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ВВЕДЕНИЕ 

В группе Pisces, а именно, у костистых 

рыб (Teleostei), в ходе третьей полногеномной 

дупликации был “утерян” ряд генов, в их числе 

ген сывороточного альбумина [Ohno, 1970; 

Noel et al., 2010; Braasch et al., 2016; Pasquier 

et al., 2016]. Исключением стали низшие кости-

стые — щуковые (Esocidae) (NCBI: 105008514, 

105014523), лососевые (Salmonidae) (NCBI: 

106570911 и др.) и аравановые (Osteoglossidae) 

(NCBI: 108938050), cохранившие этот ген 

[Nynca et al., 2017]. Потеря альбумина у значи-

тельной части костнопузырных Ostariophysi и 

колючеперых Acanthopterygii рыб не имела 

негативных последствий; они освоили разнооб-

разные по солености акватории, что указывает 

на их эффективные механизмы поддержания 

осмотического гомеостаза [Andreeva, 2022]. 

Разработанная на примере карповых рыб “без-

альбуминовая” гипотеза капиллярного обмена 

[Andreeva, 2020, 2021] объясняет этот феномен 

тем, что осмотическую функцию сывороточ-

ного альбумина у безальбуминовых рыб взяли 

на себя множественные белки с высокой осмо-

тической активностью (осмотически активные 

белки, ОАБ) [Andreeva et al., 2023] из разных 

функциональных классов: гемопексины, аполи-

попротеины (в составе липопротеинов высокой 

плотности) и ингибиторы протеиназ (ИП). 

Белки этих классов обнаружены и среди ОАБ 

атлантической трески Gadus morhua [Базарова 

и др., 2022, 2024 (Bazarova et al., 2022, 2024)]. 

В данной работе рассмотрены основные 

функции ингибиторов протеиназ, а также их 

способность к замещению осмотической функ-

ции утраченного в ходе эволюции альбумина 

у безальбуминовых рыб в формате “безальбу-

миновой” модели. Цель работы — анализ функ-

ций сывороточных ингибиторов протеиназ 

у трески атлантической Gadus morhua с помо-

щью аннотаций генной онтологии (Gene 

Ontology) и литературных источников, включая 

данные авторов исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования является треска 

атлантическая Gadus morhua (Teleostei, 

Paracanthopterygii, Gadiformes, Gadidae). В ра-

боте использовали образец сыворотки крови 

от одного экземпляра (общая выборка 12 экз.): 

самец; II стадия зрелости гонад. Рыб отлавли-

вали в июне в районе мыса Картеш, Белое море. 

Показатели длины ad и ab по Смиту варьиро-

вали от 16.5 до 29.5 см и от 18.0 до 32.5 см со-

ответственно. 

Получение крови и сыворотки крови. Для 

получения крови использовали каудотомию. 

Для получения сыворотки пробирку с кровью 

выдерживали в холодильнике при 4°С в течение 

6–8 ч, после чего жидкость над сгустком осто-

рожно отбирали пипеткой, переносили в чистую 

пластиковую пробирку и использовали для элек-

трофореза. 

Электрофорез. Для разделения белков сы-

воротки крови использовали двумерный SDS-

электрофорез в полиакриламидном геле (2D-

SDS-PAGЕ) с диск-электрофорезом (диск-Е) 

в первом направлении [Andreeva et al., 2023]. 

Границы фракции белков с высокой осмотиче-

ской активностью (ОАБ) определяли по навига-

тору трансферрину (Tf) в диск-Е: ОАБ распола-

гались в анодной области относительно Tf. 

В SDS-PAGE фракция из ОАБ располагалась 
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в правом поле относительно Tf. Расчет молеку-

лярной массы ОАБ (Mr) проводили в SDS-PAGE 

с помощью программы ONE-Dscan Ver 1.31 

(Scananalytic Inc.) с использованием маркеров 

в составе набора PageRulerTM Prestained Protein 

Ladder Plus (10, 17, 28, 36, 55, 72, 95, 130, 250 

kDa) (Fermentas, США). 

Идентификация белков с помощью масс-

спектрометрии MALDI. MALDI-TOF MS и 

MS/MS масс-спектрометрию выполняли на 

MALDI — времяпролетном масс-спектрометре 

с УФ-лазером (336 нм) в режиме положительных 

ионов в диапазоне масс 500–8000 Да с калибров-

кой их по известным пикам аутолиза трипсина 

[Базарова и др., 2024 (Bazarova et al., 2024)]. 

