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Исследованы эффекты аккумуляции меди и ее воздействия на работу некоторых 
компонентов системы антиоксидантной защиты (АОС) – САТ, GST, GSH – в пище-
варительной железе пресноводного двустворчатого моллюска Anodonta cygnea 
в  условиях аквариального эксперимента. После 12‑дневной акклимации моллю-
сков рассадили по  аквариумам с  концентрацией Cu2 + 0, 5, 50, 100 и  250  мкг/л. 
Образцы тканей гепатопанкреаса для анализа отбирали через 1, 3 и 7 суток. В ткани 
определяли содержание ионов меди, активность GST и САТ, а также концентрацию 
GSH. Показано, что процесс накопления носит дозо- и времязависимый характер. 
Аккумулированный в  данной концентрации металл не  привел к  гибели животных. 
Скорость накопления металла в исследованном органе увеличивалась с повыше-
нием концентрации ионов меди в  воде. Воздействие повышенных концентраций 
меди приводит к адаптивному изменению активности ферментов АОС у беззубки, 
направленному на обезвреживание продуктов окислительных реакций. Изменения 
в активности ферментов АОС (САТ и GST) отмечены в основном на седьмые сут-
ки эксперимента при самых высоких из  протестированных концентрациях меди. 
GST проявила себя наиболее стабильным ферментом. Уровень GSH в пищевари-
тельной железе менялся через одни сутки от начала эксперимента, подтверждая 
участие этого трипептида в первом эшелоне защиты от ксенобиотиков. Ионы меди 
обладают кумулятивным эффектом. Отмеченные на  7‑е сутки изменения актив-
ности ферментов при концентрации Cu2+ 250 мкг/л позволяют предположить, что 
более длительное действие меди, даже в  незначительных концентрациях, может 
приводить к негативным последствиям.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: оксидативный стресс; система антиоксидантной защиты; 
адаптация; аккумуляция металла; медь.
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The effects of copper accumulation and its impact on the functioning of some components 
of the antioxidant system (AOS) – CAT, GST, GSH – in the digestive gland of the freshwa-
ter mussel Anodonta cygnea were studied in  an  aquarium experiment. After a  12‑day 
acclimation, the  mussels were divided among aquariums with Cu2+ concentrations 
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Введение

Медь является распространенным элемен-
том и в природных водах в основном обнаружи-
вается в виде катиона Cu2+, обычно связанного 
с  органическими веществами. В  природных 
водах и  источниках водоснабжения Россий-
ской Федерации медь, как правило, содержит-
ся в концентрациях около 1 мкг/л. В водоемах 
на  территории европейской части России  – 
в  пределах 0,5–6,6  мкг/л [Моисеенко и  др., 
2006], в воде Онежского озера – 0,7–1,2 мкг/л, 
в воде Ладожского озера – 1,4 мкг/л [Озера…, 
2013].

Однако вблизи меднорудных предприятий 
отмечаются значительные колебания концент-
рации металла в водоемах – от 1 до 980 мкг/л 
[Шилова, 2014; Государственный…, 2018].

Этот элемент необходим для живых орга-
низмов, однако избыточные концентрации 
меди чрезвычайно токсичны. Ионы Cu (II) обра-
зуют довольно стабильные комплексы с атома-
ми O- и  S- или N-, а  соответственно, с  лиган-
дами белков, и  поэтому с  трудом выводятся 
из  организма. Токсичность меди обусловлена 
ее способностью ингибировать ферменты и на-
рушать осморегуляцию [Viarengo et  al., 1996], 
снижать иммунную функцию [Parry, Pipe, 2004], 
подавлять дыхание [Rao et al., 2000], вызывать 
повреждение мембран и  другие вредные эф-
фекты [Duffus, 2002]. Поэтому превышение 
фоновых значений концентраций меди в водо-
емах, подвергнутых антропогенному воздей-
ствию, особенно из‑за добычи металлических 
руд, применения минеральных удобрений, ис-
пользования средств против обрастания, фун-
гицидов и  ларвицидов, несет угрозу для при-
родных экосистем и  человека [Sinicropi et  al., 
2010; Syversen, Kaur, 2012; Даувальтер, Ка-

