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Список сокращений 

ADAM-протеазы – мембранные пептидазы семейства адамали-
зинов,  

Aβ – бета-амилоид,  
α2-МГ - α2-макроглобулин, 
АПИ – альфа1-антипротеазный ингибитор, 
АПФ – Angiotensin-converting enzyme, ангиотензинпревращаю-

щий фермент, 
АТФ – аденозинтрифосфат, 
АТФаза – аденозинтрифосфатаза, 
БАПНА – N-α- бензоил - D,L –аргинин паранитроанилид, 
ГГТ – гамма-глутамилтрансфераза,  
MMP – матриксные металлопротеиназы,  
ММ – множественная меланома, 
НАДФН – восстановленный никотинамидадениндинуклеотид, 
ОХС – общий холестерол,  
р21, р27, р53 и др. – белки-регуляторы, 
рО2 – парциальное давление кислорода, 
рСО2 – парциальное давление углекислого газа 
ПАУ – полициклические ароматические углеводороды, 
цПротеасомы – циркулирующие в крови протеасомы, 
TEP – тиоэфирсодержащий белок, 
ТГ – триглицериды, триацилглицеролы,  
ТпА – трипсиноподобные протеиназы, 
ХС ЛПВП – холестерол липопротеинов высокой плотности, 
Шеддазы - внутримембранные пептидазы, 
ЭКДШ – экстракт куколок дубового шелкопряда. 
AAS –аминокислотные последовательности, 
CBP – CREB-связывающий белок, 
СREB – транскрипционный фактор, 
CDK – циклинзависимые киназы, 
DUB – деубиквитинирующий фермент, 
E1s – убиквитин-активирующие ферменты,  
E2s –убиквитин-конъюгирующие ферменты, 
E3s – убиквитин-лигазы, 
FREP – фибриногеноподобные белки, молекулы иммунного 

распознавания 
iCLiPs – внутримембранные протеазы, 
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LCR – locus control region, последовательности, 
MGUS – моноклональная гаммапатия неизвестного генеза 
NK-клетки – естественные киллеры, 
NS – нуклеотидные последовательности, 
RIP – регулируемый внутриклеточный протеолиз, 
SCF - многокомпонентный E3 убиквитин-лигазный комплекс 
SUMO – Small ubiquitin-like modifier, убиквитин-подобные мо-

дификаторы,  
SUMO – Small ubiquitin-like modifier, убиквитин-подобные мо-

дификаторы. 
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Предисловие 

Протеолитические ферменты – ферменты из класса гидролаз, 
которые расщепляют пептидную связь между аминокислотами в 
белках. В настоящее время согласно международной базе MEROPS 
12.0 пептидазы и протеиназы (протеазы) подразделяются на семь 
семейств на основе природы каталитических центров: аспарагино-
вые – тип А, цистеиновые – тип С, сериновые – тип S, металло- тип 
M, треониновые – тип T, глутаминовые тип G, аспарагин-пептид-
лиазы. К семейству U относят неизвестные и плохо изученные про-
теиназы. В монографии рассмотрены три типа протеолиза 1) внут-
римембранный протеолиз, 2) внутриклеточный протеолиз и 
3) АТФ-зависимый убиквитин-протеасомный путь разрушения 
белков.  

Наряду с общепризнанными эффектами протеолиза в разруше-
нии пищевых, токсичных, состарившихся белков, а также функци-
онированием ограниченного протеолиза, протеолиз необходим для 
системы внутриклеточного сигналинга, регулирующего три важ-
нейших клеточных процесса: экспрессию генов, клеточное деление 
и запрограммированную гибель (например, апоптоз). Координато-
рами этих процессов являются регуляторные белки. Отсюда сле-
дует, что отмена управляющего действия сигнального пути во мно-
гом зависит от протеолитического разрушения регуляторных бел-
ков и этот этап системы сигналинга также должен регулироваться. 
В монографии продемонстрировано многообразие протеолитиче-
ских ферментов, которые служат для достижения биологических 
целей более чем в 10 блоках жизненно важных процессов. Поэтому 
изменения системы протеолиза лежат в основе множества патоло-
гических состояний. 

Разработка биологических и медицинских аспектов протеолиза 
требует использования модельных организмов. В настоящее время 
сокращается использование млекопитающих (мыши, крысы, кро-
лики и др.) для экспериментальных целей по этическим и финансо-
вым соображениям. Широко распространенный в водоемах мол-
люск Lymnaea stagnalis был признан модельным организмом для ис-
следования водействия водорастворимых химических агентов в Ев-
ропейском союзе в 2010 году. Переносчиком кислорода у этого мол-
люска является медьсодержащий гемоцианин и в настоящее время 
доступен черновой вариант генома. Кроме того, широко распростра-
нены два других близкородственных вида легочных пресноводных 
моллюсков Planorbarius corneus и Biomphalaria glabrata, у которых 
переносчиком кислорода является железосодержащий гемоглобин, а 
для последнего моллюска доступен аннотированный геном.  
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С помощью биоинформатических подходов было установлено 
время дивергенции легочных пресноводных моллюсков (182 мил-
лиона лет тому назад), а также высказана гипотеза о предшествен-
нике гемоцианина – тирозиназе. 

В монографии представлены данные об исследовании молеку-
лярно-структурной гомологии 75 протеолитических ферментов у 
распространенных в водоемах Республики Беларусь легочных 
пресноводных моллюсков Lymnaea stagnalis (прудовики) и 
Planorbarius corneus (катушки), отличающихся по типу транспорта 
кислорода. Высказано предположение, что эти виды моллюсков, 
введенные в аква-культуру, могут служить источником протеоли-
тических ферментов для потенциальной заместительной терапии, 
заменив при этом, например, камчатского краба или высокоорга-
низованных млекопитающих. Кроме того, прудовики и катушки 
были использованы для воспроизведения нарушений белкового об-
мена после введения антиметаболита метионина – этионина, нару-
шений углеводного обмена после введения стрептозотоцина и дей-
ствия ионизирующего излучения. Эти данные позволяют рекомен-
довать данные виды легочных пресноводных моллюсков для до-
клинических испытаний субстанций, планируемых для использо-
вания в фармацевтике, косметике и пищевой промышленности. 

Авторы выражают благодарность заведующему кафедрой об-
щей химии Белорусского государственного медицинского универ-
ситета доценту В.В. Хрусталеву за консультативную поддержку 
биоинформатических исследований, а также магистрантам и аспи-
рантам кафедры химии и естественнонаучного образования Витеб-
ского государственного университета имени П.М. Машерова 
В.В. Долматовой, Е.И. Кацнельсон, И.О. Семенову за техническую 
помощь в выполнении исследований. .
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ГЛАВА 1. ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ СИГНАЛИНГ  
И ПРОТЕОЛИЗ 

Около 5% генома многоклеточных организмов участвует в ко-
дировании ферментов протеолиза. Ранее протеазы считали молеку-
лярными единицами удаления «мусора», которые просто дегради-
ровали отработанные белки для поддержания общего гомеостаза. 
Однако подробные исследования протеазной функции за послед-
ние несколько десятилетий продемонстрировали, что эти фер-
менты намного сложнее, потому что они играют ключевые роли в 
1) экспрессии генов, 2) пролиферации клеток и 3) апоптозе.  

Протеолитические ферменты – ферменты из класса гидролаз, 
которые расщепляют пептидную связь между аминокислотами в 
белках. В настоящее время согласно международной базе MEROPS 
12.0 (https://www.ebi.ac.uk/merops/whatsnew.shtml) пептидазы и 
протеиназы (протеазы) подразделяются на семь семейств на основе 
природы каталитических центров: аспарагиновые – тип А (впервые 
описаны в 1993 г.), цистеиновые – тип С (1993 г.), сериновые – тип 
S (1993 г.), металло- тип M (1993 г.), треониновые – тип T (1997 г.), 
глутаминовые тип G (2004 г.), аспарагин-пептид-лиазы (2010 г.). 
К аспарагиновым протеазам относят катепсины D, E, ренин, пеп-
син, пресенилины и др.; к цистеиновым протеазам – каспазы, ка-
тепсины, кальпаины, амидофосфорибозилтрансфераза и др.; к се-
риновым – панкреатические ферменты, эластаза, нуклеопорин, 
лактоферрин, калликреины, олигопептидазы и др.; к металлопеп-
тидазам – амино- и карбоксипептидазы, АДАМ и др.; к металло-
протеиназам относят цинк-зависимые ферменты межклеточного 
матрикса (коллагеназы, желатиназы, стромелизины); к треонино-
вым – протеасомные ферменты; к глутаминовым – кислые нечув-
ствительные к пепстатину протеазы – эколизины; к аспарагин-пеп-
тид-лиазам – белки оболочек вирусов, аутотранспортерные белки, 
интеин-содержащие белки. К семейству U относят неизвестные и 
плохо изученные протеиназы [1].  

В авторитетном журнале Федерации Европейских Биохимиче-
ских Обществ в 2016 году был опубликована статья, содержащая 
рисунок «Human protease landscape» рисунок 1 [2]. 
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Рис. 1. Протеазы человека 
 

Наличие семи семейств пептидаз связано с тем, что пептидная 
связь образуется между аминокислотами четырех групп по поляр-
ности боковых цепей (радикалов): гидрофобные незаряженные, 
гидрофильные незаряженные, отрицательно заряженные и положи-
тельно заряженные. Для ферментативного гидролиза этих связей 
требуются дополнительные условия, например, по величине рН, 
требуемой для оптимального гидролиза. Поэтому в пищеваритель-
ном тракте человека имеются пищеварительные полости желудка с 
рН 5-1 (для реннина у вскармливаемых молоком, а также гастрик-
сина и пепсина у взрослых), в 12-перстной кишке слабощелочная 
реакция создает условия для гидролиза белков трипсином, химот-
рипсином, эластазой, коллагеназой, карбоксипептидазами, а в тон-
ком кишечнике требуется нейтральное значение рН для действия 
аминопептидазы, три- и дипептидаз.  

Белки регулируют процессы, происходящие внутри клеток, ис-
пользуя пять основных механизмов: 

 взаимодействие с молекулами ДНК (факторы транскрипции);  
 с использованием фосфорилирования (протеинкиназы) или 

дефосфорилирования (протенинфосфатазы) регулируемых белков;  
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 путем взаимодействия с молекулами рибосомы или РНК (фак-
торы регуляции трансляции);  

 воздействие на процесс удаления интрона (факторы регуляции 
сплайсинга);  

 влияние на скорость деградации других белков (убиквитин-
протеасомный путь). 

В данном разделе будет обсуждена роль протеолиза в регуляции 
метаболизма и жизнедеятельности клетки, в том числе 1) внутри-
мембранный протеолиз, 2) внутриклеточный протеолиз и 3) АТФ-
зависимый убиквитин-протеасомный путь разрушения белков. 

 
Внутримембранный протеолиз. 
На рисунке 2 показана общая схема внутримембранного протео-

лиза. Следует учитывать, что мембраны представляют собой фос-
фолипидные бислои, в которых снаружи располагаются гибро-
фильные «головки» или функциональные группы молекул (напри-
мер, 3-ОН группа свободного холестерола), а внутри – гидрофоб-
ная зона жирнокислотных остатков фосфолипидов и циклопентан-
пергидрофенантреновых структур стероидов. В гидрофобной обла-
сти мембраны ферменты практически не работают. 

 

 
 

Рис. 2. Схема регулируемого внутримембранного  
протеолиза (RIP) [3; 4] 

 

На рисунке представлены три последовательных этапа внутри-
мембранного протеолиза интегральных «прошивающих» мем-
брану белков. A: интегральные мембранные белки передают сиг-
налы через липидный бислой и регулируют как ядерные, так и ци-
тозольные эффекторы. B: в случаях RIP внеклеточный домен отде-
ляется ферментами шеддазами и освобожденный эктодомен (ED) 
может расщепляться или выполнять другие функции. Напомним, 
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что доменом называют анатомически и функционально обособлен-
ную часть белковой молекулы. C: после удаления эктодомена 
оставшийся сегмент трансмембранного белка становится доступ-
ным субстратом для внутримембранного протеолитического рас-
щепления iCLiP. Действие iCLiP приводит к высвобождению внут-
риклеточного домена (ICD) в цитоплазму для регуляции ядерных и 
цитоплазматических процессов. iCLiPs – это внутримембранные 
протеазы, которые 1) участвуют в сигнальных путях (например, 
Notch), 2) обладают протеасомоподобной активностью, 3) удаляют 
белки, «засоряющие» мембраны [5]. На рисунке 3 показаны два ва-
рианта внутримембранного протеолиза, обеспечивающих разные 
сигнальные эффекты освобожденных белковых доменов. 

 

 
 

A: прямая регуляция экспрессии генов ядра. Ферменты ADAM-17 и γ-
секретаза отщепляют эндодомен E4ICD, который переносится в ядро и 
выступает как транскрипционный фактор.  

B: цитозольная функция и вторичные ядерные эффекты. Регулируе-
мый внутримембранный протеолиз N-кадгерина ADAM-17 и γ-секретазой 
приводит к высвобождению эндодомена CTF2, который 1) вызывает ци-
топлазматическую транслокацию и протеасомную деградацию тран-
скрипционного фактора CBP, 2) таким образом, подавляя CREB-опосре-
дованную транскрипцию в ядре [4; 6]. 

 

Рис. 3. Внутримембранный протеолиз в регуляции ядерных 
и цитозольных функций 
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Для реализации внутримембранного протеолиза широко ис-
пользуются ADAM-протеазы (рисунок 4). ADAM-протеазы (аббре-
виатура А Disintegrin and Metalloproteinase, «дезинтегрин и метал-
лопротеиназа» (КФ 3.4.24.46) представляет собой семейство белко-
вых пептидаз, также известных как семейство адамализинов. Такие 
ферменты классифицируются как шеддазы, поскольку они расщеп-
ляют внеклеточный фрагмент мембранных белков (в результате 
скольжения по поверхности клетки). Например, ADAM17 расщеп-
ляет внеклеточную область фактора некроза опухоли, что приводит 
к активации последнего. 

Данный рисунок полезен при ознакомлении с доменной органи-
зацией трансмембранных белков, активацией профермента путем 
удаления N-концевого домена и механизма отщепления эктодо-
мена методом скольжения по внешней поверхности плазматиче-
ской мембраны эукариотической клетки. 

 

 
 

Рис. 4. ADAM-протеазы (Wikipedia) 
 

В настоящее время выделяют эпигенетические регуляторы –со-
единения, которые контролируют работоспособность генов, не 
внося в них изменения, а лишь позволяя или препятствуя таким 
ферментам, как РНК-полимераза, осуществлять процесс тран-
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скрипции. При транскрипции на основе ДНК синтезируются моле-
кулы информационной РНК. Последние переносят информацию, 
содержащуюся изначально в генах, в рибосомы, где происходит об-
разование белков. Обнаружено, что салициловая кислота и ее про-
изводное – дифлунизал – подавляют два белка, которые контроли-
руют активность генов в клетках всего организма. Белок p300 и 
CREB-связывающий белок (CBP) являются эпигенетическими ре-
гуляторами, поддерживающими оптимальное количество других 
белков, вызывающих воспалительные реакции или участвующих в 
делении клеток. Салициловая кислота, блокируя p300 и CBP, 
предотвращает вызванное воспалением повреждение клеток с помо-
щью протеолитических ферментов. Внутри клеток функционируют 
независимые и зависимые от АТФ протеолитические системы [7; 8]. 

 
Внутриклеточный протеолиз. Лизосомы. 
На рисунке 5 схематично представлены 13 типов органелл жи-

вотной клетки. 
 

 
 

1) ядрышко, 2) ядро, 3) рибосома, 4) везикула, 5) ШЭР, 6) аппарат  
Гольджи, 7) цитоскелет, 8) ГЭР, 9) митохондрии, 10) вакуоль,  

11) цитоплазма, 12) лизосома, 13) центриоль, центросома (Wikipedia) 
 

Рис. 5. Органеллы животной клетки 
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Двенадцатую позицию в списке одномембранных и двумембран-
ных органелл занимают лизосомы. Лизосома – окружённый мембра-
ной клеточный органоид, в полости которого поддерживается кис-
лая среда (рН 4,5-5,0) и находится около 60 растворимых гидроли-
тических ферментов. Это одномембранный органоид, который обра-
зуется путем «почкования» аппарата Гольджи и пузырьков (эндо-
сом), в которые попадают вещества при эндоцитозе. В образовании 
аутолизосом (аутофагосом) принимают участие мембраны эндо-
плазматического ретикулума, например, при аутофагии состарив-
шихся митохондрий. Все белки лизосом синтезируются рибосомами 
на внешней стороне мембран эндоплазматического ретикулума и за-
тем проходят через его полость и через аппарат Гольджи. Лизосомы 
есть во всех клетках млекопитающих, за исключением эритроцитов. 
У растений к лизосомам по способу образования, а отчасти и по 
функциям близки, вакуоли. Лизосома отвечает за внутриклеточное 
переваривание макромолекул, в том числе при аутофагии; лизосома 
способна к секреции своего содержимого в процессе лизосомного 
экзоцитоза; лизосома участвует в некоторых внутриклеточных сиг-
нальных путях, связанных с метаболизмом и ростом клетки. 

На рисунке 6 показаны основные типы клеточной смерти и не-
которые сигнальные пути, запускающие их. Всего в настоящее 
время рассматривается более 20 типов запрограммированной ги-
бели клеток. 

 
 

Рис. 6. Сигнальные пути и клеточная смерть [2] 
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Примечание: Нетоз (англ. NETosis) – это процесс программируемой 
клеточной гибели, сопровождающийся выбросом нейтрофилом внекле-
точной нейтрофильной ловушки (NET - Neutrophil Extracellular Trap). 
Сходные с нейтрофильными ловушками структуры найдены также и при 
исследовании эозинофилов (EET), тучных клеток (мастоцитов - MCET), 
макрофагов, эноцитов насекомых, гетерофилов птиц, клеток корневого 
чехлика растений. Поэтому введён более общий термин - этоз (от 
Extracellular Trap, ETosis) для обозначения любого типа клеточной ги-
бели, в результате которого образуется внеклеточная ДНК-содержащая 
сеть с адсорбированными белками. Было выяснено, что все эти структуры 
входят в систему врождённого антимикробного иммунитета. 

 
Практически запрограммированные типы клеточной гибели 

(например, апоптоз, аутофагия и некоторые другие), а также про-
цессы некроза и аутолиза тканей запускаются нерегулируемыми 
протеолитическими ферментами. К ферментам нерегулируемого 
протеолиза относят: 

• Каспазы (caspase; cysteine-dependent aspartate specific 
protease) – семейство цистеиновых протеаз, расщепляющих белки 
исключительно после аспартата. Каспазы играют важную роль в 
процессах апоптоза, некроза и воспалительных процессах.  

• Гранзимы (granzymes, лат. gran(um) – зерно, крупинка и греч. 
zyme – закваска, дрожжи) – семейство сериновых протеаз, экспрес-
сирующихся исключительно в цитотоксических Т-лимфоцитах и 
клетках натуральных киллерах, которые являются компонентами 
иммунной системы, защищающей высшие организмы от вирусной 
инфекции и клеточной трансформации. Гранзимы составляют 
около 90% массы цитолитических гранул специализированных 
«секреторных» лизосом этих клеток.  

• Катепсины – в основном внутриклеточные протеазы. Боль-
шинство катепсинов проявляют активность внутри лизосом, разру-
шая захваченные клеткой молекулы. По строению активного 
участка катепсины разделяют на цистеиновые, сериновые и аспар-
татные протеазы. 

• Кальпаин/кальпастатиновая протеолитическая система регу-
лирует широкий спектр клеточных процессов. Она представлена во 
всех тканях млекопитающих основными формами Са2+-зависимых 
цистеиновых протеиназ – μ- и m-кальпаинами (КФ 3.4.22.52 и 
3.4.22.53, соответственно) и их ингибитором – кальпастатином. Эта 
высокочувствительная и эффективная система из трех основных 
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компонентов (протеиназ, ингибитора и активатора – Са2+) связана 
внутренней взаимной регуляцией. Дисбаланс этой системы связан 
чаще всего с повышением уровня внутриклеточного Са2+, что и 
приводит к нерегулируемой деградации внутриклеточных струк-
тур, а также усилению кальпаинзависимых путей клеточной ги-
бели. Информация об активности этих внутриклеточных протеоли-
тических ферментов при различных типах клеточной смерти пред-
ставлена в таблице 1. 

 

Таблица 1 
 

Пептидазы при различных типах клеточной смерти [2] 
 

Протеазы Апоптоз Пи-
роптоз Некроптоз Некроз Нетоз

Неопре-
делен-
ный

Каспазы 
3,6,7,8,9,
10 

+++ - (Каспаза-8) - - - 

Каспазы 
1,4,5 - +++ - - - - 

Гранзим 
А - - - - - ++ 

Гранзим 
В +++ + - - - - 

Катепсин 
С (DPPI) +++ - - - + - 

Катепсин 
В + + - ++ - ++ 

Катепсин 
D + - - ++ - + 

Эластаза 
нейтро-
филов 

- - - - + - 

Кальпаин 
1,2 + - - ++ - + 
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Сигнальные пути и регулируемый убиквитин-протеасом-
ный путь деградации белков.  

Сигнальный путь – последовательность молекул, посредством 
которых информация от клеточного рецептора передается внутри 
клетки. Сигнал передается от молекулы к молекуле в строго опре-
делённом порядке, что и позволяет говорить о сигнальном пути. 
Передача сигнала внутри клетки представляет собой цепочку по-
следовательных биохимических реакций, катализируемых фермен-
тами, некоторые из которых активируются вторичными посредни-
ками. Такие процессы обычно бывают быстрыми: их длительность 
порядка миллисекунд (в случае ионных каналов), минут (в случае 
активации протеинкиназ и липид-опосредованных киназ) или ча-
сов (в случае экспрессии генов). Пути передачи сигналов или сиг-
нальные пути часто организуются как сигнальные каскады: коли-
чество молекул белка и других веществ, участвующих в передаче 
сигнала, увеличивается на каждом последующем этапе, когда он 
удаляется от исходного рецептора. В самом общем виде система 
внутриклеточного сигналинга регулирует 3 важнейших клеточных 
процесса: экспрессию генов, клеточное деление и запрограммиро-
ванную гибель (например, апоптоз). Регуляторами этих процессов 
являются регуляторные белки. Отсюда следует, что отмена управ-
ляющего действия сигнального пути во многом зависит от протео-
литического разрушения регуляторных белков и этот этап системы 
сигналинга должен также регулироваться. Например, известны ре-
гуляторные белки клеточного цикла: 

• Положительные регуляторы: циклины, циклинзависимые ки-
назы, транскрипционные факторы семейства E2F. 

• Отрицательные регуляторы: 1) семейство cip/kip, включающее 
гены белков р21, р27 и р57, которые останавливают клеточный 
цикл в фазе G1, связывая и инактивируя комплексы циклин-CDK. 
Белок p21 активируется «хранителем генома» белком р53 (что бы-
вает при повреждениях ДНК), а белок p27 активируется трансфор-
мирующим фактором роста β (TGFβ), известным ингибитором ро-
ста клеток. 2) Семейство INK4a/ARF включает p16INK4a, который 
связывается с CDK4 и останавливает цикл клеток в фазе G1 и 
p14ARF, что предотвращает деградацию p53.  

Далее рассмотрим убиквитин-зависимый регулируемый путь 
протеолиза, тесно связанный с гидролизом АТФ. Деградация, обу-
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словленная убиквитином, представляет собой процесс, который со-
стоит из стадий, включающих убиквитин-активирующие фер-
менты (E1s), убиквитин-конъюгирующие ферменты (E2s) и убик-
витин-лигазы (E3s). Известно, что один E1 активирует механизмы 
конъюгации убиквитина и существует большое количество конъ-
югирующих ферментов E2 и лигаз E3. Протеины, помеченные 
убиквитином, впоследствии распознаются протеасомой для рас-
щепления и фрагментации. Ферментативная природа множества 
E3s и их специфическое распознавание субстрата предопределяют 
их как цели терапии, например, опухолевых заболеваний. Сигналы 
протеолитической деградации более сложные и разнообразные, так 
как с их помощью не только маркируются белки, удаляемые с по-
мощью протеолиза, но и определяется время удаления и скорость 
их протеолитического расщепления [9]. 

На рисунке 7 представлена ленточная модель убиквитина. 
 

 
 

Рис. 7. Убиквитин (Wikipedia) 
 

Убиквитин (от англ. ubiquitous – «вездесущий») – небольшой 
(8,5 кДа) консервативный белок эукариот, состоящий из 76 амино-
кислотных остатков. Он участвует в регуляции процессов внутри-
клеточной деградации белков (в протеасомах). Убиквитин имеет 
семь остатков лизина и N-конец, которые могут служить точками 
присоединения последующих молекул убиквитина: это остатки ли-
зина в положениях K6, K11, K27, K29, K33, K48 и K63. Моноубик-
витинирование – это присоединение одной молекулы убиквитина 
к белку-субстрату. Полиубиквитинирование – это образование по-
лиубиквитиновых цепочек на единственном остатке лизина белка-
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субстрата. После присоединения самого первого остатка убикви-
тина к белку-субстрату следующие молекулы убиквитина могут 
присоединяться к первой; в результате образуется полиубиквити-
новая цепочка. Эти цепочки формируются посредством образова-
ния изопептидной связи между карбоксильной группой С-конце-
вого остатка глицина одной молекулы убиквитина и аминогруппой 
другой молекулы убиквитина, уже связанной с белком-субстратом.  

Обобщенная схема мечения белков для регулируемого протео-
лиза представлена на рисунке 8. 

 

 
 

Рис. 8. Убиквитинирование белков  
как субстратов протеолиза [10] 

 

Убиквитин-активирующий фермент (E1) связывает убиквитин, 
гидролизует ATP и образует тиоэфирную связь между AMФ и 
убиквитином с последующим переносом молекулы убиквитина на 
один из своих остатков цистеина (Cys). Молекула активированного 
убиквитина далее соединяется с одним из ферментов семейства 
убиквитин-конъюгирующих ферментов (E2) и часто вслед за этим 
с убиквитин-лигазой (E3). Процесс конъюгации убиквитина с суб-
стратом может катализироваться как самим E2, так и E2 совместно 
с E3. От меченого субстрата или его продуктов распада убиквитин 
может отделяться с помощью деубиквитинирующего фермента 
(DUB) для повторного использования. 
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На рисунке 9 представлен SCF комплекс, который представляет 
собой многокомпонентный E3 убиквитин-лигазный комплекс, ка-
тализирующий убиквитинирование белков, предназначенных для 
протеасомной деградации. 

Комплекс SCF играет важную роль в управлении клеточным 
циклом, связывая механизмы сигналинга и управляемого протео-
лиза. SCF управляет переходами между фазами G1/S и G2/M. 
Кроме того SCF-Skp2 убиквитинирует и деградирует белки р27 и 
р21, а также G1-/S-специфичный циклин Е. SCF способствует 
также протеолизу в раннем митозе Emi1, ингибитора APC/C-Cdh1 
и Weel1, ингибитора Cdr1, предотвращая вступление клетки в ми-
тоз при наличии серьезных нарушений в материнских хромосомах. 

 

 
 

Рис. 9. SCF комплекс (Wikipedia) 
 

Все вышеперечисленные процессы необходимы для управляемого 
протеолиза меченого белка в протеасомах. Активная 26S протеасома 
состоит из коровой 20S-протеасомы и двух регуляторных частиц 19S 
(PA700) или 11S, которые присоединяются к торцам коровой ча-
стицы. S – константа седиментации частицы при ультрацентрифуги-
ровании. Единицей константы седиментации является Сведберг. От-
ношение скорости седиментации к центробежному ускорению (кон-
станта седиментации) – важная молекулярно-кинетическая характе-
ристика системы. Она зависит от массы и формы частиц фазы или мо-
лекулярной массы макромолекул. С помощью константы седимента-
ции получают как усреднённую характеристику дисперсности, так и 
кривые распределения частиц по размерам или массам (для полиме-
ров – молекулярно-массовое распределение).  

