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The dynamics of total protein’s and hemocyanin’s content in the hemolymph, as well as the
activity of the antioxidant enzymes (peroxidase, catalase and glutathione S-transferase) in
pulmonate  mollusc  Lymnaea  stagnalis (Linnaeus,  1758)  under  the  impact  of  acute
temperature stress were evaluated.

It has been shown that the efect of acute thermal stress (30 °C) leads to activation of
physiological  mechanisms  of  stress  resistance  and  has  no  infuence  on  activity  of  the
antioxidant enzymes in investigated population of molluscs. 
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Возрастающее  загрязнение  водоемов

представляется  серьезной  экологической  и

социальной  проблемой.  Несмотря  на  ряд

проведенных мероприятий по очистке и сохранению

уникальных  природных  экосистем,  спектр

загрязнителей  различной  природы  постоянно

расширяется. Эффекты антропогенного воздействия

в  первую  очередь  проявляются  на  пресных

континентальных  водоемах,  так  как  именно

благодаря своей значимости в жизни человека, они

чаще попадают  в  сферу  промышленного  освоения

(Camargo & Alonso, 2006; Zuykov et al., 2013).

Повышение  температуры  водоемов,  как  в

результате  глобального  изменения  климата,  так  и

сброса  в  них  подогретых  вод  ГРЭС  и  АЭС

(«тепловое  загрязнение»),  отрицательно

сказывается  на  состоянии  их  биоты  и  приводит  к

снижению  видового  разнообразия  (Courrat  et  al.,

2009;  Kennish,  2002;  Vasconcelos  et  al.,  2007).

Значительные температурные колебания вызывают

нарушения в сложных системах биотических связей

в водных экосистемах и,  как следствие, приводят к

снижению их  стабильности  (Niinemets  et  al.,  2017).

Обитающие  в  данных  условиях  организмы

вынуждены приспосабливаться к воздействию таких

колебаний, что, по-видимому, ведет к повышению их

стресс-резистентности  на  биохимическом  и  на

популяционном уровне. 

Одним  из  распространенных  объектов

биомониторинга  для  изучения  последствий

антропогенного  и  температурного  загрязнения

водоемов  является  легочной  моллюск  Lymnaea

stagnalis (Linnaeus, 1758) (Gnatishina et al., 2011; Gust

et al., 2013; Khomich et al., 2017; Reategui-Zirena et al.,

2017).  Данный  вид,  широко  распространенный  по

всей  умеренной  зоне  Евразии,  способен

существовать  в  водоемах  с  высоким  уровнем

загрязнения  различной  природы  (Golubev  et  al.,

2005).  L.  stagnalis населяет  мелкие  стоячие  и

малопроточные водоемы с сильно различающимися

температурными,  гидрологическими  и  лимно-

логическими характеристиками.  Он является одним

из  немногих  беспозвоночных,  способных

существовать в водоемах-охладителях ГРЭС и АЭС

при температурах до 30–33 оС.

В связи с этим, целью настоящего исследования

являлась  оценка  влияния  острой  гипертермии  на

некоторые  физиологические  и  биохимические

стресс-реакции,  а именно – изменение содержания

общего белка и гемоцианина в гемолимфе, а также

оценка  активности  ферментов  антиоксидантной

системы  (пероксидазы,  каталазы  и  глутатион  S-

трансферазы) в мышечной ткани у L. stagnalis. 

MATERIALS AND METHODS

Для  исследования  использованы  половозрелые

особи  L. stagnalis (высота раковины в пределах 35

мм), отловленные в октябре 2017 года в заводи реки

Ангара  на  острове  Юность  в  черте  г.  Иркутска

(52,26775292º с. ш. и 104,28403115º в. д.). 

Отловленных  животных  перед  эксперимен-

тальной  экспозицией  акклимировали  в  лабора-

торных условиях в аэрируемых аквариумах объемом

4  л  по  10-15  особей  на  протяжении  10  суток.

Температура  воды  составляла  6,5  ºС  и

соответствовала  температуре  отлова.  Корм

задавали  с  избытком,  смену  воды  и  корма

производили  раз  в  3  суток.  Отсутствие  гибели  в

акклимационный  период  позволило  предположить,

что  содержание  в  лабораторных  условиях  не

являлось моллюсков стрессовым.

Перед  проведением  экспериментов  моллюсков

случайным  образом  разделяли  на  две  группы.