шулин, 2015]. В  Российской Федерации ПДК 
меди в  питьевой воде установлена на  уровне 
1  мг/л, то  есть на  1–2 порядка выше фоновых 
значений, тогда как в  ряде стран ЕС (Финлян-
дия, Норвегия и др.) этот показатель несколько 
ниже и  находится в  пределах 0,4  мг/л [Direc-
tive…, 2008; Мишукова и др., 2015]. В то же вре-
мя ПДКвр нормативами определена как 1 мкг/л 
[Приказ…]. Показано, что концентрации боль-
ше 1000  мкг Cu2+/л вызывают выраженное не-
гативное воздействие на мидий [Sze, Lee, 2000; 
Parry, Pipe, 2004; Wang et al., 2007], рыбу [Lar-
sen et al., 1997] и ракообразных [Ahsanullah, Wil-
liams, 1991; Conradi, Depledge, 1998; Wang et al., 
2007; March et al., 2007], однако влияние более 
низких концентраций меди, особенно на прес-
новодных гидробионтов, изучено слабо.

Двустворчатые моллюски широко исполь-
зуются в  качестве тестовых организмов в  ла-
бораторных и  полевых экотоксикологических 
исследованиях [Radenac et  al., 1997; Lysenko 
et  al., 2015] для оценки качества воды и  про-
счета рисков для здоровья человека [Cajaraville 
et  al., 2000; Chapman, 2008; Lyons et  al., 2010; 
Guéguen et  al., 2011]. В  процессе фильтрации 
они способны изымать из  воды растворенные 
тяжелые металлы, включая медь, и  накапли-
вать их в мягких тканях [Sze, Lee, 2000; Canesi 
et  al., 2012]. Отдельные двустворчатые мол-
люски могут фильтровать более литра воды 
в  час [Foster-Smith, 1975] и, следовательно, 
потребляют большое количество переносимых 
водой загрязнителей. В  результате моллюски 
могут накапливать металлы в  тканях до фено-
менальных концентраций [Wang et  al., 2014]. 
В целом показано, что у двустворчатых моллю-
сков константы скорости поглощения металла 
сопоставимы с  ракообразными и  в  десять раз 
выше, чем у рыб [Marigomez et al., 2002]. Опи-

of 0, 5, 50, 100, and 250 μg/L. Hepatopancreas tissue samples were taken for analysis 
after 1, 3, and 7 days. Copper ions content, GST and CAT activity, as well as GSH concen-
tration were determined in the tissue. The accumulation process was shown to be dose- 
and time-dependent. The metal accumulated in this concentration was not lethal. The rate 
of  the metal accumulation in the studied organ increased along with the concentration 
of copper ions in the water. The activity of AOS enzymes in the swan mussel is modified as 
an adaptation in response to elevated copper concentrations to neutralize the products 
of oxidative reactions. Changes in the activity of AOS enzymes (CAT and GST) were ob-
served mainly on the seventh day of the experiment at the highest copper concentrations 
tested. GST proved to be the most stable enzyme. The GSH level in the digestive gland 
changed 1 day after the start of the experiment, corroborating this tripeptide is involved 
in the first wave of protection against xenobiotics. Copper ions have a cumulative effect. 
The changes in enzyme activity observed on day 7 at Cu2+ concentration of 250 μg/L sug-
gest that a longer exposure to copper, even in low concentrations, can be detrimental.

K e y w o r d s: oxidative stress; antioxidant system; adaptation; metal accumulation; cop-
per.
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сание биологических эффектов воздействия 
тяжелых металлов на  моллюсков и  выяснение 
молекулярных основ успешной адаптации этих 
животных к высоким концентрациям указанных 
загрязнителей имеет большое значение для 
прогнозирования состояния водных экосис-
тем в условиях возрастающего антропогенного 
воздействия. При этом следует отметить, что 
большинство исследований посвящено изуче-
нию морских моллюсков, тогда как литературы, 
посвященной пресноводным моллюскам, зна-
чительно меньше, и эта тема продолжает вызы-
вать интерес на  протяжении многих лет [Hug-
gett et al., 1992; Лукьянова, 2001; Чуйко, 2014].

