуки и 
трески является сопоставимо высокое относитель-
ное суммарное содержание всех белков фракции 
(TRC): 60.6±5.1% у щуки и 51.2 ±6.5% у трески. 
Однако среди ОАPs щуки доминирует гемопексин 
(RC~30%), а у трески — аполипопротеин А-I (в 
составе HDL) (RC~25%) [5]. У щуки содержание 
АроА-I (в составе HDL) хотя и достаточно высоко 
(RC~12%), но все же в 2.5 раза уступает данному 
показателю у трески. А в сыворотке карповых и ло-
сосевых рыб содержание HDL (ApoА-I) достигает 
30–36% [14–16].

Особенностью щуки является наличие в ее крови 
альбумина. Однако, учитывая его невысокое содер-
жание (RC~3.6%), можно считать его вклад в осмо-
ляльность плазмы незначительным. Это отличает 
щук от лососевых рыб, у которых доля альбумина 
превышает 25% от общего белка плазмы [17–20].

Сравнение списков ОАP у щуки и человека 
(млекопитающих)

У человека в электрофорезе сыворотки фракция 
к аноду от Tf содержит те же белки, что и фракция 
OAPs у щуки, а именно: сывороточный альбумин, 
альфа-1-антитрипсин и аполипопротеины А (в со-

ставе HDL); также у человека в составе фракции 
обнаружен минорный преальбумин транстиретин 
(TTR) и отсутствует гемопексин [13].

Что касается TTR, то не исключено, что этот бе-
лок может находиться и среди ОАPs щуки, но не 
выявлен ввиду его чрезвычайно низких концентра-
ций в крови рыб, уступающих млекопитающим в 
~100 раз [21, 22]. А сывороточный гемопексин чело-
века входит в состав бета-глобулинов [13], а это зна-
чит, что он уступает гемопексину щуки по величине 
отрицательного заряда. Концентрация гемопексина 
в крови щуки оказалась гораздо выше (>> чем в 10 
раз), чем в сыворотке человека (0.4–1.5 мг/мл) [23].

Несмотря на то что кровь щуки содержит аль-
бумин, его относительное содержание в сыворотке 
почти в 17 раз ниже, чем в сыворотке крови у Mam-
malia [6–8]. 

Таким образом, в составе фракции сыворотки 
человека, совпадающей по расположению в элек-
трофорезе с фракцией OAPs у щуки, однозначно 
доминирует альбумин, а на все другие белки прихо-
дится ~5–6%, из них: 3.5% на А1АТ (2.0–2.5 мг/мл)
[24], 0.6% на TTR (≤0.4 мг/мл) [25] и 0.2–1.8% на 
АроА-I в составе ЛПВП (рассчитано по [5, 14–16, 
26]. У щуки общий белок распределен по ОАPs бо-
лее равномерно: ~30% приходится на гемопексин, 
~12% — на Аро (в составе HDL), ~10% — на инги-
биторы протеиназ и 3.6% — на альбумин.

Все обнаруженные в крови рыб внеклеточные 
белки с высокой осмотической активностью при-
сутствуют в списках белков плазмы человека [27], 
что согласуется с представлениями о консерватив-
ном составе белков плазмы позвоночных. Только у 
млекопитающих в качестве белка с максимально вы-
соким отрицательным зарядом и, соответственно, с 
наиболее высокой осмотической активностью вы-
ступает специализированный белок сывороточный 
альбумин, ключевой вклад которого в онкотическое 
давление плазмы обусловлен его самой высокой 
концентрацией среди белков плазмы. А в профиле 
белков с высокой осмотической активностью щуки 
доминирует гемопексин, при этом максимально вы-
сокий заряд и осмотическую активность проявляет 
альфа-1-антитрипсин; остальные белки имеют про-
межуточные показатели заряда и RC. 

Анализ списка ОАP щуки  
в свете безальбуминовой модели

Относительно высокая представленность в про-
филе ОАPs щуки каждого из идентифицированных 
внеклеточных “истинных” белков плазмы (в соот-
ветствии с классификацией Putnam F.W. [28]) со-
гласуется с положением безальбуминовой модели 
капиллярного обмена [9]. Согласно этой модели, 
в крови безальбуминовых костистых рыб имеет-
ся фракция из множественных белков-заместите-
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лей альбумина, в которой доминируют гемопекси-
ны, ингибиторы протеиназ и аполипопротеины 
в составе HDL. Сравнение списков ОАPs у альбу-
мин-содержащей щуки и безальбуминой атланти-
ческой трески [5] выявило их различия по наличию 
альбумина и полное совпадение по доминантным 
ОАPs. Данное обстоятельство, как и то, что (а) аль-
бумин щуки представлен в сыворотке не столь вы-
сокой концентрацией как другие ОАPs и что (б) его 
отрицательный потенциал уступает другим ОАPs, 
позволяют полагать, что роль альбумина как фак-
тора осмотического гомеостаза в организме щуки 
не является ключевой. 

