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Abstract - The data confirming the ability of Baikalian endemic species Eulimnogammarus 
vittatus (Dyb.) and E. verrucosus (Dyb.) to activate anaerobic glycolysis under hypoxia are presented. 
The differences in the degree and the rate of lactic acid accumulation and remetabolisation in returning to 
aerobiosis are noted in the species concerned. On the example of E. vittatus the ability of Baikalian 
endemics to activate anaerobic lipolysis and process of anaerobic formation of succinate is shown 
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В исследовании представлены материалы, подтверждающие способность байкальских 
эндемичных видов амфипод Eulinmogammarus verrucosus (Dyb.) и E. vittatus (Dyb.)  активировать 
анаэробный гликолиз в условиях гипоксии. У представленных видов отмечены различия в 
степени, скорости накопления молочной кислоты и скорости ее реметаболизации при 
возвращении к аэробиозу. На примере E. vittatus показана способность байкальских энденимиков 
к активации и других анаэробных процессов – анаэробного липолиза и процесса анаэробного 
образования сукцината. 
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Вода озера Байкал насыщена кислородом, ее 
насыщение близко к 100% и не падает ниже 80% 
даже на глубине 1000 м в том числе зимой под 
льдом. Концентрация кислорода в байкальской 
воде меняется незначительно в ходе суточных и 
годовых циклов в поверхностных слоях воды 
содержание кислорода составляет в среднем 11,7 
– 11,9 мг/л, а на глубине 1400 м – 9,9 – 10,6 мг/л 
(Вотинцев, 1961; Галазий, 1987). 

Существует точка зрения, что стабильное и 
высокое насыщение байкальской воды 
кислородом способствовало формированию видов 
со слабо выраженными или редуцированными 
механизмами адаптации к гипоксии. Такое 
предположение базируется на мнении, что данные 
виды на протяжении своего эволюционного 
развития не сталкивались с необходимостью 
адаптироваться к низким концентрациям 
кислорода. Так в работах В.И. Колупаева (1984; 
1989), говорится об отсутствии у байкальских 
видов развитых адаптивных механизмов к 
пониженному содержанию кислорода и 
неспособности использовать анаэробное дыхание. 

Предполагается, что чувствительность 
байкальских эндемиков к недостатку кислорода, 
является важным фактором обуславливающих 
несмешиваемость байкальской и палеарктической 
фауны (Тимофеев, Кириченко, 2003). 

В ходе наших предварительных исследований 
было показано, что некоторые байкальские виды 
амфипод способны активировать анаэробные 

процессы. Так в исследовании, проведенном на 
оксичувствительном глубоководном байкальском 
виде Ommatogammarus flavus (Dyb.) была 
показана активация анаэробного гликолиза 
(Тимофеев и др., 2003). Позже была установлена 
способность к индукции анаэробного гликолиза у 
байкальского (E. cyaneus Dyb.) и 
палеарктического (Gammarus lacustris Sars.) 
видов амфипод, выявлены различия в степени 
активации анаэробных процессов у данных видов 
(Кириченко и др., 2004; Тимофеев и др., 2005). 

Целью данного исследования было 
установить особенности активации анаэробного 
гликолиза при гипоксии в воде а так же 
специфику метаболизации лактата при 
возвращении к нормоксии у двух эндемичных 
видов байкальских амфипод Eulimnigammarus 
vittatus и E. verrucosus. Дополнительно оценивали 
способность к активации других биохимических 
механизмов, кроме анаэробного гликолиза, 
подключающихся в условиях пониженного 
содержания кислорода. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования были выбраны 

литоральные байкальские виды амфипод 
Eulimnogammarus vittatus и Eulimnogammarus 
verrucosus. Виды широко распространенные по 
всему Байкалу (Базикалова, 1941; Тимофеев, 
2000). 

57 



Timofeyev et al 

JOURNAL OF STRESS PHYSIOLOGY & BIOCHEMISTRY Vol. 2 No. 1 2006 

Сбор амфипод проводили на урезе воды в 
районе пос. Большие Коты. Амфипод содержали 
в аэрируемых аквариумах, при температуре 6-8оС 
не менее 1-2 суток преаклимации. Во всех 
экспериментах использовали здоровых и активно 
плавающих амфипод. 