Известно, что металлы с  переходной ва-
лентностью, в том числе медь, могут стимули-
ровать образование избытка активных форм 
кислорода (АФК) и  нарушать баланс окисли-
тельно-восстановительных реакций, в  норме 
поддерживаемый в  аэробной клетке (окисли-
тельный стресс) [Regoli, Giuliani, 2014]. Для 
защиты от  окислительного стресса живые ор-
ганизмы обладают различными биохимически-
ми системами обезвреживания и  выведения 
АФК. К компонентам антиоксидантной системы 
(АОС) относятся низкомолекулярные соеди-
нения, такие как восстановленный глутатион 
(GSH), витамины А и Е, антиоксидантные фер-
менты – супероксиддисмутаза (SOD), каталаза 
(CAT), пероксидаза (Pх), глутатион-S-транс-
фераза (GST) и  др. [Regoli, Giuliani, 2014]. По-
казатели работы антиоксидантных ферментов 
могут быть использованы для оценки устойчи-
вости организма к  окислительному стрессу, 
вызванному накоплением тяжелых металлов 
[Vega-López et al., 2013].

Целью данного исследования было выявить 
возможные взаимосвязи между концентраци-
ей металла в окружающей среде и активностью 
ферментов АОС у  пресноводного двустворча-
того моллюска беззубки Anodonta cygnea при 
разном уровне токсической нагрузки (при од-
нократном и  многократном добавлении в  воду 
0, 10, 50, 100 и 250 мкг/л Cu2+). Также было ис-
следовано накопление меди в  пищеваритель-
ной железе (гепатопанкреасе) моллюска в  за-
висимости от продолжительности воздействия 
и  концентрации металла в  воде. В  экспери-
менте использовали как низкие концентрации 
меди, характерные для природных биотопов, 
так и концентрации, соответствующие средне-
му уровню антропогенного загрязнения. Учиты-
вая, что беззубка является широко распростра-
ненным в Европе видом пресноводных моллю-
сков, важно оценить потенциал использования 
A. сygnea в качестве биоиндикатора для биомо-
ниторинга пресноводных экосистем.

Материалы и методы

Исследования проведены на  научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук».

Сбор тестовых организмов и описание 
аквариального эксперимента

Сбор моллюсков A. cygnea проводили в июле 
2018  г. в  русле реки Уссуна (62°20ʹ29ʺ с. ш., 
33°48ʹ54ʺ в. д.) в  Северо-Западном регионе 
России, в  котором этот вид не  находится под 
охраной. В  день вылова моллюски были пере-
несены в  лабораторию в  контейнере с  водой 
с  охлаждением. Для эксперимента сформи-
ровали однородную (CV = 5,4 %) размерную 
выборку животных, длина которых составляла 
71,8 ± 2,8 мм.

Животных помещали в  аквариумы с  аэри-
руемой водопроводной водой объемом 18  л, 
по 10 моллюсков в каждый. На протяжении все-
го эксперимента в аквариумах с помощью тер-
мостатирующего устройства Hailea HC-250A 
поддерживалась постоянная температура 
+20 °С, соответствующая температуре в  при-
родном водоеме в  период сбора моллюсков. 
Для поддержания в  воде допустимого уровня 
соединений азота один раз в  сутки в  аквариу-
мах проводили замену 10 л воды. Воду для за-
мены с заданной температурой и оксигенацией 
готовили заранее.

После 12‑дневной акклимации моллюсков 
к  лабораторным условиям аквариумы были 
разделены на  контрольные и  опытные. В  экс-
периментальные аквариумы добавили пред-
варительно приготовленный стоковый раствор 
250  мг/л CuСl2 в  дистиллированной воде до 
нужной концентрации. Каждые сутки из аквари-
умов сливали 10  л воды и  сразу наполняли их 
новой порцией заранее приготовленной воды 
с заданной концентрацией меди. Часть живот-
ных извлекали для анализа через сутки после 
начала эксперимента, часть  – после трехкрат-
ной (3 суток) и  семикратной (7 суток) заме-
ны воды с  добавлением металла. Моллюскам 
из  контрольных групп добавляли подготовлен-
ную воду без дополнительного добавления со-
лей меди. На протяжении всего периода аккли-
мации и  эксперимента моллюски не  получали 
корм.