Первую  группу  (экспериментальная  экспозиция)

помещали  в  термостатируемые  аквариумы  при

температуре  воды  30  ºC,  где  их  экспонировали  в

течение 28 ч. Данная температура близка к верхнему

пределу  зоны  температурной  толерантности  для

пресноводных  моллюсков  (Khmeleva  et  al.,  1984;

Golubev,  1995)  и  при  ее  воздействии  L.  stagnalis

подвергаются  сильному  тепловому  стрессу,  хоть  и

способны существовать довольно продолжительное

время  в  природных  водоемах  при  30  оС  (Sidorov,

2003).   Через час после начала экспозиции, а затем

каждые 4 ч, то есть через 4, 8, 12,16 и так далее до

28 ч, у моллюсков отбирали гемолимфу и мышечную

ткань, которую тут же фиксировали в жидком азоте.
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Контрольных  особей  фиксировали  до  начала

проводимого эксперимента.

Оценку содержания общего белка и гемоцианина

в гемолимфе осуществляли по методике Никерсона

и  ван  Холде  (Nickerson  &  Van  Holde,  1971).

Активность  ферментов  антиоксидантной  системы

(пероксидазы, каталазы и глутатион S-трансферазы)

исследовали  с  применением  спектрофотомет-

рических  методов  (Habig  et  al.,  1974;  Aebi,  1984;

Drotar  et  al.,  1985)  с  модификациями  М.А.

Тимофеева  (2006,  2010).  Измерения  проводили на

спектрофотометре Cary 50 (Varian, США) при λ=280

нм  для  оценки  содержания  общего  белка  и  при

λ=335 нм для измерения концентрации дыхательного

пигмента  гемоцианина.  Активность  ферментов

антиоксидантной системы (пероксидазы, каталазы и

глутатион  S-трансферазы)  определяли  при  λ=340

нм, λ=240 нм и λ=436 нм соответственно. Для оценки

удельной  активности  ферментов  в  образцах

определяли  содержание  суммарного  белка  по

методу М. Бредфорд (Bradford, 1976). Все измерения

проведены в 3-х аналитических повторностях. 

Проверку  нормальности  распределения

проводили,  используя  критерий  Шапиро-Уилка

(P > 0,05), анализ достоверных различий проводили

по  методу  Манна-Уитни  (P  <  0,05)  с  применением

метода  Холма  для  множественных  сравнений,   в

пакете программ STATISTICA 8.0. 

RESULTS 

Содержание  общего  белка  в  контрольных

образцах  гемолимфы  составило  1,24±0,21  мг/мл.

Через  4  ч  экспериментального  воздействия

количество  белка  составляло  2,70±0,8  мг/мл  (P  =

0,007)  и  двукратно  превышало  значение  в

контрольной  группе.  В  ходе  последующей

экспозиции  содержание  белка  снижалось  до

контрольных величин (рис. 1).

При  оценке  содержания  гемоцианина

установлено,  что  экспозиция  в  условиях  острой

гипертермии  вела  к  полуторакратному  повышению

его концентрации от уровня в контрольных образцах

(P=0,018)  после  4  ч  экспозиции  (рис.  2).  Затем

содержание  гемоцинанина  возвращалось  к

контрольному  уровню.  При  достижении  28  ч

эксперимента  отмечали  пятикратное  снижение

содержания дыхательного пигмента (P = 0,035).

Среднее  значение  активности  пероксидазы,

глутатион  S-трансферазы  и  каталазы  у  L. stagnalis

составило 0,68±0,14 нКат/мг белка, 6,50±0,63 нКат/мг

белка  и  226,3±35,81  нКат/мг  белка  соответственно

(рис.  3).  Статистически  значимых  изменений

активности исследуемых ферментов при стрессовом

воздействии не наблюдали. 

Figure 1. Динамика содержания общего белка (в мг/мл) у L. stagnalis при острой гипертермии (30 ºС).
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Figure 2.  Динамика содержания гемоцианина (в % )у L. stagnalis при острой гипертермии (30 ºС).

