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В аквариальных экспериментах изучено влияние различных концентраций (1,9–
38,8 мг/л) нефтепродуктов (дизельное топливо) на активность лизосомальной де=
зоксирибонуклеазы беломорских мидий Mytilus edulis L. Установлено, что наибо=
лее значительные изменения в активности и наборе изоформ ДНКазы происходи=
ли в мягких тканях моллюсков под воздействием малых (1,9 мг/л) и умеренных (8,4 
и 17,4 мг/л) доз дизельного топлива. При высоких концентрациях нефтяных угле=
водородов (38,8 мг/л) нуклеазная активность и фракционный состав фермента в 
опыте и контроле отличались незначительно. Обсуждаются возможные механиз=
мы, обеспечивающие высокую устойчивость мидий к нефтяному загрязнению, и 
роль нуклеаз в выбираемых стратегиях биохимической адаптации, отличающихся 
степенью вовлечения генома в реализацию компенсаторных перестроек метабо=
лизма, при воздействии на моллюсков разных доз поллютанта. 
 
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Mytilus edulis L., кислая ДНКаза, изоформы, влияние 
нефтепродуктов. 

 
V. S. Skidchenko, R. U. Vysotskaya, N. N. Nemova. THE RANGE OF ACID 
DEOXYRIBONUCLEASE ISOFORMS IN THE TISSUES OF MYTILUS EDULIS 
MUSSELS IN MODEL EXPERIMENTS WITH PETROLEUM HYDROCARBON 
POISONING 
 
The effect of various concentrations (1.9–38.8 mg/l) of oil products (diesel fuel) on the 
activity of lysosomal deoxyribonuclease in White Sea mussels Mytilus edulis L. were 
studied in aquarium experiments. The most significant changes in the activity and range 
of DNase isoforms occurred in soft tissues under the impact of low (1.9 mg/l) and 
medium (8.4 & 17.4 mg/l) doses of diesel fuel. When the concentrations of petroleum 
hydrocarbons were high (38.8 mg/l) differences in the nuclease activity and the 
fractional composition of the enzyme between the treatment and the control were 
minor. We discuss the potential mechanisms behind the high resistance of the mussels 
to oil pollution, and the role of nucleases in the selected biochemical adaptation 
strategies, which differ in the involvement of the genome in the compensatory 
adjustments of the metabolism in response to different doses of the pollutant. 
 
K e y  w o r d s :  Mytilus edulis L., acid DNase, isoforms, effect of oil products. 
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Введение 
 

Изучению биологических эффектов нефти и 
нефтепродуктов (НП) уделяется большое вни=
мание [Яблоков, Остроумов, 1985; Патин, 
2001]. В последние десятилетия, однако, сре=
ди такого рода работ наблюдается некоторый 
дисбаланс. Подавляющее большинство иссле=
дований направлено на тестирование токсич=
ности индивидуальных компонентов нефти, 
главным образом, ароматических и полицикли=
ческих нефтеуглеводородов как наиболее 
опасных поллютантов нефтяного происхожде=
ния [Миронов и др., 1990; Головина, Бочко, 
2005; Гайсина, 2007]. В реальности же орга=
низмы, как правило, подвергаются воздейст=
вию многокомпонентных смесей, каковыми яв=
ляются сырая нефть, различные виды тяжелого 
и легкого топлива, попадающие в воды морей 
и океанов при аварийных сбросах нефтепро=
дуктов. Токсичность смеси часто выше, чем от=
дельных ее составляющих. В связи с этим, на 
наш взгляд, особенно важно изучать биологи=
ческие эффекты нефтепродуктов именно в 
этих формах, что позволит экстраполировать 
данные, полученные в модельных эксперимен=
тах, на реальные экологические ситуации. 

Двустворчатые моллюски рода Mytilus тра=
диционно используются в биотестировании со=
стояния морских экосистем. Обоснование это=
го детально изложено в публикациях проекта 
«The Mussels Watch» [Farrington et al., 1983; 
Goldberg, 1986]. 

