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Изучено влияние изменения температуры на содержание восстановленного глута�
тиона (GSH) и активность глутатион S�трансферазы (GST) в жабрах и гепатопан�
креасе сублиторальных мидий Mytilus edulis L. из Белого моря. В ходе экспери�
мента мидий подвергали воздействию повышенной температуры (+8 °С) в течение 
24 часов, с последующим возвратом в исходные лабораторные условия (0…+2 °С) 
в течение 72 часов. Показано, что как повышение, так и последующее понижение 
температуры влияет на содержание восстановленного глутатиона и активность 
глутатион S�трансферазы. При этом тренд изменений совпадает в жабрах и гепа�
топанкреасе моллюсков, тогда как уровень изученных показателей, а также сила 
и скорость ответной реакции тканеспецифичны. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: температурные адаптации, восстановленный глутатион, 
глутатион S�трансфераза, мидия обыкновенная. 

I. V. Sukhovskaya, E. V. Borvinskaya, I. N. Bakhmet, N. N. Nemova, 
L. P. Smirnov. THE LEVEL OF GLUTATHIONE AND THE ACTIVITY OF 
GLUTATHIONE S�TRANSFERASE IN MUSSELS MYTILUS EDULIS L. 
UNDER TEMPERATURE VARIATIONS 

The effect of temperature alterations on the content of reduced glutathione (GSH) and 
glutathione S�transferases (GST) activity in the gills and hepatopancreas of sublittoral 
mussels Mytilus edulis L. from the White Sea was studied. During the experiment the 
mussels were subjected to an increased temperature (+8 °C) for 24 hours with the 
following 72�hour recovery to the initial conditions (0…+2 °C). It is shown that both the 
increase, and the subsequent fall of the temperature altered the reduced glutathione 
content and the activity of glutathione S�transferase. The studied biomarkers in gills and 
digestive glands changed in a similar manner, whereas the level, force and time of the 
response were tissue�specific. 

K e y  w o r d s: temperature adaptation, glutathione, glutathione S�transferase, Mytilus edulis. 

 
Введение 

Все аэробные организмы являются субъек�
тами определенного уровня физиологического 

окислительного стресса, возникающего в ре�
зультате редокс�процессов в клетках. Резуль�
татом всех видов внешних воздействий, приво�
дящих к стрессу, в том числе и индуцированно�
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му температурными вариациями, является 
рост уровня свободных радикалов в клетках, 
включая активные формы кислорода (АФК). 
Кислород стимулирует развитие окислитель�
ного стресса, превышающего диапазон физио�
логических значений, и ответную реакцию 
системы антиоксидантной защиты, важными 
компонентами которой являются трипептид 
глутатион (GSH) и фермент фазы II биотранс�
формации ксенобиотиков – глутатион S�транс�
фераза (GST) [Hayes, Strange 1995; Lesser, 
2006]. Биологическая роль GSH заключается 
в следующем: указанное соединение непо�
средственно или как субстрат GST связывается 
с различными органическими радикалами и 
АФК, что приводит к их обезвреживанию и спо�
собствует их выведению из организма. Этим 
обусловлена важная роль данных компонентов 
метаболизма в формировании резистентности 
организма к самым различным химическим 
и физическим воздействиям, в том числе к из�
менению температурного режима [Meister, 
Anderson, 1983; Meister, 1994; Gonzalez, 1995].  

В процессе эволюции организмы освоили 
довольно широкий (в масштабах земных усло�
вий) термический диапазон, который достига�
ет 100°. Однако температурные границы вы�
живания у конкретного вида, в особенности 
у эктотермных животных, намного ýже и не 
превышают 20–30 °C [Hochachka, Somero, 
2002; Смирнов, Богдан, 2007]. Поэтому среди 
множества приспособительных свойств, при�
сущих живым системам, главным, несомнен�
но, является способность адаптироваться 
к изменениям термического режима – к кри�
тическому фактору выживания всех эктотерм�
ных организмов. Для водных пойкилотермов 
быстрое изменение температуры воды явля�
ется серьезной нагрузкой на их физиологиче�
ское состояние. Если постепенное изменение 
температуры может быть компенсировано на 
физиологическом и биохимическом уровне, 
то быстрое изменение нарушает гомеостаз 
и вызывает стресс [Kaur et al., 2011].  

