
48

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 11. 2016. С. 48–56
DOI: 10.17076/eb429

УДК: 576.89:574.24

особенносТи ферменТаТивной аКТивносТи  
глуТаТион s-Трансферазы  
и уровень воссТановленного глуТаТиона  
у ЩуКи ESOX LUCIUS L. и ее облигаТного 
ПаразиТа цесТоды TRIAENOPHORUS 
NODULOSUS

а. а. Кочнева1, е. в. борвинская2,3, и. в. суховская2, 
е. П. иешко2, л. П. смирнов2

1 Петрозаводский государственный университет
2 Институт биологии Карельского научного центра РАН
3 НИИ биологии, Иркутский государственный университет

Гельминты – это группа беспозвоночных животных, обитающих во внутренних ор-
ганах широкого круга хозяев. Гельминты эволюционно приспособлены к обитанию 
в относительно стабильной среде, сформированной за счет способности хозяина 
поддерживать гомеостаз в изменяющихся условиях окружающей среды и при за-
грязнении мест обитания. В связи с этим представляет интерес оценка способ-
ности паразитов самостоятельно приспосабливаться к последствиям воздействия 
негативных факторов внешней среды. Выдвигается гипотеза, предполагающая, 
что в условиях трансформации среды обитания защитные механизмы хозяина про-
являются более выраженно, чем у паразита, обитающего в его теле. Для изучения 
степени активации защитных механизмов на уровне биохимической системы био-
трансформации ксенобиотиков и антиоксидантной защиты была исследована ак-
тивность фермента глутатион S-трансферазы (GST) и концентрация восстановлен-
ного глутатиона (GSH) у щуки Esox lucius L., обитающей в водоеме, загрязненном 
отходами Костомукшского горнорудного комбината (северная Карелия), и цестоды 
Triaenophorus nodulosus – ее облигатного паразита. В качестве условного контро-
ля использовали особей из чистого водоема озеро Каменное. У рыб-хозяев, оби-
тающих в условиях трансформированной среды, наблюдается повышение уровня 
восстановленного глутатиона во всех исследованных органах, в то время как актив-
ность фермента глутатион S-трансферазы была повышена только в почках и мыш-
цах рыб. У цестод T. nodulosus из техногенного водоема обнаружено снижение ак-
тивности GST и отсутствие реакции со стороны GSH по сравнению с гельминтами 
из условно чистого водоема. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
среда второго порядка влияет на кишечного паразита опосредованно, через ва-
риабельность физиолого-биохимического статуса хозяина, как результат сопря-
женной эволюции системы «паразит – хозяин».

К л ю ч е в ы е  с л о в а: паразитизм; адаптации; биотрансформация ксенобиотиков; 
антиоксиданты; токсикология.
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введение

Гельминты – это группа беспозвоночных жи-
вотных, эволюционно приспособленных к су-
ществованию во внутренних органах широкого 
круга хозяев. Особенностью взаимодействия 
паразита c окружающей средой является то, 
что для него характерно одновременное обита-
ние в двух средах – среде I порядка (организм 
хозяина), оказывающей непосредственное 
воздействие на паразита, и среде II порядка 
(среда, окружающая хозяина).

Паразиты эволюционно приспособлены 
к обитанию в среде, сформированной под 
действием базовых и неспецифических за-
щитных адаптаций хозяина. Это означает из-
вестную стабильность условий обитания для 
паразита, обеспеченную гомеостазом хозяи-
на, который имеет широкий набор молекуляр-
ных и биохимических механизмов для регуля-
ции основных показателей жизнедеятельности 
в изменяющихся условиях окружающей среды 
и при загрязнении мест обитания. В этой связи, 
рассматривая отношения «паразит – хозяин» 
на биохимическом уровне, мы можем предпри-
нять попытку оценить справедливость утверж-
дения о возможном возложении паразитом на 
своего хозяина отношений со средой второго 
порядка. В данной работе нами выдвигается 
гипотеза, которая предполагает, что в условиях 

трансформации среды обитания защитные ме-
ханизмы у хозяина проявляются более выра-
женно, чем у паразита, обитающего в его теле.