Анализ функций ингибиторов протеиназ 

с помощью аннотаций генной онтологии (Gene 

Ontology) и литературных данных. Информа-

цию о локализации и функции каждого белка 

получали в базе данных UniProt и далее анали-

зировали с помощью терминов генной онтоло-

гии (клеточная локализация, биологические 

процессы и молекулярные функции). Дополни-

тельно проводили анализ функций ИП с помо-

щью информации из литературных источников. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Электрофоретическое разделение бел-

ков сыворотки крови трески. В 2D-SDS-

PAGE фракция из ОАБ располагалась в правом 

поле относительно навигатора Tf и была пред-

ставлена множественными белками, из кото-

рых 20 ОАБ были идентифицированы (рис. 1). 

Пять из двадцати ОАБ относятся к ИП (табл. 1). 

 

 
Рис. 1. 2D-SDS-PAGE сыворотки крови трески атлантической Gadus morhua: I направление (горизонтальная 

стрелка) — диск-электрофорез (disk-E), II направление (вертикальная стрелка слева) — SDS-электрофорез. Верх-

няя горизонтальная стрелка показывает направление усиления отрицательного заряда белка (q-). Tf — трансфер-

рин — “навигатор” для поиска белков с высокой осмотической активностью; ОАБ (1–20) — осмотически актив-

ные белки (выделены красными овалами); Mr, kDa — молекулярная масса белков в килодальтонах. Ингибиторы 

протеиназ выделены зелеными квадратами. 

Fig. 1. 2D-SDS-PAGE of blood serum of the Atlantic cod Gadus morhua: I direction (horizontal arrow) — disk electro-

phoresis (disk-E), II direction (vertical arrow on the left) — SDS-electrophoresis. The upper horizontal arrow shows the 

direction of increase in the negative charge of the protein (q-). Tf — transferrin — “navigator” for searching for proteins 

with high osmotic activity; OAB (1–20) — osmotically active proteins (highlighted by red ovals); Mr, kDa — molecular 

weight of proteins in kilodaltons. Proteinase inhibitors are highlighted by green squares. 

Функции ингибиторов протеиназ 

в терминах генной онтологии. Анализ лока-

лизации в терминах генной онтологии показал 

нахождение ИП (а) в разных компартментах 

внутриклеточного пространства, что вероятно, 

отражает этапы продвижения белков от места 

синтеза до выхода из клетки, и (б) во внеклеточ-

ном пространстве (кровь, внеклеточный мат-

рикс и другие). Молекулярные функции и уча-

стие в биологических процессах ИП представ-

лены в таблице 2. 
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Функции ингибиторов протеиназ с ис-

пользованием литературных источников. 

Краткость сведений по функциям ИП трески 

из базы данных UniProt мы восполнили инфор-

мацией по ИП человека из ряда литературных 

источников (табл. 3). 

Таблица 1. Идентификация ингибиторов протеиназ из сыворотки крови трески атлантической 

Table 1. Identification of proteinase inhibitors from Atlantic cod blood serum 

№* Кандидатный белок 

Candidate Protein 

Результаты поиска 

Mascot 

Mascot Search Results 

Молекулярные 

массы, Да 

Mrcalc / Mrobs, Da** 

Показатель 

соответствия 

Score 

1 alpha-2-antiplasmin [Gadus morhua] XP_030236562.1 54874/72000 117 

2 alpha-2-HS-glycoprotein-like 

[Gadus morhua] 

XP_030228808.1 32309/54500 103 

7 alpha-1-antitrypsin homolog 

[Gadus morhua] 

XP_030201052.1 47082/44000 173 

8 fetuin-B-like [Gadus morhua] XP_030228824.1 53059/72000 96 

11 kininogen-1-like isoform X2 

[Gadus morhua] 

XP_030227991.1 38746/68000 49 

Примечание. *Обозначение и нумерация белков даны в соответствии с рис. 1. 

** Mrcalc — молекулярная масса кандидатов, рассчитанная в программе Mascot; Mrobs — молекулярная масса, 

рассчитанная в программе ONE-Dscan Ver 1.31 (Scananalytic Inc.) для белков из PAGE. 

Note. *Protein designations and numbering are given in accordance with Fig. 1. 

** Mrcalc is the molecular mass of candidates calculated in the Mascot program; Mrobs is the molecular mass calculated 

in the ONE-Dscan Ver 1.31 program (Scananalytic Inc.) for proteins from PAGE. 