Некоторые эктотермы, например мидии 
(Mytilus edulis L.) из популяций, сосредоточен�
ных в приливно�отливной зоне Белого моря 
(животным свойствен малоподвижный образ 
жизни, что делает их удобными модельными 
объектами для разного рода  исследований), 
адаптированы к постоянным и достаточно 
серьезным колебаниям термического режима, 
которые могут достигать 35 °С в течение корот�
кого промежутка времени. Моллюски сублито�
ральных популяций обитают в условиях отно�
сительно стабильной температуры и поэтому 
имеют более узкий диапазон термотолерант�

ности [Anestis et al., 2008]. Возникает вопрос: 
смогут ли мидии сублиторальных популяций 
выжить, если их перенести в условия темпера�
турного шока, и какие биохимические механиз�
мы могут быть задействованы у них при реали�
зации ответных реакций.  

 В задачу настоящего исследования входи�
ло изучение влияния теплового шока на содер�
жание восстановленного глутатиона (GSH) 
и активность глутатион�S�трансферазы (GST) 
в тканях сублиторальных мидий Mytilus edulis L. 
Белого моря.  

Материалы и методы 

Объект исследования 
Сбор мидий проводили с обрастаний искус�

ственных субстратов экспериментальной ма�
рикультуры в бухте Круглая (губа Чупа Канда�
лакшского залива, на базе Беломорской био�
логической станции «Картеш» ЗИН РАН) с глу�
бины 1,5–2,0 м в марте 2013 г. Перед началом 
эксперимента животных в течение семи суток 
акклимировали в аквариумах с аэрируемой во�
дой при постоянной температуре (0…+2 °С) и 
смене воды  с соленостью 25 ‰ (контрольная 
точка), что считается достаточным для форми�
рования физиологического гомеостаза [Бах�
мет, 2009]. В ходе 96�часового эксперимента 
по влиянию последовательно сменяющих друг 
друга видов термошока и являющегося частич�
ной имитацией температурного воздействия 
на мидий, обитающих на литорали, моллюсков 
сначала подвергли воздействию повышенной 
температуры (+8 °С) в течение 24 часов (тепло�
вой шок). Через сутки животные были возвра�
щены в исходные условия (0…+2 °С) (холодо�
вой шок). Отбор проб проводили через 1 и 24 
часа после воздействия теплового шока, затем 
через 1, 24 и 72 часа после холодового шока. 

 
Приготовление образца ткани   
Исследовали жабры и гепатопанкреас ми�

дий. Образцы тканей замораживали в жидком 
азоте, хранили при –80 °С до использования. 
Навеску ткани 0,1–0,2 г гомогенизировали 
в гомогенизаторе Поттера�Эльвейэма с 1–2 мл 
0,05 М трис�HCl буфера и 5мМ этилендиамин�
тетрауксусной кислоты (ЭДТА) (рН 7,4). Цен�
трифугировали при 105 000 g в течение 1 ч при 
4 °С на центрифуге Beckman Coulter 80L. 

 
Определение концентрации 
растворимого белка в ткани  
Полученный после центрифугирования гомо�

генат разбавляли в 100 раз и измеряли в образ�
це концентрацию белка методом прямого спек�
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трометрического определения по величине по�
глощения раствора гомогената при 205 нм 
[Noble, Bailey, 2009; Суховская и др., 2010]. 

  
Определение концентрации GSH 
 Растворимые белки гомогената осаждали с 

помощью 5%�й трихлоруксусной кислоты 
(ТХУ). Образовавшийся осадок отделяли цен�
трифугированием при 2500 g в течение 15 мин. 
Концентрацию восстановленного глутатиона в 
полученном супернатанте определяли, исполь�
зуя модифицированные методики Сohn, Lyle 
[1966] и Hissin, Hilf [1976]. 

Полученный супернатант нейтрализовали 
до рН 8,5, добавляли 0,4 М трис�НСl буфер 
(рН 8,5), содержащий  5мМ ЭДТА, и вносили 
0,01%�й раствор орто�фталевого альдегида 
(ОРТ) (Sigma�Aldrich, Австрия)  на метаноле, 
приготовленный непосредственно перед ис�
пользованием. После перемешивания инкуби�
ровали при комнатной температуре в течение 
15 мин и проводили измерения на спектро� 
флуориметре СМ 2203 (Беларусь) при Em – 
420 нм, Ex – 350 нм.  