Коровая часть состоит из 28 субъединиц, организованных в че-
тыре семичленных кольца, уложенных друг на друга в виде стопки. 
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20S-протеасома состоит из двух копий семи разных α-субъеди-
ниц и двух копий семи разных β-субъединиц. В протеасомах мле-
копитающих каталитически активными являются только β1-, β2- и 
β5-субъединицы, обладающими пептидил-глутамил-гидролизую-
щей, трипсиноподобной и химотрипсиноподобной активностями, 
соответственно. 

Регуляторная 19S-частица состоит из 19 отдельных белковых 
молекул, которые образуют 9-субъединичное основание, непосред-
ственно взаимодействующее с α-кольцом 20S-коровой частицы, и 
10-субъединичную «крышечку». Шесть из девяти белков основа-
ния являются АТФазами. Расщепление АТФ необходимо для дена-
турации белка (иначе он не проникнет в коровую полость), а также 
для сопряжения разных этапов деградации белка. 19S-частица 
обеспечивает открывание «ворот» в 20S, которые препятствуют 
входу субстратов внутрь протеасомы (рисунок 10). 

 

Вид сбоку Вид сверху

 

Рис. 10. 26S протеасома [10] 
 

Итак, 26S протеасома является большим многосубъединичным 
протеазным комплексом, который 1) разлагает субстрат на неболь-
шие пептиды и 2) рециркулирует метку убиквитина. 20S-протеасома 
или коровая часть (средняя часть на рисунке), несет протеолитиче-
ские сайты во внутренней полости. Регуляторная частица 19S (кры-
шечки сверху и основание снизу коровой части), содержит комплекс 
из различных полипептидов, включая полдюжины различных АТ-
Фаз, нескольких субъединиц, связывающихся с полиубиквитином, и 
деубиквитинизирующих ферментов (DUB), которые расщепляют 
цепь убиквитина из субстрата для его повторного использования. 
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Общая схема АТФ-зависимого убиквитин-протеасомного пути 
деградации белков представлена на рисунке 11. 

 

 
 

Рис. 11. Регулируемый АТФ-зависимый убиквитин- 
протеасомный путь распада белков [11] 

 

Основные этапы процесса: 1) АТФ-зависимая активация убик-
витина; 2-3) присоединение молекулы убиквитина к субстрату-
белку (моноубиквитинирование); 4) полиубиквитинирование; 
5) перенос меченого убиквитином субстрата-белка в каталитиче-
скую полость коровой части протеасомы; 6) освобождение убикви-
тина для повторного использования и выделение пептидов – про-
дуктов протеолитического распада субстрата-белка. 

Клеточные процессы, которые зависят от конъюгации убикви-
тина по остаткам лизина 48 и 63 белков-субстратов представлены 
на рисунке 12. Из анализа этого рисунка следует, что протеолиз 
белков, отвечающих за различные внутриклеточные процессы, тре-
бует разного мечения убиквитином. Для протеасомной деградации 
белков модификации гистонов, эндоцитоза, внутримембранного 
транспорта белков, репаративного синтеза ДНК и регуляции тран-
скрипции требуется моноубиквитинирование белков-субстратов. 
Для протеасомной деградации многих белковых субстратов и регу-
ляторов транскрипционных факторов требуется формирование це-
пей убиквитина по остаткам лизина-48. Полиубиквитинирование 
по остаткам лизина-63 необходимо для протеолиза белков транс-
дукции сигналов, эндоцитоза, перемещения белков в мембранах и 
восстановления повреждений ДНК мутационного характера.  
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В последние годы вошел в обиход термин «убиквитиновый 
код», поскольку существует высокая вероятность мечения белков-
субстратов убиквитином по остаткам лизина в 6, 11, 27, 29 и 33 по-
ложениях, а также формирование разветвленных полиубиквитини-
рованных цепей. 

 

 
 

Рис. 12. Кодирование убиквитином белков, имеющих значение 
для регуляции важных внутриклеточных процессов [10] 

 

Теоретическое значение регулируемого протеолиза для сиг-
налинга можно видеть на примере контроля клеточного цикла. 
Прогрессирование клеточного цикла контролируется упорядочен-
ным действием циклинзависимых киназ (CDK), активированных 
конкретными циклинами, которые разграничивают фазы клеточ-
ного цикла. Митотические циклины, которые сохраняются в 
клетке всего на несколько минут, имеют один из самых коротких 
периодов жизни всех внутриклеточных белков. После того, как 
комплекс CDK-циклин выполнил свою функцию, связанный с ним 
циклин будет полиубиквитинирован и разрушен протеасомой, что 
и обеспечивает направленность клеточного цикла. В частности, вы-
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ход из митоза требует протеасом-зависимой диссоциации регуля-
торного компонента циклина В из комплекса фактора промотора 
митоза.  

Контрольная точка клеточного цикла G1/S фаза включает про-
теасомную деградацию циклина A, убиквитинизации которого спо-
собствовует ассоциация, создающая анафазу (APC), E3-убиквитин-
лигазы. APC и белковый комплекс Skp1/Cul1/F-box (комплекс SCF) 
являются двумя ключевыми регуляторами деградации циклинов в 
контрольных точках клеточного цикла. SCF регулируется APC по-
средством убиквитинирования адаптивного белка Skp2, который 
предотвращает активацию SCF до перехода G1-S. 

Отдельные компоненты частицы 19S протеасомы также играют 
свои регулирующие роли. Так, онкобелок ганкирин является одним 
из компонентов 19S частицы, который также жестко связывает 
циклин-зависимую киназу CDK4 и распознает убиквитинирован-
ный белок р53 через его сродство к ubiquitin ligase MDM2. Ганки-
рин подавляет апоптоз и он сверхэкспрессирован в некоторых ти-
пах опухолевых клеток, таких как гепатоцеллюлярная карцинома 

Существует связь между функционированием протеасомы и 
хранителем генома белком p53. Активатор протеасом PA28γ (регу-
лятор 11S) усиливает протеасомную деградацию белка р53 через 
содействие его взаимодействию с MDM2. Этот механизм ингиби-
рует апоптоз после повреждения ДНК, ограничивая накопление 
р53 (отрицательный регулятор) и демонстрирует участие PA28γ в 
апоптозе и пролиферации клеток. 

Таким образом, можно констатировать, что для нормальной 
пролиферации клеток необходима неповрежденная «здоровая» 
ДНК, которая может преодолеть три главных контрольных рубежа 
(G1-S, G2-М и ранний митоз). При наличии высокого уровня мута-
ций, перемещение клетки по клеточному циклу останавливается 
для репарации ДНК. Если этого не происходит, клетка уничтожа-
ется по механизмам апоптоза. В то же время «бессмертные» опухо-
левые клетки научились обходить контрольные точки клеточного 
цикла и ускользать от апоптотического разрушения.  

Другой важный для теоретической биологии вывод можно сде-
лать о том, что наряду с 1) нуклеотидным генетическим кодом 
включения аминокислот в полипептидные цепи, 2) углеводным 
кодом гликопротеинов для взаимодействия антигенов с антите-
лами, рецепторов с лигандами и др. существует 3) убиквитиновый 
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код для целенаправленного мечения подлежащих уничтожению 
белков. 

Авторы считает логичным и необходимым для развития идеи 
взаимосвязей сигналинга и протеолиза посоветовать молодым ис-
следователям использовать даже в простейших работах междуна-
родные базы данных. Назовем две из них. 

1. Proteolysis MAP (PMAP) представляет собой интегрирован-
ный веб-ресурс, ориентированный на протеазы. Логотип этой базы 
данных:  

 

PMAP – предназначен для помощи исследователям протеаз в 
обсуждении роли протеолитических сетей в метаболических путях. 
Публикация: “PMAP”: databases for analyzing proteolytic events and 
pathways”. Nucleic Acids Research. 37: D611–D618. Базу можно 
найти по адресу, представленному в Wikipedia: doi: 
10.1093/nar/gkn683. PMC2686432. PMID 18842634. 

2. MEROPS является онлайновой базой данных для пептидаз 
(также известных как протеазы, протеиназы и протеолитические 
ферменты) и их ингибиторов [2]. Схема классификации пептидаз 
была опубликована Rawlings и Barrett в 1993 году [3], а для инги-
биторов белка - Rawlings et al. в 2004 году [4]. Самая последняя 
версия, MEROPS 12.0, была выпущена в сентябре 2017 года [5]. 
Ссылки 1-5 в Википедии, свободная энциклопедия. 

Команда MEROPS - Нейл Д. Ролингс и Алан Дж. Барретт в Ев-
ропейском институте биоинформатики EMBL, Cambridge CB10 
1SD, Великобритания (merops@ebi.ac.uk). Авторы MEROPS пи-
шут: «Многие исследователи считают полезным включить данные 
из MEROPS в свои публикации, и это то, для чего мы здесь, но, 
пожалуйста, процитируйте соответствующую публикацию, а 
также URL-адрес. Это Rawlings, N.D., Barrett, A.J., Thomas, P.D., 
Huang, X., Bateman, A. & Finn, R.D. (2018). The MEROPS database 
включает ферменты, их субстраты и их ингибиторы на 2017 в срав-
нении с пептидазами в the PANTHER database. Nucleic Acids Res. 
46, D624-D632. Мы с удовольствием и благодарностью выполняем 
эту просьбу. 
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ГЛАВА 2. ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ПРОТЕОЛИЗА  
И РОЛЬ МОДЕЛЬНЫХ ОРГАНИЗМОВ 

2.1. Практическое значение протеолиза. 
Многообразие протеолитических ферментов служит для дости-

жения более десятка биологических целей: 1) посттрансляционный 
процессинг (например, препроальбумин → проальбумин → альбу-
мин); 2) удаление инициирующего метионина, что определяет пе-
риод полужизни белка (правило N-конца); 3) удаление сигнального 
пептида после целевого транспорта белка через мембрану; 4) Рас-
щепление белков-предшественников для формирования специфич-
ных молекул (биорегуляторов, каскад свертывания крови, система 
комплемента); 5) внеклеточное (пищеварение) и внутриклеточное 
расщепление белков (лизосомы – аутофагия неселективный путь, 
при наличии пептидной последовательностью KFERQ селектив-
ный путь; протеасомы – убиквитинирование и АТФ-зависимый 
протеолиз); 6) «сотовая» регуляция путем активации или дезакти-
вации ферментов метаболических и сигнальных путей, факторов 
транскрипции и рецепторов; 7) управление клеточным циклом че-
рез протеолиз циклинов убиквитин-опосредованным протеолити-
ческим путем; 8) каспазы – протеолитические ферменты апоптоза; 
9) аутопротеолитическое образование доменов фактора фон Вил-
лебранда типа D, домена FrpC Neisseria meningitidis, разрыва связи 
Gly-Ser в подмножестве доменов белка спермы и др.; 10) самопере-
варивание тканей при панкреатите, активация лизосом при сахар-
ном диабете, ревматоидном артрите, развитие болезни Альц-
гейцмера и др.; 11) протеазы могут регулироваться антипротеазами 
или ингибиторами протеаз, и дисбаланс между протеазами и анти-
протеазами может приводить к заболеваниям, например, к разру-
шению тканей легких при эмфиземе.  

Такое разнообразие протеолитических ферментов обеспечивает 
их участие в судьбе, локализации и активности многих белков, 
управлении белок-белковыми взаимодействиями, создании новых 
биоактивных молекул, внесении вклада в обработку клеточной ин-
формации посредством генерирования, преобразовывания, усиле-
ния или отмены молекулярных сигналов. Как прямой результат 
этих множественных действий, протеиназы влияют на репликацию 
и транскрипцию ДНК, пролиферацию и дифференцировку клеток, 
морфогенез и ремоделирование тканей, тепловой шок, ангиогенез, 
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нейрогенез, овуляцию, оплодотворение, заживление ран, мобили-
зацию стволовых клеток, гемостаз, свертывание крови, воспаление, 
иммунитет, аутофагию, старение, некроз, апоптоз и многие другие 
процессы [1–3].  

Поэтому изменения в протеолитических системах лежат в ос-
нове множества патологических состояний. Например, в патоге-
незе синдрома Папийона-Лефевра важную роль играет катепсин С, 
лимфомы Ходжкина – катепсины B, H, L, S, дерматитов и заболе-
ваний кишечника – металлопротеаза 17, повреждений кожи – эпи-
лизин (ММР 28), рецессивного дистрофического буллезного эпи-
дермолиза – ММР 1, лимфоаденопатии – DDP IV (сериновая про-
теаза), псориаза и ревматоидного артрита – арг-, ала-, лей-амино-
пептидазы и DDP IV, псориаза и себореи – каспаза 14, аллергиче-
ского контактного дерматита – триптаза.  

Внутрикожный и подкожный пути введения терапевтических 
белков и вакцин могут снижать их биодоступность за счет протео-
литических ферментов кожи, подкожной клетчатки, лимфатиче-
ских путей и лимфатических тканей [4]. Это особенно важно для 
успешности вакцинации населения в условиях пандемии COVID-
19 [5; 6]. В связи с пандемией особый интерес представляют также 
малоизученные природные резервуары коронавирусов в водной 
среде и сточных водах, а также их связь с водной биотой, включая 
легочных пресноводных моллюсков [7]. При этом важна связь про-
теолиза и регуляции вирулентности патогенов [8].  

В настоящее время ферментативная терапия – очень перспек-
тивное направление лечения состояний, вызванных фиброзными и 
рубцовыми процессами и связанных с чрезмерным накоплением 
коллагена. При недостаточности матриксных металлопротеиназ 
используют коллагеназы из Clostridium histolyticum и из поджелу-
дочной железы краба Paralithodes camtschatica из семейства 
Lithodidae. Целесообразен поиск более доступных и близких к че-
ловеческим протеиназам протеолитических ферментов животных 
[9]. Используя флуоресцентные молекулярные маяки ближнего ин-
фракрасного диапазона и методы инверсии, удалось получить трех-
мерные изображения протеазы in vivo (метод молекулярной томо-
графии протеолитической активности) [10].  
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Показательно исследование циркулирующих протеасом (ц-Про-
теасомы) в онкологии. Wada et al. (1993) были первыми, кто обна-
ружили ц-Протеасомы в человеческой сыворотке крови у пациен-
тов с гематологическими злокачественными новообразованиями. 
Jakob et al. (2007) были первопроходцами в изучении прогностиче-
ского значения уровня ц-Протеасом у больных раком. Они обнару-
жили, что средний уровень ц-Протеасом был значительно повышен 
у пациентов с недавно диагностированной активной множественной 
меланомой (ММ) по сравнению с «тлеющей» MM, моноклональной 
гаммапатией неясного генеза (MGUS) и здоровыми донорами. 

Интересно, что у пациентов с полным или частичным ответом 
на лечение, был снижен уровень ц-Протеасом по сравнению с та-
ковым до начала лечения. Если нет ответа на лечение, нет и значи-
тельного снижения ц-Протеасом. Было также отмечено, что у па-
циентов с уровнем ц-Протеасом выше 380 нг/мл была ниже общая 
выживаемость, чем у пациентов с нормальной концентрацией ц-
Протеасомы после лечения (рис. 13). 

 

 

 

Рис. 13. Уровни ц-Протеасом у здоровых людей 
по сравнению с больными моноклональной гаммапатией 

неизвестного генеза (MGUS) и множественной миеломой (MM) 
(Elisabet E. Manasanch et al., 2014) [11] 

 



А.А. Чиркин, О.М. Балаева-Тихомирова 
 

30 

Разработка биологических и медицинских аспектов протеолиза 
требует использования модельных организмов. По классическим 
представлениям Г. Карпа [12] существуют шесть основных модель-
ных организмов: Escherichia coli (для прокариот), Saccharomyces 
cerevisiae (для эукариот), Arabidopsis thaliana (для растений), 
Caenorhabditis elegans (клеточный цикл, нейробиология), 
Drosophila melanogaster (генетика), Mus musculus (человек). При 
доклинических испытаниях и отработке лечебных технологий 
обычно используются млекопитающие (крысы, кролики, собаки, 
свиньи, обезьяны). Однако из-за этических причин и дороговизны 
их применение сокращается. В то же время эксперименты на кле-
точных культурах не решают многие проблемы межклеточного 
взаимодействия в тканях организма, требуют специального обору-
дования, реагентов и специалистов-морфологов. Поэтому внима-
ние исследователей привлекают простейшие многоклеточные эу-
кариотические организмы, в которых представлены основные типы 
клеток, межклеточных взаимодействий, метаболизма и регулятор-
ных систем. Широко распространенные легочные пресноводные 
моллюски были кандидатами тест-организмов для нейробиологии 
и экотоксикологии [13]. Во второй половине ХХ века лауреаты Но-
белевской премии А. Ходжкин, Э. Хаксли и Э. Кандел, признали, 
что легочные пресноводные моллюски могут служить моделями 
для понимания основных нейробиологических процессов [14; 15]. 
К настоящему времени у них идентифицировано около 100 нейро-
пептидов [16], определены механизмы памяти, в том числе опреде-
лена роль микро-РНК (Lym-miR-137) [17; 18], исследованы меха-
низмы проявлений паркинсонизма [19] и др.  

В Республике Беларусь такие исследования осуществляются 
под руководством проф. А.В. Сидорова [20]. Широко распростра-
ненный в водоемах моллюск Lymnaea stagnalis был признан мо-
дельным организмом для исследования водействия водораствори-
мых химических агентов в Европейском союзе в 2010 году [21]. 
Разработаны детальные требования к проведению строго контро-
лируемых экотоксикологических исследований в течение всей или 
части жизни моллюска [22–25]. Инициаторами многочисленных 
исследований по этому направлению в Республике Беларусь явля-
ются д.б.н. А.П. Голубев и проф. С.Е. Дромашко [26–28].  
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Обширные геномные, транскриптомные, протеомные и метабо-
ломные данные, полученные для легочных пресноводных моллюс-
ков доступны в международных базах данных. Не аннотированный 
черновой геном Lymnaea stagnalis уже доступен в базе данных 
NCBI, и в настоящее время предпринимаются усилия по созданию 
аннотированного генома. Это позволит моделировать процессы хи-
ральности, репродукции, иммунитета, взаимодействия паразит-хо-
зяин, острых и хронических адаптивных реакций и проявлений 
ряда заболеваний человека [13]. На легочных пресноводных мол-
люсках применен метод редактирования генома CRISPR / Cas9, 
удостоенный Нобелевской премии в 2020 году [29; 30]. Это откры-
вает новые возможности для использования легочных пресновод-
ных моллюсков как модельных организмов различных патологиче-
ских процессов, а также на доклинических этапах исследования 
фармакодинамики биологически активных веществ. 

Авторами монографии накоплен определенный опыт по исполь-
зованию продуктов гистолиза клеток и протеолиза белков для ис-
пользования в качестве антиоксидантных веществ, биостимулято-
ров, корректоров нарушений метаболизма [31–36]. 

2.2 Общие сведения о легочных пресноводных моллюсках. 
Классификация легочных пресноводных моллюсков, обитаю-

щих в водоемах Республики Беларусь представлена на рисунке 14. 
Lymnaea stagnalis [31; 32] 
В конце декабря 2020 года была опубликована статья, в которой 

приведены последние данные о легочном пресноводном моллюске 
Lymnaea stagnalis, которые представлены далее [1]. Этот моллюск 
относительно недавно стал привлекательным модельным организ-
мом для изучения молекулярных механизмов в областях биологии 
развития и трансляционной медицины, таких как обучение / память 
и нейродегенеративные заболевания. Преимущество этого мол-
люска заключается в том, что он является гермафродитом, и может 
как скрещиваться, так и спариваться самостоятельно, что значи-
тельно облегчает генетические исследования. Основной темой ис-
следования до недавнего времени являлся хироморфогенез, по-
скольку хиральность очевидна в скручивании оболочки. 
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Обыкновенный прудовик Роговая катушка

Классификация Классификация

Царство – животные Царство – животные

Тип – моллюски Тип – моллюски

Класс – брюхоногие Класс – брюхоногие

Отряд – легочные моллюски Отряд – легочные моллюски

Подотряд – сидячеглазые Подотряд – сидячеглазые

Семейство – прудовики Семейство – катушки

Род – Lymnaea Род – Planorbarius

Вид – Обыкновенный прудовик Вид – Роговая катушка

Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) Planorbarius corneus 
(Linnaeus, 1758)

 

Рис. 14. Классификация легочных пресноводных моллюсков, 
обитающих в водоемах Республики Беларусь 

 

Lymnaea stagnalis – пресноводная улитка, широко известная как 
большая прудовая улитка. Она принадлежит к типу Mollusca, 
классу Gastropoda и семейству Lymnaeidae и широко распростра-
нена в пресноводных водоемах на больших территориях Европы, 
Северной Америки и Азии, за исключением самого южного реги-
она. L. stagnalis предпочитает жить в водах с медленным течением 
или в стоячих водоемах и занимает мелководные края пруда с гу-
стой растительностью, где обычно питается водорослями или гни-
ющими растениями. Иногда моллюск становится плотоядным и 
охотится на тритонов и мелких рыб или своих сверстников-улиток. 
Это легочная форма, и поэтому, помимо обычного вдыхания / вы-
доха кислорода из воды, она дышит легкими, часто поднимаясь на 
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поверхность, чтобы вдохнуть воздух. Эта черта позволяет адапти-
роваться к среде с низким содержанием кислорода. Хотя половоз-
релые L. stagnalis являются гермафродитами, они предпочитают 
перекрестное оплодотворение, как это часто бывает у пресновод-
ных легочных. Они могут выполнять в спаривании как женские, 
так и мужские роли. Улитки откладывают яйца на сорняки и другие 
объекты водоема большими массами около 2–6 см, в которых со-
держится 50–120 яиц. Каждое яйцо темно-желтого цвета имеет диа-
метр около 100 мкм и находится в капсуле овальной формы. Длина 
раковины взрослых улиток составляет 3–5 и 2–3 см соответ-
ственно. Их размер зависит от объема воды, при этом более круп-
ные особи встречаются в больших прудах. Тела улиток желтовато-
серые. Раковины взрослых особей желто-коричневые, в то время 
как у неполовозрелых / молодых улиток раковины более полупро-
зрачные. 

Штаммы L. stagnalis хранятся во многих лабораториях по всему 
миру для различных биологических исследований. В лаборатории 
моллюски содержатся в резервуарах с циркуляцией воды при све-
товом цикле 16 часов света / 8 часов темноты при температуре 20–
22 C. Их кормят кормом для рыб и салатом в молодом возрасте и в 
основном салатом после того, как они вырастут. Размеры выращи-
ваемых в лаборатории улиток и их яичная масса (и, следовательно, 
количество яичных капсул в каждой яичной массе) намного 
меньше, чем в дикой природе. L. stagnalis живет не менее 1 года, а 
иногда и дольше, от 2 до 5 лет. Продолжительность жизни в лабо-
ратории обычно составляет 6–12 месяцев.  

Lymnaea stagnalis – идеальная мишень для ответа на различные 
фундаментальные биологические вопросы. Например, для 
L.stagnalis определение хиральности по материнскому локусу 
единственного гена было показано экспериментально, а позже до-
казано редактированием генома. Вращение микромеров по часовой 
стрелке (CW) и против часовой стрелки (ACW) на третьем этапе 
дробления (от четырех- до восьмиклеточной стадии) для правого и 
левостороннего эмбрионов, соответственно, было самым ранним 
наблюдаемым признаком хиральности. Относительное расположе-
ние четырех микромеров и четырех макромеров на 8-клеточной 
стадии является определяющим для определения хиральности. Во 
время решающего третьего дробления отношения зеркальной сим-
метрии между доминирующими правыми и рецессивными левыми 
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эмбрионами нарушаются, поскольку SD (спиральная деформация) 
и SI (наклон веретена) наблюдаются только для правых эмбрионов. 
Хиральность определяется геном lsdia1 уже на стадии оплодотво-
ренных клеток и прочно устанавливается на стадии восьми клеток 
через контакты микромеры-макромеры.  

Раковины моллюсков отличаются широким разнообразием мор-
фологии, размеров и орнаментов. Раковины состоят из карбоната 
кальция и являются типичными примерами биоминералов. В обла-
сти развития раковины L. stagnalis также служит модельным жи-
вотным. Совсем недавно соответствующие асимметрично экспрес-
сируемые матричные белки раковины моллюсков (SMPs) были об-
наружены с использованием протеомных и транскриптомных 
наборов данных в левой и правой сторонах ткани мантии.  

Относительно простая центральная нервная система (ЦНС) 
L. stagnalis с ее большими и идентифицируемыми нейронами об-
легчила ее принятие в качестве основной модели в исследованиях 
нейрофизиологии и психологии для изучения обучения и памяти. 
Нейроны доступны для подробных электрофизиологических, био-
физических, биохимических и молекулярных исследований. В от-
личие от D. melanogaster и C. elegans, которые являются наиболее 
распространенными и лучше всего охарактеризованными моде-
лями беспозвоночных, L. stagnalis имеет относительно долгую про-
должительность жизни, что позволяет изучать возрастные модифи-
кации, связанные с генетическими, молекулярными и клеточными 
механизмами, и которые обычно требуют времени для проявления 
эффектов. Используя классические эксперименты по кондициони-
рованию с пищевым вознаграждением, были исследованы пере-
крестные помехи между метаболизмом нейронов и формирова-
нием и поддержанием долговременной памяти, а также то, как эти 
механизмы изменяются во время старения. Например, инсулин и 
IGF-1, передача сигналов NO-cGMP и CREB модулируют аспекты 
пластичности в ЦНС L. stagnalis и улучшают способность к обуче-
нию в старшем возрасте. Поэтому считают, что L. stagnalis может 
служить ценной моделью на животных для изучения клеточных 
механизмов, лежащих в основе регенерации нейронов. Кроме того, 
L. stagnalis представляет собой привлекательную платформу для 
исследования нейродегенеративных заболеваний человека, таких 
как болезни Альцгеймера и Паркинсона. Было обнаружено, что не-
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которые гены, имеющие отношение к старению и нейродегенера-
тивным / другим заболеваниям, эволюционно консервативны у L. 
stagnalis. Так наблюдалась прямая связь между введением β-ами-
лоида (Aβ) и потерей консолидированной LTM (долговременной 
памяти) у моллюска, как и у человека. У моллюска есть еще одно 
большое преимущество для нейробиологических исследований, а 
именно отсутствие гематоэнцефалического барьера. Следова-
тельно, например, в исследованиях деменции нет необходимости 
наносить Aβ непосредственно на ткань мозга. Таким образом, кон-
центрацию Aβ можно поддерживать на низком уровне и хорошо 
контролировать для каждого отдельного животного. Потеря па-
мяти, вызванная Aβ, и электрофизиологические изменения могут 
быть изучены в отсутствие гибели нейронов в определенной сети, 
лежащей в основе ассоциативной памяти.  

L. stagnalis может служить мощным инструментом для изучения 
возрастных заболеваний нервной системы путем выявления новых 
молекулярных мишеней для разработки инновационных терапев-
тических стратегий и путем скрининга большого количества соеди-
нений на предмет активности лекарств.  

