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Аннотация. Интенсивное развитие аквакультуры ведет к  нарастанию 
экологических проблем, среди которых наибольшую угрозу водной 
среде представляют распространение инфекционных заболеваний, 
а также использование антибиотиков и ряда противомикробных препа-
ратов. Антибиотики используются во всех направлениях аквакультуры, 
и при этом возникает проблема загрязнения антибиотиками окружаю-
щей среды. 
Новые технологии борьбы с  болезнями рыб в  условиях аквакультуры, 
основанные на вакцинации объектов культивирования, используются 
для того, чтобы заменить широко распространенное использование 
антибиотиков, отрегулировать баланс микробной среды в  аквакульту-
ре и в итоге избежать воздействия остатков лекарственных препаратов 
на здоровье человека.
Целью данного исследования является изучение молекулярных меха-
низмов иммунного ответа организма рыб на вирусную инфекцию. По-
лучены данные по изменению уровня экспрессии генов в  различных 
органах рыб по мере развития болезни. Результаты исследования мо-
гут быть использованы при разработке вакцины против вибриоза, что 
поможет избежать применения большого количества антибиотиков, ко-
торые наносят ущерб среде обитания рыб и, как следствие, здоровью 
человека. 
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Abstract. The current intensification of marine aquaculture is inevitably 
associated with such environmental issues as growing infections and the 
need to apply antibiotic and other antimicrobial preparations. This leads to 
antibiotic pollution in the environment. Latest technologies aimed at pre-
venting fish infections in aquaculture are based on the vaccination of the 
objects under cultivation. These technologies allow the use of antibiotics 
to be reduced and the balance of the microbial environment in aquacul-
ture to be restored, eventually minimizing the negative effects of antibiotic 
residues on the human health. In this work, we set out to study molecular 
mechanisms underlying the immune response of fish to viral infections. 
Data on the expression of some genes of the most important aquaculture 
objects in Russia and China in response to infection and during its pro-
gression was obtained. The research results can be used when developing 
vaccines against vibriosis with the purpose of minimizing the application 
of medical preparations, such as antibiotics. These measures are important 
for maintaining healthy fish habitats and, as a consequence, the human 
health. 
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Актуальность темы исследований
В условиях нарастающей антропогенной 
нагрузки на водные экосистемы роль ак-
вакультуры как неотъемлемой части ми-
рового хозяйства становится все более 
значимой. Традиционно велика и  посто-
янно возрастает роль аквакультуры в стра-
нах, обладающих достаточным запасом 
морских и  пресноводных водоемов, при-
годных для ее развития, таких как Россия 
и Китай [1]. 

Известно, что физиология и  экология мор-
ских и  пресноводных гидробионтов резко 
различаются  [2–5]. Соответственно, сущест-
венны различия организации аквакультуры 
в  морских и  пресных водоемах. Это позво-
ляет в качестве двух основных направлений 
аквакультуры выделять марикультуру — вы-
ращивание гидробионтов в  морских во-
дах — и лимнокультуру — культивирование 
пресноводных гидробионтов [2]. 

С появлением интенсивных промышленных 
рыбных хозяйств появились и  проблемы, 
связанные с  инфекционными заболевани-
ями рыб, которые наносят существенный 
вред рыбным хозяйствам и  аквакультурно-
му сектору мировой экономики в целом [1]. 

В проведенном исследовании проблема 
рассмотрена на примере двух важных объ-
ектов культивирования в Евразийском реги-
оне, в  том числе в  условиях Крайнего Севе-
ра и  Арктики  — большого желтого горбыля 
и радужной форели. 

Большой желтый горбыль (Larimichthys cro-
cea, Sciaenidae)  — рыба семейства горбы-
левых, один из основных объектов мари-
культуры прибрежных вод Китая. По мере 
расширения масштабов выращивания боль-
шого желтого горбыля растет необходимость 
защиты этого объекта аквакультуры от инфек-
ций. Для большого желтого горбыля в  куль-
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туре опасность представляют, в  частности, 
бактериальные заболевания, возбудителями 
которых являются Vibrio anguillarum и Vibrio 
harveyi, в настоящее время серьезно ограни-
чивающие развитие аквакультуры большого 
желтого горбыля. 

Радужная форель (Oncorhynchus mykiss, 
Salmonidae) — холодноводная рыба семей-
ства лососевых, один из основных объектов 
лимнокультуры в России (преимущественно 
в северных регионах). Она также подверже-
на бактериальным, вирусным и  паразитар-
ным заболеваниям. Патогенная бактерия 
Aeromonas salmonicida, вызывающая аэ-
ромоноз, является для радужной форели 
наиболее распространенной инфекцией, 
которая может приводить к большим эконо-
мическим потерям. 

Для эффективной борьбы против подоб-
ных патогенов в  настоящее время широко 
применяются препараты с  мощным про-
тивобактериальным действием, однако их 
постепенное накопление в  водной среде 
и в объектах культивирования наносит вред 
водной среде и здоровью человека при упо-
треблении в  пищу рыбопродуктов, перена-
сыщенных антибиотиками. 

Чтобы минимизировать этот вред, необхо-
дима разработка экологически безопасных 
методов профилактики и  лечения бактери-
альных болезней рыб. Это, в  свою очередь, 
требует расширения наших знаний о  фун-
даментальных основах противобактериаль-
ного иммунитета культивируемых видов. 

Данные основы включают в  себя изучение 
противовоспалительных белков иммунной 
системы рыб. В связи с малой изученностью 
белков иммунного ответа у  рыб, особенно 
у аквакультурных видов, мы считаем, что ис-
следования модели заражения типичными 
для аквакультурных объектов инфекциями 
являются одним из важных начальных ша-
гов в  разработке новых подходов к  их ле-
чению и  профилактике. Такими белками, 
например, являются хемокины (CCL) и ман-
нозные рецепторы (MRC). Эти белки играют 
центральную роль в  организме рыб и  вы-
полняют ключевые функции: от связывания 
патогенов до клеточного сигналинга в  раз-
личных провоспалительных процессах [6, 7]. 