Концентрацию глутатиона определяли с по�
мощью калибровочного графика, построенного 
по результатам измерений серии растворов 
GSН (Sigma�Aldrich) с концентрацией от 0,5 до 
20 мкг/мл на 0,4 М трис�НСl буфере (рН 8,5) 
5мМ ЭДТА. Для нивелировки различий с усло�
виями эксперимента в калибровочные раство�
ры добавляли ТХУ и щелочь.  

Относительную концентрацию глутатиона 
выражали в мкг GSH на мг белка в ткани.  

 
Определение активности GST 
Активность GST определяли по скорости свя�

зывания восстановленного глутатиона с суб�
стратом 1�хлор�2,4�динитробензолом (CDNB) 
[Habig et al., 1974].  В кварцевую кювету (длина 
оптического пути 1 см) вносили 0,9 мл реакци�
онной смеси, содержавшей 1 мМ CDNB и 1 мМ 
GSH в 0,125 М фосфатном буфере (рН 6,5). Ре�
акцию начинали добавлением 0,1 мл раствора 
гомогената и в непрерывном режиме фиксиро�
вали нарастание оптической плотности раство�
ра в течение пяти минут при 20 °С при постоян�
ном перемешивании на спектрофлуориметре 
СМ 2203 (Белоруссия). Относительную актив�
ность фермента в тканях рыб выражали в еди�
ницах активности фермента в пересчете на мг 
белка в ткани (ед. акт./мг белка), где 1 единица 
активности равна количеству nМ продукта реак�
ции, образовавшихся за минуту. 

Математический анализ полученных резуль�
татов производили с помощью непараметриче�
ских критериев: Манна–Уитни и рангового ко�

эффициента корреляции Спирмена. Порог до�
верительной вероятности при оценке досто�
верности различий принят равным 0,95.  

Результаты и обсуждение 

Проведенные исследования показали, что в 
жабрах акклимированных моллюсков (началь�
ная точка отсчета) содержалось  в 14 раз боль�
ше GSH, чем в гепатопанкреасе (рис. 1). Эта 
разница в процессе эксперимента возрастала 
до 100�кратной величины. Данный факт можно 
объяснить тем, что в жабрах, как органе, непо�
средственно связанном с дыханием и наибо�
лее чувствительном к воздействиям разного 
рода [Ivanina et al., 2008; Trevisan et al., 2012; 
McCarthy et al., 2013], выше, чем в гепатопан�
креасе уровень окислительного стресса и, со�
ответственно, интенсивность образования 
АФК, для нейтрализации которых требуются 
значительные концентрации GSH. 

Аналогичная закономерность показана и 
для активности GST, которая в жабрах в 6 раз 
превышала таковую в гепатопанкреасе, а мак�
симальные различия, выявленные в ходе экс�
перимента, достигали 16�кратных значений 
(рис. 2). Такое распределение активности фер�
мента по органам у этого вида мидий, а также 
у черноморской мидии (M. galoprovincialis) по�
казано и другими исследователями [Sheehan, 
Power, 1999; Bebianno et al., 2007]. Стоит отме�
тить, что для подавляющего большинства ви�
дов животных максимальное содержание глу�
татион S�трансфераз обнаруживается в тканях, 
выполняющих функцию печени как основного 
органа биотрансформации ксенобиотиков. Ве�
роятно, у фильтрующих организмов, таких как 
двустворчатые моллюски, жабры, кроме дыха�
тельных функций, играют также, наряду с гепа�
топанкреасом, существенную роль в защите 
животного от повреждающего действия разно�
образных стресс�факторов. 

Через 1 час после начала воздействия тепло�
вого шока уровень GSH в жабрах возрос почти 
в два раза, что может являться компенсаторной 
реакцией на рост уровня АФК в результате 
стресса, вызванного резким изменением темпе�
ратуры воды (см. рис. 1). Через 24 часа у мидий 
начался процесс акклимации к новой температу�
ре, уровень окислительного стресса соответст�
венно снизился, поэтому содержание GSH в жаб�
рах вернулось к контрольным значениям.  