Таблица 2. Характеристика ингибиторов протеиназ с помощью аннотаций Gene Ontology*  

Table 2. Characterization of proteinase inhibitors using Gene Ontology annotations* 

Кандидатный белок 

Candidate Protein 

Группа 

Group 

Молекулярные функции 

Molecular functions 

Биологические процессы 

Biological processes 

alpha-2-antiplasmin 

[Gadus morhua] 

Ингибитор сериновых 

протеиназ (серпин) 

Активность ингибитора эндо-

пептидазы серинового типа 

Реакция острой фазы; 

отрицательная регуляция 

активности пептидазы 

alpha-1-antitrypsin 

homolog [Gadus 

morhua] 

Ингибитор сериновых 

протеиназ (серпин) 

Активность ингибитора эндо-

пептидазы серинового типа 

Реакция острой фазы; 

отрицательная регуляция 

активности пептидазы 

alpha-2-HS-glycopro-

tein-like 

[Gadus morhua] 

Ингибитор цистеино-

вых протеиназ (циста-

тин) 

Активность ингибитора эндо-

пептидазы цистеинового типа; 

активность ингибитора киназы 

Реакция острой фазы; 

отрицательная регуляция 

активности эндопептидазы 

fetuin-B-like 

[Gadus morhua] 

Ингибитор 

цистеиновых 

протеиназ (цистатин) 

Активность ингибитора эндо-

пептидазы цистеинового типа; 

активность ингибитора металло-

эндопептидазы 

Реакция острой фазы; 

отрицательная регуляция 

активности эндопептидазы 

kininogen-1-like 

isoform X2 

[Gadus morhua] 

Ингибитор 

цистеиновых 

протеиназ (цистатин) 

Активность ингибитора эндо-

пептидазы цистеинового типа 

Отрицательная регуляция 

активности эндопептидазы; 

отрицательная регуляция 

свертывания крови 

Примечание. *Информация из базы данных UniProt. 

Note. *Information from the UniProt database. 

Таблица 3. Характеристика ингибиторов протеиназ по литературным источникам 

Table 3. Characteristics of proteinase inhibitors according to literary sources 

Кандидатный 

белок 

Candidate 

protein 

Основные функции* / Main functions* Концентрация 

в плазме* 

Plasma 

concentration* 

Свертывание крови 

Blood clotting 

Реакции острой фазы 

Acute phase reactions 

Другие 

Other 

alpha-2-

antiplasmin  

Ингибирование плаз-

мина, предотвращаю-

щее чрезмерное раз-

рушение фибрина и 

Регуляция воспали-

тельного ответа 

[Kawashita et al., 2020] 

– 2–8 мкмоль/л [Lee 

et al., 2004] 
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Кандидатный 

белок 

Candidate 

protein 

Основные функции* / Main functions* Концентрация 

в плазме* 

Plasma 

concentration* 

Свертывание крови 

Blood clotting 

Реакции острой фазы 

Acute phase reactions 

Другие 

Other 

образование гематом; 

поддержание баланса 

между свертыванием 

и растворением 

сгустков 

[Kawashita et al., 2020] 

alpha-1-an-

titrypsin homo-

log  

Локальная регуляция 

протеаз, участвую-

щих в коагуляции и 

фибринолизе 

[Talens et al., 2013]. 

Поддержание ба-

ланса между протео-

литическими фер-

ментами и их инги-

биторами 

[Бродская, 2008 

(Brodskaya, 2008)] 

Ингибирование раз-

личных протеаз, 

включая нейтрофиль-

ную эластазу, защи-

щающее легкие и 

другие ткани от по-

вреждений 

[Бродская, 2008 

(Brodskaya, 2008)] 

– 1.5–3.5 г/л 

(0.15–0.35 г%) 

[Hughes et al., 

1996] 

alpha-2-HS-gly-

coprotein-like 

Ингибирование фак-

торов свертывания, 
модуляция фибрино-

лиза, антикоагулянт-

ные свойства  

[Srinivas et al., 1993] 

Участие в иммунном 

ответе, противовос-

палительное дей-

ствие, защита клеток, 

регуляция воспали-

тельных процессов 

[Gene ID: 197; NCBI] 

Основной перенос-

чик свободных жир-

ных кислот в крово-

токе, транспорт ли-

пидов, регуляция ро-

ста и развития, регу-

ляция минерального 

обмена (особенно 

кальция и фосфата) 

[Srinivas et al., 1993]  

0.6–1.2 г/л 

(0.06–0.12 г%)  

[Mathews et al., 

2002] 

fetuin-B-like  Ингибирование фак-

торов свертывания 

[Nynca et al., 2010] 

Участие в иммунном 

ответе, регуляция 

воспалительных про-

цессов 

[Nynca et al., 2010] 

Транспорт липидов, 

регуляция роста и 

развития, регуляция 

репродуктивной 

функции 

[Nynca et al., 2010] 

0.6–1.2 г/л 

(0.06–0.12 г%)  

[Miehle et al., 

2018] 

kininogen-1-like 

isoform X2  

Предшественник ки-

нинов — биологиче-

ски активных пепти-

дов. 

Участие в каскаде ре-

акций, приводящих 

к образованию фиб-

рина [Wang et al., 

2010] 

Участие в воспали-

тельных и аллергиче-

ских реакциях (ки-

нины) 

[Wang et al., 2010] 

Регуляция сосуди-

стого тонуса 

[Wang et al., 2010] 

400–800 мкг/мл 

(40–80 мг%) [Lieb 

et al., 2015] 

Примечание. *Информация по высшим позвоночным. 