В свете безальбуминовой модели и у трески, и 
у щуки за поддержание осмотического гомеостаза 
в организме в значительной степени ответствен-
ны доминирующие среди ОАPs гемопексины, ин-
гибиторы протеиназ и аполипопротеины в составе 
HDL. Основные функции этих белков, согласно 
аннотациям генной онтологии, касаются защиты 
и транспорта. Востребованность в транспортной 
функции обусловлена необходимостью поддержа-
ния обменных процессов в организме, а защитной 
функции — обилием микроорганизмов в водной 
среде, включая патогенные формы. Имеющиеся в 
литературе данные указывают на рост содержания 
в крови рыб и гемопексина и ингибиторов проте-
иназ при ряде микробных инфекций [29–32]. Ве-
роятно, эволюция этих белков у рыб шла в направ-
лении усиления их отрицательного поверхностного 
потенциала, что позволило им стать (помимо ос-
новных функций) и эффективными осмотически 
активными регуляторами плазмы. Действительно, 
сравнение электрофоретической подвижности ге-
мопексина и А1АТ человека [13] с белками-орто-
логами щуки указывает на то, что белки человека 
уступают белкам рыб по величинам Rf и Rf(q).

Поскольку рыбы, в отличие от наземных позво-
ночных, не нуждаются в высоком давлении крови, 
то содержание в их интерстиции значительных ко-
личеств белка является скорее нормой, чем исклю-
чением. А это обстоятельство предполагает сниже-
ние степени проявления осмотической активности 
альбумина за счет эффекта Гиббса–Доннана, обес-
ценивая его. Вероятно, именно по этой причине 
сывороточные альбумины рыб являются не клю-
чевыми, а рядовыми осмотически активными фак-
торами, разделяя эту функцию с другими белками 
плазмы, между тем как имеющие более высокий от-
рицательный заряд транспортные и защитные бел-
ки справляются с функцией связывания и удержа-
ния воды в сосудистом русле лучше альбумина. 

Результаты проведенного исследования под-
тверждают наличие различий в организованных по 
единому принципу протеомах плазмы рыб и мле-
копитающих — по доминированию в них разных 

белков — аполипопротеина А-I (в составе HDL) у 
рыб и альбумина у высших позвоночных. Эти раз-
личия могут быть обусловлены разной природой 
рыб и млекопитающих: первые принадлежат низ-
шим водным пойкилотермным, вторые — высшим 
наземным гомойотермным Vertebrata. Разная при-
рода этих групп позвоночных определяет и особые 
черты их метаболизма. У рыб липиды и их резервы 
в организме играют особо важную роль в энерге-
тическом обмене и обеспечивают плавучесть рыб. 
Поддержание энергетического гомеостаза во время 
голодания рыб напрямую связано со способностью 
печени мобилизовать липидные резервы; в отличие 
от млекопитающих, рыбы значительно легче и эф-
фективнее метаболизируют жирные кислоты (fatty 
acids, FA) [33]. Эти факты, вероятно, и определя-
ют высокое содержание в крови рыб именно АроА 
(HDL) как эффективных переносчиков липидов.

На то, что АроА (HDL) являются более эффек-
тивными транспортерами FA и других липидов, 
чем альбумины, указывает ряд фактов: (1) АроА в 
составе HDL участвуют на всех этапах прямого и 
обратного транспорта липидов, а Alb — в транс-
порте FA только на заключительном этапе их пе-
редачи от Аро клеткам; (2) Аро синтезируются в 
более широком перечне тканей, чем Alb; (3) HDL 
обеспечивает больший объем транспорта липидов, 
чем Alb, имеющий ограниченное число сайтов свя-
зывания FA; (4) HDL транспортируют более ши-
рокий спектр липидов, чем Alb; (5) HDL передают 
липидов клеткам разнообразными способами (пас-
сивный и рецептор-опосредованный транспорт) и 
представлены широким размерно-композицион-
ным рядом, в котором разные формы АроА за счет 
разного сродства к лигандам охватывают и контро-
лируют все липидные потоки в организме — все эти 
достоинства АроА (HDL) в целом позволяют пред-
положить возможность организации липидных по-
токов в крови рыб и без участия Alb [34]. 

