
Journal of Stress Physiology & Biochemistry, Vol. 2, No. 1, 2006, pp. 41-49.  
Original Text Copyright © 2006 by Timofeyev, Shatilina, Bedulina, Protopopova, Grabelnych, 
Pobezhimova, Kolesnichenko 

JOURNAL OF STRESS PHYSIOLOGY & BIOCHEMISTRY Vol. 2 No. 1 2006 

ORIGINAL ARTICLE 

COMPARISON OF STRESS PROTEINS PARTICIPATION IN 
ADAPTATION MECHANISMS OF BAIKALIAN AND PALEARCTIC 

AMPHIPOD (AMPHIPODA; CRUSTACEA) SPECIES  

 

Timofeyev M.A.1,2, Shatilina Zh.M.2, Bedulina D.S.1, Protopopova M.V.1, 

Grabelnych O.I.3, Pobezhimova T.P.3, Kolesnichenko A.V.1,3 
1 Baikalian Research Center, 664003 Irkutsk, Karl Marks st., 5-10, Russia; 
2 Irkutsk State University, 664003 Irkutsk, Karl Marks st., 1, Russia; 
3 Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, SD RAS, Irkutsk, Russia 
 

 
Received 17 January 2006 г. 

 

Abstract - The aim of the present study was a study of the influence different stressful factor on 
syntheses and activity of the stress proteins (HSP70, sHSP and peroxidase) of freshwater organism. Six 
freshwater amphipod species were investigated: Eulimnogammarus cyaneus (Dyb.), E verrucosus 
(Gerstf.), E vittatus (Dyb.) - endemic species from Lake Baikal which were compared with Palearctic 
species - Gammarus lacustris Sars., G tigrinus (Sexton), Chaetogammarus ischnus (Stebbins). It was 
shown expression of sHSP by heat and toxic stresses for all amphipods species. Oxidative stress induced 
HSP70 for Palearctic species G tigrinus and C ischnus but not for baikalian species. Heat stress did not 
caused the increase of HSP70 level for Baikalian species of amphipods. The activity of the peroxidase 
was decrease by heat and toxic stresses. Oxidative stress caused the increase of peroxidase activity for 
Palearctic species, and the decrease for Baikalian once. 
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В работе представлены материалы оценки влияния различных стрессовых факторов на 
характер синтеза и активность ряда стрессовых белков у байкальских и палеарктических видов 
амфипод (Amphipoda, Crustacea). Использовали следующие виды: три эндемичных вида из озера 
Байкал - Eulimnogammarus cyaneus (Dyb.), E. verrucosus (Gerstf.), E. vittatus (Dyb.), которые 
сравнивались с палеарктическими видами Gammarus lacustris Sars., G. tigrinus (Sexton), 
Chaetogammarus ischnus (Stebbins). Исследовали влияние температурного, окислительного и 
токсического факторов на характер синтеза БТШ70 и нмБТШ, а так же на уровень активности 
пероксидазы. Показано, что нмБТШ принимают участие в системе защиты при температурном и 
токсическом стрессах у всех изученных видов амфипод. БТШ70 участвует в механизмах защиты 
от окислительного стресса у палеарктических видов амфипод G. tigrinus и C. ischnus. У 
байкальского E. cyaneus не отмечена индукция синтеза БТШ70 при воздействии окислительного 
стресса, а так же при повышении температуры. Воздействие токсического и температурного 
стрессов у всех видов амфипод снижало активность пероксидазы. При окислительном стрессе 
происходила активация пероксидазы у палеарктических видов и снижение активности фермента у 
байкальских видов. 

Key words: Байкал / белки теплового шока / пероксидаза / амфиподы/ стресс-адаптация. 

 
Среда обитания большинства живых 

организмов характеризуется нестабильностью 
абиотических условий, в результате чего в 
течение жизни организмы сталкиваются с 
воздействием стрессов различной природы. В 
ответ на стрессовое влияние активизируются 
защитные механизмы, выработанные животными 
и растениями в процессе эволюции. 
Непосредственно после стрессового воздействия 
включаются поведенческие механизмы - реакции 
избегания, позволяющие покинуть зону 
негативного влияния (Momot, Gowing, 1972; 
Brauer et al., 1984; Hough, Naylor, 1992; 
Lindstrom,1994). Если для нейтрализации 
стрессового воздействия поведенческой реакции 
оказывается недостаточно, подключаются 
механизмы, действующие на физиологическом, 
биохимическом и молекулярном уровнях, целью 
которых является адаптация организма к 
стрессовым условиям (Хочачка, Сомеро, 1988; 
Озернюк, 1992; Sanders, 1993; Имашева, 1999; 
Тимофеев, Кириченко, 2004). 

