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влиЯние ионов КадмиЯ на внуТриКлеТочные 
Кальцийзависимые ПроТеиназы мидии  
mYTILUS EDULIS L.

н. П. Канцерова, л. а. лысенко, и. н. бахмет, н. н. немова
Институт биологии Карельского научного центра РАН

В экспериментах in vivo и in vitro протестировано действие катионов кадмия на 
активность кальцийзависимых протеиназ семейства кальпаинов из жабр и гепа-
топанкреаса мидий Mytilus edulis L. Результаты аквариального эксперимента по 
изучению влияния ионов кадмия на активность кальпаинов в органах мидий сви-
детельствуют об изменении активности данных протеиназ в зависимости от вре-
мени воздействия исследуемого металла. Наблюдаемое при суточном воздейст-
вии повышение кальцийзависимой протеолитической активности в жабрах мидий 
указывает на развитие неспецифического компенсаторного ответа на действие 
изучаемого токсиканта. Избирательно аккумулируясь в определенных органах 
и компартментах клетки, кадмий эффективно подавляет в них кальцийзависимый 
протеолиз при экспозиции в 72 часа. Для объяснения механизма действия кадмия 
в эксперименте in vitro было протестировано действие данного катиона на актив-
ность частично очищенных препаратов кальпаинов из тканей мидий. Обнаружено 
инактивирующее действие катионов кадмия на препараты кальпаинов. Полученные 
данные позволяют говорить о механизме специфичного взаимодействия кадмия 
с изучаемыми цистеиновыми протеиназами за счет блокирования SH-групп актив-
ного центра ферментов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кальцийзависимый протеолиз; кальпаины; регуляция; кад-
мий; мидии.

N. p. Kantserova, L. A. Lysenko, I. N. bakhmet, N. N. Nemova. THe 
eFFecT OF сADmIum IONs ON INTrAceLLuLAr cALcIum-DepeNDeNT 
prOTeINAses IN musseL mYTILUS EDULIS L.

The effect of cadmium ions on calcium-dependent proteinases (calpains) in some organs 
of the blue mussel, Mytilus edulis L., was investigated in in vivo and in vitro experiments. 
It was shown that the exposure with cadmium ions affected calpain activity in time-de-
pendent manner in an aquarium experiment. Increased calcium-dependent proteolytic 
activity in mussel gills was shown after 24 h exposure with cadmium. The observed cal-
pain upregulation in mussel gills presumably is a constituent of non-specific compensa-
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введение

Тяжелые металлы и их соединения относят-
ся к числу наиболее опасных загрязнителей 
биосферы, что в значительной мере связано 
как с их высокой биологической активностью, 
так и со способностью к биоаккумуляции. В от-
личие от органических загрязняющих веществ, 
подверженных деструкции и биотрансфор-
мации, тяжелые металлы не извлекаются из 
биологического круговорота, при этом их ток-
сичность способна сохраняться практически 
бесконечно. Кадмий является типичным неэс-
сенциальным тяжелым металлом, представ-
ляющим высокую опасность для живых орга-
низмов. Известно, что хроническое воздейст-
вие кадмия приводит к развитию заболеваний 
дыхательных путей, опорно-двигательного 
аппарата, иммунной системы, способствует 
развитию почечной недостаточности, диабе-
та, гипертонии у человека [Bertin, Averbeck, 
2006]. Международным агентством по изуче-
нию рака IARC (International Agency for Research 
on Cancer) кадмий внесен в список канцероге-
нов [IARC, 1993]. В окружающую среду кадмий 
чаще всего поступает со стоками горнодобы-
вающих, обогатительных и электролизных про-
изводств, а также при использовании фосфат-
ных удобрений. Объемы поступления кадмия 
в водные объекты за счет неорганизованных 
стоков более чем в два раза превышают объ-
емы выбросов в атмосферу [Моисеенко и др.,  
2006].