Через час после возвращения животных 
к исходной температуре (0 °C), то есть когда 
мидий фактически ввели в состояние холодо�
вого шока, уровень GSH несколько снизился, 
а через 24 часа его содержание увеличилось 
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в 4 раза относительно контрольных значений. 
Через 72 часа концентрация GSH вернулась 
к контрольным значениям.  

В гепатопанкреасе в течение первых 25 ча�
сов эксперимента (см. рис. 1) наблюдалось не�

значительное снижение концентрации GSH, 
вне зависимости от типа термошока, через 
48 часов она увеличилась в 2 раза по сравне�
нию с контролем и продолжала расти, достиг�
нув максимальных значений на третьи сутки. 

 

 
 

 
 

Рис. 2. Активность GST в жабрах и гепатопанкреасе мидий при термошоке 

* – различия статистически значимы по сравнению с контрольной точкой (р ≤ 0,05) 

 
 

 
 

Рис. 1. Изменение уровня GSH в жабрах и гепатопанкреасе мидий при термошоке 

  0 °С  контроль     8 °С, 1 час       8 °С, 24 часа        0 °С, 1 час      0 °С, 24 часа      0 °С, 72 часа 
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  0 °С  контроль     8 °С, 1 час       8 °С, 24 часа    0 °С, 1 час    0 °С, 24 часа     0 °С, 72 часа 

  0 °С  контроль     8 °С, 1 час       8 °С, 24 часа        0 °С, 1 час      0 °С, 24 часа      0 °С, 72 часа 
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Активность GST в жабрах мидий (см. рис. 2) 
через час после начала теплового воздействия 
уменьшилась по сравнению с контролем, сни�
жение продолжилось и через 24 часа. После 
стимуляции у моллюсков холодового шока па�
дение активности фермента прекратилось, но 
через час  активность GST снова начала сни�
жаться и достигла минимальных значений к 
концу эксперимента. 

В гепатопанкреасе общий тренд изменений 
активности был сходен с таковым в жабрах, 
тем не менее имелись некоторые отличия. Так, 
уровень активности фермента при тепловом 
шоке через час несколько снизился, а через 
сутки вернулся на исходный уровень. После 
возвращения мидий в условия исходного тем�
пературного режима началось падение актив�
ности фермента, которое продолжилось до 
конца эксперимента, но было менее выражен�
ным, чем в жабрах.  

При анализе полученных результатов необхо�
димо иметь в виду, что для этого модельного 
эксперимента были использованы моллюски из 
сублиторальных популяций, адаптированные к 
среде с достаточно стабильным температурным 
режимом, то есть, по существу, – это стенотерм�
ные организмы с узким диапазоном термотоле�
рантности. У таких мидий резкое изменение ус�
ловий обитания на 6–8 °С должно вызывать бо�
лее сильный стресс по сравнению эвритермны�
ми особями из литоральных популяций.  

Глутатион и глутатион S�трансфераза являют�
ся составной частью системы антиоксидантной 
защиты и биотрансформации ксенобиотиков, 
тем не менее их метаболические пути пересека�
ются в основном при детоксикации ферментом, 
использующим GSH как субстрат, нуклеофильных 
многоатомных соединений в фазе II, например, 
высоко цитотоксичного 4�гидрокси�2�ноненаля, 
продукта перекисного окисления липидов. Глута�
тион, как самостоятельная единица клеточной 
защиты, непосредственно участвует в перехвате 
разнообразных активных радикалов, в том числе 
АФК, поэтому тренд изменений исследованных 
показателей, несмотря на некоторые общие чер�
ты, имеет различия. 

Показано, что у разных организмов реакция 
на температурный стресс на уровне количест�
венных изменений GSH может различаться. Так, 
при холодовом стрессе концентрация GSH в бак�
териях E. сoli снижается [Smirnova et al., 2001], а у 
крыс, эндотермных животных, напротив, растет 
[Dede et al., 2002; Yuksel et al., 2008]. При физиче�
ской нагрузке в различных температурных режи�
мах (+5 и +21 °С) у спортсменов, работающих в 
более холодных условиях, отмечено увеличение 
уровня GSH в эритроцитах [Hong et al., 2008]. Из�

вестно также, что GSH принимает участие в реак�
циях устойчивости растений к холодовому стрес�
су [Ohno и др., 1991; Kocsy et al., 2001]. Пред�
ставляется вероятным, что вариабельность уров�
ня глутатиона в тканях при колебаниях темпера�
туры окружающей среды может быть связана 
с изменением интенсивности окислительно�вос�
становительных процессов и, соответственно, 
с количеством АФК.  

