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Исследована активность Са2+-зависимых нейтральных протеиназ (кальпаинов), которые, 
возможно, непосредственно или косвенно участвуют в реализации программы переживания 
зимней спячки гетеротермами. Определены активность и температурная зависимость кальпаи-
нов в печени бодрствующих и гибернирующих сусликов. Температурная зависимость активно-
сти ферментов представлена при всех исследованных состояниях: бодрствующие суслики ле-
том и осенью, середина баута первого, второго, третьего месяцев спячки, выход из спячки по-
сле третьего месяца спячки. Активность ферментов у бодрствующих летом (июль–август) и 
осенью (сентябрь) сусликов не высокая. Осенью она в 2 раза ниже, чем летом. В первый месяц 
спячки активность кальпаинов близка к уровню бодрствующих. С каждым месяцем пролонги-
рования спячки активность ферментов повышается и достигает максимальных значений в кон-
це баута после трех месяцев спячки. График температурной зависимости активности фермента 
бодрствующих сусликов в сентябре и в период выхода из баута третьего месяца спячки имеет 
линейную зависимость. Энергия активации при этих состояниях 18.5 кДж и 19 кДж соответ-
ственно. В середине баута первого месяца спячки имеется излом при температуре 20 0С. При-
чем энергия активации ниже точки излома (17.2 кДж) незначительно отличается от таковой 
выше точки излома (18.7 кДж). Примерно такая же картина наблюдается в середине второго 
месяца спячки (энергия активации ниже и выше точки излома 17.5 и 19 кДж соответственно). 
Излом на графике – это один из примеров изменения функций мембранного фермента, а также 
фазового перехода в липидах мембран от жидкого кристаллического состояния до состояния 
геля, приводящее к увеличению энергии активации. Линейная прямая (с единственной энергией 
активации) в диапазоне физиологического изменения температур (2–37 0С) показывает холодо-
вую резистентность исследованных ферментов, в то время как нелинейный график доказывает 
их холодовую чувствительность. 

 
Ключевые слова: зимняя спячка, ферменты, кальпаины, температурная зависимость, 

энергия активации. 
 

Введение 
Протеолиз играет важную роль в регуляции обмена веществ в организме [1], 

участвует во внутриклеточном распаде белков и регуляции их кругооборота, пищева-
рении, оплодотворении, морфогенезе, защитных реакциях, адаптационных перестрой-
ках обмена.  

Кальпаины – Са2+-зависимые нейтральные протеиназы – являются одними из 
ферментов, которые путем ограниченного протеолиза изменяют биологическую актив-
ность различных белков [2].  
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На данный момент значение кальпаинов в клетках печени недостаточно изучено, 
мало экспериментальных данных по изучению их роли, в отличие от клеток других ор-
ганов.  

Известно, что кальпаины вызывают повреждение клеток несколькими механиз-
мами. Они инициируют протеолиз клеточной мембраны и цитоскелетных структурных 
белков [3]. Инициирование протеолитического расщепления этих белков может приве-
сти к прогрессирующей клеточной травме и смерти. Образование пузырьков гепатоци-
тов [4] – распространенное проявление их травмы [5]. Это может быть и результатом 
повреждения цитоскелета самой клетки в результате повышенной активности кальпаи-
на. Кальпаины также ведут себя как сигнальные протеазы, например, путем активации 
протеинкиназы C [6] могут приводить к активации процессов, приводящих к повре-
ждению клеток. 

Как же адаптируются клетки зимоспящих к температурным перепадам, наблюда-
емым при вхождении в спячку, глубокой спячке и выходе из состояния спячки? Ранее 
было высказано предположение, что эти состояния контролируются триггерами спячки 
– пептидами [7]. 

Целью данной работы является исследование активности Са2+-зависимых 
нейтральных протеиназ которые путем ограниченного протеолиза, изменяют биологи-
ческую активность различных белков [2] и, возможно, непосредственно или косвенно 
участвуют в реализации программы переживания зимней спячки гетеротермами. 