Следует отметить наличие зачастую проти-
воречивых сведений о токсичности кадмия для 
водных организмов, что объясняется влиянием 
солености, температуры, содержания кисло-
рода на биодоступность данного металла. Так, 
у морских организмов, в том числе моллюсков, 
накопление кадмия в тканях увеличивается при 
понижении солености среды [Челомин, 1998]. 
Чувствительность к кадмию морских организ-
мов, выражаемая как LC50 (средняя летальная 
концентрация, приводящая к гибели за 96 часов 
50 % используемых в эксперименте животных), 
значительно различается у разных видов [Че-
ломин, 1998]. Для мидий, часто используемых 

для тестирования и мониторинга негативных 
эффектов антропогенных токсических веществ, 
LC50 составляет 1,5–4,0 мг Cd/л [Sunila, 1981; 
Amiard-Triquet et al., 1986]. В незагрязненных 
зонах открытого океана концентрация кадмия 
низка и составляет около 40 нг/л [Челомин, 
1998], тогда как во внутренних морях, особен-
но в прибрежных областях, подвергающихся 
воздействию промышленных и бытовых стоков, 
концентрация данного металла намного выше, 
однако, как правило, не превышает его пре-
дельно допустимую концентрацию (ПДК) для 
морской воды (10 мкг/л).

Известно, что кадмий способен взаимодей-
ствовать с множественными структурами клет-
ки и вызывать различные биохимические изме-
нения – от ингибирования отдельных фермен-
тов и ферментных ансамблей до повреждения 
мембранных структур [Viarengo, 1989; Wright, 
1995; Canesi et al., 1998; Челомин и др., 1998]. 
Кальпаины – внутриклеточные кальцийзависи-
мые цистеиновые протеиназы, выполняющие 
функцию ограниченного протеолиза в клетках 
всех эукариотических и ряда прокариотичес-
ких организмов. Кальпаины принимают учас-
тие в основных Са2+-зависимых клеточных про-
цессах – передаче сигнала, клеточном цикле, 
пролиферации, дифференцировке, слиянии 
мембран транспортных везикул, формирова-
нии мышечных волокон, реализации клеточной 
гибели и др. Один из основных факторов регу-
ляции активности кальпаинов – концентрация 
Ca2+ в цитозоле; кроме того, активность кальпа-
инов (цистеиновых протеиназ) может регули-
роваться различными агентами, связывающи-
ми SH-группы их активного центра, в том чис-
ле двухвалентными тяжелыми металлами [Goll 
et al., 2003].

Цель настоящей работы – изучить актив-
ность внутриклеточных кальцийзависимых 
протеиназ (кальпаинов) мидий Mytilus edulis L. 
при воздействии ионов кадмия в аквариаль-
ных условиях в концентрациях, равной и пре-
вышающих ПДК для морской воды в 10 и 50 
раз, а также в условиях in vitro с целью опи-
сания механизма действия исследуемого  
токсиканта.

tory response to acute heavy metal exposure, which allows the organism to adapt to the 
pollutants. Cadmium-induced inhibition of calсium-dependent proteolytic activity was 
observed after 72 h treatment. The effect of heavy metal ions on calpains in the blue mus-
sel, Mytilus edulis L., was tested in vitro using partially purified mussel enzymes. Calpain 
activity was fully inhibited by cadmium ions. The mechanism of interaction of cadmium 
ions with the studied cysteine proteinases can be realized by specific binding with SH-
groups of the enzyme.

K e y w o r d s: calcium-dependent proteolysis; calpain; regulation; cadmium; mussels.
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материалы и методы