Note. *Information on higher vertebrates. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Все идентифицированные у трески ИП 

относятся к семействам ингибиторов серино-

вых и цистеиновых протеиназ — серпинам 

(Spi) и цистатинам (CY). К Spi относятся: alpha-

2-antiplasmin, alpha-1-antitrypsin homolog. К CY 

относятся: kininogen-1-like и два фетуинопо-

добных белка — alpha-2-HS-glycoprotein-like 

(fetuin-A) и fetuin-B-like.  

К наиболее важным функциям ИП отно-

сят их участие в реакции острой фазы (РОФ) и 

свертывании крови. РОФ представляет собой 

комплекс физиологических изменений, кото-

рые происходят в организме в ответ на травму, 

инфекцию или другое повреждение [Travis 

et al., 1988]. Серпины реагируют на вирусные 

инфекции: они являются необратимыми инги-

биторами протеиназ [Stein et al., 1995; 

Jančauskiene, 2001]. Фетуины реагируют на бак-

териальные инфекции: они играют важную 

роль в ингибировании цистеиновых протеаз 
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во всех типах тканей [Liu et al., 2016; Li et al., 

2017]. Концентрация участвующих в РОФ бел-

ков, включая ИП, увеличивается в плазме на 

~50% относительно нормы [Engler, 1988]. Роль 

ИП в РОФ обусловлена их взаимодействием 

с протеазами, активность которых возрастает 

при воспалении: ИП могут связываться с про-

теазами и блокировать их активность, предот-

вращая разрушение тканей, что важно для под-

держания целостности тканей и предотвраще-

ния распространения инфекции [Sandri et al., 

2025]. В то же время, снижение уровня ИП мо-

жет привести к усилению активности протеаз и 

разрушения тканей. В таблице 2 не отмечено 

участие белка kininogen-1-like в РОФ. Это свя-

зано с тем, что этот ИП, не принимая прямого 

участия в воспалительном ответе, является ис-

точником образования кининов, которые отно-

сятся к белкам острой фазы РОФ и участвуют 

в воспалительных и аллергических реакциях 

[Wang et al., 2010]. Другая важная функция ИП 

— регуляция активности протеолитических 

ферментов системы свертывания крови: ИП яв-

ляются важными компонентами системы гемо-

стаза, участвующими в поддержании баланса 

между свертыванием крови и фибринолизом, 

что предотвращает образование тромбов и кро-

вотечения [Travis et al., 1983]. На рисунке 2 

представлена общая схема свертывания крови и 

отмечены ИП, которые принимают участие 

в этом процессе. Помимо участия в РОФ и свер-

тывании крови, ИП задействованы в транс-

порте липидов и регуляции ряда функций и 

процессов (роста, развития, минерального об-

мена, репродуктивной функции, сосудистого 

тонуса). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Среди перечисленных функций ИП в ан-

нотациях генной онтологии и литературных ис-

точниках отсутствует осмотическая, вероятно, 

ввиду того что все белки плазмы позвоночных 

проявляют ее в той или иной степени. Однако 

у безальбуминовых костистых рыб, включая ат-

лантическую треску, ИП входят в состав фрак-

ции белков с повышенной осмотической актив-

ностью, обусловленной их высоким отрицатель-

ным зарядом, сопоставимым с сывороточным 

альбумином человека [Андреева, в печ. 

(Andreeva, in press)]. “Безальбуминовая” модель 

капиллярного обмена у костистых рыб 

[Andreeva, 2020] объясняет участие ИП и других 

высоко электроотрицательных белков плазмы 

в замещении осмотической функции “потерян-

ного” в ходе эволюции альбумина. Высокое сум-

марное относительное содержание (ОС) таких 

белков в плазме рыб сопоставимо с ОС сыворо-

точного альбумина в крови млекопитающих 

(~60% общего белка плазмы) [Anguizola et al., 

2013]. Это обстоятельство, в соответствии 

с уравнением Вант-Гоффа для коллоидных рас-

творов (и в применении к плазме крови), пред-

полагает значительный вклад белков с высокой 

осмотической активностью (включая ИП) у без-

альбуминовых рыб в онкотическое давление 

плазмы. 
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Рис. 2. Схема свертывания крови (а — внутренний путь, б — внешний путь) [по White A. et al., 1981]. Красным отмечены ИП, участвующие в этом процессе. 

Fig. 2. Blood clotting diagram (a — internal path, b — external path) [by White A. et al., 1981]. The IPs involved in this process are marked in red.  
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This paper examines the functions of proteinase inhibitors in the blood plasma of Atlantic cod Gadus Morhua 

using Gene Ontology terms and literature sources, including the authors' work. The main properties of proteinase 

inhibitors, their mechanisms of action, and their impact on various physiological processes are discussed. 
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