В настоящем исследовании на основе со-
бранных новых данных по изучению ак-

тивации этих генов у  двух аквакультурных 
видов рыб в  ответ на бактериальные ин-
фекции мы разрабатываем преемствен-
ность моделей в  обеспечении дальней-
шего их тестирования для определения 
эффективности будущих новых биологиче-
ски активных компонентов, укрепляющих 
их иммунитет  [8]. Целью данного исследо-
вания является изучение на молекулярном 
уровне реакций специфического иммун-
ного ответа важных аквакультурных видов 
рыб Китая и  России L.  crocea и  O. mykiss 
в  моделях их распространенных инфекци-
онных заболеваний. 

Для достижения цели работы были по-
ставлены следующие задачи: установить 
особенности и  взаимосвязи «структура–
функция» in  silico первичных и  простран-
ственных структур хемокинов CCL2, CCL3, 
CCL4, а  также маннозных рецепторов 
MRC1 и MRC2 коммерчески важных промы-
словых и культивируемых видов рыб Китая 
(L. crocea) и России (O. mykiss); создать in vivo 
модели вибриоза L.  crocea и  аэромоноза 
O. mykiss в  условиях аквакультуры; изучить 
уровни и  локализацию экспрессии генов 
специфического иммунного ответа на при-
мере хемокинов CCL2, CCL3, CCL4 в норме 
и  в модели вибриоза L.  crocea; соотнести 
локализацию и  уровни экспрессии ге-
нов неспецифического иммунного ответа 
на примере маннозных рецепторов MRC1, 
MRC2 в созданных моделях патологий. 

Для выполнения запланированного иссле-
дования использовали два взаимодопол-
няющих методических подхода. С  одной 
стороны, это фундаментальное изучение 
исследуемых белков иммунной систе-
мы рыб  — хемокинов CCL2, CCL3  и  CCL4, 
а  также маннан-связывающих рецепторов 
MRC1  и  MRC2: изучение особенностей их 
первичных и  пространственных структур 
современными методами биоинформатики 
и  3D-моделирования. С  другой  — практи-
ческое изучение их уровней экспрессии 
в норме и патологии в моделях различных 
бактериальных инфекций на тепловод-
ном промысловом виде водоемов Китая 
(L. crocea) и холодноводном виде водоемов 
России (O. mykiss). 	 Применение комбини-
рованных методов исследования позволяет 
комплексно рассмотреть ряд особенностей 
иммунологии рыб и, в  частности, сравнить 
реакции белков иммунной системы холод-
новодных и тепловодных видов. 
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В результате выполненного исследования 
впервые установлены взаимосвязи между 
структурой-функцией белков иммунной си-
стемы ключевых аквакультурных видов рыб 
Китая и  России; созданы действующие мо-
дели бактериальных инфекций в  экспери-
ментальных условиях; установлены фактиче-
ские уровни экспрессии белков иммунной 
системы в норме и патологии в динамике. 

Материалы и методы исследования
Анализ первичных последовательностей 
исследуемых белков был произведен с  по-
мощью программ SMART; 3D-модели бел-
ков построили, используя онлайн-сервер 
SWISS-MODEL и Pymol. 

Эксперименты проводили на рыбах Larim-
ichthys crocea (Китай) и Oncorhynchus mykiss 
(Россия). Для заражения рыб модельными 
заболеваниями вибриоза и аэроманоза ис-
пользовали бактериальные культуры Vibrio 
anguillarum (для L. crocea) и  Aeromonas 
salmonicida (для O. mykiss) соответственно. 
Фиксирование тканей производили в  рас-
творе для консервирования образцов РНК 
(CW0592B, Kangwei Century, Китай). РНК 
из тканей и  органов выделяли с  помощью 
реагента TRIzol RNA Isolation Reagents (арти-
кул: 9108-1, Takara, Япония); кДНК синтези-
ровали с использованием набора для синте-
за кДНК (cDNA Synthesis Kit) (H6110A, Takara, 
Япония); дизайн праймеров для ПЦР и ПЦР 
в  реальном времени осуществляли с  ис-
пользованием программного обеспечения 
Primer 5.0 (http://primer3.ut.ee/); ПЦР в  ре-
жиме реального времени (qRT-PCR) прово-
дили с использованием набора премиксов 
SYBR ExTaq (Takara, Япония). Статистическую 
обработку осуществляли в  программе ам-
плификатора 7500  Real-Time PCR System 
(Prism® 7500, Американские прикладные 
биосистемы). 

Анализ первичных 
и пространственных структур 
целевых белков исследуемых рыб

Организация первичной 
и пространственной структур хемокинов 
CCL2, CCL3, CCL4 L. сrocea

Кодирующая последовательность (кДНК) 
CCL2 (GenBank ID: MN125657) состоит 
из 294 пар оснований (п. о.) и 97 аминоки-

слотных остатков (а. о.) (рис. 1 А). Молекуляр-
ный вес: 10,7 кДа, теоретическое значение 
изоэлектрической точки (pI): 9,55. Теорети-
ческая модель первичной последователь-
ности показывает, что белок CCL2 имеет два 
домена: первый  — область низкой сложно-
сти (2–21  а.  о.), второй представляет собой 
домен SCY (25–84 а. о.) (рис. 1 Б). Согласно 
построенной теоретической трехмерной 
модели, структура включает в  себя три ан-
типараллельных β-листа и  одну α-спираль 
на C-конце (рис. 1  В). В  SCY-домене есть 
четыре остатка цистеинов, среди которых 
два последовательных (СС), идущих друг 
за другом в  первичной последовательно-
сти (рис. 1 А, В). Эти четыре остатка цистеи-
на образуют две внутренние дисульфидные 
связи и необходимы для поддержания био-
логической активности.

Второй охарактеризованный нами хемокин — 
CCL3. Его кДНК (GenBank ID: MN125658) 
состоит из 309 п. о. и 102 а. о. Как и в CCL2, 
в  CCL3  тоже есть четыре остатка цистеина, 
из которых два являются смежными в первич-
ной структуре (рис. 2 А). Его предсказанный 
молекулярный вес — 11,3 кДа, теоретическое 
значение pI: 9,08. В  отличие от предыдуще-
го хемокина, CCL3  имеет в  своей структуре 
три домена: первый представляет собой об-
ласть низкой сложности (1–7 а. о.), второй — 
трансмембранный домен (9–31  а.  о.), тре-
тий — домен SCY (32–90 а. о.) (рис. 2 Б). Все 
четыре остатка цистеина находятся в домене 
SCY, которые также образуют внутримолеку-
лярные дисульфидные связи, необходимые 
для нормального функционирования хемо-
кина (рис. 2 А, В). CCL3 тоже имеет три анти-
параллельных β-листа и 1 α-спираль на C-кон-
це (рис. 2 В). 