Аквариальный эксперимент был поставлен 
на Беломорской биологической станции «Кар-
теш» им. О. А. Скарлато Зоологического инсти-
тута РАН. Одноразмерные мидии были собра-
ны в бухте Круглая губы Чупа Кандалакшского 
залива Белого моря с установок для культиви-
рования моллюсков (глубина 2 м). Моллюсков 
содержали в 16-литровых аквариумах с аэри-
руемой морской водой (соленость 25‰, посто-
янное освещение, температура 10 °С, регуляр-
ная смена воды). После акклимации к лабора-
торным условиям (3 сут) мидии произвольным 
образом были разделены на группы по 14 осо-
бей; в аквариумы вносили 10 мкг/л Сd2+, 
100 мкг/л Сd2+, 500 мкг/л Сd2+ (в виде хлоридов, 
в пересчете на катион). В аквариумах поддер-
живалась постоянная концентрация металла 
с ежедневной частичной сменой воды. Конт-
ролем служили моллюски, содержащиеся в ак-
вариуме без внесения металлов. По истечении 
срока воздействия (24 и 72 ч) мидий (n=7) пре-
парировали, органы (жабры, гепатопанкреас) 
хранили при –80 °С для дальнейшего анализа. 
Гибели моллюсков в контрольном и опытных 
аквариумах зафиксировано не было.

Образцы тканей (0,1 г) гомогенизирова-
ли в 10-кратном объеме 20 мМ трис-HCl бу-
фера (рН 7,5) с добавлением 80 мМ КСl, 5 мМ 
 ЭДТА-Na и 20 мМ ДТТ. После центрифугиро-
вания (Rotina 35R; Hettich Zentrifugen, Герма-
ния) – 20 000 g, 20 мин – отбирали цитозоль-
ную фракцию, осадок ресуспендировали в 10 
объемах того же буфера с добавлением 0,33% 
Triton X-100 и отбирали фракцию мембра-
носвязанных белков. В полученных фракциях 
тестировали Са2+-зависимую казеинолити-
ческую активность, чувствительную к ингиби-
торам цистеиновых протеиназ, включая инги-
битор кальпаинов II (активность кальпаинов) 
[Enns, Belcastro, 2006]. Учитывая особенности 
механизма регуляции активности внутрикле-
точных Са2+-зависимых протеиназ, можно со-
отнести их активность в цитозольной фракции 
с общим уровнем ферментативного белка, 
в мембраносвязанной – с долей активирован-
ного фермента.

Реакционная смесь включала 1 мг/мл ще-
лочно-денатурированного казеина, 20 мМ 
ДТТ, 200 мкл ферментной фракции и 5 мМ 
СаСl2 (опыт) или хелатора двухвалентных ка-
тионов ЭДТА (контроль) в 50 мМ трис-HCl бу-
фере (рН 7,5). После 30-минутной инкубации 
(28 °С) в аликвотах 100 мкл определяли со-
держание остаточного белка по методу Брэд-
форда [Bradford, 1976]. Единица активности 

кальпаинов (ед. акт.) определялась как коли-
чество фермента, вызывающее увеличение 
на 0,1 оптического поглощения при 595 нм 
за 1 час инкубации при 28 °С. Удельную ак-
тивность кальпаинов определяли в ед. акт. на 
1 г белка в соответствующей фракции.

Для проведения эксперимента по оценке 
влияния Сd2+ на активацию кальпаинов частич-
но очищенные препараты кальцийзависимых 
протеиназ получали после гомогенизации на-
вески (0,1 г) ткани жабр от интактных мидий 
в 20 мМ трис-HCl-буфере (рН 7,5) с добавле-
нием 150 мМ NaСl, 5 мМ ЭДТА-Na, 20 мМ ДТТ, 
0,1%-го Triton X-100 с последующим центрифу-
гированием при 20 000 g в течение 20 мин. В ре-
акционную смесь описанного выше состава до-
бавляли 5 мМ СdСl2

 или 2,5 мМ СdСl2 с 2,5 мМ 
СаСl2. Инкубацию проводили в стандартных 
условиях (28 °С, 30 мин). Значение казеиноли-
тической активности соотносили с ее уровнем 
в присутствии 5 мМ СаСl2.

Результаты проведенных экспериментов об-
работаны с применением общепринятых мето-
дов вариационной статистики с использовани-
ем пакетов программ MS Excel и StatGraphics. 
Достоверность различий оценивали с помо-
щью непараметрического критерия U (крите-
рий Манна – Уитни).