Известно, что одним из базовых механизмов 
стресс-адаптации на клеточном уровне является 
синтез стрессовых белков (Tsugawa, 1976; 

Озернюк, 1992; Feder, Hofmann, 1999). К 
стрессовым белкам относят те группы белков, 
экспрессия и /или активность которых 
увеличивается в ответ на воздействие различных 
стрессоров (Савич, 1989; Felton, Summers, 1995; 
Feder, Hofmann, 1999). Синтез стрессовых белков 
индуцируется широким кругом стрессовых 
воздействий, такими как экстремальные 
температуры, токсический и окислительный 
стрессы и др. (Gething, Sambrook, 1992; Sanders, 
1993; Колесниченко, Войников, 2003). К числу 
стрессовых белков относят белки теплового шока 
(БТШ) (Lindquist, Craig, 1988; Gething, Sambrook, 
1992; Feder, Hofmann, 1999), низкомолекулярные 
белки теплового шока (нмБТШ) (Derham, Harding, 
1999; Ito et al., 2002; Панасенко и др., 2003), а так 
же ряд ферментов, включая антиоксидантные 
ферменты (Савич, 1989; Fridovich, 1998). 

В ряду работ по изучению функций и 
особенностей стрессовых белков особое 
направление могут занять исследования 
эндемичных представителей фауны очагов 
интенсивного видообразования. Известно, что 
эндемики приспособлены к определенным 
условиям среды и часто обладают узко 
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специализированными механизмами адаптации. 
Одним из наиболее известных участков 
интенсивного видообразования является озеро 
Байкал, населенное древнейшей фауной, 
характеризующейся чрезвычайным 
биоразнообразием, с высокой степенью 
эндемизма. Особенностью Байкала является то, 
что длительный эволюционный период времени 
условия в озере были близки к современным 
(низкий уровень органики и низкая 
минерализация, высокая прозрачность, низкие 
температуры и высокое насыщение кислородом) 
(Кожов,1962; Kozhova, Izmest'eva, 1998). При 
этом благодаря явлению несмешиваемости 
байкальского и палеарктического фаунистических 
комплексов, фауна озера Байкал развивалась 
изолировано от окружающей фауны Палеарктики 
(Коряков, 1959; Кожов,1962; Мазепова, 1990; 
Kozhova, Izmest'eva, 1998). Таким образом, в 
Байкале шло длительное эволюционирование 
видов в уникальных и стабильных условиях 
среды, что могло привести к развитию у них 
специфичных механизмов стресс-адаптации и в 
частности особенностей функционирования 
стрессовых белков. 

Целью проводимой нами с 2002 года работы 
является изучение влияния абиотических 
стрессовых факторов на характер синтеза и 
активность ряда стрессовых белков у 
пресноводных организмов. В статье представлены 
обобщенные результаты работы нашей 
исследовательской группы период 2002-2005 гг. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта исследования выбраны 

амфиподы (Crustacea, Amphipoda). 
Представители этой группы ракообразных 
встречаются почти во всех типах водоемов мира, 
включая пресноводные водоемы. Особенное 
разнообразие данная группа получила в оз. 
Байкал, где представлено более 250 эндемичных 
видов, населяющих все типы грунтов и все 
глубины озера (Tachteev, 1997). Большинство из 
них имеет определенную экологическую 
специализацию к тем или иным условиям 
обитания в озере. У ряда видов наблюдаются 
крайне слабые резистентные способности. В тоже 
время, отмечены виды по своим адаптационным 
способностям близкие к видам космополитам, а в 
некоторых случаях и превышающие их 
(Тимофеев, 2000). Таким образом, амфиподы 
характеризуются не только видовым 
разнообразием, но и большим разнообразием 
адаптационных способностей у отдельных видов. 

