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В жабрах приморского гребешка Mizuhopecten yessoensis в возрасте 1, 2, 3 лет определе-
ны биохимические параметры: активность супероксиддисмутазы, каталазы, глутатион-
редуктазы и содержание малонового диальдегида, а также изменения этих параметров 
после воздействия кадмием (300 мкг/л) в течение 4 сут. Выявлена зависимость между 
биологическим возрастом моллюсков и их устойчивостью к окислительному стрессу.
Ключевые слова: приморский гребешок Mizuhopecten yessoensis, возраст, окислитель-
ный стресс, кадмий.

ВВЕДЕНИЕ

Класс двустворчатых моллюсков до-
минирует по численности и биомассе в со-
ставе донных биоценозов и содержит око-
ло 20 тыс. видов. Эти животные являются 
важным звеном в трофических цепях мор-
ских экосистем и служат объектом промыс-
ла и разведения. Виды, имеющие широкое 
географическое распространение и ведущие 
прикрепленный образ жизни, повсеместно 
используются в различных программах кон-
троля загрязнения морской среды.

Для наиболее целенаправленного ис-
пользования биохимических и цитологических 
показателей (биомаркеров) в программах био-
мониторинга необходимо учитывать чувстви-
тельность к стрессу, вызванному абиотически-
ми и антропогенными факторами, у моллюсков 
в зависимости от индивидуального возраста 
(Viarengo et al., 1991; Hole et al., 1993, 1995). 
Кроме того, в связи с возможностью опреде-
ления биологического возраста двустворчатые 
моллюски были предложены в качестве мо-

делей исследования клеточных и молекуляр-
ных механизмов, лежащих в основе старения. 
Это связано с тем, что почти все они являются 
фильтраторами и при этом имеют разнообраз-
ные стили жизни, адаптации к специфическим 
условиям среды и, соответственно, должны 
иметь разные стратегии старения (Sukhotin et 
al., 2002; Abele et al., 2007, 2009).

Среди многочисленных теорий о ме-
ханизмах старения свободнорадикальная тео-
рия старения Хармана (Harman, 1956) зани-
мает ведущее место (Тодоров И., Тодоров Г., 
2003). Согласно этой теории, активные фор-
мы кислорода (АФК), как радикальной, так 
и нерадикальной природы, постоянно обра-
зуются во многих метаболических процессах 
аэробных организмов и ответственны за уве-
личение с возрастом окислительного повреж-
дения клеточных компонентов и связанное с 
этим снижение клеточных функций.

В то же время одним из общих меха-
низмов токсичности, вызванной действием 
различных поллютантов или неблагоприятных 
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абиотических факторов среды, является уси-
ление образования АФК (Valavanidis et al., 
2006). Все аэробные организмы обладают ан-
тиоксидантной защитной системой, способной 
предотвращать образование АФК, поглощать 
их или восстанавливать окисленные биомолеку-
лы. Поэтому необходима непрерывная регене-
рация антиоксидантной способности для под-
держания баланса между образованием АФК 
и антиоксидантной системой. Отсутствие (или 
сбой) этой непрерывности сопровождается 
накоплением окислительных повреждений и 
приводит к возникновению окислительного 
стресса, который является составным элемен-
том целого ряда патологических процессов и 
заболеваний (Зенков и др., 2009) и процессов 
старения (Тодоров И., Тодоров Г., 2003).

Ранее на беспозвоночных и позвоноч-
ных животных было показано, что с возрастом 
увеличивается уровень окисленных биомоле-
кул и при этом часто происходит снижение 
антиокислительного потенциала (Viarengo et 
al., 1991; Tian et al., 1998), что наблюдается и 
при действии тяжелых металлов на двуствор-
чатых моллюсков (Viarengo et al., 1990; Regoli 
et al., 1998; Company et al., 2004). Многие 
исследователи в качестве биомаркеров, ука-
зывающих на присутствие в среде различных 
поллютантов, предлагают учитывать показа-
тели окислительного стресса, такие как уров-
ни отдельных компонентов антиоксидантной 
защиты и окислительно-поврежденных био-
молекул (Livingstone et al., 2001; Довженко 
и др., 2005; Almeida et al., 2007; Belcheva et 
al., 2011; Lushchak, 2011) в тканях животных. 
Однако необходимо учитывать, что механиз-
мы и последствия стресс-реакции в организме 
могут зависеть не только от метаболических 
возможностей (особенностей) различных тка-
ней, но и от возраста особей.