результаты и обсуждение

Было установлено, что по истечении пер-
вых суток воздействия кадмия в концентрации 
500 мкг/л наблюдался более высокий уровень 
активности кальпаинов как цитозольной, так 
и мембраносвязанной фракции в жабрах по 
сравнению с контролем (рис. 1, 2).

Известно, что у мидий, как и у многих гидро-
бионтов, жабры – основной орган, через кото-
рый в организм из внешней среды поступают 
различные металлы и затем распределяют-
ся по органам [Everaart, 1990; Челомин и др., 
1998]. Можно предположить, что наблюдаемая 
активация кальпаинов в жабрах форели сви-
детельствует о развитии неспецифического 
компенсаторного ответа на действие тяжело-
го металла.

Кроме того, один из ведущих механизмов 
реализации токсичности тяжелых металлов, 
в том числе кадмия, заключается в инициации 
окислительного стресса, который возника-
ет вследствие нарушения баланса активности 
про- и антиоксидантных систем, генерирова-
ния свободных радикалов кислорода, усиления 
процессов перекисного окисления липидов 
[Шафран и др., 2004]. Развитие сильного окис-
лительного стресса влияет на функциональную 
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активность транспортных систем клеточных 
мембран, в том числе митохондриальной, что 
приводит к нарушению гомеостаза Са2+ [Dare 
et al., 2000]. Нарушение гомеостаза Са2+, 
в основном за счет снижения активности Са2+- 
АТФазы и повышения его поступления че-
рез потенциал-зависимые каналы, приводит 
к активации кальпаинов [Kaur, Gill, 2005]. Кро-
ме того, токсическое действие веществ на тка-
невом уровне часто сопровождается явлением 
цитотоксичности, связанным с гибелью клеток 
путем некроза или апоптоза, а в этих процес-
сах, как известно, кальпаины играют одну из 
ключевых ролей [Goll et al., 2003].

После трех суток воздействия кадмия 
(500 мкг/л) наблюдалось снижение активности 
Са2+-зависимых протеиназ изученных фрак-
ций в жабрах мидий по сравнению с контро-
лем. Согласно данным литературы [Челомин, 
1998], клетки жабр у мидий подвержены мак-
симальной аккумуляции металлов в условиях 
острого эксперимента. Подавление активности 
кальпаинов (ферментов, относящихся к цисте-
иновому типу) при действии кадмия, вероят-
но, является следствием способности данного 
металла к ингибированию биомолекул за счет 
специфичного связывания с их реакционными 
SH-группами.

Рис. 1. Удельная активность кальпаинов цитозольной фракции (ед. акт./г бел-
ка) в жабрах M. edulis L. при действии различных концентраций кадмия. Здесь 
и далее: 1 – контроль, 2 – 10 мкг/л Сd2+, 3 – 100 мкг/л Сd2+, 4 – 500 мкг/л Сd2+, 
* отличие от контроля достоверно при р ≤ 0,05

Рис. 2. Удельная активность кальпаинов мембраносвязанной фракции 
(ед. акт./г белка) в жабрах M. edulis L. при действии различных концентраций 
кадмия
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Было установлено, что в гепатопанкреасе 
мидий уровень активности кальпаинов не из-
менился при суточном воздействии кадмия 
всех изученных концентраций; лишь через 
трое суток наблюдались достоверные измене-
ния протеолитической Са2+-зависимой актив-
ности в данном органе (рис. 3, 4). Подавление 
активности кальпаинов в гепатопанкреасе при 
действии кадмия при 3-суточной экспозиции, 
вероятно, можно объяснить его способностью 
образовывать прочные ковалентные комплексы 
с биомолекулами, содержащими реакционно 
активные SH-группы. Следовательно, можно 

предположить, что при такой длительности 
воздействия аккумулированный из среды ме-
талл не только проник во внутреннюю среду ор-
ганизма, но и достиг субклеточных структур.

