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В условиях in vitro цинк и медь в концентрациях 0,1–50 мг/л достоверно снижают активность хи-
мотрипсиноподобных протеаз слизистой оболочки кишечника карпа Cyprinus carpio L. (максимум 
на 53,3 и 91,1%). Активность трипсиноподобных протеаз слизистой в тех же условиях снижается 
в большей степени (максимум на 71,5 и 95,2%). В условиях in vivo активность трипсиноподобных 
протеаз под действием цинка и меди (10–200 мг/л) снижается в меньшей степени (максимум на 
40 и 48%), чем в опытах in vitro. Низкая концентрация цинка (10 мг/кг) в пище при однократном 
кормлении стимулирует активность трипсиноподобных протеаз химуса и слизистой, более высо-
кие —  ингибируют. Повторное кормление вызывает стимуляцию протеаз химуса при более высокой 
концентрации цинка (100 мг/кг). Медь во всех вариантах опыта снижает активность протеаз. При 
повторном введении металлов с кормом в большинстве случаев их эффект выражен слабее, чем при 
однократном введении. Наличие в воде и пище цинка и меди, ингибирующих активность протеоли-
тических ферментов, снижает уровень неспецифической защиты рыб.
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ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известно, что состояние иммунной 
системы в значительной мере зависит от эф-
фективности питания рыб [Микряков, 1991], 
которая в свою очередь во многом зависит от 
состояния пищеварительной системы. При 
этом активность ферментов, обеспечивающих 
гидролиз различных компонентов пищи и дела-
ющих их доступными для поступления во вну-
треннюю среду организма, может значительно 
снижаться в результате стресса, вызываемого 
антропогенными факторами, в т. ч. тяжёлыми 
металлами. Важно отметить, что поступление 
в пищеварительный тракт некоторых компо-

нентов пищи, особенно белков, рассматрива-
ется как аллергическая и токсическая агрессия 
[Уголев и др., 1992]. Видовая специфичность 
чужеродных белков исчезает в результате их 
ферментативной деградации. При этом пище-
варительные гидролазы, в частности протеа-
зы, разрушающие белки, наряду со слизью 
и структурами желудочно-кишечного тракта 
выступают в роли неспецифического защит-
ного барьера [Doe, 1989; Уголев и др., 1992; 
Кузьмина, 1995]. Наличие в пище токсиче-
ских веществ, в т. ч. тяжёлых металлов, подав-
ляет активность протеаз [Кузьмина, 2008], 
снижая надёжность неспецифической защиты.
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Особо следует отметить, что тяжёлые ме-
таллы, поступающие в воду в результате ан-
тропогенного загрязнения среды, могут, вклю-
чаясь в пищевые сети, представлять серьёзную 
опасность для рыб [Harrison, Klaverkamp, 
1989; Harrison et al., 1990; Zauke et al., 1999; 
Остроумова, 2001; Немова, Высоцкая, 2004]. 
При этом цинк и медь, будучи жизненно не-
обходимыми [Остроумова, 2001; Bury et al., 
2003], в высоких концентрациях могут сни-
жать активность протеаз [Неваленный и др., 
2003; Кузьмина, 2008]. Влияние металлов на 
активность пищеварительных гидролаз, как 
правило, исследуется в условиях in vitro. Од-
нако известно, что у рыб существуют механиз-
мы детоксикации тяжёлых металлов [McCarter 
et al., 1982; Perkins et al., 1997; Paris-Palacios 
et al., 2000; Коновалов, 2001; Столяр и др., 
2003]. Следовательно, при длительном воз-
действии тяжёлых металлов, попадающих 
в пищеварительный тракт рыб с пищей, их эф-
фекты могут существенно отличаться от тако-
вых в острых экспериментах.

Цель работы состояла в сопоставлении дан-
ных по влиянию цинка и меди на активность 
протеаз кишечника рыб в условиях in vitro и in 
vivo на примере карпа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Проведено две серии экспериментов. Объ-
ект исследования —  молодь карпа Cyprinus 
carpio L., 1758, сем. карповые Cyprinidae, 
выращенная на прудовой базе ИБВВ РАН 
«Сунога». В первой серии опытов масса рыб 
соответствовала 40±6 г. После доставки в ла-
бораторию рыб в течение нескольких дней со-
держали в аквариумах с проточной водой для 
снятия транспортировочного стресса. Опыты 
проводили при комнатной температуре. Рыб 
помещали на стекло ледяной бани. На холоде 
изымали пищеварительный тракт, освобожда-
ли от жира, осушали фильтровальной бумагой 
и разрезали вдоль и специальным скребком 
снимали слизистую оболочку кишечника. Сли-
зистую от десяти особей объединяли в равных 
пропорциях и тщательно перемешивали. При 
помощи стеклянного гомогенизатора готовили 
гомогенаты, добавляя охлаждённый до 2–4 °C 
раствор Рингера (109 мM NaCl, 1,9 мM KCl, 
1,1 мM CaCl2) в соотношении 1:49, рН 7,4.