CCL4  кДНК (GenBank ID: MN125659) ко-
торого состоит из 274  п. о., кодирующих 
91 а. о. Его расчетный молекулярный вес — 
10,3 кДа, значение pI: 9,17. В CCL4 тоже есть 
четыре остатка со схожими местоположени-
ями (рис. 3 А). Как и CCL2, CCL4 имеет два 
домена: первый представляет собой тран-
смембранный домен (5–27  а.  о.), второй  — 
SCY домен (28–86 а. о.), в котором распола-
гаются критически важные четыре остатка 
цистеина (рис. 3 Б, В). 

Как и  в предыдущих двух хемокинах, 
в  CCL4  тоже имеется три антипараллель-
ных β-листа и  одна α-спираль на C-конце 
(рис. 3 В). 
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Рис. 1. Теоретические модели первичной и пространственной структур CCL2 L. crocea. Аминокислотная после-
довательность CCL2 L. crocea (А) и схема расположения доменов в структуре CCL2 (Б); С — трехмерная теорети-
ческая модель CCL2 с обозначенными критически важными аминокислотами. Цветом обозначены структурные 
домены CCL2 

Fig. 1. Theoretical models of the primary and spatial L. crocea CCL2 structures. Amino acid sequence of L. crocea CCL2 (A) 
and a scheme of domain location in the CCL2 structure (Б); C — 3D theoretical model of CCL2 with the labeled essential 
amino acids. The structural domains of CCL2 are indicated by a color.

Рис. 2. Теоретические модели первичной и пространственной структур CCL3 L. crocea. Аминокислотная после-
довательность CCL3 L. crocea (А) и схема расположения доменов в структуре CCL3 (Б); С — трехмерная теорети-
ческая модель CCL3 с обозначенными критически важными аминокислотами. Цветом обозначены структурные 
домены CCL3

Fig. 2. Theoretical models of the primary and spatial L. crocea CCL3 structures. Amino acid sequence of L. crocea CCL3 (A) 
and a scheme of domain location in the CCL3 structure (Б); C — 3D theoretical model of CCL3 with the labeled essential 
amino acids. Structural domains of CCL3 are indicated by a color.
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В результате анализа первичных последова-
тельностей и  пространственных структур ис-
следованных хемокинов L. crocea мы показали, 
что они имеют общий главный функциональ-
ный домен SCY, который содержит 4 остатка 
цистеина. Доменная структура остальных хе-
мокинов имеет некоторые различия. Так, в от-
личие от CCL2, CCL3  и  CCL4  имеют в  своей 
структуре трансмембранный домен. Однако 
CCL2  обладает областью низкой сложности 
(Low complicity region), обычно эта область 
не несет значимых доменов.

Путем анализа первичной и  третичной 
структур их аминокислотных последова-
тельностей было обнаружено, что они имеют 
аналогичные высокоуровневые структуры, 
обе из которых закреплены дисульфидной 
цепью, образованной цистеином на сво-
бодном N-конце на трех антипараллельных 
β-листах, а  на С-конце есть спираль, почти 
перпендикулярная α-листу. 

N-конец CC-хемокина может активировать 
рецептор и оказывать хемотаксический эф-
фект на моноциты, Т-клетки и т. д. Если N-ко-
нец удален, хемокин утратит свою способ-
ность связываться с рецептором. α-спираль 
на С-конце также чрезвычайно важна, когда 

хемокины связываются с  рецепторами, по-
скольку α-спираль может прочно связывать-
ся с  мукополисахаридом на поверхности 
тканей или клеток и  способствовать пере-
даче сигнала.

Особенности строения маннозных 
рецепторов MRC1, MRC2 L. crocea 
и O. mykiss

Кодирующая последовательность MRC1 
(кДНК) L.  crocea (GenBank ID: AKH05366). 
Она кодирует 19  596  п.  о., что соответствует 
1492 а. о. Его предсказанный молекулярный 
вес  — 63,5  кДа, теоретическое значение pI: 
5,02. Структура белка MRC1 L. crocea от N-кон-
ца до С-конца соответственно содержит до-
мен RICIN (богатый цистеином домен, CR) (97–
203 а. о.), 8 доменов CTLD (С-лектин-подобные 
домены) (CTLD1  — 269–397  а.  о., CTLD2  — 
413–536 а. о., CTLD3 — 554–676 а. о., CTLD4 — 
696–822 а. о., CTLD5 — 843–964 а. о., CTLD6 — 
985–1118  а.  о., CTLD7  — 1133–1251  а.  о. 
и CTLD8 — 1268~1397 а. о.), а также трансмем-
бранный домен (1424–1446 а. о. ) (рис. 4 А). 
В последовательности белка MRC1 есть оста-
ток триптофана в богатом цистеином домене 
(рис. 5 А). В домене CTLD обнаружены четыре 
двойных гидрофобных лейцина (LL) (рис. 5 А) 

Рис. 3. Теоретические модели первичной и пространственной структур CCL4 L. crocea. Аминокислотная после-
довательность CCL4 L. crocea (А) и схема расположения доменов в структуре CCL4 (Б); С — трехмерная теорети-
ческая модель CCL4 с обозначенными критически важными аминокислотами. Цветом обозначены структурные 
домены CCL4

Fig. 3. Theoretical models of the primary and spatial L. crocea CCL4 structures. Amino acid sequence of L. crocea CCL4 (A) 
and a scheme of domain location in the CCL4 structure (Б); C — 3D theoretical model of CCL4 with the labeled essential 
amino acids. The structural domains of CCL4 are indicated by a color.
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и  остаток аспарагиновой кислоты (рис.  5  А). 
Также в каждом домене CTLD есть 4 цистеина. 
Также в  CTLD4  был обнаружен критический 
домен распознавания углеводов (CRD) EPN 
(Glu-Pro-Asn) (рис. 5 А).