L. stagnalis служит промежуточным хозяином для более чем ста 
видов трематод, включая птичью шистосому Trichobilharzia szidati, 
возбудителя церкариального дерматита у людей. Более серьезным 
заболеванием является шистосомоз человека, вызываемый не-
сколькими различными паразитами, включая Schistosoma mansoni, 
для которых пресноводная улитка Biomphalaria (B.) glabrata явля-
ется специфическим промежуточным хозяином. Шистосомоз про-
должает влиять на здоровье 220 миллионов человек во всем мире. 
Всемирная организация здравоохранения относит шистосомоз к 
категории «забытых тропических болезней». В течение нескольких 
десятилетий были предприняты значительные усилия, чтобы по-
нять иммунологические реакции B. glabrata на различные микро-
организмы. Как следствие, было задокументировано большое ко-
личество иммунных и чувствительных к стрессу генов и генных 
продуктов, но большинство из них нуждаются в функциональной 
верификации. B. Glabrata, L. stagnalis и Planorbarius corneus фило-
генетически тесно связаны, поэтому представляет интерес иссле-
дования биохимических и генетических процессов у этих видов 
моллюсков параллельно. 
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Адаптировано и изменено с https://www.cdc.gov/parasites/swimmersitch/ 
biology.html 

 

Рис. 15. Жизненный цикл паразита птичьей шистосомы 
Trichobilharzia szidati, который включает L. stagnalis  

в качестве промежуточного хозяина. Церкариальный дерматит 
у людей вызывается паразитом 

 

Lymnaea stagnalis является популярным модельным организмом 
для исследований в экотоксикологии и биоиндикатором водных за-
грязнителей. Исследования токсичности L. stagnalis начали появ-
ляться в конце 1970-х годов, однако именно в конце 1990-х появи-
лось большое количество токсикологических исследований (чув-
ствительность к металлам, например алюминию, ртути, кадмию и 
особенно к свинцу). Моллюск L. stagnalis был принят в качестве 
стандартного тест-организма для экотоксикологических исследо-
ваний в соответствии с рекомендациями ОЭСР по тестам на вос-
производство (OECD, 2016). 

В последние годы L. stagnalis стал популярным объектом для 
эмбриологических исследований. Микроинъекция жидкости ран-
ним зародышам моллюска непроста, но возможна. Яйца предвари-
тельно обрабатывают дитиотреитолом (ДТТ) в течение короткого 
периода времени перед микроинъекцией, чтобы ослабить прочную 
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желточную мембрану яйца. Яйца переносятся в каплю буфера для 
инъекций на предметном столике. Микропипетку заполняют соот-
ветствующими реагентами, такими как мРНК, в воде, свободной от 
нуклеаз, и быстро впрыскивают в эмбрионы с помощью инжектора. 
После инъекции эмбрионы переносятся в стеклянные капиллярные 
пробирки и культивируются до тех пор, пока они не превратятся в 
молодых улиток. Молодь переводят в небольшие аквариумы и вы-
ращивают взрослые особи. Затем проводят гибридизация in situ 
(WISH) – это распространенный метод, используемый для визуали-
зации местоположения экспрессируемых РНК в эмбрионах. Далее 
проводят иммуноокрашивание и вестерн-блоттинг для визуализа-
ции архитектуры веретена с использованием конъюгированных с 
флуорофором антител против β-тубулина. Экспрессия мРНК, син-
тезированная in vitro, важна для понимания молекулярных меха-
низмов во время развития. Недавно было показано, что экспрессия 
синтезированных in vitro мРНК в L. stagnalis возможна путем мик-
роинъекции мРНК флуоресцентных белков, mCherry, DsRed-
Express и усиленного зеленого флуоресцентного белка в яйца до 
первой стадии полярного тельца. Флуоресценция была обнаружена 
в течение нескольких часов после инъекции. Редактирование ге-
нома CRISPR / Cas9 позволяет проводить более целенаправленный 
анализ функции генов. Этот метод был применен к множеству ор-
ганизмов, включая немодельных животных, однако мозаицизм яв-
ляется серьезным препятствием, когда метод используется на эм-
брионах. Трансгенных улиток еще не получено, хотя для моллюс-
ков разработано несколько методов, но они еще не используются 
для функциональных анализов. Возможность создания линии ули-
ток knock-in с использованием метода CRISPR была показана для 
морской улитки, где была достигнута временная трансгенная экс-
прессия. Это может быть будущим направлением, которое позво-
лит получить живую визуализацию целевых генных продуктов. 

В настоящее время создана MolluscDB, база данных 
GenomeHubs для Mollusca, и запущен проект STAGIG по секвени-
рованию генома для L. stagnalis. Была опубликована ранняя (чер-
новая) версия генома, и публикация аннотированных данных о по-
следовательностях с нетерпением ожидается. Существует веб-сайт 
Консорциума по секвенированию Lymnaea stagnalis (http://www. 
lymnaea.org/members.html).  
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Planorbarius corneus [33; 34] 
Моллюски Planorbarius corneus относительно крупный вид ды-

шащих воздухом пресноводных улиток, водного легочного брюхо-
ногого моллюска из семейства Planorbidae, у которых все рако-
вины закручены в левую спираль. Полное название Planorbarius 
corneus (Linnaeus, 1758). Доступ через: Всемирный регистр мор-
ских видов по адресу http://www.marinespecies.org/aphia.php?p= 
taxdetails&id=819958 на 2014-11-06. Все виды семейства 
Planorbidae имеют левозакрученную раковину. Planorbarius 
corneus – это самый крупный европейский вид улиток, размер ра-
ковины которых в зрелом виде обычно составляет 35 мм. Раковина 
по спирали имеет от 3 до 4,5 округлых оборотов с глубокими 
швами, причем последний оборот преобладает. Верхняя сторона 
слабо вдавлена, а нижняя – глубоко вдавлена (с нижней стороны 
приплюснута, а с верхней стороны шпиль утоплен). Киля нет. Ра-
ковина светло-желтоватая с коричневым, красноватым или зелено-
ватым оттенками, радиально и спирально слабо исчерченная.  

Planorbarius corneus распространялся из Западной Европы через 
Центральную Европу, затем на Кавказ, на север в Сибирь и на юг 
до Ближнего Востока. В Западной Европе он был зарегистрирован 
в Бельгии, Франции и на Британских островах. Он не встречается в 
Испании, но был зарегистрирован на некоторых испанских и пор-
тугальских атлантических островах, включая Мадейру, Азорские 
острова, Канарские острова. Этот вид также встречается в Запад-
ной Азии, он был зарегистрирован в Казахстане, Иране, западных 
регионах России, Турции, Туркменистане и Узбекистане.  

Этот легочной пресноводный моллюск обитает в неподвижной 
или медленно текущей воде, где хорошо растет множество различ-
ных видов прудовых водорослей и где в воде много растворенного 
кальция. Этот вид улиток является промежуточным хозяином для 
нескольких видов паразитов: первый промежуточный хозяин для 
Prosthogonimus ovatus и Apatemon gracilis; первый и второй проме-
жуточный хозяин для Hypoderaeum conoideum; промежуточный хо-
зяин для Syngamus trachea; промежуточный хозяин для Typhloiscoi.  

Размножение происходит весной и осенью при температуре 
воды выше 15°С, яйца (диаметром 1,2–1,7 мм) откладываются в 
преимущественно удлиненные капсулы шириной 8–15 мм, каждая 
из них содержит 12–40 яиц, закрепленных на водных растениях; за-
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родыши красноватые с прозрачной раковиной. Молодь вылупля-
ется через 14–16 дней, продолжительность жизни до 3 лет. Воз-
можно самооплодотворение, одно выпущенное животное может 
создать стабильную популяцию, но вылупится только 5% молоди 
из самооплодотворенных яиц.  

Эндогенная система защиты брюхоногих моллюсков способна 
различать «свое» и «чужое» как на клеточным уровне, так и гумо-
ральными компонентами гемолимфы. Вместе со свободно цирку-
лирующими гемоцитами другие защитные клетки обнаруживаются 
в различных тканях и органах. P. corneus обладает двумя циркули-
рующими гемоцита - SH и RH. SH обладают фагоцитарными свой-
ствами, прилипают к стеклу, продуцируют агглютинины, связы-
вают конкавалин A и содержат мураминовую кислоту. RH обла-
дают нефагоцитарными свойствами, не прилипают к стеклу, обра-
зуют розетки с красными кровяными клетками овец, стимулиру-
ются для пролиферации с помощью фитогемагглютинина и пред-
ставляют собой многочисленные типичные маркеры T-лимфоци-
тов позвоночных. RH также способны лизировать предварительно 
маркированные клетки-мишени K562 хромом-51 (51Cr) в классиче-
ском краткосрочном эксперименте по естественной цитотоксично-
сти, и эта функция модулируется человеческим рекомбинантным 
интерлейкином-2. Кроме того, SH и RH играют роль в распознава-
нии чужеродной ткани, SH способны инкапсулировать и фагоцити-
ровать посторонний материал, а RH с их NK (естественным килле-
ром) могут действовать как позвоночные цитотоксические Т-лим-
фоциты или NK-клетки. Таким образом, можно сделать вывод, что 
RH имеет характеристики, напоминающие позвоночные Т-лимфо-
циты, тогда как SH относится к категории макрофагов. В отноше-
нии гуморального компонента были описаны различные факторы, 
такие как лизосомальные ферменты, лизины и агглютинины или 
лектины. В P. corneus был выделен природный гликопротеиновый 
агглютинин. Обнаружены взаимосвязи между иммунной и нейро-
эндокринной системами. Кортикотропин (АКТГ) и β-эндорфин-
иммунореактивные молекулы были обнаружены в сыворотке и SH, 
и эти молекулы, по-видимому, играют физиологическую роль в 
процессе фагоцитоза и в реакции стресса.  

Biomphalaria glabrata [35–38] 
Biomphalaria glabrata – это разновидность дышащих воздухом 

пресноводных улиток из семейства Planorbidae. Biomphalaria 
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glabrata является промежуточным хозяином для трематоды 
Schistosoma mansoni, которая является одной из основных шисто-
сом, инфицирующих людей. Паразит Schistosoma mansoni вызы-
вает заболевание у более 84 миллионов людей, проживающих на 
Карибские островах, в Южной Америке. Раковина Biomphalaria 
glabrata планиспиральная, то есть, свернута в плоскости, как ве-
ревка, а шпиль раковины утоплен. Раковина животных из есте-
ственных местообитаний обычно оливкового (оливково-серого) 
цвета. Ширина раковины взрослых улиток составляет 6–10 мм. 
Взрослая раковина состоит из арагонита, а иногда также содер-
жится менее 1,5% ватерита, особенно у края раковины. Длина ге-
нома оценивается примерно в 929,10 млн пар оснований (милли-
оны пар оснований; 0,95±0,01 пг), что является небольшим разме-
ром генома среди брюхоногих моллюсков. Секвенирование всего 
генома было одобрено в качестве приоритета Национальным ин-
ститутом исследования генома человека в августе 2004 года. Пол-
ный геном секвенировали в 2017 г. Хромосомы у этой улитки ма-
ленькие, а гаплоидное число хромосом – 18. Полная последова-
тельность генома из митохондрий этого вида доступна с 2004 года: 
последовательность митохондриального генома состоит из 13670 
нуклеотидов. Предок Biomphalaria glabrata колонизировал Африку 
и превратился во все африканские виды Biomphalaria.  

Biomphalaria glabrata населяет небольшие ручьи, пруды и бо-
лота. Эти улитки могут выжить в течение нескольких месяцев в те-
чение нескольких месяцев, если они удалены из их пресноводной 
среды обитания или когда среда высыхает. Biomphalaria glabrata 
также может выжить до 16 часов в анаэробной воде с использова-
нием молочнокислого брожения. Как и другие виды, эта улитка 
«светочувствительна» и может быть повреждена при искусственном 
освещении. Biomphalaria glabrata питается бактериальными плен-
ками, водорослями, диатомовыми водорослями и гниющими макро-
фитами. В неволе их можно кормить кормом для рыб и салатом.  

Улитки Biomphalaria glabrata откладывают яйца с довольно вы-
сокой скоростью (около 1 в день). Одна улитка может отложить 
14000 яиц за всю свою жизнь. Аморфный карбонат кальция появ-
ляется у 54–60-часовых эмбрионов. Кальцификация (образование 
арагонита) зародышевой оболочки начинается в промежутке вре-
мени между 60-часовым и 72-часовым эмбрионами. Вес оболочки 
72-часового эмбриона составляет 0,64 мкг. Вес эмбриональной 
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оболочки 5-дневного (120 часового) эмбриона за очень короткое 
время до вылупления составляет 30,3 мкг, а ширина - 500 мкм. Мо-
лодь улиток вылупляется из яиц в возрасте 5–6 дней. Вес панциря 
молоди составляет 2,04 мг через четыре недели после вылупления. 
За один год в лаборатории может быть до семи поколений. Время 
генерации (время, необходимое улитке от развития яйца до от-
кладки собственного яйца) составляет 4–6 недель. Продолжитель-
ность жизни в естественных условиях составляет 15–18 месяцев. 
Продолжительность жизни в лабораторных условиях может дости-
гать 18–24 месяцев, но обычно составляет 9–12 месяцев. 
Biomphalaria glabrata является одновременным гермафродитом, но 
возможно и самооплодотворение. Слизь этого вида улиток содержит 
видоспецифичные сигналы, которые позволяют отдельным улиткам 
идентифицировать других улиток того же вида, но видоспецифич-
ные компоненты слизи распадаются в течение 10–30 минут.  

Biomphalaria glabrata является основным промежуточным хозя-
ином Schistosoma mansoni в Америке и переносчиком шистосомоза. 
У моллюсков отсутствует адаптивная иммунная система, как у по-
звоночных, и вместо этого они используют различные врожденные 
механизмы, включающие клеточно-опосредованные и гумораль-
ные реакции (неклеточные факторы в плазме / сыворотке или гемо-
лимфе), которые взаимодействуют для распознавания и устранения 
вторжения патогенов или паразитов. Однако разнообразное семей-
ство белков, связанных с фибриногеном (FREP), содержащих им-
муноглобулин-подобные домены, было обнаружено в Biomphalaria 
glabrata и может играть роль в защите улиток. Циркулирующие ге-
моциты (макрофагоподобные защитные клетки) в гемолимфе 
улитки, как известно, агрегируют в ответ на травму, фагоцитируют 
мелкие частицы (бактерии и грибы) и инкапсулируют более круп-
ные, такие как паразиты. Окончательное уничтожение происходит 
за счет механизмов цитотоксичности, опосредованных гемоцитами, 
с участием неокислительных и окислительных путей, включая ли-
зосомальные ферменты и реактивные промежуточные соединения 
кислорода / азота. Определенные аллели цитозольной Zn-зависимой 
супероксиддисмутазы меди были связаны с резистентностью. 

Интересно, что фенотип паразита (инфекционный или неинфи-
цированный) выражается как функция генотипа конкретного хозя-
ина, в который он входит. Точно так же фенотип хозяина (воспри-
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имчивый против невосприимчивого) выражается как функция ге-
нотипа паразита, который он несет (Theron et al., 2014). Молекуляр-
ные механизмы, лежащие в основе высокого уровня иммунной спе-
цифичности, наблюдаемой в этих взаимодействиях, основаны на 
образовании комплексов между определенным набором высокопо-
лиморфных молекул: молекулами иммунного распознавания, назы-
ваемыми FREP, и тиоэфирсодержащим белком (TEP) из B. glabrata 
и паразита; гликозилированные молекулы муцина, названные по-
лиморфными муцинами Schistosoma mansoni SmPoMucs. Взаимо-
действия между этими гликозилированными полиморфными анти-
генами паразитов вызывают распознавание, запускают специфиче-
ский иммунитет и определяют статус полиморфизма совместимости 
каждой конкретной ассоциации улитка / паразит. 

 
Особенности обмена веществ легочных пресноводных мол-

люсков. 
Все живые организмы разными способами реагируют на изме-

нения окружающей среды. Появление адаптаций обеспечивается 
активацией генетического аппарата, изменением метаболизма 
клетки, а также изменением функционирования всех основных си-
стем организма. Любые сильные воздействия окружающей среды 
вызывают стандартную стресс-реакцию. При кратковременном 
воздействии стрессов умеренной интенсивности происходит уси-
ление функционирования органов и мобилизация организма. При 
интенсивной или длительной стресс-реакции в клетках происходит 
активация процесса свободно-радикального окисления, внутрикле-
точная кальциевая перегрузка, угнетение энергопродукции, сниже-
ние синтеза белка и денатурация белковых структур [9]. 

В настоящее время возросла необходимость оценки влияния 
различных факторов окружающей среды на жизнеспособность ор-
ганизма. К основным маркерам для оценки состояния организма 
относят показатели углеводного, азотного и липидного обменов 
[10; 11]. 

Особенности азотного обмена. Азотный обмен представляет 
собой совокупность химических превращений, реакций синтеза и 
распада азотистых соединений в организме; составная часть об-
мена веществ и энергии. Он включает белковый обмен (совокуп-
ность химических превращений в организме белков и продуктов их 
метаболизма), обмен пептидов, аминокислот, нуклеиновых кислот, 
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нуклеотидов, азотистых оснований, аминосахаров, азотсодержа-
щих липидов, витаминов, гормонов и других соединений, содержа-
щих азот [12]. 

Активность азотного обмена определяют по содержанию об-
щего белка, ДНК, РНК, мочевой кислоты и мочевины. Общий бе-
лок определяет физико-химические свойства гемолимфы. Количе-
ственное соотношение их в гемолимфе в норме относительно по-
стоянно и отражает состояние исследуемого организма [13]. 

Белковые вещества лежат в основе важнейших процессов жиз-
недеятельности. Процессы обмена веществ (пищеварение, дыха-
ние, выделение и др.) обеспечиваются деятельностью ферментов, 
являющихся по своей природе белками. К белкам относятся и со-
кратительные структуры, лежащие в основе движения, а также ток-
сины, антигены и антитела, многие гормоны и другие биологиче-
ски важные вещества [14]. 

Биосинтез белков протекает во всех клетках живых организмов 
и обеспечивает обновление белков организма, процессы обмена ве-
ществ и их регуляцию, а также рост и дифференцировку органов и 
тканей. Белки синтезируются в тканях из свободных аминокислот 
при участии нуклеиновых кислот [15]. Процесс биосинтеза белков 
протекает с потреблением энергии, которая запасается в виде аде-
нозинтрифосфорной кислоты (АТФ).  

Одними из наиболее распространенных источников азота в ор-
ганизме являются аминокислоты. Они значимы как в синтезе 
белка, так и в синтезе пуриновых и пиримидиновых оснований, 
входящих в состав дезоксирибонуклеиновой и рибонуклеиновой 
кислот (ДНК и РНК). Биосинтез пуриновых нуклеотидов, начина-
ющийся с рибозил-5-фосфата, проходит через многочисленные 
стадии и завершается образованием инозиновой кислоты. При этом 
требуется участие глутамина в качестве источника азота в третьем 
и девятом положениях, глицина – в седьмом положении и угле-
рода – в четвертом и пятом положениях. Аспарагиновая кислотата 
– источник азота в первом положении. Атомы углерода (второй и 
восьмой) доставляет формильное производное тетрагидрофолие-
вой кислоты, и, наконец, углерод на шестом месте кольца пурина 
берется из бикарбоната. При последующем образовании аденило-
вой кислоты используется аспарагиновая кислота, азот которой 
обеспечивает аминогруппу, стоящую при шестом углеродном 
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атоме пуринового кольца. При синтезе гуаниловой кислоты амино-
группа при втором углеродном атоме берется из глутамина [16]. 

Синтез пиримидинов начинается с образования богатого энер-
гией соединения – карбамилфосфата из аммиака, бикарбоната, 
АТФ как источника энергии и, наконец, N-ацетилглутаминовой 
кислоты в качестве активатора. Карбамильная группа карбамил-
фосфата ферментативно переносится на аспарагиновую кислоту. 
Через образовавшуюся карбамиласпарагиновую кислоту, дигидро-
оротовую и оротовую кислоты образуется оротидиловая кислота, 
переходящая в уридиловую кислоту и уридинтрифосфат (УТФ). 
Путем аминирования УТФ образуется цитидинтрифосфат (ЦТФ), 
последняя реакция представляет собой регулируемый процесс по 
закону обратной связи: ЦТФ тормозит образование карбамиласпа-
рагиновой кислоты, а АТФ снимает это торможение. Таким обра-
зом, образование пиримидиновых нуклеотидов, входящих в состав 
нуклеиновых кислот, регулируется соотношением содержания 
ЦТФ и АТФ [17]. 

В синтезе нуклеиновых кислот участвуют нуклеотиды. Синтез 
ДНК осуществляется ферментами – ДНК-полимеразами, для кото-
рых субстратами служат дезоксирибонуклеозидтрифосфаты. Обра-
зование дезоксирибонуклеотидов происходит в результате слож-
ного процесса восстановления рибонуклеотидов при действии не-
чувствительного к нагреванию белка – тиоредоксина. Восстанов-
ленная форма тиоредоксина образуется под действием редуктазы 
(фермента флавопротешговой природы), коферментом которого 
служит восстановленный никотинамидадениндпнуклеотидфосфат 
(НАДФН) [18]. 

Избыточный азот выводится из организма в виде мочевины и 
мочевой кислоты. Мочевая кислота образуется при расщеплении 
пуриновых нуклеотидов. Содержание мочевой кислоты оказывает 
влияние на состояние здоровья исследуемого организма. Сдвиги 
содержания данного продукта обмена в гемолимфе как в сторону 
повышения, так и в сторону понижения, зависят от двух процессов: 
образования кислоты в гепатопанкреасе и времени выведения ее, 
которое могут изменяться вследствие различных неблагоприятных 
внешних воздействиях факторов окружающей среды. Мочевина 
является конечным продуктом метаболизма и образуется при уча-
стии ферментов орнитинового цикла. Данный цикл представляет 
собой последовательность ферментативных реакций, в результате 
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которых происходит ассимиляция NH3 (в виде NH4+) и синтез мо-
чевины, которая выводится из организма. Мочевина является од-
ним из конечных продуктов распада белков и образуется в гепато-
панкреасе [19].  

Синтез ДНК сопровождается освобождением молекул пирофос-
фата в количестве, соответствующем числу молекул нуклеозидтри-
фосфатов, вступивших в реакцию. ДНК и вновь синтезированный 
полинуклеотид образуют вместе двуспиральную ДНК. Образовав-
шаяся восстановленная форма тиоредоксина участвует в образова-
нии дезоксинуклеозиддифосфатов (дНДФ) путем переноса редуци-
рующих эквивалентов на акцептирующие их нуклеозиддифосфаты 
(НДФ). Вновь образованная ДНК и служившая шаблоном ДНК мо-
гут на своих концах соединиться под влиянием фермента ДНК-ли-
газы и образовать циклическую структуру ДНК [20]. 

Синтез специфических для организма белков контролируется 
молекулами ДНК, входящих в состав хроматина клеточных ядер. 
На одном из тяжей ДНК по закону комплементарности происходит 
синтез информационных, или матричных РНК (мРНК). К фиксиро-
ванным на рибосомах мРНК подходят транспортные рибонуклеи-
новые кислоты, несущие на себе предварительно активированные 
аминокислоты, которые в синтезируемом белке должны быть со-
единены пептидной связью, чем обусловливается специфическая 
первичная структура белков с определенным порядком следующих 
друг за другом аминокислот. Выпадение или нарушение какого-
либо звена в сложном процессе биосинтеза фермента, осуществля-
ющего определенную реакцию в обмене веществ, может привести 
к тяжелым патологическим нарушениям [21]. 

Катаболизм ДНК и РНК также является одним из звеньев азоти-
стого обмена. Под действием гидролаз нуклеиновые кислоты обра-
зуют олигонуклеотиды и мононуклеотиды. Под влиянием диэсте-
раз, специфических нуклеотидаз, фосфорилаз, фосфатаз и нуклео-
зидаз происходит распад нуклеотидов с образованием свободных 
пуриновых и пиримндиновых оснований, дальнейшее превраще-
ние которых идет по разным путям [22].  

Регуляция биосинтеза белков – сложная система, которая позво-
ляет клетке быстро и четко реагировать на изменения в окружаю-
щей клетку среде путем прекращения или индукции синтеза различ-
ных белков, часто обладающих ферментативной активностью [23]. 
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Процесс биосинтеза белков и его регуляция требуют чрезвычай-
ной четкости, точности и слаженности работы всех компонентов 
системы. Небольшие нарушения этой точности приводят к наруше-
нию первичной структуры белков и тяжелым патологическим по-
следствиям. Генетические нарушения, например, замена или по-
теря одного нуклеотида в структурном гене, приводят к синтезу из-
мененного белка, лишенного биологической активности [24]. 

Особенности углеводного обмена. Основными показателями 
углеводного обмена является концентрация глюкозы и гликогена. 
Изменение содержания глюкозы в крови зависит от мощности и 
продолжительности воздействия на организм. Кратковременные 
воздействия максимальной интенсивности могут вызывать повы-
шение содержания глюкозы в крови за счет усиленной мобилиза-
ции гликогена печени. Длительное воздействие неблагоприятных 
факторов приводит к снижению содержания глюкозы в крови [25]. 

Повышенное содержание глюкозы в крови свидетельствует об ин-
тенсивном распаде гликогена печени либо относительно малом ис-
пользовании глюкозы тканями, а пониженное ее содержание – об ис-
черпании запасов гликогена печени либо интенсивном использовании 
глюкозы тканями организма [26]. По изменению содержания глюкозы 
в крови судят о скорости аэробного окисления ее в тканях организма 
при интенсивности мобилизации гликогена печени. [27; 28]. 

Особенности липидного обмена. При исследовании липидного 
обмена основными показателями является содержание общего хо-
лестерола, холестерола липопротеинов высокой плотности, триг-
лицеридов. Холестерол является вторичным одноатомным цикли-
ческим спиртом. Он поступает в организм с пищей, но большая 
часть его образуется эндогенно (синтезируется в печени) [29]. Хо-
лестерол является компонентом клеточных мембран, предшествен-
ником стероидных гормонов и желчных кислот. Уровни холесте-
рола и триглицеридов в крови и гемолимфе являются наиболее 
важными показателями состояния липидного обмена. Они явля-
ются маркерами при диагностике нарушений липидного обмена 
[30]. Триглицериды – сложные эфиры трехатомного спирта глице-
рина и высших жирных кислот. Триглицериды поступают в орга-
низм с пищей (экзогенные) и синтезируются в организме (эндоген-
ные). Последние образуются в печени из углеводов. Триглицериды 
являются главной формой накопления жирных кислот в организме 
и основным источником энергии. 
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Липопротеины высокой плотности осуществляют транспорт хо-
лестерола от клеток периферических органов в печень, где он пе-
реводится в желчные кислоты и выводится из организма. Низкий 
уровень липопротеинов высокой плотности свидетельствует о про-
блемах в липидном обмене [31]. 

 
Влияние биотических и абиотических факторов на метабо-

лизм легочных пресноводных моллюсков. 
Влияние солей тяжелых металлов. 
Повышенная концентрация Pb2+, Cd2+ (10 и 50 мг/л) в воде со-

провождается не только биокумуляцией этих ионов в теле моллюс-
ков, но и значительными изменениями минерального, липидного, 
белкового обменов, а также активности ферментов. Процентное со-
держание белка в организме моллюсков снижается под воздей-
ствием свинца, остается стабильным при воздействии кадмия и по-
вышается при их совместном действии. Удельный вес общего азота 
колеблется под воздействием этих поллютантов незначительно в 
сторону возрастания. Уровень содержания формольно титруемого 
азота повышается в зависимости от вида поллютанта – кадмия или 
свинца или при их совместном воздействии. Наблюдается сниже-
ние этого показателя в различных пределах при действии свинца 
через 30 суток от начала опыта и едва заметное повышение – при 
действии того же металла при больших концентрациях. Удельный 
вес жиров незначительно снижается в зависимости от продолжи-
тельности опыта [32]. 

 
Влияние гипертермии разной продолжительности. 
В условиях антропогенно индуцированной температурной 

нагрузки происходит нарушение метаболизма в тканях пресновод-
ных легочных моллюсков. 