Для оценки влияния цинка и меди на ак-
тивность протеаз в каждую пробирку при-
ливали 0,25 мл раствора CuSO4·5H2O или 
ZnSO4·7H2O в широком диапазоне концент-
раций (0,1, 1, 10, 25 и 50 мг/л, в расчёте на со-
держание ионов металла) и 0,25 мл гомогена-
та. В каждую пробирку, служащую контролем, 
при непрерывном перемешивании приливали 
0,25 мл раствора Рингера и 0,25 мл гомоге-
ната. Затем содержимое всех пробирок инку-
бировали при температуре 20±1 °C в течение 
1 ч при непрерывном перемешивании. После 
этого приливали 0,5 мл субстрата и инкубиро-
вали ещё в течение 30 мин в тех же условиях 
для лучшего контакта фермента с субстратом. 
После этого во все пробирки приливали 1 мл 
ТХУ. Пробирки выдерживали при той же 
температуре в течение 1 ч. Пробы фильтровали 
через бумажные фильтры в течение 5–10 мин. 
Затем к 0,25 мл фильтрата приливали 0,25 мл 
CuS 04, 2 мл NaOH и 0,75 мл реактива Фо-
лина-Чиокальтеу. Пробирки с содержимым 
оставляли на 30 мин под тягой для развития 
окраски. Через 30 мин пробы просматривали 
на фотоэлектроколориметре КФК-2 (дли-
на волны 670 нм). Для определения гемогло-
бинлитической активности ферментов слизи-
стой оболочки кишечника (преимущественно 
химотрипсин, КФ 3.4.21.1) использовали 1% 
раствор гемоглобина. Для определения казе-
инлитической активности слизистой оболочки 
кишечника (преимущественно трипсин, КФ 
3.4.21.4) использовали 1% раствор казеи-
на (рН 7,4). Активность ферментов опреде-
ляли в 5-ти повторностях для каждой точки 
с учётом фона (количество соответствующих 
компонентов в исходном гомогенате). Для по-
строения калибровочной кривой использовали 
0,5–3,0 мМ растворы тирозина. Активность 
фермента выражали в единицах скорости фер-
ментативной реакции (количество образовав-
шегося тирозина за 1 мин инкубации) в пере-
счёте на 1 г влажной массы ткани.

Во второй серии опытов использовали се-
голетков карпа массой 9,2±0,4 г. Рыбы, раз-
делённые на 13 групп по пять экз. в каждой 
(контроль и 12 экспериментальных групп), по-
лучали корм, содержащий сернокислый цинк 
или сернокислую медь (CuSO4·5H2O или 
ZnSO4·7H2O) в концентрации 10, 50, 100 
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или 200 мг/кг. Рыб, получавших одну пор-
цию корма (5% от массы тела), содержащего 
металлы, анализировали через 5 ч (группа I). 
Рыб другой группы кормили дважды с интер-
валом в 24 ч и анализировали через 5 ч после 
второго кормления (группа II). Кишечник рыб 
изымали в тех же условиях. После саггиталь-
ного разреза кишки при помощи пластмассо-
вого скребка и небольшого (5 мм) стеклянно-
го шпателя отбирали химус. Затем снимали 
слизистую оболочку. Химус или слизистую 
от 5 особей объединяли в равных пропорциях 
и тщательно перемешивали. Навески химуса 
и слизистой гомогенизировали в тех же усло-
виях. Гомогенаты разводили раствором Рин-
гера в соотношении 1:99. Активность проте-
аз (преимущественно трипсин КФ 3.4.21.4) 
определяли описанным выше способом в 5-ти 
повторностях с учётом фона. Данные обеих 
серий опытов обработаны статистически с ис-
пользованием приложения EXCEL програм-
мы MS Office’XP. Достоверность результатов 
оценивали по F-критерию Фишера для ма-
лых выборок при уровне значимости р≤0,05, 
p≤0,01 и p≤0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ РАБОТЫ

Данные, касающиеся гемоглобинлитиче-
ской активности слизистой оболочки кишечни-
ка карпа, свидетельствуют о последовательном 

увеличении степени воздействия цинка и, осо-
бенно, меди на уровень ферментативной актив-
ности (табл. 1).