Второй охарактеризованный нами ре-
цептор маннозы  — MRC2  L. crocea. Его 
кДНК (GenBank ID: AKH05367) состоит 
из 1331 а. о. и 17 679 п. о. Его предсказан-
ный молекулярный вес  — 168,09  кДа, те-
оретическое значение pI: 5,83. Основные 
функциональные домены его белковой 
структуры отличаются от таковых у L. crocea 
MRC1. Его белковая структура содержит 
домен FNII (домен фибронектина типа  II) 
(42–90  а.  о., 8  доменов CTLD (CTLD1  — 97–
222  а.  о., CTLD2  — 245~368  а.  о., CTLD3  — 
383–507  а.  о., CTLD4  — 531–666  а.  о., 
CTLD5  — 683~809  а.  о., CTLD6  — 830–
965 а. о., CTLD7 — 982–1110 а. о., CTLD8 — 
116–1247  а.  о.) и  трансмембранный домен 
(1266–1288  а.  о.) (рис. 4  Б). В  последова-
тельности MRC2  связующий участок колла-
гена — домен FNII содержит ароматические 
4  остатка фенилаланина и  3  остатка трип-
тофана (рис. 5  Б). Область CTLD аминоки-

слотной последовательности MRC2  имеет 
два CRD домена для узнавания углеводов 
(рис. 5 Б). Кроме того, в аминокислотной по-
следовательности MRC2  были обнаружены 
два двойных гидрофобных лейцинов (LL) 
и  большое количество а.  о. аспарагиновой 
кислоты (D) (рис. 5 Б). Также в домене CTLD 
есть 4 цистеина. 

Кодирующая последовательность (кДНК) 
MRC1  O. mykiss (GenBank ID: 110508267) 
состоит из 4408 п. о. и 1432 а. о. Через он-
лайн-сервер ExPASy ProtParam tool (https://
web.expasy.org/protparam/) спрогнозирова-
ны следующие параметры: молекулярный 
вес (162,4  кДа) и  теоретическое значение 
pI (5,61). Анализ первичной последователь-
ности показывает, что белок MRC1  имеет 
один RICIN (домен богатый цистеином) (2–
122  а.  о.), один домен FNII (домен фибро-
нектина типа II) (141–189  а.  о.), 8  лектино-
вых доменов С-типа (CTLD1 — 189–318 а. о., 
CTLD2  — 344–453  а.  о., CTLD3  — 471–
593  а.  о., CTLD4  — 613–742  а.  о., CTLD5  — 
763–885  а.  о., CTLD6  — 906–1050  а.  о., 
CTLD7 — 1065–11183 а. о., CTLD8 — 1211–
1335 а. о.) (рис. 4 В). В последовательности 

Рис. 4. Схема расположения доменов в структуре MRC1 (А, В) и MRC2 (Б, Г) L. crocea и O. mykiss. Цветом обозначены 
структурные домены MRC1 L. crocea и O. mykiss

Fig. 4. Domain location in the MRC1 (A, В) and MRC2 (Б, Г) structure of L. crocea and O. mykiss. The color indicates struc-
tural domains of MRC1 of L. crocea and O. mykiss 
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MRC2  связующий участок коллагена  — до-
мен FNII содержит ароматические 3  остат-
ка фенилаланина и  3  остатка триптофана 
(рис. 5  В). Область CTLD4  аминокислотной 
последовательности MRC2 имеет один CRD 
домена для узнавания углеводов (рис. 5 В). 
Кроме того, в  аминокислотной последо-
вательности MRC2  были обнаружены три 
полностью консервативных двойных гидро-
фобных лейцина (LL) и  большое количест-
во консервативных а.  о. аспарагиновой ки-
слоты (D) (рис. 5 В). Также в каждом домене 
CTLD есть 4  или 5  полностью консерватив-
ных цистеина (рис. 5 В).

Второй охарактеризованный нами ре-
цептор маннозы  — MRC2  O. mykiss. Его 
кДНК (GenBank ID: XP_021480466.1) со-
стоит из 5568  п. о. и  соответствующих им 
1487 а. о. В последовательности O. mykiss 
есть три основных консервативных фун-
кциональных домена: фибронектина типа 
II (191–239  а.  о.), 8  С-лектин-подобных 
доменов (CTLD1 — 246–371 а. о., CTLD2 — 
394–517  а.  о., CTLD3  — 532–647  а.  о., 
CTLD4  — 681–817  а.  о., CTLD5  — 834–
960 а. о., CTLD6 — 981–1118 а. о., CTLD7 — 
1135–1253 а. о., CTLD8 — 1270–1403 а. о.) 
(рис. 4 Г) и один трансмембранный домен 

Рис. 5. Трехмерная теоретическая модель MRC1 (А, В) и MRC2 (Б, Г) L. crocea и O. mykiss с обозначенными критиче-
ски важными аминокислотами. Цветом обозначены структурные домены MRC1 L. crocea и O. mykiss

Fig. 5. 3D theoretical model of MRC1 (А, В) and MRC2 (Б, Г) of L. crocea and O. mykiss with the labeled essential amino 
acids. The structural domains of MRC1 of L. crocea and O. mykiss are indicated by a color.
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(1422–1441  а.  о.). Предсказанный молеку-
лярный вес белка  — 168,1  кДа, а  теорети-
ческое значение pI — 5,83. В аминокислот-
ной последовательности MRC2  O. mykiss 
в  сайте связывания коллагена имеются 
остатки ароматических аминокислот: 4 фе-
нилаланина и 3 триптофана. С-лектиновая 
область (CTLD), MRC2 содержит домен рас-
познавания углеводов (CRD) (EPN  — Glu-
Pro-Asn) (рис. 5  Г). Кроме того, в  аминоки-
слотной последовательности MRC2  были 
обнаружены двойной гидрофобный лей-
цин (LL) и  кислый аминокислотный оста-
ток аспарагиновой кислоты, также как  
и  в  предыдущем охарактеризованном 
нами MRC1 (рис. 5 Г). 

В данном исследовании мы провели ана-
лиз последовательностей и  структур кДНК 
MRC1 и MRC2 у L. crocea и O. mykiss. Аминоки-
слотные последовательности MRC1  и  MRC2, 
как и  рецепторы маннозы других видов, 
имеют высококонсервативные структурные 
области, типичные характеристики семей-
ства рецепторов маннозы, что указывает 
на то, что MRC1  и  MRC2  являются членами 
суперсемейства лектинов С-типа. Лектины 
С-типа  — это один из классов лектинов со 
специфическим углевод-связывающим бел-
ковым доменом. Особенностью лектинов 
этого класса является необходимость при-
сутствия кальция для их связывания с лиган-
дом. Белки, содержащие лектиновые домены 
C-типа, выполняют широкий спектр функций, 
включая клеточную адгезию, иммунный ответ 
на патогены и апоптоз. 