При повышении температуры окружающей среды от 1 часа до 
16 часов выявлено, что содержание мочевины в гемолимфе прудо-
виков после теплового воздействия достоверно увеличивается на 
21% через 4 часа и продолжает расти до 48% по сравнению с кон-
тролем через 16 часов. Содержание мочевой кислоты в гемолимфе 
незначительно увеличивается при действии теплового стресса в те-
чение 8 часов. При более длительном действии этот показатель ста-
тистически значимо увеличивается на 8–25% по сравнению с 
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конnрольной группой. Концентрация глюкозы достоверно умень-
шается от 16% спустя 4 часа теплового воздействия до 54% спустя 
16 часов по сравнению с контрольными прудовиками. 

Содержание мочевины в гемолимфе катушек увеличивается до 
22% по сравнению с контролем при максимальной продолжитель-
ности теплового воздействия. Концентрация мочевой кислоты в ге-
молимфе катушек статистически значимо увеличивается от 11% 
(1 час теплового воздействия) до 36% (16 часов теплового воздей-
ствия). Концентрация глюкозы в гемолимфе катушек достоверно 
снижается от 31% (четырехчасовая гипертермия) до 52% (шестна-
дцатичасовая гипертермия) по сравнению с контролем [33].  

 
Влияние гипоксии на содержание дыхательного пигмента гемо-

цианина, лактата и некоторых ионов.  
В условиях экспериментальной гипоксии происходит повыше-

ние содержания гемоцианина с 62,31±10,95 мг/мл до 
113,15,95±21,84 мг/мл, что свидетельствует об активации физиоло-
гических реакций стресс-адаптации и об интенсификации транс-
порта кислорода в стрессовых условиях. 

Не отмечены изменения содержания лактата в мантийной жид-
кости относительно контрольных величин – 0,115±0,02 ммоль/г, 
это указывает на то, что данный тип стрессового воздействия не 
приводит к увеличению доли анаэробных процессов в клетке и су-
щественных перестроек в метаболизме гастропод, затрагивающих 
биохимические и молекулярные механизмы стресс-адаптации не 
происходит. 

Концентрация ионов Na+, K+, NH4+, Mg2+ остается неизменной в 
течение всего эксперимента, а концентрация ионов Ca2+ повыша-
ется спустя 3 часа в условиях гипоксии до 35,07±6,52 ммоль/г. 

В экспериментальных условиях выживаемость большого прудо-
вика при температуре, близкой к 20°С, не превышает 44–50 ч, что 
указывает на ограниченность физиолого-биохимических механиз-
мов адаптации большого прудовика к дефициту растворенного 
кислорода в воде. Поэтому в теплый период года атмосферное ды-
хание у данного вида является преобладающим. В зимний период, 
при температурах, близких к 0°С, потребности в кислороде у боль-
шого прудовика, как пойкилотермного организма, резко снижа-
ются, что позволяет ему существовать исключительно за счет рас-
творенного в воде кислорода [34]. 
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Влияние условий среды обитания на антиоксидантную систему. 
Сильные воздействия окружающей среды вызывают стандарт-

ную стресс-реакцию. При кратковременном действии стрессов 
умеренной интенсивности происходит усиление функционирова-
ния органов и мобилизация организма. При интенсивной или дли-
тельной стресс-реакции в клетках происходит активация процесса 
свободно-радикального окисления, внутриклеточной кальциевой 
перегрузки, угнетение энергопродукции, снижение синтеза белка и 
денатурация белковых структур. Одним из возможных компонен-
тов быстрой реакции на стресс является активация перекисного 
окисления липидов (ПОЛ). Известно, что в нормальных условиях 
жизнедеятельности клетки постоянно присутствует определенный 
уровень перекисного окисления липидов, индуцированный образо-
ванием активных форм кислорода. Перекисное окисление липидов 
в клетке поддерживается на постоянном уровне благодаря много-
уровневой антиоксидантной системе защиты.  

Повышенная температура окружающей среды вызывает актива-
цию перекисного окисления липидов в гепатопанкреасе легочных 
моллюсков независимо от механизма транспорта кислорода. Изме-
нение активности каталазы при сочетании гипертермии и солей тя-
желых металлов наиболее выражено в гепатопанкреасе L. stagnalis. 
Сочетанное воздействие гипертермии и сульфата меди (II) в кон-
центрации 0,1 мг/л и 1 мг/л вызывает резкое снижение уровня мо-
чевины в гемолимфе P. сorneus [35]. 

Установлено, что изменение ионного состава незамедлительно 
сказывается на скорости протекания ферментативных реакций, что 
приводит к установлению нового, относительно стабильного функ-
ционального уровня [36]. Глутатионпероксидаза играет основную 
роль в инактивации внутриклеточной перекиси водорода, исполь-
зуя в качестве доноров водорода восстановленный глутатион.  

Установлено, что длительное (7 суток) закисление аквариумной 
воды приводит к падению активности глутатионпероксидазы (в 
1,4 раза) по сравнению с контрольными условиями. При этом 
также отмечается почти 2-кратное снижение уровня восстановлен-
ного глутатиона в ткани печени. Антиокислительная система за-
щиты является ведущим образованием в процессе детоксикации и 
биотрансформации ксенобиотиков, а, следовательно, ее состояние 
может коррелировать с наличием загрязнителей в окружающей 
среде. В некоторых случаях наиболее чувствительным к действию 



А.А. Чиркин, О.М. Балаева-Тихомирова 
 

50 

ксенобиотиков оказываются глутатионпероксидаза и глутатионре-
дуктаза, что приводит к выраженному (до 80%) снижению уровня 
восстановленного глутатиона [37].  

Нарушения кислотно-основного равновесия пресных вод можно 
рассматривать в качестве фактора, оказывающего существенное 
влияние на показатели системы антиокислительной защиты мол-
люсков, выражающееся в развитии окислительного стресса. При 
этом создаются условия для потенцирования действия различных 
органических и неорганических загрязнителей по отношению к 
водным гидробионтам. 

 
Влияние сезона года на углеводный обмен. 
Содержание общего сахара и глюкозы в гемолимфе моллюсков 

подвержено сезонной изменчивости. Наиболее высокие значения 
этих показателей характерны для весны – периода интенсивного 
функционирования гонад. В период усиленного гаметогенеза про-
исходит мобилизация резервных источников энергии, что находит 
отражение в повышении уровня гликемии в гемолимфе моллюс-
ков. В течение лета концентрация углеводов в гемолимфе поддер-
живается на прежнем уровне или же несколько падает. С момента 
прекращения размножения до впадения в анабиотическое состоя-
ние наблюдается снижение концентрации общего сахара и глю-
козы в гемолимфе, обусловленное понижением интенсивности ме-
таболизма. 
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ГЛАВА 3. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
ЛЕГОЧНЫХ ПРЕСНОВОДНЫХ МОЛЛЮСКОВ  

Lymnaea stagnalis, Planorbarius corneus, Biomphalaria glabrata 

3.1. Сравнение некоторых биохимических процессов у чело-
века и моллюсков.  

В этом разделе монографии рассмотрены идеи и положения до-
кумента: «Detailed review paper on mollusks-cycle toxicity testing. 
OECD Environment, Health and Safety Publications. Series on testing 
and assessment. – Paris: Environment directorate organization for eco-
nomic co-operation and development, 2010. – №121. – 182 p.». 

Имеются убедительные доказательства того, что как оловоорга-
нические соединения, так и эстрогены в концентрациях нг/дм3 мо-
гут влиять на нормальное воспроизводство у некоторых видов мол-
люсков. Эти эффекты обычно связаны с дисбалансом стероидных 
гормонов. Кроме того показано влияние агонистов и антагонистов 
андрогеновых рецепторов на половое развитие и размножение у 
ряда моллюсков. Некоторые полициклические ароматические уг-
леводороды (ПАУ) могут вызывать задержку гаметогенеза из-за 
повреждения метаболизма стероидов. Практически нет сомнений в 
том, что эндокринные нарушения возникают у некоторых моллюс-
ков, и это может повредить репродуктивную функцию и даже вы-
звать сокращение популяций этих животных.  

Пока нет оснований полагать, что исключительно экзогенные 
стероиды изменяют рост, развитие и размножение моллюсков в 
экспериментах, а эндогенные стероиды не оказывают никакого эф-
фекта. Однако полный биосинтез стероидов и схемы связывания их 
с рецепторами не описаны пока ни для одного вида моллюсков, а 
ткани, участвующие в стероидогенезе, выявляют нечасто, хотя ме-
таболизм стероидов у моллюсков очень похож на этапы биосинтеза 
стероидов у млекопитающих (рисунок 16). Основной пробел в со-
временных знаниях заключается не столько в понимании биосин-
теза стероидов у многих моллюсков, бесспорно похожее на их био-
синтез у позвоночных, сколько в точных путях эндокриннго кон-
троля in vivo. 



А.А. Чиркин, О.М. Балаева-Тихомирова 
 

56 

 

Рис. 16. Сходство стероидогенных путей у млекопитающих 
и моллюсков (модифицировано по Джанеру и Порте, 2007 г.) 

 

Решающим фактором является то, что, хотя многие моллюски 
имеют стероидные рецепторы, которые очень похожи на таковые у 
позвоночных, они не кажутся способными опосредовать действие 
стероидных гормонов. Здесь не место для подробного рассмотре-
ния этого вопроса, но Джанер и Порт (2007) предположили, что 
гидрофобные стероидные гормоны могут действовать через рецеп-
торы клеточной поверхности у моллюсков в сочетании с стероид-
связывающими белками в гемолимфе, т.е. они могут действовать 
через пути передачи сигнала, аналогичные тем, которые реализу-
ются с участием гидрофильных пептидных гормонов. 

Итак, первый основной вывод, позволяющий приступить к срав-
нительным биохимическим и морфологическим исследованиями у 
объектов, далеко отстоящих друг от друга в эволюционном плане, 
заключается в том, что фиксируемое сходство структур и процес-
сов не всегда свидетельствует о сходстве конечных результатов у 
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них. Но структурно-биохимическое сходство может использо-
ваться для заместительной терапии и моделирования биотехноло-
гических процессов. 

Когда и как можно использовать простейшие организмы для до-
стижения современных биомедицинских целей? В рассматривае-
мом документе приводятся алгоритмы токсикологических опытов 
на легочных пресноводных моллюсках (рисунок 17). Из этого ри-
сунка следуют три основных варианта исследований, проводимых 
с легочными пресноводными моллюсками: F0-, F1- и F2-генерации 
(тестирование части жизни, тестирование на протяжении одного 
жизненного цикла и дважды генерационный тест). Такие тесты ши-
роко применяются при использовании лабораторных аква-культур 
моллюсков. При проведении подобных исследований требуется со-
хранение условий культивирования моллюсков в соответствии с 
протоколами. 

Третья проблема заключается в том, какие биохимические и 
структурные параметры могут рассматриваться как биомаркеры. 
Обычно учитывают конечные точки, такие как плодовитость, 
успешность оплодотворения, эмбриональный и постэмбриональ-
ный рост, пол, развитие тканей и органов и др. 

 

 

Рис. 17. Блок-схема испытаний жизненного цикла моллюсков 
 

Наиболее широко используемый метод оценки долгосрочной ток-
сичности веществ на моллюсков – это испытание взрослых особей. 
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Целью данной монографии является оценка молекулярно-струк-
турной гомологии протеолитических ферментов человека и легоч-
ных пресноводных моллюсков, а также попытка моделирования 
нарушений механизмов протеолиза у моллюсков с помощью суб-
станций, производящих такой же эффект у млекопитающих. 

 
Альтернативный сплайсинг и посттрансляционные моди-

фикации увеличивают разнообразие белков в клетке. 
Экспрессия генов – это процесс, в ходе которого наследственная 

информация от гена (последовательности нуклеотидов ДНК) пре-
образуется в функциональный продукт – РНК или белок. Экспрес-
сия генов может регулироваться на всех стадиях процесса: во время 
транскрипции, во время трансляции и на стадии посттрансляцион-
ных модификаций белков. Контроль экспрессии генов осуществля-
ется на следующих уровнях: 

 на уровне транскрипции (контролируется время и характер 
транскрипции гена); 

 на уровне процессинга первичного транскрипта, включая яв-
ление альтернативного сплайсинга; 

 при отборе зрелых мРНК для их транспорта в цитоплазму, учи-
тывая механизмы направленного транспорта через ядерные поры; 

 на уровне деградации – избирательная дестабилизация опре-
деленных типов мРНК в цитоплазме; 

 на уровне трансляции – отбор в цитоплазме мРНК для транс-
ляции на рибосомах, в том числе для синтеза изоформ белков; 

 на этапе пострибосомальной модификации белков; 
 на уровне активности белка – селективная активация, инакти-

вация или компартментация молекул белка после их синтеза. 
В регуляции транскрипции участвуют регуляторные элементы – 

цис-действующие факторы (промоторы, энхансеры, сайленсеры, 
инсуляторы, LCR (locus control region)) и транс-действующие фак-
торы (главные и специфичные транскрипционные факторы). Эти 
факторы обеспечивают базальную экспрессию генов, регуляцию 
онтогенеза, ответ на внеклеточные сигналы, ответ на изменения 
окружающей среды, контроль клеточного цикла и др. Регуляция 
экспрессии генов позволяет клеткам контролировать собственную 
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структуру и функцию и является основой дифференцировки кле-
ток, морфогенеза и адаптации. Экспрессия генов является субстра-
том для эволюционных изменений, так как контроль за временем, 
местом и количественными характеристиками экспрессии одного 
гена может иметь влияние на функции других генов в целом орга-
низме. 

Альтернативный сплайсинг – вариант сплайсинга мРНК, при 
котором в процессе экспрессии одного и того же гена на основе его 
первичного транскрипта (пре-мРНК) образуется несколько отлича-
ющихся по структуре зрелых мРНК. Такие зрелые мРНК являются 
результатом как выборочного включения в зрелую мРНК экзонов 
первичного транскрипта, так и сохранения в ней некоторых интро-
нов [2]. Известны несколько основных моделей альтернативного 
сплайсинга [3]. Наиболее распространённой моделью, встречаю-
щейся примерно в 40% случаев в клетках млекопитающих, явля-
ется пропуск экзона или кассетный экзон. В данном случае экзон 
может быть включен в состав зрелой мРНК или вырезан. Сложной 
моделью являются взаимоисключающие экзоны, когда из двух эк-
зонов в зрелую мРНК переходит только один. В 18% событий аль-
тернативного сплайсинга у млекопитающих встречается модель 
альтернативного акцепторного сайта – используется альтернатив-
ный 3'-конец интрона (акцепторный сайт), так что меняется 5'-ко-
нец нижестоящего экзона, а в 8% случаев альтернативного сплай-
синга функционирует модель альтернативного донорного сайта – 
здесь используется альтернативный 5'-конец интрона (донорный 
сайт), так что меняется 3'-конец вышестоящего экзона. Кроме того 
возможна модель удержания интрона, основанная на том, что по-
следовательность может быть вырезана как интрон или оставлена 
в зрелой мРНК. Последний вариант отличается от пропуска экзона, 
поскольку сохраняемая последовательность не окружена интро-
нами. Если оставленный интрон попадает в кодирующую область, 
то он должен кодировать аминокислотную последовательность с 
такой же рамкой считывания, как и соседние экзоны. Если же он 
будет содержать стоп-кодон или иметь другую рамку считывания, 
нежели окружающие экзоны, то произойдёт сдвиг рамки считыва-
ния, и белок будет нефункциональным. Такой тип альтернативного 
сплайсинга встречается в 3% случаев у млекопитающих. Известны 
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также два способа получения нескольких белков по программе од-
ного гена, основанные на использовании соответственно множе-
ственных промоторов и множественных сайтов полиаденилирова-
ния. Использование множественных промоторов относится скорее 
к регуляции транскрипции, чем к альтернативному сплайсингу. 
Начиная транскрипцию с разных точек, можно получить тран-
скрипты с различающимися 5'-концевыми экзонами. С другой сто-
роны, использование множественных сайтов полиаденилирования 
приводит к образованию разных 3'-концов у созревающих тран-
скриптов. Оба этих механизма в сочетании с пятью вышеизложен-
ными моделями сплайсинга обеспечивают разнообразие мРНК, 
считываемых с одного и того же гена [4]. 

В результате трансляции зрелых мРНК, полученных в процес-
сах альтернативного сплайсинга, формируются полипептидные 
цепи с разными аминокислотными последовательностями. Следо-
вательно, при альтернативном сплайсинге один транскрипт обес-
печивает синтез нескольких белков. Широкое распространение та-
кого сплайсинга у эукариот приводит к значительному увеличению 
разнообразия белков, закодированных в их геномах. Например, 
клетки человека синтезируют не менее чем 105 различных белков, 
в то время как число кодирующих их генов составляет 25 тысяч 
(при этом среди всех генов человека, которые содержат интроны, 
более 75 % выступают как матрицы для синтеза пре-мРНК, подвер-
гаемых далее альтернативному сплайсингу). Геном нематоды C. 
elegans, состоящей примерно из 1000 клеток, по количеству суще-
ственно не отличается от генома человека, однако альтернатив-
ному сплайсингу подвергаются пре-мРНК только 15 % генов. Та-
ким образом, альтернативный сплайсинг позволяет увеличить раз-
нообразие белковых продуктов генов, сохраняя при этом относи-
тельно небольшое количество различных генов в геноме и не со-
здавая избыточных копий генов [2; 5]. 

Посттрансляционная модификация – это ковалентная химиче-
ская модификация полипептидной цепи, синтезированной в ре-
зультате трансляции зрелой мРНК. Для многих белков посттранс-
ляционная модификация оказывается завершающим этапом про-
цесса экспрессии генов. К настоящему времени описано более 
двухсот вариантов посттрансляционной модификации белков. 
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Считают, что модификациям подвергается подавляющее большин-
ство белков и даже один и тот же белок может подвергаться не-
скольким различным модификациям. Модификации происходят в 
эндоплазматическом ретикулуме и аппарате Гольджи. Здесь фер-
менты гликозилирования присоединяют к белкам сложные цепи 
остатков сахаров, образуя гликопротеины. Единственный извест-
ный случай гликозилирования в цитозоле клеток млекопитаю-
щих – это добавление к белкам N-ацетилглюкозамина. Однако 
большинство других ковалентных модификаций протекает в 
первую очередь именно в цитозоле. Некоторые из них стабильны и 
необходимы для активности белка, например, ковалентное присо-
единение коферментов (биотина, липоевой кислоты или пиридок-
сальфосфата). Присоединение жирной кислоты к белку направляет 
его к определенным мембранам, обращенным в цитозоль. К фосфа-
тидилинозитолам наружной поверхности плазматической мем-
браны клетки прикрепляются многочисленные белки. Связь белков 
с фосфоинозитидгликанами осуществляется через концевой этано-
ламин. Определенные ковалентные модификации, происходящие в 
цитозоле, обратимы и служат для регуляции активности многих 
белков. Многие клеточные процессы регулируются путем обрати-
мого фосфорилирования-дефосфорилирования белков. Посттранс-
ляционные модификации включают в себя фосфорилирование фак-
торов транскрипции протеинкиназами, гликозилирование остатков 
Asn в последовательностях Asn-X-[Ser-Thr], N-концевое ацилиро-
вание, циклизацию N-концевого остатка Glu с образованием пиро-
глутаминовой кислоты, C-концевое амидирование последователь-
ностей освобождающихся пептидов, гидроксилирование остатков 
Lys и Pro, метилирование различных остатков аминокислот. Итак, 
выделяют следующие основные типы посттрансляционной моди-
фикации полипептидной цепи: 

• расщепление пептидной связи (удаление N-концевого остатка 
метионина, ограниченный протеолиз); 

• присоединение химических групп (N-ацилирование, С-амиди-
рование, N-миристоилирование, присоединение гликозилфосфати-
дилинозитола и др.); 
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• модификации боковых цепей аминокислот (гликозилирова-
ние, гидроксилирование, ацетилирование, метилирование, фосфо-
рилирование, йодирование, окисление и др.); 

• присоединение гидрофобных групп для локализации в мем-
бране (пренилирование путем присоединения изопреноидов, S-
пальмитирование); 

• присоединение белков и пептидов (убиквитинирование, сумо-
илирование). 

Посттрансляционные модификации оказывают различные эф-
фекты на белки: регулируют продолжительность их существования 
в клетке, ферментативную активность, взаимодействия с другими 
белками. В ряде случаев посттрансляционные модификации явля-
ются обязательным этапом созревания белка, в противном случае 
он оказывается функционально неактивным. Например, при созре-
вании инсулина и некоторых других гормонов необходим ограни-
ченный протеолиз полипептидной цепи, а при созревании белков 
плазматической мембраны – гликозилирование. Установлено, что 
гликозилирование является одной из наиболее часто встречаю-
щихся модификаций: считается, что около половины белков чело-
века гликозилировано, а 1–2% генов человека кодируют белки, свя-
занные с гликозилированием. Процессы метилирования и этилиро-
вания гистонов определяют функциональную активность ДНК за 
счет переходов в системе конденсированный хроматин ⇄ эухрома-
тин. К редким модификациям относят тирозинирование/детирози-
нирование и полиглицилирование тубулина [6-8]. Для изучения по-
сттрансляционной модификации применяют методы масс-спектро-
метрии и истерн-блоттинг. 

Наряду с альтернативным сплайсингом посттрансляционные 
модификации увеличивают разнообразие белков в клетке, обеспе-
чивая функционирования различных механизмов адаптации [6; 9].  

Целью этого раздела главы был поиск иллюстрации целесооб-
разности наличия разнообразия белков для эволюции и адаптации 
многоклеточных организмов. Объектами исследования явились 
два вида легочных пресноводных моллюсков, обитающих в одних 
и тех же водоемах: прудовик обыкновенный (Lymnaea stagnalis L.) 
и катушка роговая (Planorbarius corneus L.), отличающихся по типу 
транспорта кислорода [10].  
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Представители таксона Mollusca имеют четыре типа кислород-
переносящих металлопротеинов и тканевых протогемовых белков: 
тканевые протогемы, гемоглобин красных кровяных клеток, вне-
клеточные гемоглобины и гемоцианины [11]. У прудовиков транс-
порт кислорода осуществляет медьсодержащий гемоцианин, а у ка-
тушек – железосодержащий гемоглобин. Существует прямая зави-
симость между активностью животного и концентрацией перенос-
чиков кислорода во внутренней среде [12]. 

Различия между двумя белками выражаются как их диверген-
ция, т. е. процент различающихся аминокислотных остатков. При 
сравнительном изучении определенного белка у нескольких видов 
его дивергенция для каждой пары сравниваемых видов пропорци-
ональна времени, прошедшему с момента их разделения. Тем са-
мым получаются эволюционные часы, измеряющие, по всей види-
мости, равномерное накопление мутаций в процессе эволюции дан-
ного белка. Скорость дивергенции может быть измерена как про-
цент различий, накопившихся за миллион лет, или обратной вели-
чины – единицы эволюционного времени (ЕЭВ), соответствующей 
времени (в миллионах лет), необходимому для осуществления ди-
вергенции на 1%.  

В анализе использованы нуклеотидные последовательности 
гена гистона Н4, являющегося белком с небольшой молекулярной 
массой, состав которого обогащён положительно заряженными 
аминокислотами лизином и аргинином. Последовательность ами-
нокислот в гистонах является консервативной и незначительно раз-
личается в организмах различных таксонов. Для определения вре-
мени дивергенции была использована база данных 
www.timetree.org, режим поиска NODE TIME (поиск времени ди-
вергенции для двух видов). Для построения дендрограммы были 
сравнены нуклеотидные последовательности для гистона H4 более 
шестидесяти организмов различных таксономических групп из 
базы данных www.ncbi.nlm.nih.gov (представители классов Млеко-
питающие, Птицы, Пресмыкающие, Земноводные, Насекомые, 
Брюхоногие, Высшие раки, Коралловые полипы, Невооруженные 
немертины, Ланцетникии и Сипункулиды). Время дивергенции 
определяли между видами, принадлежащими к двум семействам – 
Radix auricularia (семейство прудовики Lymnaeidae) и Biomphalaria 
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glabrata (семейство катушки Planorbidae). Также использовали 
представители моллюсков Nenia tridens, Pravispira subserrulata, 
Alopia bielzii, Leucostigma candidescens, Cochlodina orthostoma. 
Время дивергенции определяли между Biomphalaria glabrata и 
Nenia tridens, Pravispira subserrulata, Alopia bielzii, Leucostigma 
candidescens, Cochlodina orthostoma; между Planorbis corneus и 
Nenia tridens, Pravispira subserrulata, Alopia bielzii, Leucostigma 
candidescens, Cochlodina orthostoma; между Radix auricularia и 
Nenia tridens, Pravispira subserrulata, Alopia bielzii, Leucostigma 
candidescens, Cochlodina orthostoma; между Leucostigma 
candidescens и Radix auricularia, Biomphalaria glabrata. 

Для построения дендрограммы применили программу 
MEGA 5.2, в которую вносили 64 нуклеотидные последовательно-
сти гистона Н4 организмов различных таксономических групп. 
Дендрограмму строили с помощью метода Neighbor-Joining, мо-
дели – Tamura-Nei. В основание ветвей было положено время ди-
вергенции легочных пресноводных моллюсков (Planorbis corneus и 
Lymnaea stagnalis). Эволюционные расстояния были рассчитаны с 
использованием метода Kimura 2-parameter в единицах количества 
базовых замен на сайт. Дендрограмма представлена на рисунке 18. 
Точкой отмечено место дивергенции прудовика обыкновенного и 
катушки роговой. 

Во всех случаях время дивергенции составило 182 млн. лет. Ис-
ходя из этого можно считать, что время дивергенции между прудо-
виком обыкновенным и катушкой роговой также равно 182 млн. 
лет. Данное время относится к тоарскому веку (эре, ярусу). Тоар-
ский ярус (182,7 – 174,1 млн. лет назад) – верхний ярус нижнего 
отдела юрской системы. Около 183 млн. лет назад на Земле случи-
лось тоарское климатическое событие – в результате извержений 
вулканов в атмосферу попало много углекислого газа, среднегодо-
вая температура Земли выросла на 5 градусов, увеличилось коли-
чество осадков и смытых в океан минеральных веществ. Потребля-
ющие растворенный в воде кислород водоросли и бактерии начали 
бурно размножаться, что привело к формированию чёрных слан-
цев – образующихся в бескислородных условиях осадочных пород, 
богатых органикой [14]. В результате возник длительный период 
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относительной кислородной недостаточности для живых организ-
мов, в том числе для легочных моллюсков. Можно предположить, 
что у Lymnaea stagnalis возникли некоторые преимущества в транс-
порте кислорода по сравнению с Planorbis corneus. 