 
Материалы и методы исследования 

Эксперименты проведены на малых кавказских сусликах (Citellus pigmaeus Pallas) 
массой 200–250 г – типичных представителях животных, которые впадают в спячку [8]. 
Исследованы суслики в бодрствующем состоянии летом и осенью, а также в состоянии 
зимней спячки, середины баута первого, второго, третьего месяцев спячки и выхода из 
спячки. Животных, находящихся в соответствующем состоянии, декапитировали, из-
влекали печень. Печень, выделенную на холоде, промывали в охлажденном физиологи-
ческом растворе и высушивали фильтровальной бумагой. Далее ткань измельчали, го-
могенизировали в 50 мМ Трис-HCl буфере рН = 7.4 в соотношении 1:9 (ткань:среда), а 
затем фильтровали. Полученный фильтрат использовали в эксперименте. Са2+-
зависимую активность нейтральных протеаз определяли по методам Baundry [9], 
Nilsson и Karlsson [10]. Активность фермента выражали в мкмоль тирозина/100 мг бел-
ка за 1 час.  

 
Результаты и обсуждение 

 

Активность кальпаинов (диаграмма 1) в печени бодрствующих летом (июль-
август) и осенью (сентябрь) сусликов невысокая (в пределах 0.8–1.5 мМ). Осенью она 
ниже в 2 раза, чем летом. В первый месяц спячки активность кальпаинов близка к 
уровню бодрствующих. Активность ферментов с каждым месяцем пролонгирования 
спячки повышается и достигает максимальных значений в конце баута после трех ме-
сяцев спячки. Возможно, что с пролонгированием состояния гибернации повышается 
необходимость в апоптической ликвидации части клеток печени. Однако нельзя ис-
ключать и участие кальпаинов в активации внутриклеточных ферментов для перехода 
клетки на новый уровень метаболизма. Значительное увеличение активности кальпаи-
нов коррелировало с продолжительностью ишемии (реперфузии) и было ингибировано 
более чем на 80 % ингибитором. Ингибирование кальпаина привело к значительному 
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снижению высвобождения трансаминаз, некроза тканей и предотвращению несудорож-
ных ишемических состояний в условиях выживания. Эти данные свидетельствуют о 
том, что кальпаины играют ключевую роль в тепловом ишемическом реперфузионном 
повреждении печени крыс посредством модуляции апоптоза и некроза [11]. 

 
Диаграмма. Изменение активности Са2+-зависимых нейтральных протеаз печени сусликов в 

динамике зимней спячки (1 – 1-й месяц спячки, середина баута; 2 – 2-й месяц спячки, середина 
баута; 3 – 3-й месяц спячки, середина баута; 4 – 3-й месяц спячки, выход из баута; 5 – бодр-

ствующие, в июле–августе; 6 – бодрствующие в сентябре 
 

Кроме того, было показано, что в тромбоцитах человека автолиз кальпаина пред-
шествует его транслокации к мембране. Поэтому остается невыясненным, какое влия-
ние на процесс автолиза имеет взаимодействие кальпаина с плазматической мембраной. 

При переходе к зимней спячке у животных изменяется жирнокислотный состав 
мембранных липидов, приспосабливая свойства мембран к условиям среды и новым 
потребностям организма. Гипотеза адаптационной роли мембранных липидов была вы-
двинута и обоснована Е.М. Крепсом [12]. Согласно этой гипотезе при смене температур 
наиболее резкие различия в жирнокислотном составе и их наборе обнаруживают ган-
глиозиды (гликолипиды), в которых происходит повышение содержания полиненасы-
щенных жирных кислот. Эти данные свидетельствуют о том, что клетки очень чутко 
реагируют на изменение температуры, стремясь к тому, чтобы их мембрана постоянно 
оставалась в «жидком» состоянии. Как только снижается температура окружающей 
среды, бактерии заменяют насыщенные липиды в своих мембранах на ненасыщенные. 
Так же ведут себя и клетки других живых организмов. Организм человека и теплокров-
ных животных обеспечивает «жидкое» состояние своих клеточных мембран, поддер-
живая строго постоянную температуру тела [13]. При подготовке к спячке мобилизует-
ся система антиоксидантной защиты, и организм зверьков готовится к длительному 
пребыванию в состоянии спячки. 