У всех исследованных последовательно-
стей MRC есть общий важный структур-
ных домен — CTLD. В этом домене у белка 
MRC1 имеется богатый цистеином регион 
(CR) в  отличие от остальных трех исследо-
ванных белков. Домен CR ассоциирован 
с  процессом связывания углеводов благо-
даря способности активного центра к  их 
распознаванию. Также в  MRC2  L.  crocea 
и  O.  mykiss есть FNII домен. Такой до-
мен является наиболее консервативным 
доменом в  семействе MRС и  облада-
ет свойством связываться с  коллагеном. 
MRC1  и  MRC2  имеют некоторые структур-
ные различия. Это можно увидеть из схемы 
структуры белка. Например, у  MRC1  отсут-
ствует N-концевой участок, богатый цисте-
ином, а имеется только участок фибронек-
тина FNII и  8  лектин-подобных участков 

CTLD и  цитоплазматических доменов. 
Стоит отметить, что оба маннозных рецеп-
торов имеют схожие домены, но играют 
в  клетках разные роли. MRC1  в  основном 
участвует в врожденном иммунном ответе, 
а MRC2 также участвует в иммунном отве-
те, но согласно данным и предположениям 
этого исследования, его главная функция 
может заключаться в  основном в  опосре-
дованной деградации лизосомного колла-
гена.

В последовательностях MRC1 и MRC2 O. my­
kiss и L. crocea есть похожие функциональ-
ные остатки аминокислот. Так, есть кон-
сервативный кислотный аминокислотный 
остаток аспарагиновой кислоты. При ин-
тернализации лиганда и миграции ранних 
эндосом в клетке играет роль именно этот 
остаток, без которого этот функциональ-
ный сайт молекулы инертен. Кроме того, 
у O. mykiss и L. crocea MRC1 и MRC2 были 
обнаружены спаренные гидрофобные 
остатки лейцина (LL) и  консервативный 
аминокислотный остаток аспарагиновой 
кислоты, необходимый для интернализа-
ции лиганда, а также для миграции ранних 
эндосом внутри клетки для функциони-
рования необходимы два вышеуказанных 
функциональных сайта. Присутствие трип-
тофанов (рис. 5  A, Б, В, Г) в  сайте связы-
вания коллагена аминокислотной после-
довательности MRC1  и  MRC2  L.  crocea 
и  MRC2  O. mykiss позволяет белкам обла-
дать способностью к  связыванию колла-
гена. В  последовательности MRC2  обеих 
рыб в  сайте связывания коллагена содер-
жится фенилаланин, отсутствующий в обе-
их последовательностях MRC1. Область 
CTLD аминокислотных последовательно-
стей MRC1 и MRC2 имеет консервативный 
домен распознавания углеводов (CRD) 
(EPN Glu-Pro-Asn), который специфиче-
ски связывается с  маннозой, что указыва-
ет на то, что он может обладать активно-
стью связывания углеводов. Приведенные 
выше результаты показывают, что сходст-
во последовательностей MRC2  O.  mykiss 
и L. crocea является относительно высоким, 
а  функциональные аминокислотные остат-
ки относительно схожи, поэтому можно 
сделать вывод, что биологические функции 
двух белков относительно схожи. Одна-
ко эти активные сайты нуждаются в  даль-
нейших экспериментах для проверки  
в будущем. 
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Паттерны экспрессии генов 
иммунных белков L. crocea
Распределение уровней мРНК хемокинов 
CCL2, CCL3, CCL4 в норме

Экспрессия мРНК CCL2, CCL3 и CCL4 была 
обнаружена во всех восьми проанализиро-
ванных органах: печени, почках, селезенке, 
мышцах, сердце, мозге, кишечнике и  жаб

рах перед заражением Vibrio anguillarum. 
Экспрессия мРНК CCL2  CCL3  и  CCL4  в  пе-
чени, почках и селезенке была значительно 
выше, чем в других органах (рис. 6 А, Б, В). 

В этом эксперименте CCL2, CCL3 и CCL4 L. cro-
cea также были обнаружены в  печени, по-
чках, селезенке, сердце, мышцах, кишечнике, 
мозге и  жабрах. Показано, что большинство 
хемокинов рыб экспрессируются в широком 

Рис. 6. Распределение уровней экспрессии мРНК CCL2 (А), CCL3 (Б) и CCL4 (В) перед заражением V. anguillarum 
в печени, почках, селезенке, мышцах, сердце, мозге, кишечнике и жабрах, полученное методом ПЦР в реальном 
времени. Стандартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторностям; n = 3 / группа / период 
времени

Fig. 6. Distribution of CCL2 (A), CCL3 (Б), and CCL4 (В) mRNA expression levels prior to V. anguillarum infection in the liver, 
kidney, spleen, muscle, heart, brain, intestine, and gills obtained by real-time PCR. Standard deviation (± SD) is presented 
across five technical repetitions; n = 3 / group / time period
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спектре. Результаты исследований указыва-
ют на то, что хемокины рыб не только играют 
важную роль в процессах, связанных с имму-
нитетом, но также могут участвовать в других 
физиологических процессах в организме.

Распределение хемокинов в  разных тка-
нях в  норме различно. Однако большинст-
во хемокинов в основном экспрессируются 
в тканях, связанных с иммунитетом (печень, 
почки и селезенка). То же самое наблюдали 
и  для CCL2, CCL3  и  CCL4  в  органах у  боль-
шого желтого горбыля в этом эксперименте. 
Поскольку в печени, почках и селезенке рыб 
содержится большое количество иммунных 
клеток, таких как макрофаги и  лимфоци-
ты, экспрессия хемокинов в печени, почках 
и селезенке ожидаемо высока. 

Анализ уровней мРНК CCL2, 
CCL3 и CCL4 в модели вибриоза 

Для выяснения распространения воспале-
ния среди разных органов и  тканей в  ди-
намике на примере иммунных белков хе-
мокинов была построена модель вибриоза 
у  промыслового вида Китая  — большого 
желтого горбыля с  помощью патогенной 
бактерии V. anguillarum. В  качестве конт
роля наличия воспаления был введен пре-
парат Poly I:C, вызывающий неспецифиче-
ское воспаление.