 

 

 

Рис. 18. Дендрограмма для различных таксономических групп 
организмов, основанная на времени дивергенции между  

прудовиком обыкновенным и катушкой роговой,  
построенная при использовании нуклеотидных  

последовательностей гистона Н4 
 

Ряд исследователей придерживаются того мнения, что гемоциа-
нин моллюсков прошёл через 3 дупликации гена, в результате чего 
субъединица гемоцианина моллюсков стала содержать 8 активных 
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центров. Субъединица гемоцианина включает 7 или 8 функцио-
нальных элементов. Каждый функциональный элемент подразде-
ляется на 2 домена. Домен α содержит 4 альфа-спирали и активный 
центр, домен β – состоящий из 7 бета-листов, формирующих анти-
параллельный бета-баррель. Строение активного центра: он содер-
жит два близко расположенных друг к другу катиона меди, кото-
рые обратимо связывают молекулу кислорода в комплекс. Каждый 
катион меди координирован тремя имидазольными группами (ги-
стидиновыми остатками), при оксигенации молекула кислорода 
оказывается зажатой между этими катионами. Пептидная цепь об-
разует петли, то приближаясь к активному центру, то удаляясь от 
него. Самая большая петля (разделяющая гистидиновые остатки 
His204 и His324) состоит из 119 аминокислотных остатков. В 
неокисленной форме катионы меди находятся в степени окисления 
+1, отстоят друг от друга на расстояние 4,6 Å, химическое связыва-
ние между ними отсутствует. Конфигурация N-Cu-N близка к тре-
угольной, расстояния Cu-N находятся в пределах 1,9-2,1 Å. При ок-
сигенации ионы меди приобретают степень окисления +2. Катионы 
меди сближаются друг с другом и расстояние Cu-Cu составляет 3,6 
Å, а расстояния Cu-O – 1,8-1,9 Å. В результате сближения ионов 
меди углы N-Cu-N приближаются к тетраэдрическим. Кроме того, 
связи Cu-N становятся неравными по длине: в окружении каждого 
иона две связи имеют длину 1,9-2,0 Å, а третья связь удлиняется до 
2,3 Å. Субъединица гемоцианина представляет собой комплекс 
меди и белка. В отличие от гемоглобина, атомы металла связаны 
непосредственно с аминокислотой, а не с простетической группой. 

Гемоцианин, как и гемоглобин, проявляет кооперативность, то 
есть при присоединении молекулы кислорода одной субъединицей 
увеличивает сродство к кислороду соседних субъединиц. Коопера-
тивность гемоцианина моллюсков сравнительно невелика (коэффи-
циент Хилла составляет около 2). В отличие от гемоглобина, входя-
щего в состав эритроцитов, молекулы гемоцианина растворены в ге-
молимфе. Благодаря этому мономеры гемоцианина могут объеди-
няться в очень большие комплексы, что позволяет лучше прояв-
ляться его кооперативным свойствам и в целом лучше переносить 
кислород. Это особенно важно для организмов, живущих в условиях 
с малым содержанием кислорода. Гемоцианин может связываться не 
только с кислородом, но и с угарным газом, образуя карбоксигемо-
цианин. При этом также обнаруживается кооперативный эффект. 
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Существует предположение, что гемоцианин произошел от ти-
розиназ. Для всех тирозиназ характерно одинаковое строение ак-
тивного центра. Он представляет собой два катиона меди, каждый 
из которых ориентирован с помощью трёх гистидиновых остатков. 
Активный центр этого фермента очень похож на активный центр 
гемоцианина как по структуре, так и по свойствам. Активный центр 
тирозиназы способен захватывать одну молекулу кислорода, кото-
рая затем используется для окисления субстрата. На сервере 
www.weblogo.berkeley.edu/logo.cgi сформирован логотип мотива из 
63 аминокислотных последовательностей гемоцианина моллюс-
ков. На этом же сервере был сформирован логотип мотива из 180 
аминокислотных последовательностей тирозиназ организмов. 

При выравнивании последовательностей гемоцианинов и тиро-
зиназ был обнаружен мотив (H - - - - - - - W H R), который присут-
ствует в гемоцианинах и тирозиназах. Н (His) соответствует 6 ами-
нокислоте на логотипах гемоцианинов и тирозиназ, W H R (Trp, 
His, Arg) – 14, 15 и 16 соответственно. При построении логотипов 
нами были использованы только части аминокислотных последо-
вательностей (21 аминокислота) (рисунки 19 и 20).  

 Наличие этого общего мотива свидетельствует в пользу предпо-
ложения о происхождении гемоцианинов из тирозиназ, когда в окру-
жающей среде снизилось количество биодоступного кислорода. При 
хронической гипоксии концентрация гемоцианина в гемолимфе зна-
чительно растёт, компенсируя нехватку кислорода в воде. На про-
филь связывания кислорода значительно влияет величина рН. Рост 
температуры на 10 градусов может уменьшать pH на 0,3, что влияет 
на кооперативные свойства гемоцианина к условиям среды. 

 

 

 

Рис. 19. Логотип гемоцианинов 
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Рис. 20. Логотип тирозиназ 
 

При исследовании гемолимфы и гепатопанкреаса прудовика 
обыкновенного (Lymnaea stagnalis L.) и катушки роговой 
(Planorbarius corneus L.) протеолитическая и антипротеолитиче-
ская активности были обнаружены во всем исследуемом диапазоне 
значений рН 3,0-9,0. Наиболее высокие значения трипсиноподоб-
ной активности были выявлены при значениях рН инкубационной 
среды в диапазоне 3,6-9,0, а количества α1-антипротеазного инги-
битора при рН 3,6-3,8 и α2-макроглобулина при рН 3,0. В гепато-
панкреасе выявлена мощная антипротеазная активность, направле-
ная против кислых и слабокислых протеаз, вероятно, лизосомаль-
ного происхождения.  

Достаточно привлекательной кажется идея исследования си-
стемы протеолиза-антипротеолиза в тканях легочных пресновод-
ных моллюсков, отличающихся по типу транспорта кислорода, по-
скольку известны два основных типа протеолиза – АТФ-независи-
мый и АТФ-зависимый. Первый активируется в условиях голода-
ния и не требует затраты энергии, а второй функционирует посто-
янно и избирательно. В этих процессах участвуют, вероятно, раз-
ные протеолитические ферменты. Регистрация протеолитической 
и антипротеолитической активности в широком диапазоне рН мо-
жет свидетельствовать о наличии изоформ белков, отвечающих за 
протеолиз и антипротеолиз. И, наконец, представляет существен-
ный интерес исследование действия субстанций типа этионина, 
способных оказывать влияние на биосинтез белка и его посттранс-
ляционную судьбу. Для этого необходимо найти общие мишени 
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для действия антиметаболита на протеолитические ферменты че-
ловека и модельного организма. 

Для этой цели был произведен сравнительный анализ 
Biomphalaria glabrata и Planorbarius corneus, поскольку они отно-
сятся к одному семейству брюхоногих моллюсков (Planorbidae) из 
отряда лёгочных моллюсков (Pulmonata). На сайте 
www.ncbi.nlm.nih.gov в разделе «Nucleotide» была найдена амино-
кислотная последовательность белка трипсина Biomphalaria 
glabrata (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/908461094/), которая 
при парном выравнивании с аминокислотной последовательно-
стью белка трипсина человека (PDB ID 1H4W) давала наибольший 
процент сходства (26,67%). Для проведения молекулярного до-
кинга (соответствия) необходимо наличие 3D структуры белка. 
При отсутствии такой структуры её можно смоделировать на сер-
вере www.swissmodel.expazy.org. Нами было проведено моделиро-
вание по образцу (User Template Mode) с использованием в каче-
стве шаблона структуры белка трипсина человека (PDB ID 1H4W). 
Две структуры белка трипсина (Homo sapiens и Biomphalaria 
glabrata) были загружены на сервер молекулярного докинга 
www.dockingserver.com. В качестве лиганда в докинге был исполь-
зован этионин ((L)-Ethionine). При сравнении результатов 2-х до-
кингов между собой было выяснено, что 6 аминокислот у Homo 
sapiens и у Biomphalaria glabrata связываются с этионином. Ами-
нокислоты для Homo sapiens: Asp 189, Ser 190, Gln 192, Ser 195, Val 
213, Cys 220. Аминокислоты для Biomphalaria glabrata: Asp 224, Ser 
225, Gln 227, Ser 230, Val 248, Cys 254. 

Эти данные позволили провести исследования, которые пока-
зали, что после введения этионина в дозе 1 мг/мл в гепатопанкреасе 
прудовиков активность трипсиноподобных протеиназ изменялась 
волнообразно с двумя пиками активности через 3 и 24 часа после 
введения этионина. В гепатопанкреасе катушек этионин вызывал 
повышение активности трипсиноподобных протеиназ в интервале 
3-24 часа. Но значения активности трипсиноподобных протеиназ 
гепатопанкреаса у катушек были достоверно ниже по сравнению с 
прудовиками через 3 и 24 часа после введения этионина. Эти дан-
ные позволяют сделать предположение, что система протеолиза 
клеток гепатопанкреаса катушек оказалась более устойчивой к дей-
ствию этионина по сравнению с прудовиками.  
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Итак, исследование видового разнообразия белков может быть 
инструментом для понимания как эволюции многоклеточных эука-
риотических организмов, так и их адаптации к изменяющимся 
условиям среды обитания. Накопление материалов о межвидовом 
разнообразии белков, являющимся следствием альтернативного 
сплайсинга и пострибосомальной трансформации белков может 
быт эффективным путем для обоснования и использования доста-
точно простых, удобных в содержании и недорогих модельных ор-
ганизмов. 
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ГЛАВА 4. МОЛЕКУЛЯРНО-СТРУКТУРНАЯ ГОМОЛОГИЯ 
ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ В ИЗУЧЕНИИ  
МЕХАНИЗМА ПРОТЕОЛИЗА И ЕГО РЕГУЛЯЦИИ 

Считают, что протеолитические ферменты являются весьма 
консервативными и эта система регуляции сформировалась на 
уровне первичных клеток. Эволюционным источником многих 
пептидаз высших эукариот являются пептидазы прокариот. В про-
цессе эволюции совершенствовались эндосомно-лизосомальная 
система и действующие в цитоплазме и ядре клетки убиквитин- и 
АТФ-зависимая (протеасомная), а также кальций-зависимая (каль-
паиновая) системы. Целью этого раздела монографии был сравни-
тельный анализ некоторых протеолитических ферментов у мол-
люсков и человека. В большинстве сообщений, описывающих 
практическое использование этих видов пресноводных моллюсков 
указывается на их участие в пищевых цепях экосистем, их роль как 
промежуточных переносчиков возбудителей некоторых заболева-
ний, использование в качестве модельных организмов для изуче-
ния физиологических процессов (размножение, нервная регуляция, 
клеточный метаболизм, генетика и др.). Однако нам не удалось 
найти систематизированных исследований, в которых бы обсуж-
дался вопрос о применение пресноводных легочных моллюсков 
для получения ферментов, в частности, ферментов протеолиза. 
Раньше считали, что протеазы разрушают отработанные белки для 
поддержания общего гомеостаза. Однако последние исследования 
продемонстрировали, что эти ферменты намного сложнее, по-
скольку играют ключевые роли в качестве сигнальных молекул и 
регуляторов важных клеточных процессов, таких как экспрессия 
генов, деление и гибель клеток. Учитывая, что структуры протео-
литических ферментов консервативны, была сформулирована за-
дача оценки гомологии белков системы протеолиз-антипротеолиз 
у человека и легочных пресноводных моллюсков. 

Материал и методы исследования. В качестве сравниваемых 
животных и возможных источников получения протеолитических 
ферментов избраны широко распространенные в водоемах Европы 
легочные пресноводные моллюски – прудовик обыкновенный 
(Lymnaea stagnalis), также катушка роговая (Planorbarius corneus). 
Ближайшим родственником последней является хорошо изученная 
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Biomphalaria glabrata, в частности известен ее полный аннотиро-
ванный геном [1; 2]. Учитывая это, был проведен сравнительный 
анализ гомологии протеолитических ферментов человека (Homo 
sapiens) и Biomphalaria glabrata. 

Поиск и отбор нуклеотидных последовательностей, кодирую-
щих белки человека, осуществлялся на сервере https://www.en-
sembl.org; поиск гомологичных последовательностей для моллюс-
ков осуществлялся на сервере https://www.ncbi.nlm.nih.gov при по-
мощи ресурса BLAST; описание белков для человека было взято с 
ресурса https://www.uniprot.org; парное выравнивание и сравнение 
последовательностей человека и моллюсков выполнено в про-
грамме MEGA 5.2.; построение 3D-структур ферментов для мол-
люсков осуществлялось на сервере https://swissmodel.expasy.org по 
шаблону 3D-структуры ферментов человека, найденных в банке 
данных трёхмерных структур белков и нуклеиновых кислот 
http://www.rcsb.org. В работе использован следующий алгоритм: 
поиск нуклеотидной последовательности → построение аминокис-
лотных последовательностей сравниваемых белков → их парное 
выравнивание и оценка степени гомологии первичных структур NS 
(нуклеотидные последовательности) AAS (аминокислотные после-
довательности) → оценка третичных структур по архитектуре мо-
лекул и их доменной организации [3]. Исследование мотивов и 
строения активных центров ферментов не входило в задачи данной 
работы.  

В работе проведен анализ 75 белков (в скобках курсивом обо-
значены гены):  

 семи ферментов нерегулируемого протеолиза в том числе: КФ 
3.4.11. – Aminopeptidase В (RNPEP); Leucyl aminopeptidases (LAP); 
КФ 3.4.21. – Prolyl oligopeptidase (PREP); ATP-dependent Clp prote-
ase proteolytic subunit (CLPP); Furin или PACE (Paired basic Amino 
acid Cleaving Enzyme – «фермент, расщепляющий белок в месте 
спаренных основных аминокислот») (FURIN); КФ 3.4.23. – Signal 
Peptide Peptidase (SPP); КФ 3.4.24. – Thimet oligopeptidases 
(THOP1); 

 шести ферментов регулируемого протеолиза (убиквитин-
протеасомного пути) в том числе: КФ 2.3.2. – Ubiquitin conjugating 
factor E4 B-like (TcasGA2); Ubiquitin conjugating factor E2 W-like 
(UBE2W); Ubiquitin conjugation factor E2 E1 (UBE2EI); E3 ubiquitin 
ligase (WD40 domain) (RFWD2); Ubiquitin-like modifier-activating 
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enzyme 5 (UBA5); КФ 3.4.19. – Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
L5 (UCHL5); 

 девяти белков убиквитин-подобных модификаторов и 
убиквитина: SUMO2 и SUMO3 (Small ubiquitin-like modifier); 
NEDD8 (Neuronal-precursor cell-expressed developmentally down-
regulated protein 8); ISG15 (IFN-stimulated gene 15); GABARAP 
(Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein); FAT10 (F-ad-
jacent transcript-10); UFM1 (Ubiquitin-fold modifier-1); URM1 (Ubiq-
uitin-related modifier-1); Ub (ubiquitin); 

 20 внеклеточных ферментов в том числе: КФ 3.4.15.1 – Angi-
otensin-converting enzyme (ACE); КФ 3.4.17. – Angiotensin-convert-
ing enzyme 2 (ACE2); Carboxypeptidase B2 (CPB2); КФ 3.4.11. – 
Chymotrypsinogen B (CTRB1); Chymotrypsinogen B2 (CTRB2); Chy-
motrypsin-C (CTRC); Chymotrypsin-like elastase family member 2A 
(CELA2A); Kallikrein-1 (KLK1); Plasma kallikrein (KLKB1); Plasmin-
ogen (PLG); Prothrombin (F2); КФ 3.4.23. – Pepsin A-3 (PGA3); Pep-
sin A-4 (PGA4); Pepsin A-5 (PGA5); Renin (REN); Gastricsin (Pepsin-
ogen C) (PGC); КФ 3.4.24. – Matrix metalloproteinase-9 (MMP9); Ma-
trix metalloproteinase-17 (MMP17); Matrix metalloproteinase-21 
(MMP21); Matrix metalloproteinase-24 (MMP24);  

 33 внутриклеточных ферментов в том числе: КФ 3.4.11.- Glu-
tamyl aminopeptidase (ENPEP); Cytosol aminopeptidase (LAP3); Me-
thionine aminopeptidase 1 (METAP1); Methionine aminopeptidase 1 
mitochondrial (METAP1D); Methionine aminopeptidase 2 (METAP2); 
Aspartyl aminopeptidase (DNPEP); Aminopeptidase Q (LVRN); Ami-
nopeptidase B (RNPEP); Aminopeptidase N (ANPEP); Aminopeptidase 
O (AOPEP); КФ 3.4.17.- Carboxypeptidase A1 (CPA1); Carboxypep-
tidase A2 (CPA2); Carboxypeptidase A4 (CPA4); Carboxypeptidase A6 
(CPA6); Carboxypeptidase B1 (CPB1); Carboxypeptidase D (CPD); 
КФ 3.4.21. – Granzyme-B (GZMB); Hepsin (HPN); Rhomboid-related 
protein 1 (RHBDL1), Rhomboid-related protein 2 (RHBDL2); КФ 
3.4.22. – Caspase 1 (CASP1); Caspase 3 (CASP3); Caspase 7 (CASP 7); 
Caspase 8 (CASP 8); Calpain 1 (CAPN1); Calpain 2 (CAPN2); КФ 
3.4.23. – Cathepsin D (CTSD); Cathepsin E (CTSE); Presenilin-1 
(PSEN1); Presenilin-2 (PSEN2); Signal Peptide Peptidase (SPP); КФ 
3.4.24. – Neprilysin 2 (NEP2); Disintegrin and metalloproteinase do-
main-containing protein 17 (ADAM17). 

Для сравнения были взяты два фермента пуринового обмена, 
важного для синтеза нуклеотидов: Amidophosphoribosyl-transferase 



Молекулярно-структурная гомология протеолитических ферментов 
 

75 

(phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase) (КФ 2.4.2.14) 
(PPAT) и Adenylosuccinate lyase (adenylosuccinase) (4.3.2.2) (ADSL). 
Гомология изученных белков по NS- и ААS-последовательностям 
находилась в пределах 26,4-95 %, поэтому условно диапазон 20-40 
% был принят как низкий уровень гомологии, 41-70 % – средний 
уровень гомологии и более 70 % – высокий уровень гомологии. 

Результаты и их обсуждение. В работе использован успешный 
тип предсказания структур, известный как гомологическое модели-
рование, который опирается на существующую «шаблонную» 
структуру, сходную по аминокислотной последовательности с моде-
лируемым белком. В таблицах 1 и 2 приведены примеры третичных 
структур сравниваемых белков Homo sapiens и Biomphalaria gla-
brata. Третичные структуры определяют функции белков. Анализ 
гомологии третичных структур был ограничен наличия сходных 
черт в архитектуре ферментов и их доменного строения. Анализ по-
иска сходных мотивов полипептидных цепей и структур активных 
центров ферментов не входил в задачу данного исследования. 

 

Таблица 2 
3D-структуры ферментов нерегулируемого протеолиза человека 

и моллюска (в конце таблицы для сравнения приведены  
два фермента обмена нуклеотидов). Гомология 64-69% 

 

Фермент 
3D-структура  
фермента  
человека 

3D-структура  
фермента  
моллюска 

Prolyl oligopep-tidase 
Видны два сходных  
домена – α-спиральный, β-
структурный 

 

ATP-depen-dent Clp  
protease proteolytic subunit 
Видны 6 сходных мономе-
ров 
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Окончание таблицы 2 
 

Фермент 
3D-структура 
фермента  
человека 

3D-структура  
фермента  
моллюска 

Prolyl oligopep-tidase 
Видны два сходных домена –  
α-спиральный, β-структурный 

 

ATP-depen-dent Clp protease 
proteolytic subunit 
Видны 6 сходных мономеров 

Furin 
Видны два сходных домена –  
α-спиральный, β-структурный 
 

Signal peptide peptidase 
Видны 4 мономера с 
α-спиральной структурой 

Amido-phospho-ribosyl- 
transferase  
Видна сходная 
олигомерная структура 
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Таблица 3 
3D-структуры ферментов и фрагментов ферментов  
убиквитин-протеасомного пути протеолиза человека 

и моллюска. Гомология 69-76% 
 

Фермент 
3D-структура 
фермента  
человека 

3D-структура  
фермента  
моллюска 

Ubiquitin conjugation factor E2 
W-like 
У моллюска аналогичный фраг-
мент левого домена 

 

Ubiquitin conjugation factor E2 E1
Аналогичная структура  
олигомерного белка 

Ubiquitin carboxyl-terminal  
hydrolase L5  
Аналогичный 
каталитический домен  

Ubiquitin-like modifier-activat-
ing enzyme 5 
У моллюска близкая цепь левому 
мономеру  

E3 ubiquitin ligase 
(WD40 domain) 
Фрагмент фермента  
у моллюска имеет признаки 
сходства с ферментом человека  

 

При анализе данных таблиц 2 и 3 следует учитывать, что 3D-
структуры белков, как правило, являются более консервативными, 
чем белковые последовательности, поэтому сходство структур мо-
жет указывать на сходство и функций белков. Следовательно, по-
лученные материалы позволяют положительно решить вопрос об 
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использовании тканей легочных пресноводных моллюсков для мо-
делирования патологических процессов человека, связанных с 
нарушениями системы протеолиза. Кроме того, из тканей моллюс-
ков могут быть выделены протеолитические ферменты, которые 
затем могут найти применение в фармакодинамических исследова-
ниях регуляторов протеолиза. 

При сравнительном анализе ферментов нерегулируемого про-
теолиза человека и Biomphalaria glabrata установлено, что цито-
зольная сериновая пептидаза Prolyl oligopeptidase, расщепляющая 
пептидную связь C-концевого пролина, имеет гомологию по NS – 
66%, по AAS – 62%; ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit – 
сериновая протеаза, содержащая каталитическую триаду Asp-His-
Ser, гомологична по NS – 68%, по AAS – 67%; Furin – сериновая 
протеаза клеток животных, расположенная в аппарате Гольджи, го-
мологична по NS – 69%, по AAS – 68%, Signal Peptide Peptidase – 
внутримембранная аспартил-протеаза гомологична по NS – 67%, 
по AAS – 68%; Amino-peptidase В – катализирует отщепление от 
пептидов N-концевых α-аминокислотных остатков, а также гидро-
лиз α-амидов аминокислот и ее гомология по NS – 66%, по AAS – 
50%; Leucyl aminopeptidases (cytosol aminopeptidase) – фермент, 
преимущественно катализирующий гидролиз лейциновых остат-
ков на N-конце пептидов и белков, гомологичен по NS – 66%, по 
AAS – 55% и, наконец, Thimet oligopeptidases – семейство металло-
пептидаз, участвующих в деградации пептидов – брадикинина, 
нейротензина, ангиотензина I и пептида Aβ, имеют гомологию по 
NS – 66 %, по AAS – 63%. 

Cравнительный анализ ферментов регулируемого протеолиза 
показал, что Ubiquitin conjugating factor E4 B-like – опосредующий 
сборку полиубиквитиновых цепей на субстратах, убиквитиниро-
ванных другой убиквитинлигазой E3 гомологичен по NS – 72%, по 
AAS – 49%; Ubiquitin conjugation factor E2 W-like, принимающий 
убиквитин из комплекса E1 и катализирующий его ковалентное 
присоединение к другим белкам, гомологичен по NS – 75%, по 
AAS – 74%. Ubiquitin conjugation factor E2 E1 – принимает убикви-
тин из комплекса E1 и катализирует его ковалентное присоедине-
ние к другим белкам гомологичен по NS – 75%, по AAS – 88%; 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5 – деубиквитинирующий 
фермент, связанный с регуляторной субъединицей 19S протеасомы 
26S гомологичен по NS – 72%, по AAS – 67%; Ubiquitin-like 
modifier-activating enzyme 5 – специфически катализирует первую 
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стадию присоединения модификаторов UFM1 и SUMO2 и имеет 
гомологию по NS – 76%, по AAS – 59% и E3 ubiquitin ligase – рас-
познает белковый субстрат и способствует или непосредственно 
катализирует перенос убиквитина от E2 к белковому субстрату – 
гомология по NS – 69%, по AAS – 51%. 

Для сравнения приведены данные о двух ферментах пуринового 
обмена: Amidophosphoribosyl-transferase – фермент, катализирую-
щий превращение 5-фосфорибозил-1-пирофосфата в 5-фосфори-
бозил-1-амин имеет гомология по NS – 68%, по AAS – 67%, 
Adenylosuccinate lyase (adenylosuccinase) – фермент, катализирую-
щий превращение аденилсукцината в AMP и фумарат гомологичен 
по NS – 64%, по AAS – 60 %. 

Известно, что убиквитин-подобные модификаторы SUMO 
(Small ubiquitin-like modifier) вовлечены в регуляцию ряда клеточ-
ных процессов: ядерный транспорт, репликацию и репарацию 
ДНК, транскрипцию, апоптоз, стабилизацию белков. У позвоноч-
ных обнаружено 4 гомологичных гена – SUMO1, SUMO2, SUMO3, 
SUMO4. Подобно убиквитинированию, присоединение SUMO к 
субстрату – сумоилирование (sumoylation) – происходит через об-
разование изопептидной связи между С-концевым остатком Gly в 
молекуле SUMO и ε-аминогруппой остатка Lys в молекуле суб-
страта – гомология по AAS для SUMO2 – 33% и для SUMO3 – 35%; 
последовательностей SUMO1 и SUMO4 у моллюска не обнару-
жено. Белок NEDD 8 (Neuronal-precursor cell-expressed 
developmentally down-regulated protein 8) подавляет экспрессию 
набора генов в предшественниках нервных клеток во время разви-
тия мозга; его гомология по AAS составляет 92%. Белок ISG15 
(IFN-stimulated gene 15) вовлечен в регуляцию иммунного ответа, 
клеточный рост и дифференцировку; он гомологичен по AAS на 
33%. Белок GABARAP у млекопитающих вовлечен в регуляцию 
аутофагии при нейродегенеративных, нервно-мышечных и онкоза-
болеваниях, бактериальных и вирусных инфекциях характеризу-
ется гомологией по NS – 78%, по AAS – 95%. Фактор FAT10  
(F-adjacent transcript-10) – белок, который кодируется геном глав-
ного комплекса гистосовместимости и индуцируется TNFα и γ-ин-
терфероном и состоит из 2-х убиквитин-подобных доменов, один 
из которых может напрямую связываться с 26S протеасомой и опо-
средовать убиквитин-независимую деградацию белков; его гомо-
логия по AAS составляет 32%. Модификатор UFM1 (Ubiquitin-fold 
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modifier-1) с пока не установленной биологической функцией го-
мологичен по NS – 83%, по AAS – 89%. Белок URM1 (Ubiquitin-
related modifier-1) – ковалентно конъюгируется через изопептид-
ную связь с остатками лизина целевых белков и его гомология по 
AAS равна 64 %. Для моллюска Lymnaea stagnalis была найдена 
только одна аминокислотная последовательность, которая при пар-
ном выравнивании давала процент сходства с несколькими моди-
фикаторами – NEDD8 (56%), ISG15 (33%), FAT10 (31%). 

Убиквитин (Ubiquitin) представляет собой небольшой (8,6 кДа) 
регуляторный белок, обнаруженный в большинстве тканей эукарио-
тических организмов. В геноме человека четыре гена кодируют 
убиквитин: UBB, UBC, UBA52 и RPS27A. При сравнительном ана-
лизе этих четырех генов были получены следующие данные для 
Biomphalaria glabrata: UBB – гомология по NS – 81%, по AAS – 99%; 
UBC – гомология по NS – 79%, по AAS – 100%; UBA52 – гомология 
по NS – 79 %, по AAS – 94%; RPS27A – гомология по нуклеотидной 
последовательности – 81%, по аминокислотной – 93%. Для Lymnaea 
stagnalis были получены несколько иные данные: UBB – гомология 
по NS – 82%, по AAS – 100%; UBC – гомология по NS – 84%, по 
AAS – 100%; UBA52 – гомология по NS – 82%, по AAS – 100%; 
RPS27A – гомология по NS – 80%, по AAS – 93%. Полученные дан-
ные характеризуют высокую степень консерватизма убиквитина. 

К внеклеточным протеолитическим ферментам можно отнести 
ферменты внутриполостного протеолиза (пепсин, трипсин, химот-
рипсин и др.), кровеносного русла (протеазы системы свертывания 
крови, фибринолиза, калликреин-кининовой, ренин-ангиотензино-
вой систем, протеолитические ферменты комплемента и др.), а 
также в экстраклеточного пространства и внешней поверхности 
клеточной мембраны.  