Таким образом, как в жабрах, так и в гепа-
топанкреасе ответная реакция кальцийзави-
симых протеиназ наблюдалась при воздейст-
вии только самой высокой из изученных кон-
центраций кадмия (500 мкг/л). Интересно 
отметить, что снижение протеолитической 
и амилолитической активности гепатопанк-
реаса устрицы Crassostrea virginica было за-
фиксировано при 96-часовом воздействии 

Рис. 3. Удельная активность кальпаинов цитозольной фракции (ед. акт./г бел-
ка) в гепатопанкреасе M. edulis L. при действии различных концентраций кад-
мия

Рис. 4. Удельная активность кальпаинов мембраносвязанной фракции (ед. 
акт./г белка) в гепатопанкреасе M. edulis L. при действии различных концен-
траций кадмия
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кадмия в концентрации 500 мкг/л, тогда как 
при влиянии данного металла в концентрации 
100 мкг/л достоверных изменений зафиксиро-
вано не было [Adeyemi, Deaton, 2012]. Воздей-
ствие кадмия в концентрации 500 мкг/л в тече-
ние 48 ч привело к увеличению экспрессии гена 
c-fos в жабрах мидии Mytilus edulis L. в 5 раз, 
тогда как меньшие концентрации данного ме-
талла не вызвали достоверных изменений ис-
следуемого показателя [Veldhuizen-Tsoerkan 
et al., 1992]. Полученные результаты и данные 
литературы в определенной степени позво-
ляют сделать заключение об относительной 
устойчивости морских двустворчатых моллюс-
ков к краткосрочному воздействию концентра-
ций кадмия, близких к ПДК для морской воды. 
Для понимания последствий загрязнения вод-
ных экосистем кадмием необходимо изучение 
более длительного воздействия низких концен-
траций данного металла на живые организмы.

Для более полной оценки возможных меха-
низмов действия соли кадмия, растворенной 
в среде, на кальпаины мидий, исследовали ак-
тивность частично очищенного препарата каль-
паинов в присутствии катионов данного метал-
ла. В эксперименте in vitro была протестирова-
на способность Cd2+ в конечной концентрации 
5 мМ воздействовать на активность кальпа-
инов. Относительная активность кальпаинов 
также была определена при совместном до-
бавлении 2,5 мМ изучаемого катиона и 2,5 мМ 
Ca2+. Установлено, что в присутствии 5 мМ Cd2+ 
активность фермента не выявлялась. При соче-
танном действии Ca2+ и Cd2+ также наблюдалась 
полная инактивация кальпаинов. Таким обра-
зом, в эксперименте in vitro было показано, 
что катион Cd2+ не только не способен индуци-
ровать активность кальпаинов, но и подавляет 
Ca2+-индуцированную активность кальпаинов, 
по всей видимости, блокируя SH-группу актив-
ного центра фермента. Таким образом, полу-
ченные результаты по влиянию катиона кадмия 
на частично очищенный препарат кальпаинов 
из жабр мидий позволяют в определенной сте-
пени объяснить механизм опосредованного 
действия данного поллютанта на живые орга-
низмы в эксперименте in vivo.

заключение

Результаты аквариального эксперимен-
та свидетельствуют об изменении активности 
внутриклеточных кальцийзависимых проте-
иназ в тканях мидий при воздействии ионов 
кадмия. Установлено, что при опосредованном 
влиянии ионов кадмия на кальпаины в органах 
мидий их активность зависит от времени его 

воздействия. Повышение активности кальпа-
инов в жабрах моллюска при краткосрочном 
воздействии ионов кадмия свидетельствует, 
по-видимому, о развитии неспецифического 
компенсаторного ответа на действие поллю-
танта. Снижение активности кальпаинов, на-
блюдаемое при более длительном воздействии 
тяжелого металла, может привести к измене-
нию интенсивности многих кальпаинзависимых 
процессов в клетке.

Для объяснения механизмов биологичес-
кого действия кадмия было смоделировано in 
vitro взаимодействие катионов исследуемо-
го металла и кальпаинов из тканей моллюс-
ков. Полученные данные подтверждают ме-
ханизм их специфичного взаимодействия за 
счет блокирования SH-групп активного цен-
тра ферментов.
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