Важно отметить, что, начиная с дозы 
0,1 мг/л, металлы достоверно снижают уро-
вень ферментативной активности. Если в при-
сутствии наименьшей концентрации цинка 
и меди (0,1 мг/л) уровень активности пада-
ет на 21,6 и 29%, то в присутствии наиболь-
шей —  на 53,3 и 91,1%. Сопоставление этих 
значений свидетельствует о том, что по мере 
увеличения концентрации металлов негативные 
эффекты меди усиливаются в большей степени, 
чем таковые цинка. Действительно, негативное 
воздействие меди в минимальной концентра-
ции превышает таковое цинка лишь в 1,1 раза, 
в максимальной концентрации —  в 1,7 раза.

Казеинлитическая активность протеаз 
слизистой оболочки кишечника карпа также 
подвержена значительному воздействию цин-
ка и меди. При этом степень влияния метал-
лов на уровень ферментативной активности 
выше по сравнению с гемоглобинлитической 
активностью. Так, в присутствии наименьшей 
концентрации цинка и меди уровень активно-
сти снижается на 25,8 и 30,7%, в присутст-
вии максимальной концентрации —  на 71,5 
и 95,2%. При этом различия в степени нега-
тивного воздействия металлов также увеличи-
ваются. Так, показатель торможения активно-

Таблица 1. Влияние цинка и меди на гемоглобинлитическую и казеинлитическую активность слизистой оболоч-
ки кишечника карпа, рН 7,4

Показа-
тель

Активность протеаз в присутствии металлов*

0 0,1 1 10 25 50

Гемоглобинлитическая активность

1 4,17±0,11
6,26±0,37

3,27±0,29
4,45±0,23

3,06±0,11
2,57±0,26

2,43±0,17
0,83±0,11

2,15±0,07
0,56±0,20

1,95±0,11
0,56±0,36

2 100
100

78,4
710

73,3
41,0

41,7
86,8

51,5
8,9

53,3
91,1

Казеинлитическая активность

3 4,59±0,14
5,91±0,14

3,41±0,07
4,10±0,14

3,54±0,07
3,51±0,21

2,78±0,52
1,67±0,20

1,74±0,17
0,66±0,24

1,31±0,21
0,50±0,44

4 100
100

74,2
69,3

77,1
59,3

39,5
71,8

46,8
11,1

71,5
95,2

Примечания. * —  концентрация металла, мг/л; над чертой —  цинк, под чертой —  медь. 1 и 3 —  активность протеаз, 
мкмоль/г·мин; 2 и 4 —  активность протеаз, % от контроля, принятого за 100. Жирным шрифтом выделены достоверные 
различия по сравнению с контролем, р<0,05.
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сти протеаз в присутствии меди в минимальной 
концентрации превышает таковой цинка лишь 
в 2,8 раза, в максимальной концентрации —  
в 3,1 раза.

Данные, касающиеся влияния цинка 
и меди, поступающих с пищей, на активность 
казеинлитических протеаз химуса и слизистой 
оболочки кишечника рыб также свидетельст-
вуют о зависимости эффекта от концентрации 
металла (табл. 2).

При этом под влиянием ионов цинка актив-
ность протеаз снижается в меньшей степени, 

чем под влиянием ионов меди. У рыб груп-
пы I, получавших пищу, содержащую метал-
лы в концентрации 10 мг/кг, в случае цинка 
протеолитическая активность слизистой и хи-
муса недостоверно повышается относительно 
контроля, в случае меди —  достоверно сни-
жается. Важно отметить, что при увеличении 
дозы металла от 100 до 200 мг/кг активность 
протеаз у рыб группы I достоверно не изме-
няется. У рыб группы II цинк в концентрации  
10 мг/кг вызывает различные эффекты, при-
чем активность протеаз химуса достоверно 

Таблица 2. Влияние цинка и меди, поступающих с пищей, на протеолитическую активность слизистой химуса 
и оболочка кишечника, рН 7.4

Концентрация металлов 
в корме, мг/кг

Активность протеаз

Слизистая Химус

Контроль 0 3,09±0,11
100

3,01±0,08
100

Цинк

Группа I

10 3,27±0,27
105,8(+5,8)