Известно, что нормальное протекание про-
цессов жизнедеятельности и способность 
приспосабливаться к изменениям окружаю-
щей среды как у гельминтов, так и у их хозяев 
определяется в том числе специализирован-
ными биохимическими механизмами защиты. 
К таким механизмам относятся система био-
трансформации ксенобиотиков (СБК) и анти-
оксидантной защиты (АОЗ), которые находятся 
в тесном взаимодействии. Биотрансформация 
ксенобиотиков – это каскад биохимических 
реакций, направленных на обезвреживание 
и выведение широкого круга токсинов, тогда 
как система антиоксидантной защиты обеспе-
чивает обезвреживание молекул, активирован-
ных кислородными радикалами, образующи-
мися в процессе дыхания или иммунного отве-
та хозяина. Фермент глутатион S-трансфераза 
и пептид восстановленный глутатион – необхо-
димые компоненты систем АОЗ и СБК и могут 
быть рассмотрены как биомаркеры, характе-
ризующие способность организмов преодоле-
вать последствия стресса.

В задачу настоящей работы входило срав-
нить концентрацию восстановленного глу-
татиона и активность фермента глутатион S-
трансферазы в тканях цестоды Triaenophorus 

A. A. Kochneva, e. V. borvinskaya, I. V. sukhovskaya, e. p. Ieshko, 
L. p. smirnov. eNZymATIc AcTIVITy OF GLuTATHIONe s-TrANsFerAse 
AND THe LeVeL OF reDuceD GLuTATHIONe IN pIKe ESOX LUCIUS L. 
AND ITs ObLIGATe pArAsITe cesTODe TRIAENOPHORUS NODULOSUS

Helminthes are a group of invertebrates living in the internal organs of a wide range of 
hosts. Helminthes are evolutionarily adapted to a relatively stable environment, formed 
by the host’s ability to maintain homeostasis under variable environmental conditions and 
pollution. Therefore, it is interesting to evaluate the ability of the parasite to independently 
adapt to adverse environmental factors. In this paper, we hypothesized that the host’s de-
fense system response to a challenging environment is more pronounced than that of 
the parasite living inside the host. To study the activation of the protective mechanisms 
involving biotransformation of xenobiotics and antioxidant defense, the activity of the 
enzyme glutathione S-transferase (GST) and the concentration of reduced glutathione 
(GSH) were measured in an obligate parasite Triaenophorus nodulosus and its host – pike 
Esox lucius L. living in a pond contaminated by wastes from the Kostomuksha iron mine 
and ore dressing mill (Northern Karelia). Biological samples obtained from intact Lake 
Kamennoe were used for reference. The fish collected from the disturbed environment 
had an elevated level of reduced glutathione in all organs, whereas the activity of glu-
tathione S-transferase increased only in kidneys and muscles. In T. nodulosus from the 
contaminated lake a decline of GST activity and the absence of response from GSH were 
observed. The results show that the external environment affects the intestinal parasite 
indirectly, via the variations of the physiological and biochemical status of the host, as 
a result of the host-parasite co-evolution.

K e y w o r d s: parasitism; adaptation; biotransformation of xenobiotics; antioxidants; 
toxicology.
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nodulosus и ее окончательного хозяина – щуки 
из озера с низким уровнем антропогенной на-
грузки и водоема, подвергшегося техноген-
ной трансформации.

материалы и методы

Сбор материала осуществлялся в 2013–
2014 гг. на двух водоемах северной Каре-
лии. Оз. Каменное (64°28ʹ с. ш., 30°13ʹ в. д.) – 
это олиготрофный водоем, расположенный 
в природоохранной зоне Костомукшского го-
сударственного заповедника (условный кон-
троль). Озеро Костомукшское (64°41ʹ с. ш., 
30°49ʹ в. д.) – верхний водоем системы р. Кен-
ти, преобразованный в технологический ре-
зервуар (хвостохранилище), используемый для 
сброса промывных вод (хвостов обогащения) 
Костомукшского горно-обогатительного ком-
бината. За тридцать лет работы комбината про-
изошла полная техногенная трансформация 
водоема, в первую очередь изменился мине-
ральный состав и повысилось содержание тя-
желых металлов (табл. 1).

В 2013 году собраны образцы тканей щук 
в озере Каменном (6 самок и 5 самцов) и озе-
ре Костомукшском (9 самок и 2 самца). Сразу 
после вылова рыба была измерена и взвеше-
на, органы (жабры, мышцы, печень, почки) из-
влечены и заморожены в жидком азоте. Раз-
мер рыб варьировал в озере Каменном от 41 
до 54 см, масса от 600 до 1500 г. В озере Ко-
стомукшском длина рыб составляла 34–53 

сантиметра, вес от 300 до 1300 г. Возраст пой-
манных рыб, согласно подсчету годовых колец 
на чешуе, в озере Каменном составил 6–8 лет 
(в среднем 6,4), в озере Костомукшском 
3–9 лет (в среднем 6,1).