После заражения патогеном были про
анализированы уровни экспрессии CCL2, 
CCL3  и  CCL4  в  динамике от начала экспе-
римента до 72  часов (рис. 7). В  результате 
проведения ПЦР в  реальном времени ис-
следованных органов (печень, почки, селе-
зенка) в различных временных точках было 
обнаружено, что острая фаза воспаления 
была уже спустя 6  часов после начала эк-
сперимента: экспрессия всех трех хемоки-
нов была существенно повышена по срав-
нению с контролем. Исключением оказался 
CCL4: накопление продуктов экспрессии 
его гена в селезенке достигло своего макси-
мума только спустя 12–24 часа, что, видимо, 
связано с особенностями экспрессии этого 
хемокина при системном воспалении. Спу-
стя 36  часов и  до конца эксперимента на-
блюдалось общее снижение уровней мРНК 
хемокинов и  стабилизация степени их экс
прессии практически на одном уровне. 

После экспериментального заражения бак-
терией V. anguillarum в  органах L. crocea 

мы обнаружили, что экспрессия мРНК генов 
CCL2, CCL3 и CCL4 была тесно связана с про-
цессом заражения патогеном, что позволя-
ет утверждать, что эти хемокины участвуют 
в  иммунитете рыб против бактериальной 
инфекции, что согласуется с  общемировой 
литературой. Показано, что иммунологиче-
ские эффекты CCL у  L. crocea слабее, чем 
у  других рыб, что может быть механизмом 
повышенной инфекционности L. crocea. 

Эти результаты показали, что xемокины CCL2, 
CCL3, CCL4 оказывают регулирующее дейст-
вие на воспалительный ответ. Как было пока-
зано нами ранее, другая группа хемокинов 
CCL17, CCL21 и CCL24 экспрессируется в тех 
же органах иначе. Их экспрессия слабее, чем 
у  CCL2, CCL3  и  CCL4, что связано с  их фун-
кциями. Они являются провоспалительны-
ми хемокинами, а их рецепторами являются 
CCR1, CCR2 и CCR5 соответственно.

Организм выполняет функцию презента-
ции антигена, и  он легко накапливается 
в  очаге воспаления и  поглощает антиген, 
который играет роль в  воспалительной ре-
акции и  сопротивляется инфекции пато-
гена в  патологическом процессе. И  CCL17, 
CCL21 и CCL24 считаются двойными хемоки-
нами, а также гомеостатическими хемокина-
ми. Так, изменения экспрессии CCL21  в  пе-
чени, почках и  селезенке после заражения 
V. anguillarum не были очевидны. На осно-
вании этого предполагается, что это связано 
с его гомеостатическим эффектом. Из приве-
денного выше анализа можно сделать вывод, 
что не все хемокины у L. crocea могут играть 
воспалительную роль в  отношении вибри
оза и  не все хемокины обладают функцией 
подавления бактериальных инфекций, а так-
же, вероятно, могут усугублять бактериаль-
ные инфекции.

Распределение уровней мРНК маннозных 
рецепторов MRC1 и MRC2 в норме

Предварительная оценка уровней экспрес-
сии генов рецепторов маннозы была про-
ведена для понимания общих нормальных 
(фоновых) уровней экспрессии рецепторов 
маннозы в печени, почках и селезенке боль-
шого желтого горбыля.

Экспрессия мРНК MRC1 и MRC2 была обна-
ружена во трех проанализированных орга-
нах: печени, почках и  селезенке перед за-
ражением V. anguillarum. Экспрессия мРНК 
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Рис. 7. Результаты ПЦР в реальном времени экспрессии в динамике хемокинов L. crocea в печени, почках и се-
лезенке после введения PBS (отрицательный контроль), Poly I:C (положительный контроль наличия воспаления) 
и V. anguillarum. А, Б, В — CCL2; Г, Д, Е — CCL3; Е, Ж, З — CCL4 в тканях печени, почек и селезенки после зараже-
ния V. anguillarum, Poly I: C и PBS. Стандартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторно-
стям; звездочки над полосами представляют собой статистически значимые отличия от контрольных образцов; 
* — при p < 0,05, ** — при p <0,01, n = 3 / группа / период времени

Fig. 7. Real-time PCR of dynamic expression of L. crocea chemokines in the liver, kidney, and spleen after administration 
of PBS (negative control), Poly I:C (positive control for the presence of inflammation), and V. anguillarum. А, Б, В — CCL2; 
Г, Д, Е — CCL3; Е, Ж, З — CCL4 in the liver, kidney, and spleen tissues after infection with V. anguillarum, Poly I:C, and PBS. 
Standard deviation (± SD) is presented across five technical repetitions; asterisks above bars represent statistically signifi-
cant differences from control samples; * — at p < 0.05, ** — at p < 0.01, n = 3 / group / time period

А Г Ё

Б Д Ж

В Е З
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MRC1 и MRC2 в печени, почках и селезенке 
была значительно выше нормы (рис. 8 A, Б).

Показано, что для разных генов макси-
мальные значения экспрессии появляются 
в  разных органах в  зависимости от основ-
ных биологических функций генов. 

Анализ уровней мРНК 
MRC1 и MRC2 в модели вибриоза

После заражения патогеном были про
анализированы уровни экспрессии MRC1 
и MRC2 в динамике от начала эксперимен-
та до 72 часов (рис. 9 A, Б, В, Г, Д, Е). В ре-
зультате проведения ПЦР в  реальном 
времени исследованных органов (печень, 
почки, селезенка) для мРНК MRC1  в  раз-
личных временных точках было обнару-
жено, что острая фаза воспаления была 
спустя 24–36  часов после начала экспе-
римента: экспрессия обоих рецепторов 
маннозы была существенно повышена 
по сравнению с  контролем, в  24–36  ча-
сов относительная экспрессия достигла 
максимальных значений (рис. 9  А, Б, В). 
Но уровни экспрессии мРНК MRC2 разнят-
ся с  мРНК MRC1: накопление продуктов 
экспрессии MRC2  происходит только спу-
стя 24–36 часов после заражения (рис. 9 Г, 
Д, Е), а  MRC1  экспрессировался уже спу-
стя 6  часов во всех исследованных орга-
нах (рис. 9  А, Б, В). Очевидно, это связано 
с  особенностями экспрессии этого рецеп-
тора при системном воспалении. В про-
межутке между 36 и 48 часами и до конца 

эксперимента наблюдалось общее сни-
жение уровней мРНК рецепторов манно-
зы (рис. 9 А, Б, В, Г, Д, Е). Что касается вве-
денного неспецифического агента Poly I:C, 
для мРНК MRC1  за 12 часов  часов в  трех 
органах относительная экспрессия достиг
ла максимальных значений, а  для мРНК 
MRC2, как после заражения V. anguillarum, 
за 6 часов в трех органах острая фаза вос-
паления была уже пройдена и экспрессия 
всех трех рецепторов маннозы была суще-
ственно повышена по сравнению с конт
ролем (рис. 9 Г, Д, Е).