Поэтому цель настоящей работы – 
исследование взаимосвязи между индиви-
дуальным (биологическим) возрастом и по-
казателями окислительного стресса в жабрах 
приморского гребешка Mizuhopecten yessoensis 
трех возрастных групп (1, 2, 3-летних осо-
бей). Для этого в жабрах моллюсков опреде-
ляли активность защитных антиоксидантных 

ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы 
и глутатионредуктазы) и уровень малонового 
диальдегида (МДА) – конечного продук-
та перекисного окисления липидов (ПОЛ), 
а также по изменениям значений этих пока-
зателей на модели токсического стресса (вы-
званного сублетальной концентрацией кадмия) 
исследовали возрастные особенности стресс-
индуцированных окислительных процессов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Особи приморского гребешка трех 
возрастных групп (1, 2 и 3 года) были со-
браны в сентябре в экологически чистой ак-
ватории бух. Северная зал. Петра Великого 
(Японское море). Моллюски были акклима-
тизированы в течение 3 сут. в стеклянных ак-
вариумах при постоянной аэрации. Экспери-
ментальным животным (8 особей на каждую 
возрастную группу) в течение 4 сут. в воду 
добавляли кадмий в концентрации 300 мкг/л 
(воду меняли ежедневно).

На 5-е сут. жабры приморского гре-
бешка препарировали на льду, замораживали 
в жидком азоте и хранили при температуре 
-80°С. Жабры от двух моллюсков объединя-
ли в одну пробу (по 4 пробы в каждой воз-
растной группе), после чего ткань гомогени-
зировали в охлажденном Трис-НСl-буфере 
(0,05 М, рН 8,0; t = 0–4°С), содержащем 
0,1 мМ фенилметилсульфонилфторида (ин-
гибитор протеаз).

Часть полученного гомогената ис-
пользовали для определения содержания 
белка (Markwell et al., 1978) и МДА (Buege, 
Aust, 1978). Остальную часть гомогенатов 
сначала центрифугировали в течение 20 мин 
при 7700 об/мин (5000 g), затем в течение 
40 мин при 10000 об/мин (10800 g) и тем-
пературе 4°С. В полученном супернатанте 
определяли содержание белка и активность 
антиоксидантных ферментов.

Активность супероксиддисмутазы 
(СОД) определяли по ингибированию ре-
акции окисления НАДН, вызванного супе-
роксидным радикалом (Paoletti et al., 1986). 
Активность каталазы (КАТ) определяли по 
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скорости распада перекиси водорода (Regoli, 
Principato, 1995). Активность глутатионре-
дуктазы (ГР) определяли по реакции вос-
становления окисленной формы глутатиона 
(Regoli, Principato, 1995). Измерения про-
водили на двухлучевом спектрофотометре 
UV-2550 (Shimadzu) с термостатированной 
ячейкой при 20°С.

Статистическая обработка получен-
ных результатов выполнена с использовани-
ем статистических средств приложения MS 
Office Excel. О достоверности изменений 
исследуемых параметров судили по разли-
чиям средних значений, используя критерий 
Стьюдента. В расчетах принят 5%-ный уро-
вень значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты исследования показали, 
что активность антиоксидантных ферментов 

у контрольной группы животных с возрастом 
моллюсков изменяется (рис. 1), однако тен-
денции этих изменений для разных фермен-
тов различны. Так, активность КАТ и ГР с 
возрастом увеличивается у 2- и 3-годовалых 
моллюсков по сравнению с годовалыми жи-
вотными, в то время как активность СОД у 
3-летних моллюсков значимо более низкая, 
чем у годовалых и 2-летних особей. Уровень 
МДА существенно не отличается у всех трех 
возрастных групп (рис. 1).