В 2014 году собраны образцы цестод 
Triaenophorus nodulosus у щук из исследуемых 
озер. Пойманных щук вскрывали, из кишечника 
извлекали паразитов и отмывали от частичек 
химуса в физиологическом растворе, затем за-
мораживали в жидком азоте и хранили до ана-
лиза при –80 °С. Для биохимического анализа 
T. nodulosus формировали суммарные пробы 
из 5–10 особей цестод до достижения мини-
мальной навески образца 50–100 мг.

Замороженные биологические образцы 
гомогенизировали с помощью гомогенизато-
ра Поттера – Эльвейэма в 50 мМ буферном 
растворе трис-HCl, pH 7,5. Гомогенат центри-
фугировали при 110 000 g в течение часа при 
4 °C. Полученный супернатант использовали 
для анализа.

Активность GST в супернатанте определя-
ли спектрофотометрически с использованием 
субстрата 1-хлор-2,4-динитробензола в соот-
ветствии с общепринятой методикой [Habig 
et al., 1974]. Относительную активность выра-
жали в µМ субстрата, распавшегося за 1 мин, 
в пересчете на мг растворимого белка в ткани.

Для определения GSH растворимые белки 
гомогената осаждали с помощью 5% трихлор-
уксусной кислоты. В полученном супернатанте 
концентрацию восстановленного глутатиона 

Таблица 1. Физико-химические характеристики воды в оз. Костомукшском и оз. Каменном
Показатель оз. Каменное оз. Костомукшское

Минерализация, мг/л 9,51,2 6231,2

pH, ед. 5,97–6,491,2 8,51,2

K+, мг/л 0,62,3 1342,3

Na+, мг/л 12,3 202,3

Ca2+, мг/л 42,3 372,3

Mg2+, мг/л 0,62,3 192,3

Cl-, мг/л 0,61,2 71,2

SO4
2-, мг/л 1,61,2 2981,2

HCO3-, мг/л 4,31,2 1281,2

Fe, мкг/л 1893 1033

Li, мкг/л 0,63 833

Zn, мкг/л 113 1,63

Pb, мкг/л 0,33 0,043

Ni, мкг/л 0,653 2,63

Cu, мкг/л 1,93 2,13

Mn, мкг/л 123 133

Cr, мкг/л 193 0,83

Cd, мкг/л 0,023 0,063

Примечание. Данные по: 1Лозовик и др., 2001; 2Лозовик, Кулакова, 2012; 3наши данные.
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определяли флуориметрически [Сohn, Lyle, 
1966; Hissin, Hilf, 1976], используя в качестве 
оптически активного соединения ортофтале-
вый альдегид. Относительную концентрацию 
выражали в мкг GSH, отнесенного к содержа-
нию растворимого белка в ткани.

Растворимый белок определяли спектрофо-
тометрически по поглощению при длине волны 
205–215 нм [Козлов, Слепышева, 2005; Noble, 
Bailey, 2009; Суховская и др., 2010].

Математическая обработка результатов 
проводилась с использованием пакета про-
грамм Past 3.x. Достоверность различий оцени-
вали с помощью непараметрического критерия 
Вилкоксона – Манна – Уитни, многофакторного 
дисперсионного анализа (MANOVA) и коэффи-
циента корреляции Спирмена. Различия счита-
ли достоверными при p ≤ 0,05.

При выполнении исследований использо-
валась приборно-аналитическая база Центра 
коллективного пользования научным оборудо-
ванием ИБ КарНЦ РАН.

результаты и обсуждение

Использование озера Костомукшского в ка-
честве резервуара для хранения хвостов обо-
гащения привело к кардинальному изменению 
его экосистемы, включая значительную ре-
дукцию числа видов, а также замену одних до-
минирующих видов на другие [Kalinkina et al., 
2003; Ильмаст и др., 2013]. Ведущий фактор 
негативного воздействия вод хвостохранили-
ща на биоту озера на данный момент не опре-
делен. Ранее было показано, что содержание 
калия в воде в концентрациях, регистрируемых 
в хвостохранилище, является токсичным для 
гидробионтов, в особенности в сочетании с из-
бытком сульфатов и карбонатов [Trama, 1954; 
Fischer et al., 1991; Mount et al., 1997]. Также 
было показано, что в органах рыб из озера Ко-
стомукшского происходит накопление тяжелых 
металлов [Такшеев, 2004, 2005]. Хроническое 
воздействие совокупности факторов, дейст-
вующих в техногенном водоеме, привело к из-
менениям, последствия которых уже заметны 
на популяционном уровне.