В исследовании использовали следующие 
виды эндемичных амфипод из озера Байкал - 
Eulimnogammarus cyaneus (Dyb.), E. verrucosus 
(Gerstf.), E. vittatus (Dyb.), которых сравнивали с 
палеарктическими видами - Gammarus lacustris 
Sars., G. tigrinus (Sexton), Chaetogammarus ischnus 
(Stebbins). Байкальских амфипод отлавливали в 
прибрежной зоне озера Байкал в районе пос. 
Листвянка (Южный Байкал), а так же в районе 

пос. Большие Коты. G. lacustris - в озере, 
расположенном в черте г. Иркутска, в 
непосредственной близости к р. Ангара и 
небольшом озере в районе пос. Большие Коты на 
расстоянии не более 1 км от побережья оз. 
Байкал. G. tigrinus и C. ischnus отлавливали на 
урезе озера Mugulsee (Германия). Выбранные 
виды являются обитателями верхнего отдела 
литорали и близки по своим экологическим 
характеристикам. 

Перед экспериментами амфипод содержали в 
аэрируемых аквариумах при температуре 6-8оС, 
раздельно по видам. Оценивали влияние 
температурного, окислительного и токсического 
факторов. Оценку температурного воздействия 
проводили в ходе экспонирования амфипод при 
18оС, 20оС и 25оС. Токсическое влияние 
оценивали экспонированием амфипод в 
растворах хлористого кадмия в концентрациях – 
5, 0,5 и 0,05 мг/л. Окислительное воздействие 
оценивали экспонированием амфипод в 
растворах лабораторных очищенных 
гуминсодержащих препаратов. Известно, что при 
фотолизе, растворенные гуминовые вещества 
являются продуцентами широкого спектра 
активных форм кислорода (Cooper, 1989; 
Pflugmacher et al., 1999, Pflugmacher et al., 2001; 
Steinberg, 2003). В работе использовали 
гуминсодержащие препараты “Sanctuary pond” 
(Canada, Berlington) и “Schwarzer See” (Germany, 
Berlin), любезно предоставленными Prof. C. 
Steinberg (HU). После экспериментов у рачков 
производили отбор образцов для биохимического 
анализа из недифференцируемых тканей. 

Проводили оценку характера синтеза белков 
теплового шока семейства БТШ70 и нмБТШ, 
иммунохимически родственных α–кристаллину, а 
так же уровень активности антиоксидантного 
фермента – пероксидазы. Для определения 
характера синтеза стрессовых белков 
использовали стандартный метод 
денатурирующего электрофореза с ДДС-Na в 12 
% полиакриламидном геле, с последующим 
Вестерн-блоттингом с антителами к 
исследуемым белкам. Активность пероксидазы 
измеряли спектрофотометрически, в 
соответствии с методикой Drotar et al. (1985), 
используя в качестве субстрата гваякол при 
длине волны 436 нм, рН 5. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  
В ходе проведенных исследований синтез 

БТШ70 нами обнаружен у всех изучаемых видов 
амфипод. Причем концентрация данного белка у 
байкальских видов многократно меньше, чем у 
палеарктических видов. Для получения 
эквивалентного количества БТШ70 при Вестерн-
блоттинге приходилось увеличивать объемы 
образцов белка более чем в 5 раз. Однако даже 
при этом БТШ70 у байкальских видов слабо 
детектировался (Тимофеев и др., 2002; Тимофеев 
и др., 2003b). 
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Рис. 1. Вестерн-блоттинг на БТШ70 амфипод 

до и после индуцированного 
окислительного стресса. 

1 - G. tigrinus контроль; 2 - G. tigrinus стресс; 
3 - C. ischnus контроль; 4 - C. ischnus стресс; 
5 - E. cyaneus стресс. 
 
 

Окислительный стресс вел к индукции 
синтеза БТШ70 у палеарктических видов, 
выловленных из европейских водоемов G. tigrinus 
и C. ischnus. У байкальского вида E. cyaneus после 
экспозиции в растворах гуминсодержащих 

препаратов увеличения синтеза БТШ70 
обнаружено не было (рис. 1) (Тимофеев и др., 
2002; Timofeyev et al., 2004).  

Эксперименты по изучению влияния 
токсического стресса на характер синтеза нмБТШ 
показали индукцию синтеза нескольких белков 
семейства нмБТШ у байкальских E. verrucosus, E. 
cyaneus и палеарктического G.lacustris 
(Шатилина, Тимофеев, 2004). Токсический стресс 
ведет к синтезу нмБТШ с молекулярными 
массами 15, 28, 52 и 57 кДа. Синтез белка с 
молекулярной массой 32 кДа отмечен у всех 
исследованных видов. Интенсивность синтеза 
данного белка зависит от концентрации растворов 
токсиканта. Наибольший уровень синтеза белка 
обнаруживается у особей экспонированных в 
растворе с самой высокой концентрацией CdCL2 – 
5 мг/л, а наименьший – в растворе с наименьшей 
концентрацией – 0,05 мг/л (рис. 2) (Шатилина, 
2005; Тимофеев и др., 2006). 