3,21±0,06
106,7(+6,7)

100 2,01±0,46а

65,1(-34,9)
2,26±0,05в

75,1(-24,9)

200 2,03±0,38а

65,7(-34,3)
2,10±0,06в

69,8(-30,2)

Группа II

10 3,01±0,26
97,4(-2,6)

3,74±0,09 б

124,3(+24,3)

100 2,84±0,24
91,9(-8,1)

3,29±0,08а

109,3(+9,3)

200 1,87±0,29 б
60,5(-39,5)

2,65±0,10 а

88,4(-11,6)
Медь

Группа I

10 2,26±0,08 б

73,1(-26,9)
2,37±0,05 б

78,7(-19,3)

50 2,27±0,08 б

73,5(-26,5)
1,79±0,05 в

59,5(-40,5)

100 2,19±0,07 б

70,9(-29,1)
1,57±0,06 в

52,2(-47,8)

Группа II

10 2,88±0,07 а

93,2(-6.8)
2,51±0,10б

83.4(-16.6)

50 2,68±0,07 а

86,7(-13,3)
2,30±0,08 б

76,4(-23,6)

100 2,61±0,06 а

84,5(-15,5)
1,97±0,03 б

65,5(-34,5)
Примечание. Над чертой активность протеаз, мкмоль/г·мин. «a» —  различия достоверны p<0,05, «б» —  при p<0,01, 
«в» —  при p<0,001. Под чертой активность протеаз,% от контроля, принятого за 100. В скобках указан процент модифи-
кации («-» —  торможение, «+» —  стимуляция).
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увеличивается. Лишь максимальная концент-
рация цинка вызывает достоверное снижение 
уровня ферментативной активности, особенно 
в случае слизистой оболочки.

Под влиянием ионов меди активность про-
теаз слизистой оболочки у рыб группы I, как 
правило, снижается в меньшей степени по 
сравнению с таковой химуса. Степень сни-
жения активности протеаз слизистой у рыб, 
получавших пищу, содержащую медь в кон-
центрации 10 и 50 мг/кг, близка. Активность 
протеаз химуса последовательно снижается по 
мере увеличения концентрации металла. Уве-
личение концентрации меди на порядок (от 10 
до 100 мг/кг) в случае слизистой не приводит 
к значительному увеличению эффекта, в случае 
химуса наблюдается усиление эффекта. У рыб 
группы II введение в корм меди не вызывает 
существенных изменений активности протеаз 
слизистой оболочки с увеличением концентра-
ции металла. Активность протеаз химуса, на-
против, последовательно уменьшается.

Сравнение результатов исследования рыб, 
получавших одну или две дозы цинка, позво-
лило выявить существенные различия во вли-
янии на активности протеаз только в случае 
химуса: у рыб группы II наблюдается ослабле-
ние эффекта по сравнению с таковым у рыб из 
группы I. У рыб, получавших с пищей медь, 
наблюдается та же тенденция. Однако в дан-
ном случае эта закономерность распространя-
ется и на ферменты слизистой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Прежде, чем обсуждать полученные ре-
зультаты, следует подчеркнуть, что цинк 
и медь поступают в организм рыб преиму-
щественно с пищей [Harrison, Klaverkamp, 
1989; Harrison et al., 1990; Berntssen et al., 
1999; Handy et al., 2000; Остроумова, 2001; 
Kamunde et al, 2001; Bury et al., 2003]. При 
этом для нормальной жизнедеятельности ры-
бам рекомендуется потреблять 15–40 мг цин-
ка и 1–9 мг меди на килограмм сухого кор-
ма, а допустимые остаточные концентрации 
(ДОК) в мышцах рыб в случае цинка и меди 
равны 40 и 10 мг/кг сырой массы соответ-
ственно [Остроумова, 2001]. Вместе с тем 
залповые сбросы этих металлов, а также их 
смыв с поверхности земли дождевой и талой 

водой, приводит к локальному увеличению 
их концентрации в воде. Так, в р. Волга кон-
центрация цинка и меди может достигать 460 
и 177 мг/л соответственно [Гапеева, 1993]. 
В условиях аквакультуры металлы могут по-
ступать в пищеварительный тракт рыб с кор-
мами, включающими продукты микробосинте-
за. Так, в сухом продукте гаприна содержится 
до 300 мг/кг меди, в паприне —  до 480 мг/кг 
цинка [Остроумова, 2001].