Цестода T. nodulosus является одним из не-
многочисленных представителей паразитофа-
уны, популяция которых сохранилась в озере, 
более того, экстенсивность и интенсивность 
заражения щуки этим паразитом значитель-
но выше, чем в чистых озерах региона [Иеш-
ко и др., 2012]. В настоящем исследовании 
показано, что у цестод T. nodulosus из щук, 
пойманных в контрольном водоеме, уровень 
восстановленного глутатиона в среднем был 
в 4–22 раза выше, чем в исследованных тка-
нях хозяев (табл. 2), у гельминтов из щук хвос-
тохранилища эта разница была еще выше 
(5–24 раза). В свою очередь, среднее значе-
ние активности фермента GST в тканях червя 
сравнимо по уровню с активностью в мета-
болически активных органах хозяина (почки, 
жабры) (табл. 3). В доступной нам литерату-
ре отсутствует какая-либо информация о со-
держании GSH у гельминтов, однако высокий 
уровень данного пептида поднимает вопрос 
о значительной роли тиолсодержащих соеди-
нений в поддержании гомеостаза у паразитов. 
Известно, что глутатион в основном участвует 
в регуляции окислительно-восстановительного 
баланса клеток, препятствуя окислению белков 
и других молекул. Полученные данные косвенно 
указывают на то, что гельминт обладает арсе-
налом средств защиты от стресса, вызванного 
в том числе действием свободных радикалов. 
Данные механизмы, вероятно, задействованы 
в защите паразита от агрессивной среды, окру-
жающей его в кишечнике, но также могут быть 
использованы в процессе адаптации к опосре-
дованному действию факторов среды II поряд-
ка [Brophy, Barrett, 1990; Geerts, Gryseels, 2000].

При сравнении особей щук из озер Косто-
мукшское и Каменное были обнаружены выра-
женные различия: в 2013 году у рыб из хвос-
тохранилища уровень GSH был статистически 
достоверно выше, чем у рыб из контрольного 
водоема (табл. 2). Увеличение доли GSH явля-
ется адаптивным ответом на изменение усло-
вий среды обитания. Например, повышение 
уровня восстановленного глутатиона наблю-
дается у рыб, обитающих в закисленных водо-
емах с пониженным содержанием кислорода, 

Таблица 2. Содержание восстановленного глутатиона у T. nodulosus и в тканях щуки (мкг/мг белка)
Объект исследования оз. Каменное оз. Костомукшское
Половозрелые особи T. nodulosus 4,00 ± 0,93 5,60 ± 0,41*
Жабры щуки 0,17 ± 0,03 0,26 ± 0,05*
Почки щуки 0,27 ± 0,02 0,36 ± 0,18*
Печень щуки 0,24 ± 0,28 0,33 ± 0,41*
Мышцы щуки 0,90 ± 0,10 1,09 ± 0,12*

Примечание. Здесь и далее данные представлены в виде медианы ± половина межквартильного размаха; *отличия между 
контрольным и опытным вариантами статистически значимы (p < 0,05).



52

а также при изменении температуры окружаю-
щей среды [Carvalho et al., 2012; Madeira et al., 
2013; Machado et al., 2014]. У паразитов рыб 
из экспериментального водоема в 2014 году 
концентрация глутатиона в тканях также была 
выше, чем в контрольных образцах, однако на-
личие статистически значимой разницы не до-
казано. Исходя из допущения, что нетипичный 
гидрохимический состав вод хвостохранилища 
является ведущим фактором стресса для его 
обитателей, полученные результаты свиде-
тельствуют в пользу предположения о том, что 
под действием техногенных вод в тканях хозя-
ина в первую очередь и паразита в незначи-
тельной степени происходит активация защит-
ных молекулярных механизмов. Однако, так 
как щуки и гельминты были отобраны в разные 
годы, различия ответной реакции также могут 
быть вызваны совокупностью иных факторов, 
сложившихся в период сбора.

Другая картина была получена при сравне-
нии активности фермента глутатион S-транс-
феразы у T. nodulosus и в тканях щуки. И у па-
разита, и у хозяина была зафиксирована вы-
раженная реакция на нетипичные параметры 
среды обитания в хвостохранилище Косто-
мукшского ГОК.

Активность глутатион S-трансферазы в поч-
ках и мышцах щуки из хвостохранилища была 
выше, чем у рыб из контрольного водоема 
(табл. 3). Известно, что рост активности фер-
мента указывает на усиление процессов выве-
дения экзогенных токсикантов, а также эндо-
генных токсичных метаболитов, образующихся 
в результате активации окислительного стрес-
са, превышающего физиологический уровень 
[Carvalho et al., 2012; Baysoy et al., 2012; Grim 
et al., 2013].