В клетках эукариот лизосомальный аппарат 
представляет собой «вторую линию защиты» 
[Moore et al., 2007] от различного рода токси=
кантов, вступающую в действие после фермен=
тов биотрансформации и детоксификации. 
Протекторная функция лизосом заключается в 
удалении из клетки поврежденных макромоле=
кул, белков, синтезированных с ошибочной 
первичной или пространственной структурой, 
поврежденных органелл и даже частей ядра с 
содержащейся в нем ДНК [Bergamini et al., 
2003; Cuervo, 2004; Ji, Kaplowitz, 2006)]. В слу=
чае, когда аутофагической защиты оказывает=
ся недостаточно, лизосомы могут иницииро=
вать апоптоз необратимо поврежденных клеток 
[Lockshin, Zakeri, 2004; Kiffin et al., 2007]. Из 
сказанного понятно, что исследование состоя=
ния лизосомального аппарата клетки позволя=
ет не только диагностировать наличие токсиче=
ского эффекта поллютанта, но и составить 
прогноз о возможности восстановления орга=
низма после этого воздействия [Высоцкая, Не=
мова, 2008; Köhler et al., 2002: Moore et al., 
2006a, b]. 

В последние десятилетия опубликован ряд 
работ, рассматривающих возможность исполь=
зования лизосомальных нуклеаз в биомонито=
ринге состояния морских и пресноводных эко=
систем [Попов и др., 2003; Коничев и др., 2005; 
Амелина, 2006; Мензорова, Рассказов, 2007]. 
Активация лизосомальных нуклеаз направлена 
на реализацию компенсаторных перестроек 
нуклеинового и тесно связанного с ним белко=
вого обмена. В качестве индикаторных показа=
телей предлагается как общий уровень фер=
ментативной активности нуклеаз в различных 
органах гидробионтов, так и состав изоформ 
ферментов.  

В свете сказанного целью данной работы 
было исследование изменения активности и 
фракционного состава кислой ДНКазы в тканях 
двустворчатых моллюсков Mytilus edulis 
(Linnaeus 1758) под воздействием различных 
концентраций дизельного топлива.  

 
Материал и методы 
 

Схема эксперимента. Эксперимент был по=
ставлен на базе Беломорской биологической 
станции Зоологического института РАН, распо=
ложенной в устье губы Чупа Кандалакшского 
залива [Bakhmet et al., 2009]. 

Объектом исследования служили двуствор=
чатые моллюски вида мидия съедобная Mytilus 
edulis L., собранные с обрастаний искусствен=
ных субстратов в непосредственной близости 
от биостанции. Для работы отбирали однораз=
мерных мидий (средняя длина раковины 66,5 ± 
3,9 мм), возраст – 7+. В период проведения 
эксперимента (октябрь) моллюски находились 
преимущественно в состоянии посленересто=
вого покоя. 

До начала эксперимента мидий акклимиро=
вали к лабораторным условиям в течение семи 
суток. Моллюсков содержали в аквариумах из 
оргстекла в аэрируемой морской воде с соле=
ностью 25 ‰, при постоянной температуре  
10 °С и круглосуточном освещении. Ежедневно 
проводили частичную смену воды. При аккли=
мации и на протяжении всего эксперимента 
дополнительного кормления мидий не произ=
водилось. 