Действие сублетальной концентрации 
кадмия в течение 4  сут. вызывало специфи-
ческие изменения активности антиоксидант-
ных ферментов в каждой возрастной группе 
(рис. 2). У годовалых моллюсков наблюда-
лось увеличение активности антиоксидантных 
ферментов: так, возросла активность КАТ и 
ГР на 40 и 25% соответственно. У 2-летних 
моллюсков активность СОД была ингибиро-
вана на 50%, в то время как активность ГР 

Рис. 1. Активность антиоксидантных ферментов (по оси ординат, %) и содержание малоново-
го диальдегида (МДА) в норме у особей приморского гребешка разного возраста: ( ) – 1,5  г.,  
( ) – 2,5 г., ( ) – 3,5 г. СОД – супероксиддисмутаза, КАТ – каталаза, ГР – глутатионредук-
таза; * различия достоверны по сравнению с контролем (n = 4, р <0,05).
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возросла на 140%. У 3-летних моллюсков на-
блюдалось только снижение активности КАТ 
и ГР на 50 и 40% соответственно. Действие 
кадмия вызвало значимое усиление процессов 
ПОЛ в клетках жабр, однако у годовалых и 
2-годовалых моллюсков уровень МДА уве-
личился только на 40 и 15% соответственно, а 
у 3-годовалых животных произошло увеличе-
ние уровня МДА в четыре раза (рис. 2). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Важной задачей возрастной физио-
логии является изучение защитных систем 
организма в процессе индивидуального раз-
вития, что способствует пониманию механиз-
мов, приводящих впоследствии к его старе-
нию, и причин различной чувствительности 
к стрессовым воздействиям среди разново-
зрастных групп. Поэтому мы исследовали 
состояние ферментативной антиоксидантной 
защиты в жабрах приморского гребешка трех 
возрастных групп (1, 2 и 3-летние особи), 

а также влияние ионов кадмия на состояние 
этой защитной системы. 

Среди двустворчатых моллюсков при-
морский гребешок имеет среднюю продолжи-
тельность жизни и в природных популяциях 
зал. Петра Великого достигает возраста 16 
лет (Силина, 1978). Линейный рост гребеш-
ка наиболее интенсивен в первые 2–3 года 
(Приморский гребешок, 1986). В природных 
популяциях гребешок становится половозре-
лым на третьем году жизни (Касьянов и др., 
1980), а при искусственном культивировании 
может достигать половозрелости в возрасте 
двух лет (Mori, Osanai, 1976). 

Наши исследования показали, что у 
приморского гребешка при переходе от непо-
ловозрелой стадии (в возрасте одного года) к 
половозрелости наблюдается увеличение ан-
тиоксидантного потенциала в жабрах (актив-
ности КАТ и ГР), однако при этом происхо-
дит уменьшение активности СОД у 3-летних 
гребешков, что указывает на частичную по-
терю антиоксидантной способности.