При оценке температурных воздействий 
отмечали, что экспонирование амфипод при 
повышенных температурах вызывало усиление 
синтеза нмБТШ у изученных байкальских видов 
(рис. 3), увеличения синтеза БТШ70 при 
температурном стрессе не происходило 
(Тимофеев и др., 2005a; Тимофеев и др., 2005c). 

 

 
 

 

 
 
 
Рис. 2. Вестерн-блоттинг на нмБТШ, иммунохимически родственные α-кристаллину, у амфипод 

экспонированных в различных концентрациях CdCl2 в течение 24 часов. 
1) G. lacustris контроль; 2) G. lacustris 5 мг/л; 3) G. lacustris 0,5 мг/л; 4) G. lacustris 0,05 мг/л; 5) E. 
cyaneus контроль; 6) E. cyaneus 5 мг/л; 7) E. cyaneus 0,5 мг/л; 8) E. cyaneus 0,05 мг/л; 9) E. 
verrucosus контроль; 10) E. verrucosus 5 мг/л; 11) E. verrucosus 0,5 мг/л; 12) E. verrucosus 0,05 мг/л. 
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Рис. 3. Вестерн-блоттинг на нмБТШ, 

иммунохимически родственные α-
кристаллину, амфипод видов E. 
vittatus и E.cyaneus экспонированных 
при температуре 20 оС в течение 3 
суток 

1 - E.cyaneus 30 мин., 2 - E.cyaneus 3 суток, 3 
- E. vittatus 30 мин., 4 - E. vittatus 3 суток. 
 

В ходе исследования показано, что 
стрессовые факторы оказывают воздействие на 
активность пероксидазы у изученных видов 
амфипод, при этом наблюдаются межвидовые 
различия (Timofeyev, 2006). При температурах 20 
и 25 оС у палеарктического G. lacustris не 
происходит достоверных изменений активности 
фермента. У тепловыносливого байкальского E. 
cyaneus отмечено снижение активности фермента 
при температуре 25 оС, и не отмечается при 20 оС. 
У холодолюбивого E. verrucosus при воздействии 
температур 20 и 25 оС наблюдается снижение 
активности пероксидазы (рис. 4) (Шатилина, 
2005). При воздействии окислительного стресса 
отмечается многократная активация пероксидазы 
у представителей палеарктических видов 
(рисунок 5) (Тимофеев и др., 2002; Тимофеев и 
др., 2003a; Timofeyev et al., 2004; Timofeyev et al., 
2006a; Тимофеев, 2006a), в то время как у 
байкальских видов происходит ингибирование 
активности фермента (рис. 6) (Timofeyev et al., 
2006b; Тимофеев, 2006b). Токсический стресс 
ведет к снижению активности фермента у всех 
изученных видов (Шатилина, 2005; Тимофеев и 
др., 2005b; Тимофеев и др., 2006). 

ОБСУЖДЕНИЕ И ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе проведенных работ установлено, что у 
байкальских амфипод синтезируются белки 
теплового шока семейств БТШ70 и нмБТШ, 
иммунохимически родственных α-кристаллину. 
Показано, что нмБТШ принимают участие в 
системе защиты при температурном и 
токсическом стрессах у изученных видов 
амфипод. 

 
Рис. 4. Активность пероксидазы у амфипод 

экспонированных при 25 оС. 
А - G. lacustris, Б - E. cyaneus, В - E. verrucosus. 
* - статистически достоверное отклонение от 
контроля при Р>0.95. 