В ходе экспериментов амфипод содержали в 
воде с пониженным уровнем кислорода: 3–4 
мгО2/л (гипоксия). В качестве контрольной 
группы использовались рачки, содержащиеся в 
воде с концентрацией кислорода 10-11 мгО2/л в 
условиях постоянной аэрации (нормоксия). 
Длительность экспозиции составляла от 1 до 6 
часов. У амфипод оценивали уровни накопления 
продуктов анаэробного обмена – лактата, 
ацетона, ацетоуксусной кислоты и сукцината. 
После 6 ч. гипоксии амфипод помещали в воду с 
нормальным содержанием кислорода (10-11 
мгО2/л) и определяли уровень метаболизации 
лактата. Концентрацию молочной кислоты, 
ацетона, ацетоуксусной кислоты и сукцината 
определяли в очищенном от белков и липидов 
водном экстракте из недифференцированных 
тканей. Для этого зафиксированный материал 
сушили в течение 1 часа при 100оС, растирали в 
ступке, а порошок растворяли в 
дистиллированной воде. После 
центрифугирования в течение 15 мин. при 14000 
об/мин (Minispin, Eppendorf), отбирали 
супернатант, к которому добавляли равный 
объем хлороформа. Для анализа использовали 
водорастворимую фракцию. Определение 
ацетона, ацетоуксусной кислоты и сукцината 
проводили с использованием метода ядерно-
магнитного резонанса (ЯМР). Определение 
содержания лактата проводили энзиматическим 
спектрофотометрическим методом с помощью 
стандарт-набора. Принцип метода: под 
воздействием лактатоксидазы из лактата и 
кислорода образуется пировиноградная кислота и 
Н2О2, количественно равная присутствующему 
лактату, а затем в процессе взаимодействия 4-
аминоантипирина и п-хлорфенола с Н2О2 в 
присутствии пероксидазы  образуется 
окрашенный в красный цвет хинониминовый 
продукт, с максимумом поглощения в области 
505 нм. Концентрацию лактата находили по 
калибровочной кривой. Количественный расчет 
лактата проводили на мг. сухого веса. Анализ 
выполняли на спектрофотометре UNICO 1200. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  
На рисунках 1 и 2 представлены результаты 

спектрофотометрического определения уровня 
лактата у амфипод в условиях гипоксии и 
нормоксии. Как видно из представленных данных 
содержание амфипод обоих видов в условиях 
пониженного уровня кислорода вызывало 
увеличение концентрации молочной кислоты в 
тканях относительно контрольного уровня. 

Причем, достоверное увеличение содержания 
лактата в тканях амфипод наблюдалось уже 
после 1 часа содержания амфипод в условиях 
гипоксии. Затем, через 3 часа экспонирования, 
концентрация молочной кислоты продолжала 
расти и к 6-ти часам эксперимента достигла 
максимального значения. При помещении 
амфипод в условия нормальной аэрации 
наблюдается снижение уровня молочной 
кислоты. 

 
Рис. 1. Уровень лактата у E. vittatus в 

контроле, после экспозиции в условиях 
гипоксии и при возвращении в условия 
нормоксии после 6ти часовой гипоксии  

 
Стоит отметить, что определенный уровень 

лактата присутствует и в условиях контроля, при 
нормальном содержании кислорода. 

Контрольный уровень содержания молочной 
кислоты у исследованных видов отличается. 
Наибольшая концентрация характерна для E. 
verrucosus – 0,025 (±0,006) мкг/мг сух.в., для E. 
vittatus – 0,011 (±0,006) мкг/мг сух.в. 

 
Рис. 2. Уровень лактата у E. verrucosus в 

контроле, после экспозиции в условиях 
гипоксии и при возвращении в условия 
нормоксии после 6ти часовой гипоксии. 

 
На рисунке 3 представлены результаты ЯМР-

оценки накопления сукцината, ацетона и 
ацетоуксусной кислоты у амфипод, 
подверженных влиянию гипоксии. Как видно из 
представленных данных экспозиция в условиях 
пониженного содержания кислорода, ведет к 
последовательному повышению уровня данных 
веществ. Так, в контрольных условиях (Рис. 3. А) 
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концентрация янтарной кислоты составляет 
0,0044 мМ на 1 мг сух. веса, ацетон и 
ацетоуксусная кислота не детектируются. После 
1 часа экспозиции в условиях пониженной 
концентрации кислорода происходит увеличение 
содержания данных продуктов – ацетона до 
0,0066 мМ на мг сух.в., ацетоуксусной кислоты 
до 0,0078 мМ на мг сух.в., янтарной кислоты до 

0,0066 мМ на мг сух.в. После 3х часов 
экспозиции концентрация данных веществ 
возрастает до 0,0078, 0,0130 и 0,0270 мМ на мг 
сух.в. соответственно, концентрация достигает 
своих максимальных значений через 6 часов 
экспе-римента - 0,0097, 0,0133 и 0,0420 мМ на мг 
сух.в.