За сутки до начала эксперимента мидий 
рассадили в пять аквариумов объемом 15 л по 
15 особей в каждый. В качестве нефтепродук=
тов использовали дизельное топливо. Во избе=
жание расслоения дизтопливо вносили в экс=
периментальные аквариумы в виде смеси, при=
готовленной следующим образом: 100 мл диз=
топлива добавляли к 900 мл морской воды и 
энергично взбалтывали в течение 10 минут. В 
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каждый из четырех аквариумов добавляли 15, 
50, 75 и 150 мл полученной смеси. Расчетные 
концентрации нефтепродуктов приведены в 
таблице. Концентрации выбирали с расчетом 
охвата от ПДК до сублетальных. Добавление 
эмульсии нефтепродуктов производили ежесу=
точно после частичной смены морской воды в 
аквариумах. В пятый аквариум нефтепродукты 
не добавляли. Моллюски из этого аквариума 
служили контролем. Экспозиция опыта состав=
ляла 6 суток. По окончании экспозиции из каж=
дого варианта отбирали по три мидии, у кото=
рых извлекали мягкие ткани. Общую актив=
ность ДНКазы определяли в мантии и краевой 
части мантии. Пробы, предназначенные для 
изучения фракционного состава ферментов, го=
товили из мидий целиком, не разделяя на орга=
ны. Использование проб цельных моллюсков 
является общепризнанной техникой [Shepard et 
al., 2000; Fung et al., 2004]. Для нивелирования 
индивидуальных различий полученные три об=
разца объединяли в одну сборную пробу. Число 
определений каждого биохимического показа=
теля составляло не менее трех. 

 
Концентрации нефтепродуктов в эксперименте 

Номер аквариума 1 2 3 4 Контроль
Объем 
добавленной 
смеси, мл 150 75 50 15 0 
Расчетные, мл/л 1,0 0,5 0,3 0,1 0 
Расчетные, мг/л 700 350 210 70 0 
Истинные, мг/л 38,80 17,40 8,41 1,88 0,35 

 
Определение биохимических показателей. 

Из тканей моллюсков готовили 10%=е гомоге=
наты в 0,25 М растворе сахарозы (рН 7,4), со=
держащем 0,001 М ЭДТА и 0,1% неионного де=
тергента тритона Х=100, для учета мембран=
носвязанной ферментативной активности. Го=
могенаты центрифугировали при 10 000 g в те=
чение 30 минут при 4 °С. Полученный суперна=
тант использовали для определения общей ак=
тивности кислой ДНКазы (КФ 3.1.4.6) и разде=
ления множественных молекулярных форм 
фермента. 

Активность кислой ДНКазы определяли 
спектрофотометрически по методу А. А. По=
кровского с соавт. [1968]. Содержание общего 
белка в пробе определяли по методу Лоури 
[Lowry et al., 1951]. Активность фермента выра=
жали в единицах прироста поглощения при  
λ 260 нм в минуту на мг белка (ΔЕ 260/мин/мг б). 

Фракционирование изоформ кислой 
ДНКазы осуществляли с помощью энзим=элек=
трофореза в ПААГ по методике J. B. Boyd 
[1970] в модификации, описанной А. П. Попо=
вым с соавторами [2003]. 

Определение концентрации нефтепродук"
тов. Учитывая то, что отдельные фракции до=
бавленных нефтеуглеводородов могли испа=
ряться, а другие оседать на стенках аквариу=
ма и раковинах моллюсков, уменьшая, таким 
образом, действующую концентрацию дизто=
плива в эксперименте, ежедневно перед каж=
дой сменой воды из опытных аквариумов 
брали пробы для определения истинной кон=
центрации нефтепродуктов (см. табл.). Коли=
чественное определение нефтеуглеводоро=
дов в воде проводили методом ИК=фотомет=
рии после хроматографического отделения 
нефтепродуктов от сопутствующих органиче=
ских соединений других классов на колонке, 
заполненной оксидом алюминия [РД 
52.24.476=95]. 

Результаты исследований обрабатывали 
общепринятыми статистическими методами, 
оценивая достоверность различий по непара=
метрическому критерию U Вилкоксона=Манна=
Уитни [Гублер, Генкин, 1969]. 

 
Результаты 
 

Активность кислой ДНКазы. Изменение ак=
тивности кислой ДНКазы в опыте представлено 
на рис. 1. Выдерживание мидий в растворе ди=
зельного топлива наименьшей концентрации 
1,88 мг/л приводило к статистически значимо=
му повышению активности фермента в обоих 
исследованных органах (край мантии U = 0,  
p = 0,049; мантия U = 0, p = 0,049). В краевой 
мантии активность ДНКазы также была выше 
контрольного уровня у мидий из аквариума  
с содержанием нефтепродуктов в воде  
17,40 мг/л (U = 0, p = 0,049). При концентрации 
нефтепродуктов 8,41 мг/л у моллюсков наблю=
далось резкое (порядка 170 %) повышение ак=
тивности ДНКазы в мантии по сравнению с 
контролем (U = 0, p = 0,049). У моллюсков, вы=
держанных в среде с максимальной дозой 
нефтепродуктов 38,80 мг/л, отличий в активно=
сти кислой ДНКазы от показателя контрольной 
группы выявлено не было. 