Данные, полученные в условиях in vitro, 
принципиально близки результатам исследо-
вания влияния цинка и меди на трипсинопо-
добные протеазы хрящевых ганоидов (белу-
ги Huso huso и осетра Acipencer güldenstädti) 
[Неваленный и др., 2003]. Вместе с тем 
влияние ионов цинка в низкой концентрации 
(10 мг/л) на активность протеаз слизистой 
у карпа выражено сильнее, чем у таких осетро-
вых рыб, как стерлядь Acipencer ruthenus, бе-
луга Huso huso, бестер Huso huso × Acipencer 
ruthenus и стербел Acipencer ruthenus × Huso 
huso [Бедняков и др., 2011]. Значительное 
снижение активности протеаз в присутствии 
металлов может быть обусловлено их связыва-
нием с регуляторными центрами, вызывающим 
изменение конформации ферментов.

В опытах in vivo активность трипсинопо-
добных протеаз снижалась в меньшей степени, 
чем в опытах in vitro. Так, в присутствии меди 
в концентрации 50 мг/л в условиях in vivo ак-
тивность трипсиноподобных протеаз слизи-
стой снижалась на 26,5, химуса —  на 40,5%. 
В опытах in vitro при той же концентрации 
меди активность трипсиноподобных протеаз 
слизистой снижалась на 95,2%. Кроме того, 
в условиях in vivo выявлена меньшая зависи-
мость эффекта металлов от их концентрации 
по сравнению с результатами опытов in vitro.

По всей вероятности, наблюдаемое явление 
связано с различиями в составе инкубацион-
ной и энтеральной сред, в которых происхо-
дит взаимодействие металлов и ферментов. 
И в том, и в другом случае ионы металлов мо-
гут связываться с аминокислотами и белками, 
однако лишь в условиях in vivo происходит 
элиминация металлов. По-видимому, именно 
с этим может быть связано некоторое увеличе-
ние уровня активность протеаз у рыб группы 
I в присутствии цинка. При этом поступающие 
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в пищеварительный тракт активные ионные 
формы металлов могут избирательно связы-
ваться с аминокислотами и белками, находя-
щимися в энтеральной среде [Бауман, 1977; 
Glover, Hogstrand, 2002]. Особого внимания 
заслуживает тот факт, что гистидин, цистеин 
и таурин способствуют повышенной аккумуля-
ции цинка в форме хелатирующего комплек-
са в зоне щеточной каймы энтероцитов, при-
чём цистеин способствует абсорбции металла 
[Glover, Hogstrand, 2002]. Наблюдающаяся 
в большинстве случаев более высокая отно-
сительная активность протеаз у рыб группы II 
рыб по сравнению с таковой группы I в при-
сутствии обоих металлов может свидетельст-
вовать о стимуляции защитных сил организма.

При этом возможно увеличение концент-
рации металлотионеинов (низкомолекуляр-
ных термостабильных белков, отличающихся 
большим содержанием цистеина), участву-
ющих в детоксикации и выведении металлов 
из организма [Роева и др., 1999; Dang et al., 
1999; Muto et al., 1999; Коновалов, 2001]. 
У радужной форели Salmo irideus выявлены 
металлотионеины с молекулярной массой <3, 
11, 30 и >70 кДа. При этом цинк, поступа-
ющий с пищей или водой, связывается преи-
мущественно с низкомолекулярной фракцией 
(<3 кДа) [Spry, Wood, 1989].

Важно обратить внимание на то, что 
и в острых, и в хронических опытах активность 
протеаз под влиянием ионов цинка снижается 
в меньшей степени, чем под влиянием ионов 
меди. Это связано с тем, что индукцию син-
теза металлотионеинов вызывает поступление 
в организм металлов, после чего их содержание 
в тканях возрастает, достигая максимума че-
рез несколько дней после начала контакта рыб 
с металлами [Роева и др., 1999]. При этом ин-
дуцирующая способность у цинка выше, чем 
у меди [Pourang et al., 2004]. Также важна 
концентрация металла. При введении в ра-
цион молоди атлантического лосося Salmo 
salar меди в концентрации 5,35 и 700 мг 
Cu/кг сухого корма увеличение концентра-
ции металлотионеинов в печени (в 3,5 и 89 
раз) отмечено только для рыб, получавших 
два последних варианта корма [Berntssen et 
al., 1999]. Если количество металлов превы-
шает связывающую способность белков, то они 

аккумулируется глутатионом [Столяр и др., 
2003; Bury et al., 2003]. Помимо этого, ион-
ные формы металлов могут связываться сли-
зью [Kamunde et al., 2001].