Figure 3. Оценка активности ферментов АОС (в нКат/мг белка) у L. stagnalis, при острой гипертермии

(30 ºС) (А - пероксидаза; Б - глутатион S-трансфераза; В - каталаза).
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DISCUSSION

Как  следует  из  полученных  результатов,  в

условиях  острой  гипертермии  у  L.  stagnalis

происходит быстрое повышение содержания общего

белка  и  гемоцианина  в  гемолимфе  уже  через  4  ч

экспозиции  при  стрессовой  температуре.   Это

свидетельствует  об  активации  физиологических

реакций  стресс-адаптации  (Giomi  &  Portner,  2013). 

Установлено,  что общее содержание белка  сильно

коррелировало с содержанием гемоцианина (r=0,84

P<0,05).  Учитывая,  что  у  моллюсков  на  долю

гемоцианина  приходится  90-98%  от  всей  массы

белков в гемолимфе (Coates et al., 2012), повышение

содержания  общего  белка  косвенно  указывает  на

интенсификацию  физиологических  механизмов

направленных  на  преодоление  последствий

недостатка кислорода.

Выявленное  увеличение  концентрации

гемоцианина в начале экспозиции свидетельствует о

развитии  тканевой  гипоксии  и  повышенной

потребности  в  снабжении  тканей  кислородом  с

помощью  дыхательного  пигмента  гемоцианина.

Гемоцианин  является  важнейшим  белком

гемолимфы  лимнеид  и  представляет  собой

хромопротеин,  состоящий  из  глобина  и

медьсодержащей  простетической  группы  (Jürgen,

2013). Данный  белок  осуществляет  транспорт

кислорода,  однако  помимо  этого,  участвует  в

поддержании  гомеостаза,  транспорте  гормонов,

осморегуляции и выполняет защитную функцию для

других  белков  (Coates  &  Nairn,  2014;  Becker  et  al.,

2014; Paul & Pirow, 1998). 

Тканевая  гипоксия  часто  развивается  на  фоне

воздействия повышенной температуры (Conley et al.,

2007). Естественной физиологической реакцией для

моллюсков является усиление легочной аспирации с

целью восполнения недостатка кислорода, одного из

ключевых компонентов системы энергообеспечения

(Sidorov,  2005).  Снижение  концентрации

гемоцианина  после  28  ч  экспозиции,  указывает  на

замедление  метаболизма  исследуемого  вида  и

косвенно  свидетельствует  об  активации  менее

энергозатратных механизмов сохранения гомеостаза

(Hochachka, Somero, 2014).

Острая  гипертермия оказывает  прямое влияние

на  состояние  водных  организмов  и  приводит  к

развитию  оксидативного  стресса  (Lushchak,  2011;

Madeira  et  al.,  2013;  Vinagrea  et  al.,  2012).

Образующиеся  активные  формы  кислорода  и  их

производные  имеют  высокую  реакционную

способность и повреждают биологические молекулы

(Ray  et al.,  2012).  Одним из защитных механизмов,

способных  противостоять  таким  стрессовым

нагрузкам,  являются  ферменты  антиоксидантной

системы (Axenov-Gribanov et al., 2015; Verlecar et al.,

2007).  Однако  в  нашем  исследовании

предъявляемое  температурное  воздействие  не

приводило к изменению активности антиоксидантных

ферментов: пероксидазы, глутатион-S трансферазы

и  каталазы,  что  свидетельствует  о  достаточно

высокой  адаптивной  способности  исследуемой

популяции моллюсков. 

Раннее было показано,  что острая  гипертермия

приводит  к  изменению  активности  указанных

ферментов  у  популяций  L.  stagnalis,  обитающих  в

водоемах  с  более  стабильным  температурным

режимом  (Axenov-Gribanov  et  al.,  2016).  Вероятно,

отсутствие биохимических изменений у моллюсков в

нашем исследовании связано с  довольно  сильным

нагревом  воды  в  литоральной  зоне  водоема,  где

обитают  представители  вида  L.  stagnalis.  В  таких

водоемах температура воды в летний период может

прогреваться  до  25-30  oC,  что  значительно

превышает  верхний  предел  зоны  температурного

комфорта  у  L.  stagnalis (Foster  et  al.,  2015).  По-

видимому, обитание в этих условиях на протяжении

длительного  периода  времени  способствовало

усилению  существующих  механизмов

температурной адаптации. 

Таким образом, в ходе настоящего исследования

показано,  что  острая  гипертермия  приводит  к

активации  физиологических  механизмов  стресс-

резистентности  и  не  оказывает  влияние  на

активность  ферментов  антиоксидантной  системы у

исследуемой популяции моллюсков. 
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