Гидрохимический анализ

Ежедневный контроль уровня рН в воде про-
водили с  помощью рН-метра Hanna HI  2210. 
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Концентрацию кислорода измеряли с помощью 
оксиометра ССО-505 «Elemetron». Содержание 
ионов аммония, нитриты и  нитраты определя-
ли с  помощью аквариумных экспресс-тестов 
НИЛПА «НеваТропик». Используя систему ка-
пиллярного электрофореза «Капель-104Т», 
оснащенного кварцевым капилляром (вну-
тренний диаметр 75  мкм, эффективная длина 
50  см), определяли содержание сульфатов, 
фосфатов и хлоридов в аквариумной воде каж-
дой исследуемой группы. Пробы в  соответст-
вии с требованиями методики были проанали-
зированы при 20 °С и длине волны 254 и 374 нм 
в течение 24 часов после отбора. Перед анали-
зом пробы центрифугировали в течение 5 мин 
при 5000  g. После регистрации электрофоре-
граммы пики были идентифицированы с  при-
менением программного обеспечения по  ТУ 
4215‑023‑20506233‑2006. Концентрацию опре-
деляемых в воде анионов вычисляли по градуи-
ровочному графику, построенному с  помощью 
стандартных растворов.

Содержание основных катионов (Na, Ca, K, 
Mg) и  меди в  аквариумной воде определяли 
масс-спектральным методом, используя при-
бор XSeries-2 ICP-MS (Thermo) [Слуковский, 
Полякова, 2017]. Отбор проб воды для опреде-
ления содержания в ней меди проводили перед 
заменой воды, т.  е. спустя сутки после добав-
ления соли. Основные показатели воды в аква-
риумах представлены в таблице.

Определение содержания меди в тканях 
моллюска

Для определения количества аккумулиро-
ванной меди в моллюсках по окончании экспе-
римента из каждого аквариума брали двух мол-
люсков, отделяли мягкие ткани от  раковины 
и после глубокой заморозки при –80 °С сушили 
с  помощью лиофильной сушки FreeZone (Lab-
conco). Помимо этого, в качестве контрольной 
точки взяли моллюска (n=1) сразу после выло-
ва из водоема.

Высушенные образцы массой 0,1  г разла-
гали смесью кислот в  открытой системе [Слу-
ковский, 2015]. Образцы помещали в  тефло-
новые стаканы, добавляли 0,1  мл раствора, 
содержащего 8 мкг/л 161 Dy (контроль химиче-
ского выхода при проведении процедуры раз-
ложения образцов), смачивали несколькими 
каплями деионизованной воды. Затем добав-
ляли 0,5  мл 70% НСlO4 (Supratur, Merck), 3  мл 
HF, 0,5  мл HNO3 и  выпаривали до появления 
интенсивных белых паров. Кислоты HF, HNO3, 
HCl были подвергнуты дополнительной очист-
ке в перегонном аппарате PTFE/PFA Subboiling 

EcoI R. Стаканы охлаждали, их стенки обмыва-
ли водой и  раствор снова упаривали до влаж-
ных солей. Затем добавляли 2 мл НСl и 0,2 мл 
0,1М раствора Н3ВО3 и  упаривали до объема 
0,5–0,7  мл. Полученные растворы переносили 
в  полиэтиленовые бюксы, разбавляли деиони-
зованной водой до объема 20 мл. Далее образ-
цы разбавляли в 20 раз и определяли в них со-
держание меди масс-спектральным методом 
на приборе XSeries-2 ICP-MS.

Биохимический анализ

После завершения эксперимента моллю-
сков извлекали из аквариума, вскрывали и вы-
резали пищеварительную железу. Непосредст-
венно после изъятия ткани были заморожены 
в  жидком азоте и  хранились при температуре 
–80 °С до анализа. В день исследования замо-
роженные образцы пищеварительной железы 
массой 0,1–0,4 г гомогенизировали с помощью 
гомогенизатора Digital Disruptor Genie в 50 мМ 
буферном растворе Трис-HCl (pH  7,5) при 
5‑кратном разбавлении. Гомогенат центрифу-
гировали при 60 000 g в течение 1 часа при 4 °C 
на центрифуге Beckman Coulter Allegra 64R. По-
лученный супернатант использовали для опре-
деления биохимических показателей.