Так как температура является одним из наиболее важных факторов для поддержа-
ния жизнедеятельности любого организма, интерес представляет исследование темпе-
ратурной зависимости активности ферментов у представителей гетеротермных живот-
ных.  
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В митохондриальной мембране печени аррениусовские кривые сукцината, под-
держивающего потребление кислорода, типично нелинейные у активных летних сусли-
ков, в то время как у гибернирующих они имеют линейную структуру. Температурная 
зависимость активности сукцината митохондрий печени у весенних, летних и зимних 
активных сусликов имеет нелинейную кривую, в то время как у гибернирующих и про-
буждающихся становится прямой [14]. Интересно, что у животных, активных зимой, не 
набирающих вес, на графике происходит смещение точки излома в область низких 
температур (от 20 к 11–13 0С) в отличие от летних сусликов. У животных с заметным 
набором веса точка излома находится в области 4 0С. Эти наблюдения дают основание 
предполагать, что сезонно зависимые изменения в термотропном поведении функций 
мембранных белков митохондрий происходят до впадения в спячку и сохраняются на 
протяжении всего периода гибернации. Снижение точки излома также наблюдалось в 
митохондриальных мембранах почек и печени сусликов. Все эти наблюдения повыша-
ют вероятность того, что могут произойти конкретные изменения в составе мембран, 
так что вязкость мембраны может быть увеличена при низкой температуре, чтобы 
обеспечить непрерывную функцию мембранных ферментов во время спячки [14]. 

Нами определена температурная зависимость активности Са2+-зависимых протеи-
наз при состояниях: бодрствующие суслики летом и осенью, середина баута первого, 
второго, третьего месяцев спячки, выход из спячки. График температурной зависимо-
сти активности ферментов бодрствующих сусликов в сентябре и в период выхода из 
баута третьего месяца спячки имеет линейную зависимость. Энергия активации при 
этих состояниях 18.5 кДж и 19 кДж соответственно (рис. 1). 

График температурной зависимости активности Са2+-зависимых нейтральных 
протеаз печени сусликов в середине баута первого месяца спячки имеет излом при тем-
пературе 20 0С. Причем энергия активации ниже точки излома (17.2 кДж) незначитель-
но отличается от таковой выше точки излома (18.7 кДж). Примерно такая же картина 
наблюдается в середине второго месяца спячки (энергия активации ниже и выше точки 
излома 17.5 и 19 кДж соответственно) (рис. 2). 

Излом на графике – это один из примеров изменения функций мембранного фер-
мента, а также фазового перехода в липидах мембран от жидкого кристаллического со-
стояния до состояния геля, приводящих к увеличению энергии активации [15]. В нашем 
случае линейная прямая (с единственной энергией активации) в диапазоне физиологи-
ческого изменения температур (2–37 0С) показывает холодовую резистентность иссле-
дованных ферментов, в то время как нелинейный график доказывает их холодовую 
чувствительность. 
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Рис. 1. Температурная зависимость активности кальпаинов печени бодрствующих сусликов  
и при выходе из баута после трех месяцев спячки 

 

 
Рис. 2. Температурная зависимость активности кальпаинов печени сусликов в середине баута 

первого, второго и третьего месяцев спячки 
 

В большинстве клеток кальпаины находятся вблизи плазматической мембраны, 
мембран органелл, а не только в цитоплазме. К тому же локализация кальпаинов может 
меняться в зависимости от концентрации кальция внутри клетки. Было показано, что в 
отсутствие внешнего воздействия кальпастатин и кальпаины в цитоплазме распределе-
ны диффузно. После обработки клеток ионофором увеличивается концентрация внут-
риклеточного кальция, кальпаин обнаруживается уже вблизи плазматической мембра-
ны, причем на локализации кальпастатина это воздействие не сказывается [16]. Воз-
можно, что кальпаины взаимодействуют с фосфолипидами плазматической мембраны в 
непосредственной близости от кальциевого канала; это взаимодействие приводит к 
уменьшению уровня кальция, необходимого для автолиза. Некоторые исследования по-
казали, что кальпаины связываются с белками, но не с фосфолипидами плазматической 
мембраны [17] и таким образом участвуют в апоптозе клетки.  

Наблюдаемые нами изменения в аррениусовских кривых температурных зависи-
мостей ферментов могут быть результатом конформационных изменений молекул 
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ферментов в связи с изменением их локализации и связывания с фосфолипидами или 
белками мембран. 