Рис. 2. Активность антиоксидантной системы ферментов (по оси ординат, % от контроля) и со-
держания малонового диальдегида (МДА) у особей приморского гребешка различного возраста в 
ответ на действие кадмия. Обозначения см. на рис. 1.
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Исследования по изучению влияния 
возраста на активность антиоксидантных фер-
ментов у разных видов беспозвоночных по-
казывают противоречивые результаты. Ока-
залось, что влияние возраста специфично для 
вида организма, пола и типа исследуемой тка-
ни. Так, например, активность КАТ в мантии у 
двух видов гребешков – Aeguipecten opercularis 
(умеренный климат) и Adamussimum colbecki 
(Антарктика) – с возрастом снижалась, при 
этом у A. opercularis активность каталазы сни-
жалась в 5 раз быстрее, а вот активность СОД 
не зависела от возраста у обоих видов (Philipp 
et al., 2006). Снижение с возрастом активности 
КАТ на 34% наблюдалось в пищеварительной 
железе мидии Mytilus еdulis, в то же время 
активность СОД и ГР оставалась без изме-
нения (Viarengo et al., 1991). У головоногого 
моллюска каракатицы Sepia officinalis изме-
нение активности антиоксидантных ферментов 
(в мантии) также различалось: с возрастом у 
моллюсков происходило увеличение активно-
сти СОД и глутатионпероксидазы, снижение 
активности КАТ, в то время как активность ГР 
оставалась без изменения (Zielinski, Pörtner, 
2000). Снижение активности СОД и глутати-
онпероксидазы у зрелых особей по сравнению с 
ювенильными наблюдали в целом теле морской 
амфиподы Gammarus locusta, при этом актив-
ность КАТ с возрастом у нее не изменялась 
(Correia et al., 2003).

Как показали наши результаты, у 
приморского гребешка при достижении ста-
дии половозрелости (3 года), несмотря на 
снижение активности СОД, не наблюдается 
увеличения концентрации МДА. Отсутствие 
накопления продуктов ПОЛ у 3-летних осо-
бей указывает на то, что общий фермента-
тивный антиоксидантный потенциал ткани не 
изменился, по-видимому, за счет увеличения 
активности КАТ и ГР. И процессы ПОЛ 
у трехлетних гребешков не отличаются от 
одно- и двухлетних моллюсков.

Предполагается, что с возрастом ор-
ганизм становится более чувствительным к 
окислительному стрессу, так как способность 
антиоксидантной системы инактивировать 
АФК снижается. Так, было показано, что 

в экспериментальных условиях гипоксии и 
реоксигенации только у старых особей ми-
дии в пищеварительной железе наблюдалось 
значимое увеличение МДА (Viarengo et al., 
1989). Молодые мидии быстрее восстанав-
ливали целостность лизосом мантии, деста-
билизированную воздействием гипоксии, 
гипертермии и ионов меди, по сравнению со 
старыми особями (Hole et al., 1993, 1995).

Действие кадмия по-разному влияло 
на антиоксидантный статус жабр гребешка у 
разновозрастных моллюсков и соответственно 
на уровень процессов ПОЛ. Так, сублеталь-
ная концентрация кадмия (300 мкг/л) вызва-
ла активацию антиоксидантной ферментной 
защиты (КАТ и ГР) у годовалых гребешков, 
в то время как у 2-летних особей на фоне ак-
тивации активности ГР она привела к ингиби-
рованию активности СОД. У 3-летних особей 
действие кадмия вызвало ингибирование ан-
тиоксидантных ферментов КАТ и ГР. Акти-
вация антиоксидантной защиты у годовалых и 
2-летних гребешков позволила сдержать про-
цессы ПОЛ в клетках жабр по сравнению с 
половозрелыми особями, уровень МДА кото-
рых увеличился в четыре раза (рис. 2).

Различные аспекты токсичности кад-
мия неоднократно изучались на двустворча-
тых моллюсках зал. Петра Великого, в том 
числе и на приморском гребешке (Evtushenko 
et al., 1986; Chelomin, Belcheva, 1991; Корот-
ков и др., 1998) и двустворчатом моллюске 
Modiolus modiolus (Довженко и др., 2005). 
В этих работах использовали сублетальные 
концентрации кадмия от 100 до 500 мкг/л в 
течение 21–60  сут. Так, у приморского гре-
бешка при действии кадмия наблюдалось 
ингибирование щелочной и кислой фосфатаз 
и Mg2+-АТФазы (Evtushenko et al., 1986), 
ускорение дыхания и набухание митохондрий 
пищеварительной железы по сравнению с 
контролем (Коротков и др., 1998). Включе-
ние (14С)-ацетата в липиды мембран примор-
ского гребешка показало снижение скорости 
оборота жирных альдегидов, насыщенных и 
диеновых жирных кислот, но ускорило обо-
рот моноеновых жирных кислот (Chelomin, 
Belcheva, 1991). В пищеварительной железе 
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M. modiolus кадмий индуцировал окислитель-
ный стресс, выраженный в накоплении МДА, 
липофусциноподобных веществ и снижении 
антирадикальной активности (Довженко и 
др., 2005). Индукция окислительного стрес-
са кадмием показана и на других видах мол-
люсков (Giguere et al., 2003; Company et al., 
2004; Довженко и др., 2005).