Активность глутатион-S-трансферазы 
(GST) определяли по  скорости связывания 
восстановленного глутатиона (GSH) с  суб-
стратом 1‑хлор-2,4‑динитробензолом (CDNB) 
[Habig et  al., 1974]. В  лунку планшета вносили 
0,225  мкл реакционной смеси, содержавшей 
1 мМ CDNB и 1 мМ GSH в 0,125 М фосфатном 
буфере (рН 6,5). Реакцию начинали добавлени-
ем 0,025 мкл раствора гомогената. Увеличение 
оптической плотности раствора при длине вол-
ны 340 нм фиксировали непрерывно в течение 
пяти минут при 25 °С с помощью планшетного 
ридера CLARIOstar Basic Unit (BMG Labtech). 
Относительную активность фермента в  тканях 
рыб представляли как количество µМ продукта 
реакции, образовавшихся за минуту, в  пере-
счете на мг растворимого белка в ткани (µМ/мг 
белка*мин).

Активность каталазы (CAT) определяли 
согласно Beers и Sizer [1952] с  модификаци-
ями. Для определения активности фермента 
использовали заранее приготовленный 0,05 
М трис-HCl буфер, рН  7,4. В  день анализа го-
товили реакционную смесь, которая содер-
жала 25 мМ перекиси водорода в 0,05 М фос-
фатном буфере. После добавления гомогена-
та разложение перекиси водорода измеряли 
по уменьшению оптической плотности раство-
ра при длине волны 240  нм в  течение 3 минут 
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при 25 °С. Относительную активность фермен-
та выражали как µМ перекиси водорода/мг 
белка*мин.

Концентрацию восстановленного глута-
тиона (GSH) определяли согласно методике 
Hissin и  Hilf [1976] с  модификациями. Раство-
римые белки гомогената осаждали с помощью 
трихлоруксусной кислоты (конечная конц. 5 %). 
Образовавшийся осадок отделяли центрифу-
гированием при 2500 g в течение 15 мин. Полу-
ченный супернатант нейтрализовали до рН 8,5 
с  помощью 5 НNaOH, затем добавляли 0,4 М 
трис-НСl буфер (рН  8,5), содержащий 5  мМ 
EDTA (Sigma-Aldrich). Затем в  реакционную 
смесь добавляли 0,01% раствор ортофталево-
го альдегида (Sigma-Aldrich) в метаноле, приго-
товленный непосредственно перед использо-
ванием. После перемешивания смесь инкуби-
ровали при комнатной температуре в  течение 
15  мин и  затем измеряли ее флуоресценцию 
(Em  – 420  нм, Ex  – 350  нм) при 25 °С. Концен-
трацию глутатиона вычисляли согласно кали-
бровочному графику, построенному по резуль-
татам измерений растворов с  разной концен-
трацией GSН (Sigma-Aldrich) в  0,4 М трис-НСl 
буфере (рН 8,5) с добавлением 5 мМ EDTA. От-
носительную концентрацию глутатиона выра-
жали как мкг GSH/мг белка.

Концентрацию белка определяли в супер-
натанте спектрофотометрически при 26 °С, 
по  величине поглощения при 220  нм (длина 
волны поглощения пептидных связей) [Noble, 
Bailey, 2009; Суховская и др., 2010].

Статистическая обработка данных

Различия между выборками оценивались 
с  помощью непараметрического однофактор-
ного анализа (PERMANOVA). Апостериорный 
анализ осуществляли с  использованием не-
параметрического критерия Манна  – Уитни. 
Обработка данных проводилась с  использова-
нием пакета программ Excel и  Past 3. Анализ 
корреляций между исследуемыми показате-
лями осуществляли с помощью коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена. Данные на ри-
сунках и  в  таблице представлены в  виде ме-
дианы ± половина межквартильного размаха. 
Достоверными различия считались при уровне 
значимости р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Во время эксперимента концентрация кис-
лорода, температура, рН воды и  содержание 
в  воде биогенных соединений (аммиак, ни-
триты, нитраты, фосфаты), основных анионов 

(сульфаты, фосфаты, хлориды, гидрокарбона-
ты) и катионов (Ca, Mg) варьировали не более 
чем на  10 % (табл.). Количество дополнитель-
ных хлорид-ионов, которые вносили в  воду 
в составе хлорида меди, было незначительным 
(4,5–6,0  мкг/л) и  составляло 0,1–1,0 % от  фо-
новой концентрации хлорид-ионов в аквариум-
ной воде (табл.).