 
У палеарктических видов амфипод G. tigrinus 

и C. ischnus БТШ70 несомненно участвует в 
механизмах защиты от окислительного стресса. 
Это положение вполне соответствуют известным 
данным об участии белков семейства БТШ70 в 
механизмах защиты при воздействии различных 
стрессов (Gething, Sambrook, 1992, Sanders, 1993, 
Feder et al., 1997, Hartl, 1996; Polla et al., 1996; 
Кулаева, 1997). БТШ70 относится к семейству 
шаперонов, основной функцией которого 
является связывание белков, регулирование их 
сворачивания, транспорта и восстановления 
(Sanders, 1993; Наградова, 1996; Feder, Hofmann, 
1999). Существует обширный ряд работ, 
подтверждающих участие белков семейства 
БТШ70 при адаптации организмов к 
неблагоприятным условиям (Sanders, 1993; 
Werner, Nagel, 1997; Feder, Hofmann, 1999). 
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Рис. 5. Активность пероксидазы у амфипод 

вида G. lacustris экспонированных в 
растворах гуминсодержащего 
препарата “Schwarzer See” с разными 
концентрациями.  

А – концентрация 30 мг/л. 
Б - концентрация 60 мг/л. 
* - статистически достоверное отклонение от 
контроля при Р>0.95. 

 
В то же время у байкальских амфипод, 

вероятно, существует специфика участия БТШ70 
в системе стрессовой защиты. Возможно, с этим 
связана его малая концентрация. У E. cyaneus не 
происходит индукции синтеза БТШ70 при 
воздействии окислительного стресса. Вероятным 
объяснением этого факта может являться только 
то, что БТШ70, являясь основным элементом 
стрессовых систем большинства организмов, у 
байкальских эндемичных видов не играет важной 
роли в механизме стресс-адаптаций. Подобное 
явление описано для ряда других видов (Bosch et 
al., 1988; Hofmann et al., 2000). Возможной 
причиной может быть то, что в системе 
активации синтеза БТШ70 у исследованных 
байкальских организмов могут быть 
температурно-зависимые элементы, работа 
которых нарушается при повышенных 
температурах. Так, например, при сравнительном 
исследовании Hydra oligactis и H. magnipapillata 
обнаружено, что при температурном стрессе у H. 
oligactis происходит нарушение синтеза БТШ70, 
т.к. нарушается стабильность мРНК БТШ70 
(Brennecke et al., 1998). В то же время, нельзя 
исключить и тот факт, что отмеченные 
изменения в синтезе БТШ70 могут быть связаны 
с естественной, чрезвычайно низкой 
концентрацией БТШ70 у байкальских видов. 

Следует отметить, что возможность снижения 
уровня синтеза БТШ70 при изменении условий 
среды ранее уже указывалась для других видов 
(Ovelgonne et al., 2000; Sorensen et al., 2001). 

 
Рис. 6. Активность пероксидазы у амфипод 

вида E. cyaneus экспонированных в 
растворах гуминсодержащего 
препарата “Schwarzer See” с разными 
концентрациями.  

А – концентрация 30 мг/л. 
Б - концентрация 60 мг/л. 
* - статистически достоверное отклонение от 
контроля при Р>0.95. 

 
Пероксидаза является ферментным 

компонентом антиоксидантной системы 
организма (АОС), основная функция которой 
защита клеток от повреждений, вызванных АФК 
(Зайцев, Закревский, 1998; Geret et al., 2003). 
Снижение активности фермента при воздействии 
токсического и температурного стрессов, 
вероятно, указывает на общее подавление 
антиоксидантных процессов в организме 
(Baldrian et al., 1996; Converso et al., 2000; 
Sandalio et al., 2001). Активация пероксидазы при 
окислительном стрессе у палеарктических видов 
свидетельствует о ее несомненном участии в 
АОС этих видов амфипод (Geret et al., 2003; 
Memisogullari, 2003). Снижение активности 
фермента у байкальских видов амфипод 
позволяет предположить, что у байкальских 
амфипод существует специфичный механизм 
антиоксидантной защиты. Вероятно, именно в 
результате активирования более эффективного 
механизма элиминации АФК происходит 
снижение уровня перекиси водорода и, как 
следствие, понижение активности пероксидазы. 
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Подобное явление описано для других 
организмов (Almedia et al., 2000; Howbrook et al., 
2001; Anderson, 2002). Таким образом, у 
исследованных палеарктических и байкальских 
видов амфипод, вероятно, существуют различия 
в механизмах защиты от окислительного стресса. 

Работа поддержана грантами: РФФИ – 02-04-
48677-а, 03-04-06251-мас, 04-04-63098-к, 05-04-
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Минобразования – А03-2.12-34, DAAD-
Минобразования – А/04/39641, DAAD – 
А/03/01381, РОСНАУКА -2005-РИ-19.0/002/229. 
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