У исследованных мидий концентрация глута�
тиона в жабрах выше, чем в гепатопанкреасе, и 
по этому показателю ответная реакция на тер�
мошок была выражена сильнее. Интересно от�
метить, что как при тепловом, так и при холодо�
вом воздействии уровень глутатиона в жабрах 
сначала возрастал, а потом возвращался к ис�
ходному значению в течение 24 и 48 часов соот�
ветственно. По�видимому, у мидий и, вероятно, 
у других двустворчатых моллюсков жаберный 
аппарат выполняет роль авангардного барьер�
ного органа, осуществляющего активную био�
химическую защиту в условиях активации окис�
лительного стресса при воздействиях разного 
рода, и, следовательно, эволюционно приспо�
соблен к более быстрой адаптации к изменив�
шимся условиям среды обитания по сравнению 
с гепатопанкреасом. Тем не менее в условиях 
проведенного эксперимента более продолжи�
тельное разворачивание во времени ответной 
реакции в гепатопанкреасе стоит рассматри�
вать как положительный и необходимый момент 
для организма, поскольку в этом органе проис�
ходит обезвреживание АФК, поступающих и из 
других органов, в том числе жабр.  

Следует отметить, что все эти рассуждения 
касаются только изменений концентрации глу�
татиона, проявление активности GST имеет не�
сколько иной характер. Воздействие на мидий 
последовательной резкой смены температуры 
привело к непрерывному снижению активности 
фермента в тканях, которое к концу экспери�
мента было в 2,5 (гепатопанкреас) – 6,6 (жаб�
ры) раза ниже, чем в контроле. Следствием 
термошока, по нашему мнению, могут быть на�
рушения в функционировании системы био�
трансформации (фаза II), что может привести к 
развитию серьезных патологий в тканях и даже 
к гибели особи в результате накопления токси�
ческих продуктов, обычно нейтрализуемых GST 
при участии глутатиона [Fitzpatrick et al., 1995], 
из�за низкой активности этого фермента.  Глу�
татион S�трансферазы косвенно участвуют в 
ликвидации последствий термошока и связан�
ного с ним окислительного стресса через де�
токсикацию  соединений, возникших в резуль�
тате реакции с АФК, и не принимают прямого 
участия в адаптации беспозвоночных гидро�
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бионтов к изменению температуры окружаю�
щей среды, как показано на черноморской ми�
дии Mytilus galloprovincialis [Roméo et al., 2003; 
Bebianno et al., 2007] и некоторых видах рачков 
[Menezes et al., 2006]. Кроме того, у мидий об�
наружена сезонная вариабельность активности 
этого фермента, ведущий вклад в которую вно�
сит доступность пищи и насыщение воды ки�
слородом, а не температура среды [Power, 
Sheehan, 1996; Sheehan, Power, 1999; Filho 
et al., 2001; Leinio, Lehtonen, 2005].   

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что резкая смена температуры вызывает 
у мидий определенные изменения в антиокси�
дантной системе на уровне GSH и GST. Количе�
ственные характеристики и вариабельность 
показателей имеют тканеспецифичную основу. 
Уровень GSH увеличивался, указывая на адап�
тивный характер изменений, тогда как актив�
ность GST постепенно снижалась в обоих орга�
нах, что, на наш взгляд, отражает патологиче�
ское действие резкой смены температуры на 
систему биотрансформации, которая теряет 
способность к адекватной детоксикации эндо�
генных перекисей, продуктов реакции соеди�
нений с АФК.  Очевидно, что для сублитораль�
ных мидий, обитающих в среде с достаточно 
стабильным термическим режимом водной 
среды, колебание температуры в рамках про�
веденного эксперимента, без сомнения, выхо�
дит за границы термотолерантности и является 
очень сильным стрессом, который может при�
вести животных к гибели, причем вероятность 
этого события весьма высока. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
Президента РФ НШ–1410.2014.4, Программы 
фундаментальных исследований Президиума 
РАН на 2012–2014 гг. «Живая природа», проек�
та ФЦП «Научные и научно�педагогические 
кадры инновационной России на 2009–2013 гг. 
(согл. № 8050). 
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