Помимо этого у рыб из контрольного водо-
ема было выявлено влияние пола и размеров 
рыб на изучаемые биохимические показатели. 
Концентрация восстановленного глутатиона 
была выше в почках, мышцах и жабрах, а актив-
ность ГСТ выше в почках и ниже в жабрах самок 
щук из озера Каменное. В озере Костомукш-
ском влияние пола не было определено из-за 
недостаточной выборки самцов. Корреляци-
онный анализ также показал, что среди рыб из 

оз. Каменного активность GST выше в мышцах 
особей с большей массой (r = 0,76) и длиной 
(r = 0,73), тогда как в оз. Костомукшском такая 
взаимосвязь не выявляется.

У T. nodulosus в 2014 году была зафикси-
рована противоположная относительно щук 
в 2013 году реакция: у паразитов из хвостохра-
нилища активность GST была в 2,5 раза ниже, 
чем в образцах из контрольного водоема. Из-
менение такого биохимического показателя, 
как активность GST, у цестод из хвостохрани-
лища свидетельствует о том, что среда второго 
порядка способна оказывать влияние на мета-
болизм гельминтов. При этом возникает воп-
рос о способности T. nodulosus адаптироваться 
к изменениям среды II порядка не только как 
сочлена эволюционно древней системы «па-
разит – хозяин», но и самостоятельно. Так как 
активация защитных механизмов, в том чис-
ле физиолого-биохимических, подразумевает 
расходование энергии на синтез макромоле-
кул и перестройку их микроокружения, можно 
предположить, что однонаправленность ответ-
ных реакций паразита и хозяина может сви-
детельствовать об их независимости, так как 
каждый из компонентов системы осуществляет 
энергозатраты на решение одной и той же про-
блемы. В свою очередь, разнонаправленный 
характер ответа, как в случае T. nodulosus и щук 
из хвостохранилища, вероятно, указывает на 
то, что в пределах одной системы один из чле-
нов берет на себя часть нагрузки, что позволяет 
«партнеру» экономить энергию. Хотя различия 
ответной реакции гельминтов и их хозяев могут 
быть связаны с межгодовой вариабельностью 
в большей степени, чем с влиянием вод хвос-
тохранилища, однако сходные с полученными 
нами тенденции наблюдали в другом исследо-
вании Р. У. Высоцкая с соавт. [2015]. Под вли-
янием отходов железорудного производства 
в печени щуки повышалась активность лизосо-
мальных ферментов – кислой фосфатазы, нук-
леаз, β-галактозидазы и снижалась активность 
β-глюкозидазы, катепсина D, а у T. nodulosus 
активность большинства ферментов изменя-
лась в противоположном направлении. При 
снижении техногенной нагрузки по мере удале-
ния от источника загрязнения для большинства 

Таблица 3. Активность GST у цестоды T. nodulosus и в тканях щуки (мкМ/мин/мг белка)
Объект исследования оз. Каменное оз. Костомукшское
Половозрелые особи T. nodulosus 169 ± 27  67 ± 9*
Жабры щуки 199 ± 41 195 ± 29
Печень щуки 900 ± 41 916 ± 159
Почки щуки  16 ± 5  40 ± 10*
Мышцы щуки   6 ± 1   9 ± 2*
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изученных показателей гельминта отмечалась 
тенденция к увеличению активности исследо-
ванных ферментов. Таким образом, получен-
ные данные не позволяют говорить о наличии 
у T. nodulosus на уровне изученных биохими-
ческих показателей признаков полнообъемной 
реализации собственных механизмов приспо-
собления к стрессу, вызванному повышением 
минерализации, дисбалансом ионов в окру-
жающей среде, и непосредственному дейст-
вию потенциально опасных веществ в составе 
вод хвостохранилища, таких как избыток ионов 
калия, сульфатов и повышенный фон тяже-
лых металлов.

заключение

Проведенные исследования показали, что 
антропогенная трансформация водоема при-
водит к определенным изменениям в функцио-
нировании некоторых компонентов СБК и АОЗ 
сочленов системы «паразит – хозяин». В ответ 
на техногенную трансформацию среды у щуки 
увеличиваются значения обоих исследованных 
биохимических показателей, тогда как у цестод 
происходит снижение активности GST, а уро-
вень GSH не изменяется. Эти результаты ук-
ладываются в представление о том, что среда 
второго порядка влияет на кишечного парази-
та опосредованно, через вариабельность фи-
зиолого-биохимического статуса хозяина, как 
результат сопряженной эволюции системы 
«паразит – хозяин». Для детального описания 
аспектов процесса совместного приспособле-
ния цестод и их хозяев к среде обитания тре-
буются дальнейшие исследования с привле-
чением более широкого спектра биохимичес-
ких показателей.
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