Исследование содержания меди в  мягких 
тканях тела показало, что моллюски аккумули-
руют этот металл из  воды. Накопление меди 
в ткани зависело от концентрации ионов меди 
в  воде (коэффициент корреляции r = 0,86), 
а также от длительности воздействия (r = 0,52) 
(рис.  1). Несмотря на  поступление меди в  ор-
ганизм, животные в аквариумах со всеми про-
тестированными концентрациями не  умирали 
и продолжали активно фильтровать.

Самая высокая скорость накопления метал-
ла в  тканях моллюска, достигшая максимума 
на 7‑е сутки эксперимента, отмечена у беззуб-
ки из  аквариума с  наибольшей концентрацией 
металла в воде (250 мкг/л). При этом у моллю-
сков из аквариумов, в которые добавляли более 
низкие концентрации меди (5, 50 и 100 мкг/л), 
значительных различий в скорости накопления 
металла в тканях выявлено не было. Более того, 
в  пищеварительной железе этих моллюсков 
после кратковременного увеличения концен-
трации меди в конце первых суток экспозиции 
аккумуляция металла резко замедлялась или 
даже происходило уменьшение концентрации 
загрязнителя (при добавлении 50  мкг Cu2+/л 
на  7‑е сутки). Похожая динамика аккумуляции 

Рис. 1. Содержание ионов меди в пищеварительной 
железе двустворчатого моллюска Anodonta cygnea:
по  оси ординат  – концентрация меди в  гепатопанкреасе 
моллюска мкг/г

Fig.  1. Content of  copper ions in  the  digestive gland 
of the mussel Anodonta cygnea:
along the  ordinate axis  – the  concentration of  copper 
in the hepatopancreas of the mussel, μg/g
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меди была показана в  гепатопанкреасе мидий 
Mytilus galloprovincialis: очень медленное нако-
пление металла происходит из воды с концен-
трацией меди 0,2–20  мг Cu2+/л, тогда как при 
воздействии 50 мг/л Cu2+ накопление Cu резко 
возрастает [Periс et al., 2017].

Замедление аккумуляции меди может сви-
детельствовать о  наличии у  A.  cygnea пути ак-
тивного выведения ионов меди из  организма, 
который нарушается при воздействии избы-
точных концентраций меди. Возможные пути 
экскреции меди у  моллюсков изучены плохо. 
Отмечают усиление секреции слизи у  моллю-
сков, подверженных умеренным дозам метал-
ла, однако анализы элементного состава слизи 
отсутствуют [Sze, Lee, 1995; Vosloo et al., 2012]. 
Вероятность выведения тяжелых металлов 
с  фекалиями, а  также через почки и  железы, 
вырабатывающие биссусные нити, была пока-
зана у мидий, однако для меди этот механизм 
не  изучался [George et  al., 1976, 1982]. Кроме 
того, известно, что присутствие органических 
хелатов в  водном растворе заметно увеличи-
вает выживаемость организмов, а присутствие 
в  воде комплексообразующих агентов значи-
тельно снижает токсичность меди. Водопро-
водная вода, которая была использована в на-
шем эксперименте, содержала минимальное 
количество органических соединений. Следо-
вательно, ионы меди, добавленные в нее, нахо-
дились в наиболее токсичной форме, в отличие 
от меди, попадающей в природную воду.

Полученные результаты и  их сравнение 
с данными литературы свидетельствуют о том, 
что эффективность поглощения меди у  дву-
створчатых моллюсков зависит от  количества 
растворенного металла и от формы, в которой 
он находится в воде, от видовой принадлежно-
сти живого организма, а  также, как уже было 
показано ранее, от  скорости фильтрации, за-
висящей от  температуры среды [Cosson et  al., 
2008].