Вместе с тем анализ имеющихся данных за-
трудняет то обстоятельство, что высвобожде-
ние тяжёлых металлов, поступающих с пищей, 
и переход в активное состояние происходит 
постепенно в процессе переваривания рыбой 
пищи. При этом высвобождающиеся из пищи 
ионные формы металлов, как указывалось 
выше, могут снова связываться с аминокисло-
тами и белками. Также осложняет оценку ре-
ального содержания тяжёлых металлов в поло-
сти кишечника разная скорость их рециклинга. 
В частности, после попадания цинка в пище-
варительный тракт карпа его концентрация 
в химусе в течение 6 ч существенно снижает-
ся, в то время как концентрация меди через 3 
ч снижается, а через 6 ч снова возрастает [Яр-
жомбек и др., 1980]. Вместе с тем, независимо 
от условий экспериментов, ясно, что оба ме-
талла существенно снижая активность протеаз, 
негативно влияют на усвоение рыбами белко-
вых компонентов пищи.

ВЫВОДЫ

1. В условиях in vitro цинк и медь в кон-
центрациях 0,1–50 мг/л достоверно снижа-
ют активность химотрипсиноподобных протеаз 
слизистой оболочки кишечника карпа. В при-
сутствии наименьшей концентрации цинка 
и меди уровень активности уменьшается на 
21,6 и 29%, то в присутствии наибольшей —  
на 53,3 и 91,1%.

2. Активность трипсиноподобных проте-
аз слизистой оболочки кишечника карпа в тех 
же условиях снижается в большей степени. 
В присутствии наименьшей концентрации 
цинка и меди уровень активности уменьшается 
на 25,8 и 30,7%, то в присутствии наиболь-
шей —  на 71,5 и 95,2%.

3. В условиях in vivo активность трипси-
ноподобных протеаз под действием металлов 
снижается в меньшей степени, чем в опытах 
in vitro. Низкие концентрации цинка (10 мг/
кг) при однократном введении стимулируют 
активность трипсиноподобных протеаз химуса 
и слизистой оболочки кишечника карпа, более 
высокие —  ингибируют. При двукратном вве-
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дении цинка стимуляция протеаз химуса на-
блюдается и при более высокой концентрации 
металла —  100 мг/кг. Медь во всех вариантах 
опыта снижает активность протеаз.

4. При повторном введении с кормом ме-
таллов в большинстве случаев их эффект вы-
ражен слабее, чем при однократном введении.

5. Наличие в воде и пище цинка и меди, 
ингибирующих активность протеолитических 
ферментов, снижает уровень неспецифической 
защиты рыб.

Автор выражает глубокую благодарность 
О.П. Лупилову и А.Ф. Тарлевой за техниче-
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Effect of zinc and copper on the gut protease activity 
providing non-specific protection of fish

V.V. Ku’zmina

I.D. Papanin’ Institute for Biology of Inland Waters RAS, Borok

In vitro zinc and copper (0.1–50 mg/L) significantly reduces the activity of intestinal mucosa chymotrypsin-
like proteases in carp Cyprinus carpio L. (a maximum of 53.3 and 91.1%). The trypsin-like protease 
activity of intestinal mucosa under the same conditions is reduced to a greater extent (a maximum of 71.5 
and 95.2%). Under in vivo conditions metals (10–200 mg/kg) decrease the activity of trypsin-like 
proteases to a lesser extent (a maximum of 40 and 48%) than those in vitro experiments. After single 
food consumption the low concentration of zinc (10 mg/kg) stimulates the activity of trypsin-like proteases 
of chyme and mucosa, the higher concentrations of metals —  inhibited. Repeated consumption of zinc 
causes the stimulation of chyme proteases at higher concentrations of metal (100 mg/kg) also. Copper in 
all experimental variants reduces protease activity. After repeated consumption of food with metal in most 
cases their effects are less pronounced than after a single consumption. The presence in water and food of 
zinc and copper inhibiting activity of proteolytic enzymes, reduces the level of nonspecific protection of fish.

Key words: non-specific protection, carp Cyprinus carpio, chymotrypsin-like proteases, trypsin-like 
proteases, zinc, copper, in vitro, in vivo