. 

 
 
Рис. 3. Содержание ацетона (Ац), ацетоуксусной кислоты (АуК) и янтарной кислоты (ЯК) в тканях 

E. vittatus в контроле и условиях гипоксии. А – контроль, В – 1 ч., С – 3 ч, D – 6 ч. в 
условиях гипоксии 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Из полученных нами данных можно сделать 
заключение, что в условиях гипоксии у амфипод 
видов E. vittatus и E. verrucosus происходит 
достоверное накопление лактата. 

При этом содержание амфипод обоих видов в 
условия гипоксии 1, 3 и 6 ч. приводит к 
неоднородному накоплению лактата у 
представителей разных видов. В целом скорость 
и степень его прироста выше у E. verrucosus. 

Скорость утилизации лактата, накопленного в 
ходе экспонирования в условиях гипоксии, также 
неодинакова для представленных видов. Для E. 
verrucosus характерна меньшая скорость 
метаболизации молочной кислоты по сравнению 
с E. vittatus. 

Известно, что лактат, являясь конечным 
продуктом анаэробного гликолиза у 
ракообразных, накапливается в условиях 
гипоксии и не выводится, а лишь 
реметаболизируется в гептопанкриасе (De 
Wachter et al., 1997; Hervant et al., 1999). 

Подключение анаэробного гликолиза 
характерно для поддержания энергопродукции в 
условиях дефицита кислорода для многих 
ракообразных (De Wachter et al., 1997; Hervant et 
al., 1999). 

Таким образом показано, что E. vittatus и E. 
verrucosus, как и ранее исследованные 
байкальские виды Ommatogammarus flavus, E. 
cyaneus и палеарктический Gammarus lacustris, 
при гипоксии способны активировать 
анаэробный гликолиз (Тимофеев и др., 2003; 
Кириченко, Тимофеев, 2004; Кириченко и др., 
2004). 

Накопление сукцината указывает на то, что 
кроме гликолиза и липолиза у E. vittatus в 
условиях гипоксии активируется процесс 
анаэробного образования сукцината. 

Из литературы известно, что использование 
дополнительных путей анаэробной продукции 
энергии связано с тем, что для поддержания 
синтеза АТФ в анаэробных условиях требуется 
гораздо больше глюкозы, чем в аэробных. При 
переходе на анаэробный распад углеводов - 
гликолиз, в результате следующего за ним 
дефицита глюкозы организм вынужден 
подключать процесс распада липидов – липолиз 
(Страйер, 1985; Уайт и др., 1981). В условиях 
пониженного содержания кислорода распад 
липидов происходит не полностью, а лишь до 
промежуточных продуктов – ацетил-КоА, из 
которого в данных условиях образуются 
кетоновые тела (ацетон, ацетоуксусная кислота и 
β-оксимаслянная кислота), накапливающиеся в 
тканях (Tsubokawa et al., 1998. Vannucci et al., 
2004). Следует отметить, что данный путь так же 
можно назвать вынужденным, поскольку 

образующиеся продукты сами по себе являются 
токсичными для клеток (Tsubokawa et al., 1998. 
Susan et al., 2004). 

Отмеченное накопление ацетона и 
ацетоуксусной кислоты говорит о том, что в 
условиях гипоксии у E. vittatus помимо 
анаэробного гликолиза подключается и липолиз, 
конечными продуктами которого и являются 
упомянутые метаболиты. 

Отмеченное накопление янтарной кислоты в 
условиях гипоксии у E.vittatus также 
свидетельствует о присутствии процесса 
анаэробного образования сукцината в 
дополнение к ранее перечисленным процессам. 
Накопление сукцината в условиях гипоксии 
характерно и для других видов водных 
организмов (Hervant et al. 1997). При гипоксии 
сукцинат образуется из НАД-зависимых 
субстратов и аминокислот (Маевский и др. 2000). 

Таким образом, полученные данные не 
позволяют говорить о принципиальных отличиях 
байкальских амфипод от большинства 
ракообразных. Эндемичные байкальские E. 
vittatus и E. verrucosus, как и многие 
небайкальские ракообразные, в условиях 
пониженной концентрации кислорода способны к 
активации как анаэробного гликолиза, так и 
других анаэробных процессов.  

Работа поддержана грантом РФФИ № 05-04-
97239-р_байкал. 
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