Изоформы фермента. Спектры изоформ ки=
слой ДНКазы мидий в норме и при интоксика=
ции нефтепродуктами представлены на схеме 
(рис. 2). Согласно полученным энзимограм=
мам, у моллюсков контрольной группы было 
выявлено четыре белка, обладающих способ=
ностью гидролизовать ДНК в кислой среде, с 
относительной электрофоретической подвиж=
ностью (Rf) 0,08, 0,16, 0,24 и 0,47. Максималь=
ную и приблизительно равную между собой 
гидролитическую активность демонстрировали 
изоформы с Rf 0,16 и 0,24. 
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Рис. 1. Изменение активности кислой ДНКазы у 
мидий M. edulis L. под действием различных 
концентраций дизтоплива 
 

Данные представлены в виде отклонений от контрольного 
значения. Содержание нефтепродуктов в мг/л: 1 – 1,88; 2 – 
8,41; 3 – 17,4; 4 – 38,80. * – отличие от контроля 
достоверно при p  0,05 

 
Рис. 2. Схема энзимограмм изоформ кислой 
ДНКазы в мягких тканях мидий M. edulis L. под 
действием различных концентраций дизтоплива 
  

Содержание нефтепродуктов в мг/л: 1 – 1,88; 2 – 8,41; 3 – 
17,4; 4 – 38,80; К – контроль 
 

У мидий, выдержанных при концентрации 
нефтепродуктов 1,9 мг/л, проявлялась одна 
дополнительная полоса активности с Rf 0,30, 
сравнимая по интенсивности гидролиза с ос=
новными формами фермента (Rf 0,16 и 0,24) в 
контроле. В то же время у моллюсков этой экс=
периментальной группы две наиболее актив=
ные изоформы (Rf 0,16 и 0,24) не разделялись 
при элекрофорезе, обнаруживаясь на энзимо=
граммах в виде одной широкой полосы актив=
ности с промежуточным значением Rf 0,2.  

В тканях мидий, помещенных в среду с со=
держанием нефтепродуктов 8,4 мг/л, отмечено 
две дополнительные формы с Rf 0,30 и 0,37, не 
обнаруживавшиеся на энзимограмме контро=
ля. Активность наиболее медленно мигрирую=
щей формы фермента с Rf 0,08 не проявлялась. 

При концентрации нефтепродуктов 17,4 мг/л 
на энзимограммах моллюсков наблюдалось 
лишь одно отличие от контрольной группы – от=
сутствие полосы активности в зоне Rf 0,08. 

У подопытных мидий, содержавшихся в ак=
вариуме с максимальным уровнем нагрузки 
38,8 мг/л, качественных изменений в спектре 
множественных форм ДНКазы в сравнении с 
контролем не происходило. 

 
Обсуждение 
 

Биологические эффекты нефти и различных 
ее производных могут проявляться на организ=
менном, клеточном и молекулярно=генетиче=
ском уровнях. В частности, у морских моллю=
сков под действием нефтепродуктов отмечено 
повышение содержания РНК [Дивавин, Ерохин, 
1978], повреждение ДНК [Taban et al., 2004], 
подавление протеолиза в цитозоле [Канцеро=
ва, Лысенко, 2010], изменение иммунного ста=
туса [Dyrynda et al., 2000; Ordas et al., 2007], 
структурные и функциональные изменения ли=
зосом и эндоплазматического ретикулума 
[Nott, Moore, 1987; Axiak et al., 1988; Moore et 
al., 2007]. Согласно результатам нашей рабо=
ты, эффект нефтепродуктов проявляется и на 
уровне лизосомальной ДНКазы. В эксперимен=
тальных условиях у моллюсков под влиянием 
эмульсии дизельного топлива наблюдались как 
количественные, так и качественные измене=
ния лизосомальной ДНКазы. 