Биохимические показатели 
в гепатопанкреасе A. cygnea

Известно, что медь, как металл с переходной 
валентностью, участвует в  окислительно-вос-
становительной реакции Фентона, источника 
опасных гидроксильных радикалов, провоци-
рующих окислительный стресс. Окислительный 
стресс, в свою очередь, означает запуск каска-
да окисления липидов биомембран, которое 
вызывает серьезное нарушение работы клетки 
[Regoli, Giuliani, 2014]. Также медь имеет высо-
кое сродство к тиольным группам белков и ока-
зывает ингибирующее действие на  различные 

ферменты, что приводит к негативным послед-
ствиям на  клеточном уровне. Оба эти свойст-
ва меди в первую очередь должны отражаться 
на  показателях работы антиоксидантной сис-
темы (АОС), в  том числе активности фермен-
тов GST и  САТ. Например, у  морских беспоз-
воночных Ruditapes decussates [Geret et  al., 
2002] и  M.  galloprovincialis [Canesi et  al., 1998] 
под воздействием меди (0–25 и 60 мкг/л соот-
ветственно) изменялась активность антиокси-
дантных ферментов, таких как SOD, CAT и GPx. 
В  жабрах моллюсков после 1, 3, 7, 14, 21 и  28 
дней воздействия Cu отмечались индукция ме-
таллотионеинов и  увеличение малонового ди-
альдегида  – продукта перекисного окисления 
липидов. Металлотионеины являются основ-
ным механизмом детоксикации микроэлемен-
тов (включая Cu) у  животных [Wang, Rainbow, 
2010]. Они связывают свободные металлы, тем 
самым снижая их внутриклеточные концентра-
ции и  предотвращая нежелательные взаимо-
действия с другими клеточными компонентами 
[Klaassen et al., 1999; Wang, Rainbow, 2010].

У  M.  galloprovincialis при действии меди 
в  концентрации 40  мкг/л также обнаружено 
усиление интенсивности перекисного окисле-
ния липидов [Viarengo et al., 1993] и изменения 
в  содержании низкомолекулярного антиокси-
данта  – тиолсодержащего пептида глутатиона 
[Regoli, Principato, 1995]. У  мидий Mytilus edu‑
lis после кратковременного воздействия меди 
в той же концентрации обнаружили изменение 
транскрипции другого низкомолекулярного 
тиолсодержащего пептида металлотионеина 
[Dondero et al., 2005; Zorita et al., 2007].

Известно, что у  моллюсков медь в  первую 
очередь накапливается в  пищеварительной 
железе [Marigómez et al., 2002]. На рис. 2 пред-
ставлены графики изменения активности GST 
и  САТ и  содержания GSH в  гепатопанкреасе 
беззубки через 1, 3 и 7 суток от начала экспери-
мента по добавлению в аквариумы разных кон-
центраций меди.

Спустя сутки после начала воздействия до-
стоверные изменения выявлены в  содержании 
восстановленного глутатиона. Его концентра-
ция в  гепатопанкреасе понижалась по  сравне-
нию с  контрольными значениями при дейст-
вии 50 и  250  мкг/л меди. Данные изменения, 
вероятно, вызваны связыванием меди с  SH-
группами GSH, что является одним из основных 
механизмов обезвреживания тяжелых металлов 
в клетке. Уже на третьи сутки воздействия воды 
с  добавлением 50 и  100  мкг/л меди наблюда-
лось повышение уровня GSH, вероятно, за счет 
компенсаторного усиления синтеза этого пеп-
тида. Изменение уровня GSH в гепатопанкреа-
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се уже через сутки от начала эксперимента под-
тверждает участие этого трипептида в  первом 
эшелоне защиты от тяжелых металлов.

Активность GST на  первые и  третьи сутки 
оставалась на  уровне контроля во всех аква-
риумах. Известно, что отсутствие повышения 
активности GST в  пищеварительной железе 
при действии металла (рис. 2, А, Б) может быть 
связано с  ингибированием GR либо с  транс-
крипцией гена GST-pi [Hoarau et  al., 2006]. 
На седьмые сутки наблюдали активацию этого 
фермента в  пищеварительной железе моллю-

сков из аквариумов, в которые добавляли медь 
в концентрации 50, 100 и 250 мкг/л по сравне-
нию с аквариумом № 1 (0 мкг/л Cu2+) (рис. 2, В).