В этом исследовании после искусственного 
заражения бактерией V. anguillarum в орга-
нах L. crocea мы обнаружили, что экспрес-
сия мРНК генов MRC1  и  MRC2  была тесно 
связана с процессом заражения патогеном, 
что позволяет утверждать, что эти рецепто-
ры маннозы участвуют в  иммунитете рыб 
против бактериальной инфекции, что согла-
суется с общемировой литературой. 

Таким образом, можно сделать вывод, 
что мРНК MRC1  и  MRC2  L. crocea в  основ-
ном экспрессируются в  печени, почках 
и селезенке, а уровни их экспрессии в этих 
органах различаются, а  уровни экспрессии 
MRC1 и MRC2 в одном и том же органе так-
же значительно различаются. 

На основе полученных данных, уровни 
экспрессии в  печени, почках и  селезен-
ке в  органах L. crocea после заражения 
V. anguillarum были значительно увеличены, 

Рис. 8. Результат RT-PCR экспрессии мРНК MRC1 (А) и MRC2 (Б) перед заражением V. anguillarum в ткани печени, 
почек, селезенки у  L. crocea. Стандартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторностям; 
n = 3 / группа / период времени

Fig. 8. RT-PCR result of MRC1 (A) and MRC2 (Б) mRNA expression prior to V. anguillarum infection in the liver, kidney, 
and spleen tissue in L. crocea. Standard deviation (± SD) is presented across five technical repetitions; n = 3 / group / time 
period

А Б



77

Dong Xiangli, Shilin M.B., Leonteva E.O.
Development of improved technologies for protecting fish from infections in aquaculture

Arctic and Innovations. 2024 | 2 | 3 | 64–82

что указывает на то, что гены рецепторов 
маннозы MRC1  и  MRC2  оказывают регули-
рующее влияние на вибриоз желтого гор-
быля. Этот результат может иметь значение 
для изучения генов MRC и  их экспрессии 
в большом желтом горбыле, для понимания 
механизма противоинфекционного иммун-
ного ответа рыб и  для контроля болезни 
большого желтого горбыля.

Анализ экспрессии мРНК MRC1 и MRC2 в пе-
чени, почках и селезенке у L. crocea после за-
ражения V. anguillarum показал, что кривая 
экспрессии MRC1 отличается от кривой экс
прессии MRC2. Для мРНК MRC1 относитель-
ная экспрессия в печени, почках и селезенке 
сначала медленно увеличивалась в течение 
24 и 48 часов, изменение относительной экс
прессии достигло максимального значения, 

Рис. 9. Экспрессия мРНК MRC1 (А, Б, В) и MRC2 (Г, Д, Е) у L. crocea в печени, почках и селезенке после заражения 
V. anguillarum, Poly I: C и PBS. Стандартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторностям; 
звездочки над полосами представляют собой статистически значимые отличия от контрольных образцов; *  — 
при p < 0,05, ** — при p < 0,01; n = 3 / группа / период времени

Fig. 9. MRC1 (А, Б, В) and MRC2 (Г, Д, Е) mRNA expression in L. crocea liver, kidney, and spleen after infection with V. an-
guillarum, Poly I: C and PBS. Standard deviation (± SD) is presented across five technical repetitions; asterisks above bars 
represent statistically significant differences from control samples; * — at p < 0.05, ** — at p < 0.01; n = 3 / group / time 
period
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а  затем экспрессия медленно снижалась. 
Но для мРНК MRC2  относительное измене-
ние экспрессии в печени, почках и селезен-
ке в течение 6 часов уже сразу достигло мак-
симального значения, а  затем постепенно 
снижалось до конечной точки эксперимен-
та. Это также указывает на то, что основные 
функции MRC1  и  MRC2  могут быть разны-
ми, на что также указывают литературные  
данные.

Паттерны экспрессии генов 
иммунных белков O. mykiss

Распределение уровней 
мРНК маннозных рецепторов 
MRC1 и MRC2 в норме

Предварительная оценка уровней эк-
спрессии генов рецепторов маннозы была 
проведена для понимания общих нормаль-
ных (фоновых) уровней экспрессии рецеп-
торов маннозы в  печени, почках и  селе-
зенке радужной форели. Экспрессия мРНК 
MRC1  и  MRC2  была обнаружена во всех 
трех проанализированных органах: пече-
ни, почках и селезенке перед заражением 
Aeromonas salmonicida ssp. Экспрессия 
мРНК MRC1  была самой высокой в  селе-
зенке, а экспрессия мРНК MRC2 — в пече-
ни (рис. 10 A, Б).

мРНК MRC рыб широко экспрессируется 
во многих органах, особенно в почках и се-
лезенке, и  играет важную роль в  бактери-
альном иммунном ответе [1–9].

Анализ уровней мРНК 
MRC1 и MRC2 в модели аэромоноза

Во время вскрытия рыб в  конечных точках 
эксперимента была проведена морфоло-
гическая оценка их состояния в  сравне-
нии с  контролем. После заражения A.  sal-
monicida ssp. изменение поверхности тела 
O.  mykiss было неочевидно, но объем пе-
чени у  зараженных рыб был больше, чем 
у здоровой рыбы.