При сравнительном анализе внеклеточных протеолитических 
ферментов человека и Biomphalaria glabrata установлено, что 
Pepsin (пепсин) и его изоформы А-3 – А-5, отличающиеся по опти-
муму рН, имеют гомологию по AAS около 43%. Renin (ренин) – 
компонент ренин-ангиотензиновой системы, регулирующей кровя-
ное давление, протеолитический фермент и Gastricsin (пепсиноген 
C) – протеиназа аспарагинового типа действия гомологичны по 
AAS на 40,8%. Chymotrypsin-C (химотрипсин) регулирует актива-
цию и деградацию трипсиногенов и прокарбоксипептидаз, 
Chymotrypsin-like elastase family member 2A – подсемейство сери-
новых протеаз, которые гидролизуют многие белки в дополнение к 
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эластину, Chymotrypsinogen B – сериновый тип эндопептидазной 
активности имеют гомологию AAS на уровне 34,5%. Kallikrein-1 
расщепляет связи Met-Lys и Arg-Ser в кининогене с высвобожде-
нием Lys-брадикинина, имеет гомологию AAS – 26,4%; Plasma 
kallikrein расщепляет связи Lys-Arg и Arg-Ser и активирует в ответ-
ной реакции фактор XII свертывания крови, участвует в высвобож-
дении брадикинина из кининогена и превращения проренина в ре-
нин – характеризуются низким уровнем гомологии по AAS в 
29,5%. Angiotensin-converting enzyme (ангиотензинпревращающий 
фермент – АПФ) – циркулирующий во внеклеточном пространстве 
фермент (экзопептидаза), катализирующий расщепление декапеп-
тида ангиотензина I до октапептида ангиотензина II характеризу-
ется гомологией по NS – 66,8% и по AAS – 46,3%; Angiotensin-
converting enzyme 2 (ангиотензинпревращающий фермент 2 – 
АПФ2) – мембранная цинк-содержащая экзопептидаза, также ката-
лизирующая превращение ангиотензина I в ангиотензина II; секре-
тируемая форма, образуется за счёт протеолитического расщепле-
ния протеазой ADAM17. АПФ2 человека является рецептором и 
точкой входа в клетку некоторых коронавирусов и характеризуется 
гомологией по AAS в 40,3%. Prothrombin (протромбин) синтезиру-
ется в печени и при повреждении сосудов превращается в активный 
фермент тромбин, который путем гидролиза пептидных связей по-
сле Arg и Lys превращает фибриноген в фибрин. Протромбин 
имеет гомологию по AAS 33,3%. Plasminogen (плазминоген) - цир-
кулирующий профермент, из которого образуется плазмин (фибри-
нолиз) и ангиостатин (ингибирование роста сосудов) гомологичен 
по AAS на 38,4%. Matrix metalloproteinases (матриксные металло-
протеиназы – MMP) – семейство внеклеточных цинк-зависимых 
эндопептидаз, способных разрушать различные типы белков вне-
клеточного матрикса и характеризуются низким уровнем гомоло-
гии по AAS: MMP-9 28,3%, MMP-17 39,1%, MMP-21 40,8%, MMP-
24 36,9%. В то же время металлопротеиназы MMP-21 (играет осо-
бую роль в генерации лево-правой асимметрии во время эмбриоге-
неза и может действовать как негативный регулятор сигнального 
пути NOTCH) и MMP-24 (опосредует расщепление N-кадгерина и 
действует как регулятор нейроиммунных взаимодействий и покоя 
нервных стволовых клеток) характеризуются высокой степенью 
гомологии – 71,7% и 76,4%, соответственно. Carboxypeptidase B2 
(карбоксипептидаза В2) отщепляет С-концевые остатки аргинина 
или лизина от биологически активных пептидов типа кининов или 
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анафилатоксинов в кровотоке и подавляет фибринолиз, удаляя С-
концевые остатки лизина из фибрина после частичного разрушения 
плазмином, имеет гомологию AAS в 36,0%. 

К внутриклеточным протеолитическим ферментам можно отне-
сти ферменты внутримембранного, цитоплазматического и лизосо-
мального протеолиза. Исследована гомология семи ферментов 
мембранного типа протеолиза человека и Biomphalaria glabrata. 
Пресенилины – семейство трансмембранных белков, составляю-
щих часть протеазного комплекса γ-секретазы. Presenilin-1 и 
Presenilin-2 гомологичны по NS – 68,3% и 66,6%, соответственно, а 
по AAS – 54,4% и 55,3%, соответственно. Интересно, что близкий 
уровень гомологии обнаружен при сравнении этих ферментов у че-
ловека и моллюска Lymnaea stagnalis: по NS – 67,4% и 68,5%, соот-
ветственно, по AAS – 54,2 и 66,1%, соответственно. Средним уров-
нем гомологии отличается Signal Peptide Peptidase (пептидаза сиг-
нальных пептидов) по NS – 67,1% и по AAS – 68,1%.  

Пограничными между низким и средним уровнями гомологии 
характеризуются сериновая протеаза Hepsin (гепсин), Rhomboid-
related protein 1и Rhomboid-related protein 2 по AAS – 37,3%, 43,0% 
и 37,0%, соответственно. Фермент Disintegrin and metalloproteinase 
domain-containing protein 17 (АДАМ17) отвечает за протеолитиче-
ское высвобождение ряда белков клеточной поверхности, включая 
ACE2 и действует как активатор пути Notch, гомологичен по NS – 
68,4% и по AAS – 35,3%. Цистеиновые протеазы каскада каспаз, 
участвующих в апоптозе – Caspase1, Caspase 3, Caspase 7, Caspase 
8 оказались гомологичными по AAS на 28,6%, 50,4%, 30,1% и 
40,0%, соответственно.  

В качестве эффекторов апоптоза рассматриваются кальпаины 
(Calpain 1, Calpain 2) – представители семейства цитозольных 
Ca2+-активируемых цистеиновых протеаз с гомологией по AAS – 
45,0%. Granzyme-B (гранзим B) представляет собой сериновую 
протеазу, наиболее часто обнаруживаемую в гранулах естествен-
ных клеток-киллеров (NK-клетки) и цитотоксических Т-клеток. Он 
секретируется этими клетками вместе с порообразующим белком 
перфорином, опосредуя апоптоз в клетках-мишенях. Гомология 
гранзима В по AAS низкая и составляет 27,3%. Лизосомальные 
ферменты катепсины (Cathepsin D и Cathepsin E) характеризуются 
средним уровнем гомологии по AAS 51,2% и 45,2%, соответ-
ственно. Neprilysin (неприлизин) – Zn2+-зависимая металлопроте-
иназа, которая инактивирует несколько пептидных гормонов, 
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включая глюкагон, энкефалины, вещество P, нейротензин, оксито-
цин и брадикинин, гомологична по AAS – 40,4%. Комплекс амино-
пептидаз, включающий глутамиламинопептидазу, цитозольную 
Zn2+-зависимую аминопептидазу, метионин-аминопептидазы 1, 2, 
аспартат-аминопептидазу, аминопептидазы Q, B, N, O гомоло-
гичны по NS в диапазоне 65,4 - 72,4%, а по AAS в диапазоне 31,2–
71,1%. Карбоксипептидазы (А1, А2, А4, А6, В1, В2, D) гомоло-
гичны по AAS в диапазоне 35,5-70,8%. 

Средние данные оценки гомологии первичных структур протео-
литических ферментов Ноmo sapiens и моллюска Biomphalaria 
glabrata представлены в таблице. 

Таблица 4 
Оценка гомологии первичных структур  

протеолитических ферментов человека Ноmo sapiens  
и моллюска Biomphalaria glabrata 

 

Исследо-
ванные 
белки 

Коли-
чество

Нуклеотидные 
последовательности 

(NS)

Аминокислотные 
последовательности 

(AAS)

Покрытие, 
%

Гомология, 
% 

Покрытие, 
%

Гомология, 
%

Ферменты 
нерегулиру-
емого про-
теолиза 

7 32,5 (16-61)
66,8 (66-68)
Средний 
уровень 

90,0 (79-99)
61,9 (50-68) 
Средний 
уровень 

Ферменты 
регулируе-
мого про-
теолиза 

6 17,0 (4-31)
73,1 (69-76)
Высокий 
уровень 

85,8 (65-99)
64,7 (49-88) 
Средний 
уровень 

Убиквитин- 
подобные 
модифика-
торы 

9 23,5 (21-26)
80,5 (78-83)
Высокий 
уровень 

83,3 (47-100)
66,6 (32-95) 
Средний 
уровень 

Внеклеточ-
ные фер-
менты 

20 8,3 (2-34) 
71,6 (67-76)
Высокий 
уровень

88,8 (33-98)
37,2 (26-46) 
Низкий 
уровень

Внутрикле-
точные 
ферменты 

33 24,8 (3-61)
67,8 (65-72)
Средний 
уровень

77,7 (44-98)
45,2 (27-71) 
Средний 
уровень

 

Примечание: приведены средние величины, в скобках показан 
диапазон показателей 
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Из анализа данных таблицы 4 следует, что наиболее консерва-
тивными по кодирующим нуклеотидным последовательностям яв-
ляются убиквитин-подобные модификаторы, ферменты регулиру-
емого протеолиза и внеклеточные ферменты, а по аминокислотным 
последовательностям – убиквитин-подобные модификаторы, фер-
менты регулируемого и нерегулируемого протеолиза. Однако по 
мере расширения исследований по нуклеотидным и аминокислот-
ным последовательностям приведенные данные могут уточняться.  

Следует отметить, что при парном выравнивании нуклеотидных 
последовательностей ферментов нерегулируемого протеолиза че-
ловека и моллюска Biomphalaria glabrata было обнаружено, что по-
казатели Active site, Binding site и Metal binding для 7 ферментов 
были полностью гомологичны у человека и моллюска (Prolyl 
oligopeptidase, Thimet oligopeptidases, ATP-dependent Clp protease 
proteolytic subunit, Leucyl aminopeptidases, Signal Peptide Peptidase, 
Adenylosuccinate lyase, Aminopeptidase В), а 2 фермента – гомоло-
гичны частично (Amidophosphoribosyltransferase и Furin). При пар-
ном выравнивании нуклеотидных последовательностей ферментов 
регулируемого протеолиза человека и моллюска Biomphalaria 
glabrata было обнаружено, что показатели Active site, Binding site 
and Metal binding для 4 ферментов были полностью гомологичны у 
человека и моллюска (SUMO, NEDD8, FAT10, ISG15), для 3 фер-
ментов активные сайты и сайты связывания не описаны (UFM1, 
URM1, GABARAP). Парное выравнивание нуклеотидных последо-
вательностей кодирующих генов убиквитина человека и моллюс-
ков Biomphalaria glabrata и Lymnaea stagnalis продемонстриро-
вало, что показатели Active site, Binding site and Metal binding пол-
ностью гомологичны в 4 нуклеотидных последовательностях, как 
Biomphalaria glabrata, так и Lymnaea stagnalis. Ранее было пока-
зано, что 6 аминокислот трипсина у Homo sapiens и у Biomphalaria 
glabrata связываются с этионином в близких локусах молекул фер-
мента: у Homo sapiens – Asp 189, Ser 190, Gln 192, Ser 195, Val 213, 
Cys 220, а у Biomphalaria glabrata – Asp 224, Ser 225, Gln 227, Ser 
230, Val 248, Cys 254. Но гомология молекул трипсина человека и 
моллюска составила всего 26,6% [36]. 

Приведенные материалы о гомологии ферментов и регулятор-
ных белков протеолиза у человека и легочных пресноводных мол-
люсков доказывают возможность использования последних в каче-
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стве модельных организмов для моделирования нарушений про-
теолитических процессов и доклинического испытания регулиру-
ющих протеолиз субстанций, а также получения из аквакультур 
этих гидробионтов ферментативных и регуляторных белков про-
теолиза. Кроме того легочные пресноводные моллюски могут быть 
организмами для воспроизведения и экспериментального лечения 
запрограммированной гибели клеток, а также заболеваний обмена 
веществ, опорно-двигательного аппарата и канцерогенеза с лабора-
торным контролем в виде биомаркеров протеолиза [37–40]. 

Заключение. Гомология ферментов по нуклеотидным последо-
вательностям у человека и легочных пресноводных моллюсков при 
анализе не регулируемого протеолиза составляет 66-68%; регули-
руемого протеолиза – 69-76 %; убиквитин-подобных модификато-
ров – 78-83%; внеклеточных ферментов – 67-76% и внутриклеточ-
ных ферментов – 65-72%. Эволюционный консерватизм протеоли-
тических ферментов, наличие незамкнутого кровообращения, поз-
воляющего доставлять изучаемые субстанции из гемолимфы непо-
средственно к клеткам-мишеням позволяют использовать этих жи-
вотных в качестве дешевых и удобных в содержании тест-организ-
мов. Практическое значение достаточно высокой степени гомоло-
гии протеолитических ферментов у людей и легочных пресновод-
ных моллюсков обосновывает целесообразность формирования 
аквакультуры моллюсков, для получения из их тканей белковых 
ферментативных препаратов протеолитического действия в рамках 
задач биофармацевтики, косметики и пищевой промышленности. 
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ГЛАВА 5. БИОХИМИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  
ГЕПАТОПАНКРЕАСА И ГЕМОЛИМФЫ МОЛЛЮСКОВ 

ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 

Перед моделированием патологических процессов был прове-
ден сравнительный анализ биохимических показателей тканей ле-
гочных пресноводных моллюсков, плазмы крови человека и печени 
крыс линии Вистар. В плазме крови и гемолимфе определяли со-
держание общего белка, глюкозы, общего холестерола (ОХС), хо-
лестерола липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП), тригли-
церидов (ТГ), мочевой кислоты и активность гамма-глутами-
лтрансферазы (ГГТ) с помощью наборов НТПК «Анализ Х» (Бела-
русь). В тканях печени крысы и гепатопанкреаса моллюсков опре-
деляли содержание белка (Lowry et al., 1951), ДНК, РНК (Вlober and 
Роttеr, 1968; Данченко, 2013) и гликогена (Krisman, 1962; Данченко 
и Чиркин, 2010). Средняя величина каждого показателя определя-
лась в 8–10 повторностях, и сравнительный анализ производился 
методом параметрической статистики с использованием t-критерия 
Стьюдента. 

В таблице 5 представлены биохимические показатели плазмы 
крови человека и гемолимфы моллюсков, а также ткани печени 
крысы и гепатопанкреаса моллюсков. 

Установлено, что большинство биохимических показателей в 
плазме крови человека выше по сравнению с гемолимфой прудо-
виков и роговых катушек, вероятно, из-за незамкнутого кровообра-
щения: общий белок в 4,99 и 2,05 раза, мочевая кислота в 9,90 и 
3,38 раза, глюкоза в 9,24 и 4,34 раза, общий холестерол в 10,6 и 
15,7 раза, холестерол липопротеинов высокой плотности в 20,3 и 
12,2 раза, триглицериды в 4,20 и 6,39 раза, соответственно. 
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Таблица 5 
Сравнение биохимических показателей плазмы крови  

и печени млекопитающих с аналогичными показателями  
гемолимфы и гепатопанкреаса моллюсков 

 

Показатель 

Млекопитающие Lymnaea
stagnalis

Planorbarius
corneus

Исследуемая жидкость 

Плазма 
(Homo sapiens) Гемолимфа 

Общий белок, 
г/л 74,4±2, 35 14,9±0,24** 36,3±1,62*,** 

Мочевая к-та, 
мкмоль/л 301±12,6 30,4±0,76** 89,1±2,00*,** 

Глюкоза, 
ммоль/л 4,99±0,37 0,54±0,04** 1,15±0,08*,** 

ОХС, ммоль/л 5,19±0,52 0,49±0,01** 0,33±0,01*,**

ХС ЛПВП, 
ммоль/л 1,22±0,12 0,06±0,01** 0,11±0,01*,** 

ТГ, ммоль/л 1,47±0,14 0,35±0,01** 0,23±0,01*,**

ГГТ, Ед/л 40,1±4,25 187±9,42** 178±7,70**

Исследуемая 
ткань Печень (Rattus) Гепатопанкреас 

Общий белок, 
мг/г 225±9,82 203±4,30 205±7,50 

ДНК, мг/г 3,12±0,42 2,44±0,08 2,73±0,29

РНК, мг/г 8,53±0,82 7,46±0,28 6,79±0,58

Гликоген, мг/г 42,5±3,10 27,0±0,36** 21,1±0,11*,**
 

Примечание: * – Р<0,05 при сравнении показателей Planorbarius 
corneus с Lymnaea stagnalis; ** - Р<0,05 при сравнении показателей 
Homo sapiens и Rattus с Lymnaea stagnalis и Planorbarius corneus 

 

Только один показатель – активность гамма-глутамилтрансфе-
разы оказалась существенно выше в гемолимфе прудовиков и ро-
говых катушек в 4,66 и 4,62 раза, по сравнению с активностью 
этого фермента в плазме крови человека. Вероятно, это результат 
большего контакта мембран паренхиматозных клеток с гемолим-
фой, омывающей эти клетки при отсутствии сосудистых стенок. 
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Содержание белков, ДНК, РНК, гликогена в гепатопанкреасе ле-
гочных пресноводных моллюсков достаточно близко к уровню 
этих биополимеров в печени крысы. Результаты этих исследований 
позволили предположить, что ткани легочных пресноводных мол-
люсков могут служить исходным материалом для получения бел-
ков, в том числе ферментов, как это реализуется в промышленном 
масштабе при использовании тканей ряда морских гидробионтов. 

 
5.1. Изучение системы протеолиз-антипротеолиз в тканях 

легочных пресноводных моллюсков при введении этионина. 
 
Известны два основных типа протеолиза – АТФ-независимый и 

АТФ-зависимый. Первый активируется в условиях голодания и не 
требует затраты энергии, а второй функционирует постоянно и из-
бирательно. В этих процессах участвуют разные протеолитические 
ферменты. При некоторых типах повреждения клеток нарушается 
окислительное фосфорилирование, снижается синтез АТФ, растет 
потребление кислорода, а также синхронно активируются гликолиз 
и протеолитические процессы. Хотя описанные механизмы из-
вестны более 20 лет, их исследование остается актуальным из-за 
высокой научно-практической важности решения проблемы функ-
ционирования системы протеолиз-антипротеолиз. Новый подход 
для решения этой проблемы может базироваться на исследовании 
протеолитических ферментов и антипротеолитических факторов в 
тканях и гемолимфе легочных пресноводных моллюсков – прудо-
вика обыкновенного (Lymnaea stagnalis L) и катушки роговой 
(Planorbarius corneus L), отличающихся по типу транспорта кисло-
рода [1].  

Как указано ранее, представители таксона Mollusca имеют че-
тыре типа кислородпереносящих металлопротеинов и тканевых 
протогемовых белков: тканевые протогемы, гемоглобин красных 
кровяных клеток, внеклеточные гемоглобины и гемоцианины [2]. 
У прудовиков транспорт кислорода осуществляет гемоцианин, а у 
катушек – гемоглобин. Существует прямая зависимость между ак-
тивностью животного и концентрацией переносчиков кислорода во 
внутренней среде [3]. Гемоцианин менее активен по сравнению с 
гемоглобином: 1 г его связывает в 3-5 раз меньше кислорода – 0,25-
0,4 см3. Но в среднем количество кислорода, связанного с гемоци-
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анином, вдвое больше, чем количество кислорода, физически рас-
творенного в гемолимфе. Содержание гемоцианина в расчете на 
медь составляет 1,63-3,02 г/л. В предварительных исследованиях 
нами установлено, в гемолимфе прудовиков и катушек, содержа-
щихся в лабораторных условиях, выявлены достаточно близкие ве-
личины рН 7,370 (7,344-7,401) ед. и 7,362 (7,304-7,417) ед., соответ-
ственно. Величины рСО2 у прудовиков и катушек характеризуются 
большим разбросом данных 39,2 (14,7-51,3) мм рт.ст. и 29,3 (25,5-
34,0) мм рт. ст., соответственно. Значения рО2 у прудовиков 53 (21-
172) мм рт. ст. и 66 (16-158) мм рт.ст., соответственно. Для досто-
верной оценки способности гемоцианина и гемоглобина перено-
сить газы в гемолимфе и поддерживать кислотно-основное равно-
весие требуются дополнительные исследования. 

 Следует отметить, что прудовик является облигатным проме-
жуточным хозяином около 100 видов трематод. При инфицирова-
нии редиями (Echinoparyphium aconiatum) содержание гемоциа-
нина в тканях увеличивается в 1,2 раза. При слабом паразитарном 
поражении моллюсков такая реакция является выражением за-
щитно-восстановительного, тогда как при тяжелой инвазии – пато-
логического процесса [4]. Информации о гемоглобинах катушек в 
норме и патологии значительно меньше. Даже в суммарной таб-
лице, приводимой в документе ЕЭС (Testing and Assessment. 
№.121) в графе с параметрами катушек на 30% больше прочерков 
по сравнению с графой, посвященной параметрам прудовиков. 
Следовательно, представляется важным дальнейшее сравнитель-
ное изучение биохимических параметров тканей прудовиков и ка-
тушек в рамках проблемы биомониторинга среды обитания. 

Известно, что протеолитические ферменты подразделяются на 
две основные группы: пептидазы (КФ 3.4.11-15), катализирующие 
гидролиз пептидных связей с N- и С-конца пептидной цепи, и про-
теиназы (КФ 3.4.21-24), обеспечивающие гидролиз пептидных свя-
зей полипептидных цепей с образованием пептидов. Все вместе 
они образуют комплекс протеаз, расщепляющих белки до пептидов 
и аминокислот при различных значениях рН: для кислых протеаз – 
рН 3,0; для слабокислых протеаз – рН 4,8-5,3; для нейтральных 
протеаз – рН 7,0 и для щелочных протеаз – рН 8,0-9,0. 

Целью этого этапа работы явилось изучение активности протео-
лиза и антипротеолиза в гемолимфе легочных пресноводных мол-
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люсков, отличающихся по механизмам транспорта кислорода, по-
сле введения антиметаболита метионина – этионина. При всех пре-
имуществах исследования фармакодинамики биологически актив-
ных веществ у млекопитающих имеется существенный недостаток, 
связанный с наличием системы замкнутого кровообращения, 
вследствие чего вводимые гидрофильные молекулы должны пре-
одолевать гемато-клеточные барьеры и зависеть от нейрогумораль-
ных механизмов регуляции кровообращения. У моллюсков име-
ется незамкнутая система кровообращения, которая позволяет вво-
димым в гемолимфу веществам действовать непосредственно на 
клетки-мишени [5]. 

Материалом для исследования были гемолимфа и гепатопан-
креас половозрелых легочных пресноводных моллюсков. В работе 
использованы N-α-бензоил-D, L-аргинин паранитроанилид 
(БАПНА; 3 ммоль/л), трипсин (1,7 мкмоль/л), ингибитор трипсина 
(0,42 мкмоль/л), сывороточный альбумин человека (30 г/л) фирмы 
Fluka. Определение активности трипсиноподобных протеиназ 
(ТпА) проводили по методу D.F. Erlanger, а определение активно-
сти ингибиторов протеиназ (α1-антипротеазного ингибитора – 
АПИ и α2-макроглобулина - α2-МГ) проводили по методу, предло-
женному Т.А. Хватовым и В.Б. Беловой [6; 7] при значениях рН 
инкубационных сред 3,0, 3,6, 3,8, 6,1, 7,2, 8,0 и 9,0. Активность ТпА 
выражали в мкмоль/(г×с), содержание АПИ и α2-МГ – в г/л. Содер-
жание белков (мг/г) определяли по Лоури [8] а содержание ДНК и 
РНК (мг/г ткани) определяли по методу, предложенному Вlober и 
Роttеr, основанному на спектрофотометрическом определении 
ДНК при λ 270 и 290 нм и РНК при λ 270 [9]. 

Препарат этионина вводился в ногу в концентрации 1 мг/г 
массы моллюсков. Исследования проводили через 3, 12, 24 и 48 ча-
сов. В качестве контроля вводили раствор хлорида натрия в кон-
центрации 1 мг/г массы моллюсков. Полученный цифровой мате-
риал подвергался статистической обработке методами параметри-
ческой статистики. 

При исследовании гемолимфы протеолитическая и антипротео-
литическая активности были обнаружены во всем исследуемом 
диапазоне значений рН. Это значит, что комплекс протеаз гемо-
лимфы легочных пресноводных моллюсков включает кислые (рН 
3), слабокислые (рН 3,6-3,80), нейтральные (рН 6,1-7,2) и щелоч-
ные (рН 8-9) протеазы (таблица 6). 
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Наиболее высокие значения трипсиноподобной активности 
были выявлены при значениях рН инкубационной среды в диапа-
зоне 3,6-9,0, а количества α1-антипротеазного ингибитора при рН 
3,6-3,8 и α2-макроглобулина при рН 3,0. 

Данные о зависимости количества ингибиторов протеолиза ге-
патопанкреаса от величины рН инкубационной среды представ-
лены в таблица 7. 

Таблица 6 
Распределение протеолитической и антипротеолитической  

активности гемолимфы (%) в зависимости от рН  
инкубационной среды 

 

Диапазон 
рН 

Прудовики Катушки

ТпА АПИ α2-МГ ТпА АПИ α2-МГ

3,0 13,8 6,1 37,8 16,6 15,3 34,8

3,6-3,8 29,5 77,4 23,8 23,9 78,1 24,0

6,1-7,2 30,3 7,0 19,6 35,4 2,1 20,7

8,0-9,0 26,4 9,5 18,8 24,1 4,5 20,5
 

Таблица 7 
Зависимость активности ингибиторов протеиназ  

в гемолимфе легочных пресноводных моллюсков от pH  
буферного раствора (г/дм3) 

 

pH 
Прудовик обыкновенный Катушка роговая

АПИ α2-МГ АПИ α2-МГ

3,0 0,97±0,11 22,80±3,70 3,06±0,59 20,1±3,80

3,6 2,45±0,25 4,48±0,95 5,81±0,79 5,21±1,88

3,8 9,84±0,16 9,92±0,11 9,82±0,17 8,65±1,02

6,1 0,36±0,08 5,99±0,52 0,22±0,11 6,10±0,58

7,2 0,75±0,14 5,84±0,59 0,19±0,14 5,83±0,49

8,0 1,04±0,17 5,44±0,21 0,59±0,27 5,98±0,43

9,0 0,47±0,05 5,89±0,03 0,31±0,11 5,85±0,58
 

Аналогичные результаты были получены при исследовании ге-
патопанкреаса обоих видов моллюсков: количества α1-антипроте-
азного ингибитора оказалось наиболее высоким при рН 3,6-3,8 и 
α2-макроглобулина при рН 3,0. 

 



Молекулярно-структурная гомология протеолитических ферментов 
 

93 

Таким образом, выявлена мощная антипротеазная активность, 
направленая против кислых и слабокислых протеаз, вероятно, ли-
зосомального происхождения.  

Данные о влиянии этионина на активность трипсиноподобных 
протеиназ в гепатопанкреасе и гемолимфе моллюсков представ-
лены в табл. 8). 

Таблица 8 
Влияние этионина на протеолитическую активность  

гепатопанкреаса и гемолимфы легочных  
пресноводных моллюсков 

 

Срок наблюдения Трипсиноподобные протеиназы (TnA)

Прудовики Катушки

Гепатопанкреас, мкмоль/(г·с)

Контроль 213 ± 31,5 159 ± 15,2

Через 3 часа 330 ± 24,51 242 ± 19,31,2

Через 12 часов 115 ± 19,71 252 ± 16,81,2

Через 24 часа 381 ± 29,61 226 ± 25,21,2

Через 48 часов 212 ±27,4 180 ± 16,2

Гемолимфа, мкмоль/(см3·с)

Контроль 37,1 ± 3,02 28,8 ± 3,77 

Через 3 часа 21,0 ± 2,861 34,1 ± 6,73 

Через 12 часов 20,0 ± 6,951 31,8 ± 7,12 

Через 24 часа 18,3 ± 1,871 26,4 ± 4,85 

Через 48 часов 17,2 ± 0,561 25,7 ± 5,81 
 

Примечание: 1 – Р < 0,05 по сравнению с контролем; 2 – Р < 0,05 по 
сравнению между одноименными группами прудовиков и катушек. 