У млекопитающих сывороточный альбумин за-
рекомендовал себя как эффективный транспорт-
ный белок, но, как показано выше, с более ограни-
ченными возможностями для транспорта липидов. 
Вероятно, такой транспортный профиль Alb обу-
словлен наличием в плазме млекопитающих специ-
ализированных белков, отвечающих за транспорт 
разных групп лигандов: HDL (транспорт, прежде 
всего, липидов и других соединений), гаптоглоби-
нов (связывание свободного гемоглобина), гемо-
пексина (связывание гема), трансферрина (связы-
вании железа) и др. [35]. Наземный образ жизни, 
потребовавший выраженной барьерной функции 
стенки капилляра в отношении белков, определил 
основной способ реализации белками плазмы мле-
копитающих осмотической активности — с участи-
ем эффекта Доннана. С помощью этого механизма 
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наиболее эффективно проявил себя альбумин. Он 
оказался идеальным белком для выполнения и ос-
мотической функции и транспорта ряда физиоло-
гически важных лигандов, в связи с чем эволюция 
протеома плазмы наземных позвоночных шла по 
вектору наращивания его содержания в плазме. А 
HDL в крови млекопитающих являются важными 
транспортными и стабилизирующими “платфор-
мами”, но, судя по их незначительной концентра-
ции, вносящими невысокий вклад в осмотические 
свойства плазмы.

Исследования вопросов, касающихся разной 
функциональной нагрузки тех или иных белков в со-
ставе тканевых протеомов, а также функциональной 
компенсации “утерянных” в ходе эволюции белков, 
несомненно, представляют фундаментальный ин-
терес. С другой стороны, исследование структуры 
и функций разных стабилизирующих “платформ” 
плазмы крови позвоночных — HDL и Alb — пред-
ставляет и практический интерес, например в наби-
рающей обороты области конструирования искус-
ственных или рекомбинантных частиц rHDL [36]. 
В инфузионной терапии несмотря на то, что аль-
бумин считается золотым стандартом коллоидных 
плазмозаменителей, вопрос о его роли и эффектах 
остается предметом продолжающейся дискуссии 
[37], в связи с чем вполне закономерен интерес к аль-
тернативным естественным коллоидам, в том числе 
и HDL. Учитывая, что осмотические характеристи-
ки плазмы крови пресноводных костистых рыб и 
человека совпадают в норме и при гипернатремии, 
изучение ремоделирования HDL под влиянием Na+ 
и сопутствующих ремоделированию осмотических 
эффектов плазмы у модельных видов рыб — может 
быть полезно для совершенствования протоколов 
лечения гипернатремии у человека [38, 39].
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SEARCH AND IDENTIFICATION OF SERUM PROTEINS WITH HIGH 
OSMOTIC ACTIVITY IN PIKE ESOX LUCIUS

A. M. Andreevaa, *,  Z. M. Bazarovaa,  M.A. Konstantinovb,  I. Yu. Toropygina, b,  R. A. Fedorova,  
D. V. Garinaa, and A. S. Vasilieva

 aI. D. Papanin Institute for Biology of Inland Waters RAS, Borok, Yaroslavskaya oblast, Russia 
bV. N. Orekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, RAS, Moscow, Russia 

*E-mail: aam@ibiw.ru

The search and identification of proteins with high osmotic activity (OAPs) in the blood serum of a representative 
of albumin-containing teleost fish — pike Esox lucius L. were carried out using 2D-electrophoresis and MALDI 
mass-spectrometry. Using the criterion of high negative charge of proteins in disk-electrophoresis, 8 extracellular 
and one intracellular OAPs were identified. Their total relative content was ~60% of the total serum protein con-
centration: ~30% for hemopexin, ~10 and ~12% for proteinase inhibitors and apolipoprotein A (in high-density 
lipoprotein composition), respectively, 3.6% for albumin and "traces" of intracellular Grb14. According to gene 
ontology annotations, the main functions of OAPs are associated with protection and transport, and the mani-
festation of high osmotic activity of OAPs is due to their high negative charge. Comparison of the list of OAPs in 
albumin-containing pike with the list of OAPs in albumin-free teleost fish indicates their coincidence in all ex-
tracellular proteins except albumin. In light of the albumin-free model of capillary exchange, this fact suggests an 
ordinary, rather than a key role of albumin in the control of osmotic homeostasis inside the body. The multiplicity 
of OAPs in the blood of teleost fish distinguishes them from mammals, in which serum albumin specializes in the 
control of capillary fluid exchange. 

Keywords: northern pike, proteins with high osmotic activity, blood serum, electrophoresis, MALDI
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