После заражения патогеном были проа-
нализированы уровни экспрессии MRC1 
и MRC2 O. mykiss в динамике от начала экс
перимента до 72  часов (рис. 11  А, Б, В, Г,  
Д, Е). Проведена ПЦР в  реальном времени 
исследованных органов (печень, почки, селе-
зенка) для мРНК MRC1 O. mykiss в различных 
временных точках. Для MRC1  в  почках и  се-
лезенке (рис. 11 Б, В) и для MRC2 в печени 
и  селезенке было обнаружено (рис. 11  Г, Е), 
что острая фаза воспаления наступала спустя 
24–36 часов после начала эксперимента: эк-
спрессия рецепторов маннозы была сущест-
венно повышена по сравнению с контролем, 
в  24–36  часов относительная экспрессия 
достигла максимальных значений (рис. 11 Б,  
В, Г, Е). 

Спустя 24  часа от начала заражения на-
блюдалось временное повышение эк-
спрессии MRC1  в  почках (рис. 11  Б), в  то 
время как в  печени его экспрессия снизи-
лась (рис.  11  A). После этой переломной 
точки в  экспрессии наблюдалась вторая 
волна экспрессии MRC1  в  печени в  точках 
36 и 48 ч (рис. 11 A). Этот феномен требует 

Рис. 10. Экспрессия мРНК MRC1 (А) и MRC2 (Б) в печени, почках и селезенке здоровых образцов у O. mykiss. Стан-
дартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторностям; n = 3 / группа / период времени

Fig. 10. MRC1 (A) and MRC2 (Б) mRNA expression in the liver, kidney, and spleen of healthy O. mykiss specimens. Stand-
ard deviation (± SD) is presented across five technical repetitions; n = 3 / group / time period
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дополнительных экспериментов и подтвер-
ждений перед достоверными выводами 
и предположениями. 

В результате изучения уровней экспрессии 
маннозных рецепторов у форели и большого 
желтого горбыля можно заключить, что уров-
ни их экспрессии не были равны до и после 
заражения. Это исследование показывает, 

что накопление мРНК при заражении осу-
ществляется в одних и тех же органах. Важно, 
что относительные уровни экспрессии генов 
в  печени после заражения V.  anguillarum 
у  L.  crocea в  60 (MRC1) (рис. 9  A) и  70  раз 
(MRC2) (рис. 9  Г) выше, чем у  контрольной 
группы, и  даже относительные уровни эк-
спрессии мРНК MRC2  в  селезенке после 
заражения V. anguillarum в 250 раз больше 

Рис. 11. Экспрессия мРНК MRC1 (А, Б, В) и MRC2 (Г, Д, Е) у O. mykiss в печени, почках и селезенке после заражения 
A. salmonicida ssp. и PBS. Стандартное отклонение (± SD) представлено по пяти техническим повторностям; зве-
здочки над столбцами представляют статистически значимые отличия от контрольных образцов; * — при p < 0,05, 
** — при p < 0,01; n = 3 / группа / период времени

Fig. 11. MRC1 (А, Б, В) and MRC2 (Г, Д, Е) mRNA expression in the O. mykiss liver, kidney, and spleen after infection 
with A. salmonicida ssp. and PBS. Standard deviation (± SD) is presented across five technical repetitions; asterisks above 
bars represent statistically significant differences from control samples; * — at p < 0.05, ** — at p < 0.01; n = 3 / group / 
time period
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(рис. 9 В), чем в контрольной группе. С другой 
стороны, в печени O. mykiss после заражения 
A.  salmonicida ssp. относительная экспрес-
сия мРНК MRC1(рис. 11 A) и MRC2 (рис. 11 Г) 
была всего в  4  и  2  раза выше, чем у  конт
рольной группы. Это показывает, что, хотя 
мРНК MRC1 и MRC2 широко экспрессирует-
ся в тканях L. crocea и O. mykiss, ее специфи-
ческая экспрессия отличается, что связано 
с температурой, размером рыбы и типом ин-
фицированных бактерий, иммунным стату-
сом рыб.

Проанализированный иммунный ответ ге-
нов хемокинов L. crocea и  маннозных ре-
цепторов O. mykiss в  моделях вибриоза 
и аэромороза соответственно дополнит име-
ющиеся знания о  развитии заболеваний 
промысловых видов рыб в  динамике и  по-
может осуществить дальнейшие исследова-
ния в области их иммунитета и механизмов 
общей иммунной регуляции.

Выводы
1.  Впервые построены теоретические про-
странственные структуры хемокинов CCL2, 
CCL3, CCL4, а также маннозных рецепторов 
MRC1 и MRC2 двух промысловых и выращи-
ваемых в условиях аквакультуры видов рыб 
Китая (L. crocea) и  России (O. mykiss). Уста-
новлено, что CCL3  и  CCL4  являются струк-
турно гомологичными белками, а  в струк-
туре CCL2  отсутствует трансмембранный 
домен. Подтвержден факт высоких иден-
тичностей первичных последовательностей 
маннозных рецепторов MRC1 и MRC2 у обо-
их видов рыб, достигающих 84 %, а  также 

и  3D-моделей, что подтверждает высокую 
консервативность этих белков вне зависи-
мости от вида и среды их обитания.

2.  Созданы in vivo модели двух типичных 
заболеваний аквакультурных видов рыб  — 
вибриоз на примере L. crocea и аэромоноз 
на примере O. mykiss с помощью инъекций 
культур патогенных бактерий V. anguillarum 
и  A. salmonicida spp. Подтверждена эффек-
тивность заражения визуальными морфо-
логическими изменениями внутренних ор-
ганов рыб.

3.  Установлено, что хемокины CCL2, CCL3 
и CCL4 распределены в норме по всем ор-
ганам рыбы, а  наибольшая их экспрессия 
наблюдается в  печени, почках и  селезен-
ке. В  модели вибриоза их относительные 
уровни экспрессии генов в печени, почках 
и  селезенке схожи. Гены CCL2  и  CCL3  реа-
гируют на инфекцию значительно быстрее, 
проявляя максимум активности спустя 
6 часов, а экспрессия CCL4 достигает свое-
го максимума лишь спустя 12 часов.

4.  Исследованы паттерны экспрессии ман-
нозных рецепторов MRC1  и  MRC2  в  раз-
личных органах и  тканях у  тепловодного 
и  холодноводного промыслово-аквакуль-
турных видов рыб Китая и  России в  моде-
лях вибриоза и аэромоноза соответственно. 
Установлено, что при схожих локализациях 
их экспрессии (печень, почки, селезенка) 
у  тепловодного L. crocea иммунный ответ 
на заражение в созданных моделях наступа-
ет быстрее и проявляется интенсивнее, чем 
у холодноводного O. mykiss.
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