 

Из анализа данных табл. 8 следует, что в гепатопанкреасе пру-
довиков активность трипсиноподобных протеиназ изменялась вол-
нообразно с двумя пиками активности через 3 и 24 часа после вве-
дения этионина. В гепатопанкреасе катушек этионин вызывал по-
вышение активности трипсиноподобных протеиназ в интервале  
3–24 часа. Но значения активности трипсиноподобных протеиназ 
гепатопанкреаса у катушек были достоверно ниже по сравнению с 
прудовиками через 3 и 24 часа после введения этионина. Эти дан-
ные позволяют сделать предположение, что система протеолиза 



А.А. Чиркин, О.М. Балаева-Тихомирова 
 

94 

клеток гепатопанкреаса катушек оказалась более устойчивой к дей-
ствию этионина по сравнению с прудовиками.  

Поскольку оценка трипсиноподобной активности производи-
лась при рН 8,0, вначале было проведено исследование количества 
ингибиторов протеолиза после введения этионина также при рН 8 
(табл. 9). 

 

Таблица 9 
Влияние этионина на антипротеолитическую активность  
гепатопанкреаса и гемолимфы легочных пресноводных  

моллюсков (рН 8,0) 
 

Срок  
наблюдения 

Антипротеазный 
ингибитор (АПИ)

α2-Макроглобулин
(α2-МГ)

Прудовики Катушки Прудо-
вики Катушки 

Гепатопанкреас, мг/г 

Контроль 1,04 ± 0,37 0,31 ± 0,082 0,44 ± 0,21 6,61 ± 0,632

Через 3 часа 1,19 ± 0,031 1,61 ± 0,011,2 2,41 ± 0,151 2,24 ± 0,301

Через  
12 часов 7,58 ± 1,041 6,44 ± 0,991 7,60 ± 0,791 7,83 ± 0,52 

Через 24 часа 5,54 ± 0,611 4,51 ± 0,091 5,96 ± 0,681 5,86 ± 0,66

Через  
48 часов 0,68 ± 0,21 2,32 ± 0,081 5,48 ± 0,311 5,77 ± 0,04 

Гемолимфа, мг/см3 

Контроль 1,04 ± 0,37 0,59 ± 0,27 5,44 ± 0,31 5,98 ± 0,43

Через 3 часа 0,12 ± 0,01 0,27 ± 0,19 6,00 ± 0,09 5,65 ± 0,15

Через  
12 часов 0,15± 0,01 0,29 ± 0,041,2 5,86 ± 0,02 6,03 ± 0,24 

Через 24 часа 0,21 ± 0,091 0,29 ± 0,08 5,84 ± 0,03 5,77 ± 0,04

Через  
48 часов 0,29 ± 0,021 0,42 ± 0,152 6,19 ± 0,08 6,20 ± 0, 67 

 

Установлено, что в гепатопанкреасе обоих видов моллюсков со-
держание АПИ достоверно возрастало уже через 3 часа после введе-
ния этионина и достигало максимума через 12 часов (превышение 
исходного уровня было в 7–20 раз). У прудовиков количество АПИ 
снижалось до контрольного уровня через 48 часов, а в гепатопанкре-
асе количество АПИ оставалось повышенным в 8 раз по сравнению 
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с исходными данными. Количество α2-макроглобулина в гепатопан-
креасе катушек в 15 раз превышало уровень этого ингибитора про-
теолиза у прудовиков. После введения этионина количество α2-мак-
роглобулина в гепатопанкреасе прудовиков повышалось до уровня 
этого показателя в гепатопанкреасе катушек. У катушек уровень α2-
макроглобулина оставался на исходном уровне после кратковремен-
ного снижения его содержания через 3 часа после введения этио-
нина. Таким образом, можно предположить, что основной реакцией 
на введение этионина является повышение концентрации ингибито-
ров протеолиза в гепатопанкреасе, если определение ведется при рН 
8,0. Данные о суммарной ингибиторной емкости (рис. 21) показали, 
что до введения этионина сумма АПИ и α2-МГ в гепатопанкреасе у 
прудовиков была в 4, 7 раза ниже, чем у катушек. 

После введения этионина показатель СИЕ изменялся одно-
типно, что доказывает наличие общего эффекта повышения анти-
протеолитической активности после введения этионина у прудови-
ков и катушек. Поскольку наибольшее повышение величины СИЕ 
было зарегистрировано через 12 часов у прудовиков в 10 раз, а у 
катушек только в 2 раза, можно полагать, что катушки могут быть 
более устойчивыми организмами к действию антиметаболита эти-
онина. Это предположение подтверждается вышеприведенными 
данными о более значительном снижении содержания АПИ в гемо-
лимфе прудовиков по сравнению с катушками. 

 

 

Рис. 21. Влияние этионина на суммарную ингибиторную  
емкость (СИЕ) гепатопанкреаса и гемолимфы легочных  

пресноводных моллюсков (рН 8,0) 
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В табл. 10 представлены данные о влиянии этионина на содер-
жание ингибиторов протеиназ, определенных при оптимальных 
значениях рН. 

В результате поведенных исследований установлено, что содержа-
ние АПИ и α2-МГ в гепатопанкреасе у контрольных моллюсков нахо-
дится на уровне, близком к максимальному их содержанию через 12 
часов после введения этионина и определенному при рН 8,0. Пик со-
держания АПИ и α2-МГ, определенных при оптимуме рН в гепато-
панкреасе, сдвигается у прудовиков на 48 часов после введения этио-
нина. В гепатопанкреасе катушек через 3 часа после введения этио-
нина снижено количество АПИ и α2-МГ, но в последующие сроки 
наблюдения эти показатели соответствуют контрольным значениям. 
В гемолимфе обоих видов моллюсков отмечено одинаковое по вели-
чине снижение концентрации АПИ и α2-МГ во все сроки наблюдения. 

 

Таблица 10 
Влияние этионина на антипротеолитическую активность  

гепатопанкреаса и гемолимфы легочных пресноводных моллюс-
ков пресноводных моллюсков (рН 3,8 при определении АПИ  

и рН 3,0 при определении α2-МГ) 
 

Сроки 
наблю-
дения 

АПИ (рН 3,8) α2-МГ (рН 3,0)

Прудовики Катушки Прудовики Катушки 

Гепатопанкреас, мг/г 

Контроль 9,59±0,92 10,7±1,32 17,2±1,16 25,6±2,592

Через  
3 часа 9,55±0,74 6,01±1,011,2 30,5±2,581 14,3±2,971,2 

Через  
12 часов 9,24±1,08 7,65±1,19 26,3±2,401 26,4±3,96 

Через  
24 часа 11,0±1,53 9,51±1,64 20,4±1,32 25,0±2,39 

Через  
48 часов 18,4±1,901 11,9±1,322 52,4±4,091 33,4±4,932 

Гемолимфа, мг/см3 

Контроль 9,84±0,16 9,82±0,17 22,8±2,79 20,1±2,84

Через  
3 часа 5,12±0,381 4,67±1,191 7,02±2,441 11,7±1,811 

Через  
12 часов 5,59±0,511 5,42±1,451 5,26±0,541 4,67±0,731 
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Окончание таблицы 10 
 

Через  
24 часа 4,11±0,181 4,50±0,961 5,22±0,581 3,86±0,551 

Через  
48 часов 7,17±0,871 7,61±0,761 7,08±0,831 9,99±0,871 

 

Данные о суммарной антипротеолитической активности гепато-
панкреаса и гемолимфы моллюсков представлены на рисунке 22. 

Анализ содержания ингибиторов при оптимальных значениях рН 
показал, что в контрольных образцах гепатопанкреаса показатель 
суммарной ингибиторной емкости у прудовиков всего в 1,35 раза 
меньше, чем у катушек. Через 48 часов после введения этионина в 
гепатопанкреасе прудовиков уровень СИЕ превышает контрольные 
значения в 2,65 раза. У катушек через 3 часа после введения этио-
нина величина СИЕ снизилась в панкреасе в 1,79 раза, но затем зна-
чения суммарной ингибиторной емкости нормализовались. В гемо-
лимфе величины СИЕ в гемолимфе обоих видов моллюсков были 
снижены через 3 часа – 24 часа после введения этионина. Признаки 
тенденции к нормализации этого показателя просматриваются через 
48 часов, причем этот эффект выражен в большей степени у катушек. 

 

 

 

Рис. 22. Влияние этионина на суммарную ингибиторную  
емкость (СИЕ) гепатопанкреаса и гемолимфы легочных  
пресноводных моллюсков (определение при оптимуме рН) 
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На основании полученных данных о влиянии этионина на со-
держание ингибиторов протеолиза можно сделать заключение о 
большей устойчивости системы протеолиз-антипротеолиз у кату-
шек по сравнению с прудовиками. Для подтверждения этого пред-
положения были исследованы содержание белков в гепатопанкре-
асе и гемолимфе, а также количества нуклеиновых кислот в гепа-
топанкреасе контрольных и подопытных моллюсков. Установлено, 
что в гепатопанкреасе и гемолимфе катушек содержание общего 
белка достоверно ниже, чем у прудовиков (таблица 11). После вве-
дения этионина в гепатопанкреасе прудовиков было снижено со-
держание белков во всем периоде наблюдения, а в гемолимфе было 
выявлено более чем пятикратное снижение концентрации белка че-
рез 24 часа. В гепатопанкреасе катушек снижение содержания бел-
ков было обнаружено только через 24 часа после введения этио-
нина, а в гемолимфе содержание общего белка поддерживалось на 
постоянном контрольном уровне. 

 

Таблица 11 
Влияние этионина на содержание общего белка в гепатопанкреасе 

и гемолимфе легочных пресноводных моллюсков 
 

Срок наблюдения 
Содержание белка

Прудовики Катушки

Гепатопанкреас, мг/г 

Контроль 145 ± 5,1 118 ± 7,32

Через 3 часа 111 ± 6,21 128 ± 6,0

Через 12 часов 72,0 ± 4,581 118 ± 5,12

Через 24 часа 59,3 ± 5,761 73,4 ± 4,371,2

Через 48 часов 106 ± 5,21 129 ± 5,22

Гемолимфа, мг/см3 

Контроль 2,99 ± 0,51 1,50 ± 0,512

Через 3 часа 2,04 ± 0,41 2,72 ± 0,55

Через 12 часов 2,98 ± 0,39 2,12 ± 0,06

Через 24 часа 0,58 ± 0,311 1,96 ± 0,14

Через 48 часов 2,07 ± 0,18 1,35 ± 0,08
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Кроме нарушений соотношений протеолиза и антипротеолиза 
причиной полученных изменений содержания общего белка гепа-
топанкреса и гемолимфы могло явиться негативное влияние этио-
нина на содержание нуклеиновых кислот в клетках. В табл. 12 при-
ведены данные о содержании ДНК и РНК в гепатопанкреасе обоих 
видов моллюсков после введения этионина. 

Таблица 12 
Влияние этионина на содержание ДНК и РНК  

в гепатопанкреасе легочных пресноводных моллюсков 
 

Срок наблюдения 
Нуклеиновые кислоты

Прудовики Катушки

Содержание ДНК, мг/г

Контроль 1,91 ± 0,104 1,95 ± 0,044

Через 3 часа 1,90 ± 0,181 1,79 ± 0,189

Через 12 часов 1,78 ± 0,204 1,70 ± 0,046

Через 24 часа 1,61 ± 0,0791 1,62 ± 0,0671

Через 48 часов 1,9 7± 0,147 1,86 ± 0,056

Содержание РНК, мг/г

Контроль 11,2 ± 0,136 11,5 ± 0,156

Через 3 часа 11,0 ± 0,122 11,1 ± 0,181

Через 12 часов 10,5 ± 0,1261 10,4 ± 0,1201

Через 24 часа 10,7 ± 0,1101 10,6 ± 0,1271

Через 48 часов 12,1 ±0,138 12,0 ± 0,135
 

Оказалось, что у обоих обследуемых видов моллюсков содержа-
ние ДНК уменьшается в гепатопанкреасе через 24 часа, а РНК – 
через 12 и 24 часа после введения этионина. Изучая динамику ве-
личин отношения РНК/ДНК (рисунок 23), установлено, что в кон-
троле, а также через 3, 12, 24 и 48 часов для гепатопанкреаса пру-
довиков и катушек получены величины 5,86–5,90, 5,79–6,20,  
5,90–6,12, 6,64–6,73, 6,14–6,45, соответственно. Из этих данных мо-
жет следовать предположение, что рост уровня РНК, обычно свя-
занного с биосинтезом белка, в гепатопанкреасе катушек начина-
ется с 3-х суток, а у прудовиков – только через 24 часа после вве-
дения этионина. 

Для объяснения полученных данных следует принимать во вни-
мание, что этионин вызывает снижение содержания АТФ в цитозоле 
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и митохондриях гепатоцитов млекопитающих, сопровождаемое ак-
тивацией гликолиза, а также снижением величины отношения 
АТФ/АДФ и НАД+/НАДН в митохондриях. При введении этионина 
нарушается процесс инициации синтеза полипептидных цепей у эу-
кариотических клеток за счет подавления образования тройного 
комплекса eIF-2-ГТФ и Met-тРНК (на 65-85%). Эти изменения сов-
падают с дезагрегацией полисом, а ингибирование инициации син-
теза белка печени, индуцированного этионином, опосредуется фос-
форилированием eIF-2α. После введения этионина уменьшаются ре-
зервы гликогена в печени. Этионин приводит к этилированию гуа-
нина и пиримидинов, причем незначительные количества таких мо-
дифицированных азотистых оснований находят в молекулах тРНК. 
Этилирование тРНК снимается на 80%, если перед введением этио-
нина экспериментальным животнам вводят актиномицин D (15 мг/кг 
массы тела) или L-метионин (1,0 г /кг массы тела). Биологическим 
следствием избыточного этилирования молекул, вызванного введе-
нием этионина, является подавление запрограммированной гибели 
клеток способом аутрфагии [10-17]. Следовательно, данные, полу-
ченные при введении этионина легочным пресноводным моллюскам 
не противоречат классическим представлениям о роли этилирования 
в подавлении биоэнергетики, биосинтеза белков и нарушений об-
мена веществ у высших эукариотических организмов. 

 

 

 

Рис. 23. Влияние этионина на величины отношения  
РНК/ДНК для клеток гепатопанкреаса легочных  

пресноводных моллюсков 

5,2

5,4

5,6

5,8

6

6,2

6,4

6,6

6,8

7

Контроль 3 часа 12 часов 24 часа 48 часов

Р
Н
К
/Д

Н
К
, е
д
.

Срок наблюдения

Прудовики Катушки



Молекулярно-структурная гомология протеолитических ферментов 
 

101 

Итак, при исследовании гемолимфы протеолитическая и анти-
протеолитическая активности были обнаружены во всем исследуе-
мом диапазоне значений рН. Наиболее высокие значения трипси-
ноподобной активности были выявлены при значениях рН инкуба-
ционной среды в диапазоне 3,6-9,0, а количества α1-антипроте-
азного ингибитора при рН 3,6-3,8 и α2-макроглобулина при рН 3,0. 
В гепатопанкреасе выявлена мощная антипротеазная активность, 
направленая против кислых и слабокислых протеаз, вероятно, ли-
зосомального происхождения. Сделано заключение о большей 
устойчивости системы протеолиз-антипротеолиз у катушек по 
сравнению с прудовиками. Высказано предположение, что прудо-
вик обыкновенный (Lymnaea stagnalis L) и катушка роговая 
(Planorbarius corneus L), отличающиеся по типу транспорта кисло-
рода, могут использоваться как модельные организмы не только в 
токсикологии, но и в программах биомедицинских исследований. 

 
5.2. Моделирование биохимических признаков сахарного 

диабета у легочных пресноводных моллюсков. 
 
Метаболический синдром и сахарный диабет постепенно выхо-

дят на первый план как основные причины заболеваемости смерт-
ности населения. В патогенезе этих состояний видное место зани-
мают нарушения биосинтеза инсулина и инсулинорезистентность 
тканей. Для моделирования этих процессов чаще всего применяют 
экзогенные вещества, нарушающие функционирование инсулин-
продуцирующих клеток или состояние инсулиновых рецепторов 
плазматических мембран клеток-мишеней. Считают, что наиболее 
адекватной моделью является введение животным стрептозото-
цина – препарата, получаемого из бактерий Streptomyces 
achromogenes. После однократного введения стрептозотоцина 
наблюдают две фазы гипергликемии: первая в интервале 1–4 ч. свя-
зана с уменьшением концентрации инсулина в плазме, а вторая 
(финальная, устойчивая) развивается через 24–36 ч. и характеризу-
ется лабораторными признаками, характерными для диабета. Ос-
новной причиной повреждения инсулиноцитов стрептозотоцином 
является алкилирование биологических макромолекул, включая 
ДНК. Этот процесс сопряжен с нарушением энергетического об-
мена, уменьшением тканевых резервов НАД+ и АТФ, дисфункцией 
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митохондриальных ферментов и митохондриального генома. Дру-
гой причиной цитотоксического действия стрептозотоцина может 
быть избыточное образование оксида азота за счет повышенной 
экспрессии NO-синтазы. Следствием этого является повреждение 
инсулиноцитов за счет развития окислительного стресса с уча-
стием свободных нитрозных радикалов-пероксинитритов, а также 
супероксидного анион-радикала, гидроксильного радикала и про-
дукта катаболизма адениловых нуклеотидов – мочевой кислоты. 
Гибель инсулиноцитов после введения стрептозотоцина происхо-
дит за счет сочетания некротических изменений с активацией 
апоптоза [4–6]. 

При всех преимуществах моделирования сахарного диабета у 
млекопитающих имеется существенный недостаток, связанный с 
наличием системы замкнутого кровообращения, вследствие чего 
вводимые гидрофильные молекулы стрептозотоцина должны пре-
одолевать гемато-клеточные барьеры и зависеть от нейрогумораль-
ных механизмов регуляции кровообращения. В идеальном вари-
анте модельная система должна включать клетки-продуценты ин-
сулина, клетки-мишени для инсулина и биологическую жидкость, 
связывающую оба типа клеток. В эту трехкомпонентную систему 
следует вводить стрептозотоцин и в ней определять инсулин-зави-
симые метаболиты. Такая модель была создана путем введения 
моллюскам прудовика и катушки стрептозотоцина. Это привело 
через 24 ч к повышению уровня гексоз в гемолимфе и развитию 
диабетоподобного состояния. Через 3 суток уровень гексоз в гемо-
лимфе снижался [3; 9]. 

Целью работы явилось исследование действия экзогенных ве-
ществ, способных повышать или снижать содержание глюкозы в 
гемолимфе легочных пресноводных моллюсков. В качестве веще-
ства, повышающего уровень глюкозы гемолимфы избран стрепто-
зотоцин, а снижающего уровень глюкозы – экстракт куколок дубо-
вого шелкопряда (ЭКДШ). Ранее было показано, что препарат 
ЭКДШ препятствовал развитию инсулинорезистентности в экспе-
рименте за счет антиоксидантного эффекта [1; 7]. 

Эксперименты поставлены на 144 особях легочных пресновод-
ных моллюсков – прудовиках (Lymnaea stagnalis) и катушках 
(Planorbarius corneus), разделенных на 18 групп по 8 моллюсков в 
каждой. У моллюсков незамкнутая кровеносная система, поэтому 
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гемолимфа омывает клетки тканей. Транспорт кислорода у прудо-
виков осуществляет медьсодержащий пигмент гемоцианин, а у ка-
тушек железосодержащий гемоглобин. Считают, что организмы с 
гемоцианином более чувствительны к избытку углекислого газа 
[8]. Стрептозотоцин готовили на 1М цитратном буфере и вводили в 
ногу животного с помощью инсулинового шприца в количестве 65 
мкг/г тела животного; ЭКДШ вводили аналогично в дозе 7 мкг сво-
бодных аминокислот/100 г массы тела. Контрольная группа моллюс-
ков не подвергались никаким воздействиям, а моллюскам групп со-
ответствующего контроля вводили вместо стрептозотоцина буфер-
ный раствор. Для исследования использовали гемолимфу, которую 
отбирали при раздражении ноги иглой и гомогенат ткани гепатопан-
креаса моллюсков, приготовленный на холоду в 0,025М трис-HCl 
буфере (рН 7,4). Количество глюкозы оценивали в гемолимфе глю-
козооксидазным методом с помощью наборов фирмы «Диакон 
Диасис» в соответствии с инструкцией производителя. Концентра-
цию гликогена гепатопанкреаса определяли по методу [10], малоно-
вого диальдегида (ТБК-реактивных субстанций, ТБКРС) по методу 
[11] и концентрацию восстановленного глутатиона – по методу [12]. 
Активность каталазы в гомогенате гепатопанкреаса определяли по 
М.А. Королюку [2]. Весь цифровой материал вводился для хранения 
и обработки в таблицы Microsoft Excel и Statistica. Для проверки нор-
мальности распределения данных использовался критерий Колмого-
рова-Смирнова. После проверки на правильность распределения 
цифровой материал обрабатывался методами параметрической ста-
тистики с использованием критерия t Стьюдента. 

В таблице 13 представлены данные о влиянии стрептозотоцина 
и ЭКДШ на содержание глюкозы в гемолимфе улиток. 

 

Таблица 13 
Влияние стрептозотоцина и экстракта куколок  

дубового шелкопряда на содержание глюкозы (ммоль/дм3)  
в гемолимфе моллюсков 

 

Показатель Глюкоза, 
прудовики Глюкоза, катушки 

Контроль 0,34±0,033 0,26±0,042

Буфер 1-е сут. 0,37±0,071 0,22±0,041

Стрептозотоцин 1-е сут. 0,69±0,0491,2 0,42±0,0391,2
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Окончание таблицы 13 
 

 

Примечание: 1- р<0,05 по сравнению с контролем, 2 - р<0,05 по 
сравнению с соответствующим контролем, 3 - р<0,05 по сравнению 
с группой «стрептозотоцин» 

 

Из приведенных данных следует, что в гемолимфе прудовиков 
и катушек до эксперимента, а также после введения буферного рас-
твора содержалось одинаковое количество глюкозы. Через 24 ч. по-
сле введения стрептозотоцина найдено повышение содержания 
глюкозы в гемолимфе моллюсков, причем у прудовиков это повы-
шение было выражено сильнее, чем у катушек (Р<0,01). Спустя 48 
ч. у прудовиков сохранялось повышенное содержание глюкозы в 
гемолимфе, а у катушек – нормализовалось. Следовательно, у пру-
довиков стрептозотоцин вызывал более выраженное «гиперглике-
мическое» действие по сравнению с катушками. Через 24 ч. препа-
рат ЭКДШ препятствовал повышению уровня глюкозы, вызван-
ному стрептозотоцином, а через двое суток обеспечивал снижение 
содержания глюкозы в гемолимфе прудовиков. У катушек измене-
ния носили аналогичный характер, но были менее выражены. Та-
ким образом, прудовики с гемоцианином оказались более чувстви-
тельными к действию стрептозотоцина по сравнению с катушками, 
обладающими другим переносчиком кислорода (гемоглобин). 

В связи с этими результатами представляло интерес исследова-
ние содержания гликогена в гепатопанкреасе улиток (таблица 14). 
Оказалось, что содержание гликогена в гепатопанкреасе у интакт-
ных улиток, а также после введения буферного раствора было оди-
наковым. Введение стрептозотоцина через 24 ч и 48 ч вызвало 
уменьшение содержания гликогена в гепатопанкреасе прудовиков 
и катушек в 3–4 раза. Эти изменения оказались синхронными с по-
вышением содержания глюкозы в гемолимфе. Можно полагать, что 

ЭКДШ 1-е сут. 0,33±0,0363 0,33±0,040

ЭКДШ + стрептозотоцин 
1-е сут. 0,30±0,0373 0,21±0,0623 

Буфер 2-е сут. 0,32±0,031 0,26±0,095

Стрептозотоцин 2-е сут. 0,50±0,0491,2 0,29±0,035

ЭКДШ 2-е сут. 0,19±0,0201,3 0,14±0,0313

ЭКДШ + стрептозотоцин 
2-е сут. 0,21±0,0191,3 0,19±0,066 
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этот эффект подтверждает тот факт, что стрептозотоцин блокирует 
гликогеногенез, управляемый в нормальных условиях инсулином. 

 

Таблица 14 
Влияние стрептозотоцина и экстракта  

куколок дубового шелкопряда на содержание гликогена (мг/г) 
в гепатопанкреасе моллюсков 

 

 

Примечание: см. табл. 13. 
 

Препарат ЭКДШ у обоих видов улиток сохранял содержание гли-
когена в гепатопанкреасе на протяжении двух суток после введения 
стрептозотоцина. В предшествующих экспериментах на крысах был 
выявлен положительный эффект экстракта куколок дубового шелко-
пряда на показатели метаболизма при развитии инсулинорезистент-
ности, вызванной высокожировой диетой: уменьшилась гиперглике-
мия, концентрация инсулина, кортикостерона в сыворотке крови, ин-
декс Homa, увеличилось содержание гликогена в печени, нормализо-
валась активность фосфорилазы гликогена, фосфоглюкомутазы, 
фруктозо-1,6-бисфосфатазы, глюкозо-6-фосфатазы, рибозо-5-фос-
фатметаболизирующих ферментов, транскетолазы, обнаружена тен-
денция к нормализации активности фосфофруктокиназы, альдолазы 
фруктозо-1,6-бисфосфата, гексокиназы и глюкокиназы. Наиболее вы-
раженный эффект отмечался при использовании экстракта в дозе 7 
мкг свободных аминокислот/100 г массы тела [1]. По всей видимости 
эти положительные эффекты ЭКДШ проявились и в экспериментах 
по применению стрептозотоцина у легочных пресноводных улиток. 

Показатель Гликоген,
прудовики Гликоген, катушки 

Контроль 20,1±3,76 18,5±4,50

Буфер 1-е сут. 17,1±1,72 21,4±2,08

Стрептозотоцин 1-е сут. 6,9±0,881,2 4,50±0,391,2

ЭКДШ 1-е сут. 17,0±0,563 16,9±4,483

ЭКДШ + стрептозотоцин 
1-е сут. 16,7±0,643 22,2±4,213 

Буфер 2-е сут. 17,3±1,22 19,2±0,53

Стрептозотоцин 2-е сут 5,2±0,211,2 5,30±0,291,2

ЭКДШ 2-е сут. 19,6±0,283 27,1±4,363

ЭКДШ + стрептозотоцин 
2-е сут. 20,7±0,353 30,6±5,383 
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В то же время ранее было показано, что гемолимфа куколок ду-
бового шелкопряда формируется в процессе запрограммированной 
гибели клеток и в периоде диапаузы накапливает антиоксидантный 
потенциал за счет разрушения макромолекул (увеличение количе-
ства мочевой кислоты, свободных аминокислот). Эндогенная анти-
оксидантная система гемолимфы содержит витамины С, А, Е, моче-
вую кислоту, аминокислоты, глутатион, биофлавоноиды, которые 
распределены в составе трех групп веществ (макромолекулы, пеп-
тиды-аминокислоты и низкомолекулярные биорегуляторы). Анти-
оксидантная активность гемолимфы при действии адгезии, хемотак-
сического фактора fMet-Leu-Phe и латекса на нейтрофильные лейко-
циты проявляется в разведениях 1:104 – 1:105. Гемолимфа и ее фрак-
ции не оказывают цитотоксического действия на нормальные фиб-
робласты кожи и их рост усиливается лизин- и аргининсодержа-
щими фракциями [7]. Поэтому были проведены исследования, кото-
рые позволили ориентировочно оценить роль окислителього стресса 
в формировании гипергликемических эффектов стрептозотоцина в 
экспериментах на легочных пресноводных улитках (таблица 15). 