В отличие от переходных металлов 
(например, меди и железа), повреждающее 
действие которых проявляется через реакцию 
Фентона, кадмий не способен к окислитель-
но-восстановительным реакциям и не может 
прямо вызывать образование таких разруши-
тельных радикалов, как •ОН, LO•, L•, LOO• 
(Ercal et al., 2001). Тем не менее на реснитча-
тых простейших Tetrahymena species и Colpoda 
steinii с помощью специфических флуорофо-
ров продукция супероксидного радикала кис-
лорода и пероксидов была индуцирована дей-
ствием не только меди, но и кадмия и цинка 
(Rico et al., 2009). Результаты нашего экспе-
римента также косвенно указывают на то, что 
действие кадмия усиливает внутриклеточное 
образование АФК, что приводит к развитию 
в тканях моллюсков окислительного стресса, 
который проявляется в накоплении продуктов 
окисления биомолекул и в изменении активно-
сти антиоксидантных ферментов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследований показали, 
что при половом созревании в жабрах при-
морского гребешка наблюдалось изменение 
состояния антиоксидантной защиты (актива-
ция КАТ и ГР, снижение активности СОД). 
Возможно, изменения в поглощении кисло-
рода, связанные с различными потребно-
стями в энергии на разных стадиях развития 
организма, приводят также к качественным 
и количественным изменениям в продукции 
радикалов. Возрастная модуляция уровней 
антиоксидантных ферментов, вероятно, соот-
ветствует продукции оксирадикалов, так как 
уровень МДА не зависит от возраста мол-
люсков. Установлено, что одним из механиз-
мов токсического действия кадмия является 

окислительный стресс, что подтверждается 
изменением активности антиоксидантных 
ферментов, увеличением окислительного по-
вреждения липидов биологических мембран 
у всех возрастных групп моллюсков.

Разная реакция неполовозрелых и по-
ловозрелых гребешков на действие кадмия яв-
ляется следствием реализации специфических 
программ развития на каждом из этапов он-
тогенеза организма. По-видимому, из-за кон-
куренции за метаболические ресурсы между 
системами воспроизведения и поддержания 
соматических тканей у 3-летних гребешков 
энергетические ресурсы в большей степе-
ни направлены на развитие репродуктивных 
органов, чем на поддержание общего роста 
и развития (Тодоров И., Тодоров Г., 2003). 
Так, если у 1- и 2-летних гребешков внешнее 
воздействие приводит к активации защитной 
системы, что позволяет им адаптироваться к 
влиянию того или иного фактора и поддержи-
вать хорошее физиологическое состояние, то 
у 3-летних особей такая адаптивная способ-
ность снижена, что связано с ингибированием 
активности антиоксидантных ферментов и по-
вышением уровня МДА в жабрах.

Наши исследования также показали, 
что при использовании показателей окисли-
тельного стресса в качестве биомаркеров из-
менения качества внешней среды необходимо 
учитывать биологический (индивидуальный) 
возраст животных, так как степень проявле-
ния окислительного стресса зависит от со-
четания внутренних (например, возраст) и 
внешних факторов.
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We have identified biochemical parameters: superoxide dismutase, catalase, glutathione 
reductase and the content of malondialdehyde in the gills of scallop Mizuhopecten yessoensis 
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