Наибольшие изменения в активности и на=
боре изоформ тестируемого фермента проис=
ходили у моллюсков под действием наимень=
ших в условиях данного эксперимента концен=
траций нефтепродуктов – 1,9 и 8,4 мг/л, кото=
рые, однако, превышают ПДК (ПДК нефти и НП 
для морских вод составляет 0,05 мг/л). У ми=
дий из этих групп наблюдалась активация ли=
зосомальной ДНКазы, выражавшаяся в резком 
повышении активности и появлении новых 
форм фермента на энзимограммах. Макси=
мальная активация происходила в тканях ми=
дий, выдержанных в среде, содержащей неф=
тепродукты в концентрации 8,41 мг/л. 

Наблюдаемая у экспериментальных моллю=
сков активация лизосомальной дезоксирибо=
нуклеазы, по всей видимости, имеет адаптив=
ное значение. В ряде исследований показано, 
что мидии, будучи помещенными в среду с не=



135
 

большим содержанием нефтеуглеводородов, 
способны не только накапливать, но и до опре=
деленной степени метаболизировать некото=
рые компоненты нефти благодаря собствен=
ным детоксикационным системам или с уча=
стием микрофлоры [Проблемы химического 
загрязнения…, 1985]. Значение повышения 
нуклеазной активности при этом, вероятно, за=
ключается в перераспределении ресурсов 
клетки для обеспечения новых синтезов в соот=
ветствии с изменившимися условиями среды. 
Подтверждением высказанного предположе=
ния может служить тот факт, что у мидий при 
экспонировании с сырой нефтью значительно 
увеличивается содержание нуклеиновых ки=
слот в клетках [Дивавин, Ерохин, 1978; Pisoni et 
al., 2004]. Причем в большей степени стимули=
руется синтез РНК, нежели ДНК [Проблемы хи=
мического загрязнения…, 1985]. Однако сле=
дует заметить, что существуют данные, указы=
вающие на пониженную способность мидий 
Mytilus edulis метаболизировать нефтяные уг=
леводороды [Lee et al., 1972; Narbonne et al., 
1991], что несколько противоречит высказан=
ному выше предположению. Вполне вероятно, 
что большая часть поглощенных углеводоро=
дов выводится из организма мидий путем эк=
зоцитоза. 

Признаки становления у мидий неспецифи=
ческого адаптационного синдрома под действи=
ем нефтепродуктов в концентрациях 1,9–17,4 
мг/л отмечены также нашими коллегами по из=
менению показателей системы кальций=зависи=
мого протеолиза [Канцерова, Лысенко, 2010]. 

В отличие от эффекта «умеренных доз» неф=
тепродуктов, в тканях моллюсков, содержав=
шихся при более высоких концентрациях диз=
топлива в воде (17,4 и 38,8 мг/л), обнаружива=
ют незначительные отличия от контроля как в 
активности, так и в спектрах изоформ кислой 
ДНКазы. 

Как известно, основной адаптивной страте=
гией литоральных мидий является пережида=
ние неблагоприятного воздействия с макси=
мальной экономией энергетических и пласти=
ческих ресурсов организма за счет снижения 
общего уровня метаболизма. Невыраженная 
биохимическая и физиологическая акклимация 
при обитании в изменчивой среде может ком=
пенсироваться адаптивным поведением, на=
правленным на избегание или минимизацию 
воздействия фактора. У мидий такой поведен=
ческой реакцией является изоляция от окру=
жающей среды путем рефлекторного смыка=
ния створок раковины [Хлебович, 1981]. Кроме 
того, при высокой концентрации нефтепродук=
тов у мидий развивается гипоксия и переход на 

анаэробные пути обеспечения энергией [Голо=
вина, Бочко, 2005]. Данное положение под=
тверждают и полученные нами ранее результа=
ты, свидетельствующие о значительном повы=
шении активности ферментов углеводного об=
мена, в частности лизосомальных гликозидаз, 
в органах мидий при интоксикации нефтепро=
дуктами [Высоцкая и др., 2009]. 