Активность САТ в  пищеварительной же-
лезе беззубок также не  изменялась при низ-
ких концентрациях меди в  воде по  сравнению 
с моллюсками из контроля, и только при самой 
высокой из  протестированных концентраций 
и длительной экспозиции (250 мкг/л на 3‑и сут-
ки и  100  мкг/л на  7‑е сутки) активность этого 
фермента повышалась. Кроме того, можно от-
метить снижение активности САТ на  7‑е сутки 

Рис. 2. Активность глутатион-S-трансферазы и каталазы и концентрация GSH в гепатопанкреасе двустворча-
тых моллюсков A. cygnea при добавлении соли меди (II) с экспозицией опыта 1 (А), 3 (Б) и 7 (В) суток:
по  оси абсцисс: маркировка аквариума в  зависимости от  количества добавленной меди (1  – 0, 2  – 5, 3  – 50, 4  – 100, 
5 – 250 мкг/л); * – статистически значимые различия по отношению к моллюскам из аквариума 1

Fig. 2. Activity of glutathione-S-transferase and catalase and GSH concentration in the hepatopancreas of the mus-
sels A. cygnea in the presence of copper (II) salt with an exposure of 1 (А), 3 (Б), and 7 (В) days:
along the abscissa: marking of the aquarium depending on the amount of added copper (1 – 0, 2 – 5, 3 – 50, 4 – 100, 5 – 250 μg/l); 
* – statistically significant differences in relation to the mussels from aquarium 1
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у моллюсков из аквариума, в который добавляли 
250  мкг/л ионов меди, по  сравнению с  живот-
ными из этой же группы через 1 и 3 суток. Сни-
жение активности САТ у моллюсков может быть 
следствием структурных изменений белков, 
в том числе самого фермента [Yan et al., 2007].

Таким образом, длительное воздействие 
повышенных концентраций меди приводит 
к адаптивному изменению активности фермен-
тов АОЗ у  беззубки, направленному на  обез-
вреживание продуктов окислительных реакций. 
При этом такой ответ занимает довольно много 
времени, так как требует синтеза новых моле-
кул белка, который происходит через регуля-
цию активности соответствующих генов.

Заключение

В целом изменения параметров исследован-
ных компонентов АОС можно охарактеризовать 
как умеренные. Статистический анализ не выя-
вил достоверных корреляций между концентра-
циями меди в воде и изменениями в активности 
GST и САТ и концентрацией GSH. Показано, что 
ионы меди в  небольших количествах (на  один-
два порядка ниже ПДК) не оказывают индуциру-
ющего действия на компоненты АОС и базаль-
ный уровень антиоксидантов (CAT, GST и  GSH) 
оказался достаточным для обезвреживания 
производных метаболизма меди.

Показано, что при воздействии концентра-
ций меди в воде в диапазоне, характерном для 
большинства природных пресноводных водо-
емов России (1–100  мкг/л), происходит очень 
медленное накопление меди в тканях A. сygnea.

В свою очередь, накопление металла в кон-
центрациях, превышающих фоновые значе-
ния, со  временем линейно возрастает. Таким 
образом, скорость накопления увеличивается 
с повышением концентрации загрязнителя, что 
потенциально создает угрозу не только для са-
мих моллюсков, но и для консументов, находя-
щихся выше по пищевой цепи, в том числе для 
человека. Изменения в  активности ферментов 
АОС (САТ и  GST) были отмечены в  основном 
на  седьмые сутки эксперимента при самых 
высоких из  протестированных концентраци-
ях меди. Отмеченные на  7‑е сутки изменения 
активности ферментов при концентрации Cu2+ 
250  мкг/л позволяют предположить, что более 
длительное действие меди, даже в концентра-
циях ниже установленного ПДК для водоемов 
хозяйственно-питьевого и  культурно-бытово-
го водопользования (ПДКв) и  в  100 раз выше 
ПДКвр, обладает кумулятивным эффектом, ко-
торый в  дальнейшем может иметь негативные 
последствия.

Финансовое обеспечение исследова‑
ний осуществлялось из  средств федераль‑
ного бюджета на  выполнение государствен‑
ного задания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0076) 
и  при финансовой поддержке гранта РФФИ 
№ 17‑04‑01431_а.
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