Таблица 15 
Влияние стрептозотоцина и экстракта  

куколок дубового шелкопряда на содержание ТБКРС (мкмоль/г), 
активность каталазы (мкмоль/г/мин) и восстановленного  
глутатиона (мкмоль/г) в гепатопанкреасе моллюсков 

 

Примечание: см. табл. 12. 

Показатель ТБКРС Каталаза SH-глутатион

Прудовики

Контроль 12,1±1,15 13,6±1,72 0,048±0,003

Буфер 1-е сут. 10,1±3,13 14,6±2,73 0,058±0,005

Стрептозотоцин 
1-е сут. 31,3±1,731,2 32,1±1,591,2 0,066±0,0021 

ЭКДШ 1-е сут. 11,8±0,893 13,2±1,233 0,045±0,0043

ЭКДШ + стрепто-
зотоцин 1-е сут. 12,3±0,673 13,9±1,543 0,042±0,0033 

Буфер 2-е сут. 12,9±2,64 15,0±1,24 0,046±0,006

Стрептозотоцин 
2-е сут. 38,4±3,311,2 30,3±3,821,2 0,049±0,004 

ЭКДШ 2-е сут. 14,5±0,663 15,8±3,463 0,050±0,005

ЭКДШ + стрепто-
зотоцин 2-е сут. 13,5±0,613 14,7±2,013 0,048±0,007 
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Окончание таблицы 15 
 

 

Установлено, что стрептозотоцин увеличивал примерно вдвое 
содержание в гепатопанкреасе ТБКРС (ориентировочно малонового 
диальдегида – важного показателя свободнорадикальных процес-
сов) и активность антиоксидантного фермента каталазы. Препарат 
ЭКДШ препятствовал таким изменениям, вероятно, за счет компо-
нентов антиоксидантной системы экстракта. Вклад восстановлен-
ного глутатиона в ингибирование окислительного стресса не так 
очевиден. Можно лишь отметить положительные изменения в со-
держании восстановленного глутатиона через 24 часа после введе-
ния стрептозотоцина у прудовиков и через 48 часов – у катушек. Од-
нако следует отметить, что стрептозотоцин у прудовиков вызывал 
повышение содержания восстановленного глутатиона через 24 ч., а 
у катушек – снижение содержания восстановленного глутатиона уже 
через 48 часов. Возможно, это связано с различными механизмами 
транспорта кислорода у этих двух видов улиток. 

Проведенные исследования показали, что стрептозотоциновая 
модель сахарного диабета 1 типа у легочных пресноводных улиток 
является доступной и дешевой. В относительно простой системе 
незамкнутого кровообращения достигается прямой эффект взаимо-
действия компонентов гемолимфы с клетками тканей. Используя 

Показатель ТБКРС Каталаза SH-глутатион 

Катушки 

Контроль 11,2±0,91 17,6±1,65 0,069±0,003

Буфер 1-е сут. 9,9±0,56 18,1±1,13 0,070±0,003

Стрептозотоцин 
1-е сут. 19,2±0,811,2 25,0±1,851,2 0,052±0,0031 

ЭКДШ 1-е сут. 9,4±0,773 19,5±2,663 0,068±0,005

ЭКДШ + стрепто-
зотоцин 1-е сут. 11,1±1,493 16,4±3,323 0,060±0,002 

Буфер 2-е сут. 11,4±2,75 17,3±2,09 0,064±0,005

Стрептозотоцин 
2-е сут. 47,5±2,621,2 26,2±1,221,2 0,041±0,0021,2 

ЭКДШ 2-е сут. 10,0±1,993 15,6±1,723 0,068±0,0053

ЭКДШ + стрепто-
зотоцин 2-е сут. 21,6±1,711,2,3 15,1±3,563 0,056±0,0021,3 
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эту модель, удалось испытать антидиабетогенное действие экс-
тракта куколок дубового шелкопряда по двум направлениям: 1) за-
щита обмена углеводов; 2) антиоксидантное действие. 

 
5.3. Действие ионизирующего излучения на ферментатив-

ную активность тканей легочных пресноводных моллюсков. 
 
Известны два основных типа протеолиза – АТФ-независимый и 

АТФ-зависимый. Новый подход для решения проблемы энергоза-
висимости протеолиза может базироваться на исследовании про-
теолитических ферментов и антипротеолитических факторов в тка-
нях и гемолимфе легочных пресноводных моллюсков – прудовика 
обыкновенного (Lymnaea stagnalis L) и катушки роговой 
(Planorbarius corneus L), отличающихся по типу транспорта кисло-
рода [1]. Первый из них признан модельным организмом для ис-
следования действия водорастворимых химических агентов в ЕЭС 
в 2010 году. Разработаны детальные требования к проведению 
строго контролируемых в Европейском союзе исследований в те-
чение всей или части жизни моллюска (Series on Testing and 
Assessment. № 121. Detailed review paper on molluscs life-cycle tox-
icity testing. JT03284405. Environment Directorate. Paris 2010). Пред-
ставители таксона Mollusca имеют четыре типа кислородперенося-
щих металлопротеинов и тканевых протогемовых белков: тканевые 
протогемы, гемоглобин красных кровяных клеток, внеклеточные 
гемоглобины и гемоцианины [2]. У прудовиков транспорт кисло-
рода осуществляет гемоцианин, а у катушек – гемоглобин. Суще-
ствует прямая зависимость между активностью животного и кон-
центрацией переносчиков кислорода во внутренней среде [3]. Ге-
моцианин менее активен по сравнению с гемоглобином: 1 г его свя-
зывает в 3-5 раз меньше кислорода – 0,25-0,4 см3. Но в среднем 
количество кислорода, связанного с гемоцианином, вдвое больше, 
чем количество кислорода, физически растворенного в гемолимфе.  

Целью работы явилось изучение активности протеолиза и анти-
протеолиза в гемолимфе легочных пресноводных моллюсков, от-
личающихся по механизмам транспорта кислорода, после воздей-
ствия гамма-излучением в дозах 1,0 и 10,0 Гр.  

В настоящее время известно, что разные ткани организма мол-
люсков имеют некоторые отличия по радиочувствительности, в 
частности, показана достаточно высокая устойчивость системы 
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размножения моллюсков к действию ионизирующего излучения 
[4; 5]. Метаболические изменения в системе протеолиз-антипро-
теолиз при облучении легочных пресноводных моллюсков изу-
чены недостаточно. 

Моллюски были отловлены летом 2016 года в водохранилище 
Дрозды. Это водохранилище входит в состав Вилейско-Минской 
водной системы и характеризуется стабильной экологической си-
туацией [6]. Период адаптации к лабораторным условиям составил 
5 суток. Моллюски были облучены в Объединенном институте 
энергетических и ядерных исследований «Сосны» НАНБ с лучевой 
нагрузкой в поглощенных дозах 1 Гр и 10 Гр (далее – в дозах 1 Гр 
и 10 Гр). Материалом для исследования были гемолимфа и гепато-
панкреас, забранные через 72 часа после облучения у половозрелых 
легочных пресноводных моллюсков. В работе использованы N-α-
бензоил-D,L-аргинин паранитроанилид (БАПНА; 3 ммоль/л), трип-
син (1,7 мкмоль/л), ингибитор трипсина (0,42 мкмоль/л) фирмы 
Fluka. Определение активности трипсиноподобных протеиназ 
(ТпА) проводили по методу D.F. Erlanger, а определение активно-
сти ингибиторов протеиназ (α1-антипротеазного ингибитора – 
АПИ и α2-макроглобулина - α2-МГ) проводили по методу, предло-
женному Т.А. Хватовым и В.Б. Беловой [7,8]. Активность ТпА вы-
ражали в мкмоль/(г×с), содержание АПИ и α2-МГ – в г/л. Подсчи-
тывали индекс «Суммарная ингибиторная емкость (СИЕ)», пред-
ставляющий сумму АПИ и α2-МГ. Определение активности аспар-
татаминотрансферазы (АсАТ), аланинаминотрансферазы (АлАТ), 
α-амилазы, лактатдегидрогеназы (ЛДГ), глутатионпероксидазы 
(ГП) проводили с помощью стандартных биохимических реакций 
с использованием наборов реагентов НТПК «Анализ Х». В гемо-
лимфе активности АсАТ, АлАТ, ЛДГ, α-амилазы выражали в Е/л, 
а ГП в мкмоль/мин/мл; в гепатопанкреасе активности АсАТ, АлАТ, 
ЛДГ, α-амилазы выражали в мкмоль/мин/г. Полученный цифровой 
материал подвергался статистической обработке методами пара-
метрической статистики. В таблице 16 представлены полученные 
данные о влиянии гамма-облучения в дозах 1 Гр и 10 Гр на актив-
ность некоторых ферментов в гемолимфе легочных пресноводных 
моллюсков, отличающихся по механизмам транспорта кислорода. 
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Таблица 16 
Действие гамма-излучения на активность некоторых ферментов 

в гемолимфе легочных пресноводных моллюсков 
 

Показатель Контроль Облучение, 1 Гр Облучение, 10 Гр

Lymnaea stagnalis 

АсАТ 39,5±7,09 53,5±7,92 60,9±6,191

АлАТ 19,5±7,58 25,0±2,09 40,5±6,341

ГП 1,90±0,37 0,77±0,111 0,75±0,101

ТпА 13,5±2,14 13,8±1,47 14,2±0,91

АПИ 8,10±0,20 6,29±0,391 5,03±0,181

альфа2-МГ 7,20±1,01 5,13±0,94 4,89±0,61

Planorbarius corneus 

АсАТ 30,6±5,73 24,2±0,46 29,1±4,952

АлАТ 28,7±6,88 22,6±0,522 24,3±5,81

ГП 0,63±0,10 1,22±0,181 0,82±0,10

ТпА 10,3±0,11 13,3±0,071 20,4±0,111,2

АПИ 5,98±0,022 5,86±0,031 5,77±0,011,2

альфа2-МГ 6,89±0,05 6,57±0,091 5,95±0,091

 

Примечание: 1 – Р < 0,05 при сравнении с контролем; 2 – Р < 0,05 
при сравнении двух видов моллюсков. 

 

Из анализа данных таблицы 16 следует, что гамма-облучение в 
дозе 10 Гр привело к повышению активности аминотрансфераз в 
гемолимфе прудовиков, что может быть связано с нарушением 
проницаемости мембран клеток гепатопанкреаса и мышц. У кату-
шек активность аминотрансфераз не изменялась после гамма-облу-
чения. Активность глутатионпероксидазы у прудовиков оказалась 
сниженной на 59% после гамма-облучения в дозе 1 Гр и сохраня-
лась на этом уровне после гамма-облучения в дозе 10 Гр; у катушек 
активность этого фермента повышалась после гамма-облучения в 
дозе 1 Гр в 1,94 раза, но после гамма-облучения в дозе 10 Гр актив-
ность глутатионпероксидазы сохранялась на исходном уровне. 
Гамма-облучение у прудовиков в обеих дозах не оказало влияния 
на активность трипсиноподобных протеиназ в гемолимфе. Однако 
в гемолимфе катушек было выявлено повышение активности ТпА 
после гамма-облучения в дозе 1,0 Гр в 1,3 раза, а в дозе 10,0 Гр – 
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почти в два раза. В гемолимфе контрольной группы прудовиков со-
держание α1-антипротеазного ингибитора выше, чем в контроль-
ной группе катушек. В гемолимфе прудовиков гамма-излучение 
привело к дозозависимому снижению количеста АПИ. Аналогич-
ный эффект получен и при исследовании гемолимфы облученных 
катушек. Выявленное уменьшение количества АПИ в гемолимфе 
катушек незначительно по абсолютной величине, хотя и статисти-
чески достоверно из-за весьма малого разброса данных. Неболь-
шое, но статистически достоверное уменьшение α2-макроглобу-
лина после гамма-облучения выявлено в гемолимфе катушек. В ге-
молимфе прудовиков после гамма-облучения почти в полтора раза 
уменьшилось содержание α2-МГ, но из-за большого разброса дан-
ных этот эффект не является статистически достоверным.  

Таким образом, у катушек контрольной группы в гемолимфе 
только количество α1-антипротеазного ингибитора ниже, чем у 
аналогичной группы прудовиков. Однако после гамма-облучения 
были выявлены существенные различия в реактивности фермента-
тивных систем сравниваемых видов моллюсков. У прудовиков 
гамма-облучение привело к повышению проницаемости клеточ-
ных мембран (повышение активности АсАТ и АлАТ в гемолимфе), 
нарушению ферментативной антиоксидантной системы (снижение 
активности глутатионпероксидазы в гемолимфе) и уменьшению 
антипротеолитической активности (снижение количества α1-анти-
протеазного ингибитора в гемолимфе). У катушек выявлено дозо-
зависимое повышение активности трипсиноподобных протеаз на 
фоне относительно небольшого, но статистически значимого сни-
жения содержания компонентов антипротеолитической активно-
сти в гемолимфе. 

В таблице 17 представлены полученные данные о влиянии 
гамма-облучения в дозах 1 Гр и 10 Гр на активность некоторых 
ферментов в гепатопанкреасе двух видов легочных пресноводных 
моллюсков. 
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Таблица 17 
Действие гамма-излучения на активность некоторых ферментов 

в гепатопанкреасе легочных пресноводных моллюсков 
 

Показатель Контроль Облучение, 1 Гр Облучение, 10 Гр

Lymnaea stagnalis 

АсАТ 5,78±0,43 3,20±0,751 3,86±0,691

АлАТ 2,87±0,51 1,20±0,251 0,76±0,141

ЛДГ 0,85±0,26 0,73±0,21 0,73±0,21

Амилаза 3,94±0,36 6,19±0,381,2 4,96±0,321,2

ТпА 26,4±1,99 56,3±2,381,2 63,2±2,521,2

АПИ 6,69±0,19 6,44±0,14 5,28±0,99

альфа2-МГ 10,5±0,28 9,63±0,45 8,21±0,121

Planorbarius corneus 

АсАТ 2,92±0,252 2,69±0,36 3,71±0,121

АлАТ 1,69±0,27 2,10±0,37 4,52±1,091,2

ЛДГ 3,23±0,362 4,12±0,061,2 4,31±0,021,2

Амилаза 1,60±0,182 2,08±0,091,2 1,21±0,142

ТпА 80,6±1,482 125±4,611,2 97,4±2,781,2

АПИ 5,90±0,222 5,81±0,042 5,92±0,05

альфа2-МГ 5,96±0,132 6,01±0,102 6,10±0,042

 

Примечание: 1 – Р < 0,05 при сравнении с контролем; 2 – Р < 0,05 
при сравнении двух видов моллюсков. 

 

В отличие от гемолимфы, ферментативные показатели гепато-
панкреаса существенно отличались в контрольных группах изуча-
емых моллюсков: по сравнению с прудовиками у катушек были 
меньше величины активности АсАТ в два раза, АлАТ в 1,7 раза, 
амилазы в 2,5 раза, α2-МГ в 1,76 раза и выше уровни активности 
ЛДГ в 3,8 раза, ТпА в 3,05 раза. В гепатопанкреасе прудовиков 
ионизирующее излучение вызвало в дозах 1 Гр и 10 Гр уменьшение 
активности АсАТ в 1,88 и 1,5 раза, а также снижение активности 
АлАТ в 2,39 и 3,8 раза, соответственно. Гамма-облучение в тех же 
дозах привело к повышению активности амилазы в 1,57 и 1,26 раза 
и увеличению активности трипсиноподобных протеиназ в 2,13 и 
2,39 раза, соответственно. В гепатопанкреасе катушек гамма-облу-
чение в дозе 10 Гр привело к повышению активности АсАТ в 
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1,27 раза и АлАТ – в 2,67 раза. После гамма-облучения в дозе 1,0 Гр 
у катушек повысилась активность ЛДГ в 1,28 раза и ТпА в 1,6 раза, 
однако после облучения в дозе 10,0 Гр активность ЛДГ увеличи-
лась в 1,33 раза, а - ТпА оказалась повышенной только в 1,21 раза. 
Активность амилазы умеренно повысилась в 1,3 раза только после 
облучения в дозе 1 Гр. Гамма-облучение не оказало влияние на со-
держание АПИ в ткани гепатопанкреаса обоих видов моллюсков. 
Гамма-облучение в дозе 10,0 Гр вызвало уменьшение содержания 
α2-МГ в гепатопанкреасе только прудовиков. 

Для оценки реактивности ферментов гепатопанкреаса на дей-
ствие ионизирующего излучения были проанализированы коэффи-
циенты: АсАТ/АлАТ – соотношение степени повреждения гепато-
цитов и миоцитов, ТпА/ЛДГ – зависимость протеолиза от анаэроб-
ного гликолиза и ТпА/Амилаза – соотношение активностей рас-
пада белков и гомополисахаридов, а также величины суммарной 
ингибиторной емкости (таблица 18). 

Приведенные в таблице 18 данные показывают, что при увели-
чении поглощенной дозы гамма-излучения с большой вероятно-
стью протекают следующие процессы: 1) более интенсивно проис-
ходит повреждение миоцитов у прудовиков и гепатоцитов – у ка-
тушек; 2) у прудовиков нарастает интенсивность протеолиза при 
относительной стабильности гликолиза, а у катушек синхронно по-
вышается интенсивность протеолиза и анаэробного гликолиза; 3) у 
прудовиков распад белков в большей степени преобладает над рас-
падом гомополисахаридов по сравнению с катушками. 

 

Таблица 18 
Действие гамма-излучения на соотношения активностей  

некоторых ферментов и величины суммарной ингибиторной  
емкости в гепатопанкреасе легочных пресноводных моллюсков 

 

Показатель Контроль Облучение, 1 Гр Облучение, 10 Гр 

Lymnaea stagnalis

АсАТ/АлАТ 2,01 2,07 5,08

ТпА/ЛДГ 30,7 77,1 86,6

ТпА/амилаза 6,70 9,09 12,7

СИЕ 15,3 11,4 9,83

Planorbarius corneus

АсАТ/АлАТ 1,73 1,28 0,82
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Окончание таблицы 18 
 

ТпА/ЛДГ 24,9 30,4 22,5

ТпА/амилаза 50,3 60,3 80,5

СИЕ 12,9 12,4 11,7
 

Полученные результаты также позволяют обозначить несколько 
важных особенностей системы протеолиз-антипротеолиз в тканях 
легочных пресноводных моллюсков. Во-первых, в гепатопанкреасе 
контрольных катушек существенно выше активность трипсинопо-
добных протеиназ по сравнению с прудовиками, но в гемолимфе 
активность этих ферментов одинаковая у обоих видов. Во-вторых, 
суммарная ингибиторная емкость в гепатопанкреасе контрольных 
прудовиков существенно выше, чем у катушек, а в гемолимфе 
обоих видов величины этого показателя существенно не различа-
ются. Поэтому можно считать, что в гепатопанкреасе моллюсков с 
гемоцианиновым типом транспорта кислорода преобладает анти-
протеолиз, а с гемоглобиновым – протеолиз. В-третьих, активация 
протеолиза в гепатопанкреасе, индуцированная внешним гамма-
облучением, оказалась более выраженной у прудовиков по сравне-
нию с катушками.  

В результате проведенных исследований установлены однотип-
ные и отличающиеся эффекты ионизирующего излучения на фер-
ментативные показатели тканей легочных пресноводных моллюс-
ков с разными типами транспорта кислорода. В гемолимфе обоих 
видов моллюсков гамма-излучение вызывало снижение содержа-
ния α1-антипротеазного ингибитора (в большей степени у прудо-
виков). Характер изменений остальных ферментативных показате-
лей был различным, причем наиболее значимым явилось снижение 
активности глютатионпероксидазы у прудовиков и повышение ак-
тивности трипсиноподобных протеиназ у катушек. В гепатопан-
креасе сравниваемых видов моллюсков ионизирующее излучение 
вызывало повышение активности трипсиноподобных протеиназ. К 
наиболее важным отличиям в реактивности ферментативных си-
стем гепатопанкреаса на действие гамма-излучения явились сни-
жение активности аминотрансфераз на фоне повышения активно-
сти амилазы у прудовиков и повышение активности лактатдегид-
рогеназы у катушек. На основании анализа изученных фермента-
тивных показателей можно сделать предположение, что катушки 
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являются более резистентными организмами по сравнению с пру-
довиками к действию ионизирующего излучения. Такое заключе-
ние соответствует ранее высказанному предположению о возник-
новении гемоцианинового типа переноса кислорода как приспосо-
бительного механизма моллюсков к условиям жизни при снижен-
ной биодоступности кислорода [9]. 
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Заключение 

При биоинформатическом исследовании 75 протеолитических 
феорментов установлено, что наиболее консервативными по коди-
рующим нуклеотидным последовательностям являются убикви-
тин-подобные модификаторы, ферменты регулируемого протео-
лиза и внеклеточные ферменты, а по аминокислотным последова-
тельностям – убиквитин-подобные модификаторы, ферменты регу-
лируемого и нерегулируемого протеолиза. Однако по мере расши-
рения исследований по нуклеотидным и аминокислотным последо-
вательностям приведенные данные могут уточняться.  

Гомология ферментов по нуклеотидным последовательностям у 
человека и легочных пресноводных моллюсков при анализе не ре-
гулируемого протеолиза составляет 66–68%; регулируемого про-
теолиза – 69–76 %; убиквитин-подобных модификаторов – 78–
83%; внеклеточных ферментов – 67–76% и внутриклеточных фер-
ментов – 65–72%. Эволюционный консерватизм протеолитических 
ферментов, наличие незамкнутого кровообращения, позволяющего 
доставлять изучаемые субстанции из гемолимфы непосредственно 
к клеткам-мишеням позволяют использовать этих животных в ка-
честве дешевых и удобных в содержании тест-организмов. Практи-
ческое значение достаточно высокой степени гомологии протеоли-
тических ферментов у людей и легочных пресноводных моллюсков 
обосновывает целесообразность формирования аквакультуры мол-
люсков, для получения из их тканей белковых ферментативных 
препаратов протеолитического действия в рамках задач биофарма-
цевтики, косметики и пищевой промышленности.  

При исследовании гемолимфы и гепатопанкреаса прудовика 
обыкновенного (Lymnaea stagnalis L) и катушки роговой 
(Planorbarius corneus L), отличающихся по типу транспорта кисло-
рода, протеолитическая и антипротеолитическая активности были 
обнаружены во всем исследуемом диапазоне значений рН. Наибо-
лее высокие значения трипсиноподобной активности были выяв-
лены при значениях рН инкубационной среды в диапазоне 3,6–9,0, 
а количества α1-антипротеазного ингибитора при рН 3,6–3,8 и α2-
макроглобулина при рН 3,0. В гепатопанкреасе выявлена мощная 
антипротеазная активность, направленая против кислых и слабо-
кислых протеаз, вероятно, лизосомального происхождения. Сде-
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лано заключение о большей устойчивости системы протеолиз-ан-
типротеолиз у катушек по сравнению с прудовиками. Высказано 
предположение, что легочные пресноводные моллюски могут ис-
пользоваться как модельные организмы не только в токсикологии, 
но и в программах биомедицинских исследований. 

В гепатопанкреасе обоих видов моллюсков содержание анти-
протеазного ингибитора достоверно возрастало уже через 3 часа 
после введения этионина и достигало максимума через 12 часов 
(превышение исходного уровня было в 7–20 раз). У прудовиков ко-
личество этого ингибитора снижалось до контрольного уровня че-
рез 48 часов, а в гепатопанкреасе его количество оставалось повы-
шенным в 8 раз по сравнению с исходными данными. Количество 
α2-макроглобулина в гепатопанкреасе катушек в 15 раз превышало 
уровень этого ингибитора протеолиза у прудовиков. После введе-
ния этионина количество α2-макроглобулина в гепатопанкреасе 
прудовиков повышалось до уровня этого показателя в гепатопан-
креасе катушек. У катушек уровень α2-макроглобулина оставался 
на исходном уровне после кратковременного снижения его содер-
жания через 3 часа после введения этионина. Таким образом, 
можно предположить, что основной реакцией на введение этио-
нина является повышение концентрации ингибиторов протеолиза 
в гепатопанкреасе, если определение ведется при рН 8,0. Исследо-
вания системы протеолиза-антипротеолиза при оптимумах рН, по-
казали, что видовые особенности транспорта кислорода сопряжены 
с ее изменениями после введения этионина. 

Моделирование биохимических признаков сахарного диабета у 
легочных пресноводных моллюсков (Lymnaea stagnalis и Planor-
barius corneus) производилось путем введения стептозотоцина. 
Установлено, что после введения стрептозотоцина повышается со-
держание глюкозы в гемолимфе моллюсков и уменьшается содер-
жание гликогена в тканях гепатопанкреаса. Эти изменения связаны 
с накоплением малонового диальдегида и активацией каталазы. 
Экстракт гемолимфы куколок дубового шелкопряда способен пре-
пятствовать изменениям биохимических показателей, вызванных 
введением стрептозотоцина. Проведенные исследования показали, 
что стрептозотоциновая модель сахарного диабета 1 типа у легоч-
ных пресноводных улиток является доступной и дешевой. В отно-
сительно простой системе незамкнутого кровообращения достига-
ется прямой эффект взаимодействия компонентов гемолимфы с 
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клетками тканей. Используя эту модель, удалось испытать анти-
диабетогенное действие экстракта куколок дубового шелкопряда 
по двум направлениям: 1) защита обмена углеводов; 2) антиокси-
дантное действие. 

В монографии представлены данные об активности некоторых 
ферментов гемолимфы и гепатопанкреаса Lymnaea stagnalis и 
Planorbarius corneus, отличающихся по типу транспорта кислорода, 
после воздействия гамма-излучения в поглощенных дозах 1 и 
10 Гр. У Lymnaea stagnalis гамма-облучение привело к повышению 
проницаемости клеточных мембран (увеличение активности АсАТ 
и АлАТ в гемолимфе), нарушению ферментативной антиоксидант-
ной системы (снижение активности глутатионпероксидазы в гемо-
лимфе) и уменьшению антипротеолитической активности (сниже-
ние количества α1-антипротеазного ингибитора в гемолимфе). У 
Planorbarius corneus выявлено дозозависимое повышение активно-
сти трипсиноподобных протеиназ на фоне относительно неболь-
шого, но статистически значимого снижения содержания компо-
нентов антипротеолитической активности в гемолимфе. Показано, 
что в гепатопанкреасе моллюсков с гемоцианиновым типом транс-
порта кислорода преобладает антипротеолиз, а с гемоглобино-
вым – протеолиз. Активация протеолиза в гепатопанкреасе, инду-
цированная внешним гамма-облучением (1 и 10 Гр), оказалась бо-
лее выраженной у Lymnaea stagnalis по сравнению с Planorbarius 
corneus. На основании полученных данных сделан вывод, что 
Planorbarius corneus могут быть причислены к модельным организ-
мам в связи большей резистентностью по сравнению с Lymnaea 
stagnalis к действию ионизирующего излучения. 

Приведенные материалы о гомологии ферментов и регулятор-
ных белков протеолиза у человека и легочных пресноводных мол-
люсков доказывают возможность использования последних в каче-
стве модельных организмов для моделирования нарушений про-
теолитических процессов и доклинического испытания регулиру-
ющих протеолиз субстанций, а также получения из аквакультур 
этих гидробионтов ферментативных и регуляторных белков про-
теолиза. Кроме того легочные пресноводные моллюски могут быть 
организмами для воспроизведения и экспериментального лечения 
запрограммированной гибели клеток, а также заболеваний обмена 
веществ, опорно-двигательного аппарата и канцерогенеза с лабора-
торным контролем в виде биомаркеров протеолиза. 
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