Дозозависимый эффект действия нефте=
продуктов на биохимические показатели ми=
дий, помимо прочего, может быть обусловлен 
хорошо изученной неспецифической реакцией 
лизосомального аппарата на метаболический 
стресс. Она заключается в вариабельности ак=
тивности лизосомальных гидролаз и диффе=
ренциальном изменении стабильности мем=
бран лизосом в зависимости от химической 
структуры, дозы и продолжительности воздей=
ствия ксенобиотиков [Viarengo et al., 1981; 
Regoli, 1992; Marigómes, Baybay=Villacorta, 
2003; Moore et al., 2007; Высоцкая, Немова, 
2008]. Обсуждая причины высокой устойчиво=
сти мидий к воздействию нефтепродуктов в 
проведенных экспериментах, следует учиты=
вать еще одно обстоятельство. Из=за «всепро=
никающей» способности нефтяных углеводо=
родов очень трудно избавиться от их присутст=
вия в воде. Как показал специально проведен=
ный анализ, в контрольных аквариумах, куда 
дизельное топливо не вносили, всегда присут=
ствует некоторый фоновый уровень нефтяных 
углеводородов. Моллюски, используемые в 
эксперименте, могут адаптироваться к данно=
му виду воздействия. При повышении дозы 
действующего вещества (минимальные и 
средние концентрации) наблюдается адаптив=
ный всплеск в активности ферментов, измене=
ния их фракционного состава и другие преоб=
разования метаболизма. При дозах поллютан=
та, достигающих некоего порога (высокие кон=
центрации), мидии избирают другую страте=
гию биохимической адаптации: резкого сниже=
ния интенсивности метаболизма и поддержа=
ния жизнедеятельности за счет анаэробного 
обеспечения энергией. При этом геном активно 
не вовлекается в происходящие перестройки, о 
чем можно судить по незначительным отличиям 
от контроля как общей активности ДНКазы, так 
и ее изоформ при воздействии на мидий макси=
мальной дозы дизельного топлива. 

 
Заключение 
 

Проведенные исследования показали, что 
под влиянием различных концентраций ди=
зельного топлива в мягких тканях беломорских 
мидий происходили адаптивные перестройки 
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обмена веществ, которые проявлялись, в част=
ности, на уровне лизосомальной ДНКазы. Вы=
явленные изменения в активности и качествен=
ном составе молекулярных форм фермента 
свидетельствуют об участии лизосомальных 
нуклеаз в частичной биотрансформации пол=
лютанта, поддержании гомеостаза и обеспече=
нии процессов жизнедеятельности в токсичной 
среде. 

Изменение активности фермента и спектра 
его изоформ зависело от дозы испытуемого 
вещества, а также от специфики выполняемых 
органом функций. Самое большое адаптивное 
повышение общей активности ДНКазы под 
влиянием малых и умеренных доз нефтяных уг=
леводородов отмечено в мантии моллюсков. В 
краевой части мантии колебания уровня актив=
ности этой лизосомальной гидролазы были 
менее выраженными. При высоких концентра=
циях нефтепродуктов в среде обитания мидий 
нуклеазная активность и фракционный состав 
фермента в опыте и контроле отличались не=
значительно. Это позволяет сделать вывод о 
том, что при воздействии различных концен=
траций нефтепродуктов на мидий включаются 
разные стратегии биохимической адаптации, 
отличающиеся степенью вовлечения генома в 
реализацию компенсаторных перестроек ме=
таболизма.  

 

Работа выполнена при финансовой под=
держке программы Президента РФ для веду=
щих научных школ НШ=3731.2010.4 и НШ=
1642.2012.4, программ ОБН РАН «Биологиче=
ские ресурсы 2009–2011» и Президиума РАН 
«Биоразнообразие 2009–2011». 
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