Было показано, что аноксический стресс приводит к увеличению цитозольного 
кальция в результате высвобождения из внутриклеточных органелл [18], увеличения 
притока кальция из внеклеточных источников [19] и неспособности клетки вытеснить 
кальций из-за пониженного энергетического состояния [20]. Увеличение количества 
свободного цитозольного кальция было зарегистрировано при сохранении холода в си-
нусоидальных эндотелиальных клетках и клетках Купфера [21]. Реоксигенация после 
аноксии или реперфузии после ишемии приводит к окислительному стрессу [19], свя-
занному с увеличением концентрации свободного цитозольного кальция [20], и окисли-
тельный стресс в гепатоцитах приводит к активации кальпаина [22]. Было показано, что 
фосфолипазы активируют кальпаины при аноксическом повреждении гепатоцитов [23]. 
Известно, что блокаторы кальциевых каналов и ингибиторы протеаз оказывают благо-
творное влияние на поврежденную печень [24, 25]. 

Экспериментальное вмешательство с ингибиторами кальпаина существенно 
уменьшает прогрессировное повреждение печени. В работе [26] была изучена роль 
кальпаинов в прогрессии повреждений печени после искусственного введения яда. Об-
наружено, что кальпаины просачиваются вне некротических гепатоцитов и активиру-
ются во внеклеточной среде, гидролизуя белки плазматической мембраны соседних 
клеток, что ведет к прогрессии повреждения.  

 
Заключение 

Из нескольких механизмов, участвующих в активации кальпаина, наиболее веро-
ятно увеличение концентрации кальция. Способность пережить состояние спячки и 
восстановить функции печени после столь серьезных потрясений, возможно, связана с 
эволюционно сложившимися адаптационными механизмами. 

Судя по всему, что повышение активности ферментов кальпаиновой системы яв-
ляется необходимым условием переживания зимней спячки, а в состоянии бодрствова-
ния и пробуждения от спячки могут включаться иные механизмы регуляции кальпаи-
нов, как автолиз ферментов или активация их ингибиторов или блокаторов кальциевых 
каналов. В то время как повышенный цитозольный кальций остается наиболее вероят-
ной причиной активации кальпаина, могут быть задействованы и другие механизмы. 
Активация кальпаинов может возникать при минимальном увеличении концентрации 
кальция или в его отсутствие, в результате увеличения фосфолипаз и процесса деграда-
ции фосфолипидов. 
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The activity of Ca2+-dependent neutral proteinases (calpaines), which may directly or indirectly 
participate in the realization of the program of winter hibernation by heteroterms, has been studied. 
The activity and temperature dependence of calpaines in the liver of awake and hibernating ground 
squirrels is determined. The temperature dependence of enzyme activity is presented in all investigated 
states: awake ground squirrels in summer and autumn, the middle of the bout of the first, second, third 
months of hibernation, the exit of hibernation after the third month of hibernation. The activity of en-
zymes in summer (July–August) and autumn (September) ground squirrels is not high. In autumn it is 
2 times lower than in summer. In the first month of hibernation, the activity of the calpain is close to 
the level of the awake. With each month of prolongation of hibernation, the activity of enzymes rises 
and reaches the maximum values at the end of the bout after three months of hibernation. The graph of 
the temperature dependence of the activity of the enzyme of the waking gophers in September and 
during the period of emergence from the bout of the third month of hibernation is linear. The activa-
tion energy for these states is 18.5 kJ and 19 kJ, respectively. In the middle of the bout of the first 
month of hibernation, there is a break at a temperature of 20 0C. Moreover, the activation energy be-
low the salient point (17.2 kJ) is slightly different from that above the salient point (18.7 kJ). Approx-
imately the same picture is observed in the middle of the second month of hibernation (the activation 
energy is lower and higher than the salient point of 17.5 and 19 kJ, respectively). The break in the 
graph is one of the examples of changes in the functions of the membrane enzyme, as well as the 
phase transition in membrane lipids from the liquid crystalline state to the state of the gel, leading to 
an increase in the activation energy. A linear straight line (with single activation energy) in the range 
of physiological temperature change (2–37 0C) shows cold resistance of the enzymes studied, while a 
nonlinear graph proves the cold sensitivity.  
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