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Аннотация. Практически все компоненты нефти в большей или меньшей степени являются 
токсичными и оказывают отравляющее действие на водные организмы, а некоторые группы 
нефтяных углеводородов (НУ) могут аккумулироваться в органах и тканях и передаваться по 
пищевым цепям. В зависимости от продолжительности и масштаба загрязнения НУ может 
наблюдаться широкий диапазон ответных реакций – от физиолого-биохимических, 
морфологических и поведенческих аномалий на уровне организмов до структурных и 
функциональных перестроек в популяциях и сообществах. Изучение биохимического отклика в 
тканях двустворчатых моллюсков, обитающих в условиях повышенных концентраций НУ в 
эксперименте, необходимо для понимания механизмов реорганизации метаболизма и адаптивных 
реакций, возникающих в организме гидробионтов при воздействии токсикантов. В работе 
представлены результаты исследования влияния нефтяных углеводородов на показатели 
прооксидантно-антиоксидантной системы (активность супероксиддимутазы, каталазы, уровень 
перекисного окисления липидов и окислительной модификации белков), активность 
амнотрансфераз - аланинаминотрансферазы и аспартатаминотрансферазы гепатопанкреаса 
черноморской мидии Mytilus galloprovincialis в условиях острого токсикологического 
эксперимента. Результаты эксперимента позволили установить, что НУ при концентрациях 0,5 мг/л 
(10 ПДК) и 1 мг/л (20 ПДК) не оказывают влияние на активность аминотрансфераз, однако 
стимулируют развитие окислительного стресса путем смещения проокисдантно-антиоксидантного 
равновесия в сторону интенсификации процессов перекисного окисления липидов и окислительной 
модификации белков; при концентрации 1 мг/л углеводороды нефти вызывают активацию 
супероксиддимутазы и ингибирование активности каталазы. Показатели прооксидантно-
антиоксидантной системы демонстрируют высокую чувствительность к НУ и могут использоваться 
наряду с другими рекомендованными параметрами для оценки функционального состояния 
моллюсков в условиях нефтяного загрязнения среды обитания. 
Ключевые слова: нефтяные углеводороды, мидия Mytilus galloprovincialis, гепатопанкерас, 
прооксидантно-антиоксидантная система, аминотрансферазы. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
К числу приоритетных загрязняющих веществ по критериям экологической опасности в воде и донных 

отложениях прибрежных акваторий Черного моря относятся нефтепродукты, хлорорганические соединения, 
тяжелые металлы, в значительно меньшей степени – синтетические поверхностно-активные соединения, фенолы 
и другие вещества [1-3]. Нефть поступает в окружающую среду при ее добыче, транспортировке, аварийных 
разливах, а также в результате естественных просачиваний из нефтеносных пластов. Загрязнение нефтяными 
углеводородами (НУ) водоемов в настоящее время представляет собой серьезную экологическую проблему. 
Период сохранения нефти в водной среде варьирует от нескольких дней до 10 лет и более [4,5]. Повсеместное 
распространение в водных объектах НУ, их активное участие в протекающих физико-химических и 
биохимических процессах, взаимодействие с водными организмами обуславливает важную роль наблюдений за 
содержанием нефтяных компонентов при оценке состояния водных экосистем. В связи с этим нефть и 
нефтепродукты включены в перечень загрязнителей, подлежащих систематическому наблюдению и контролю в 
рамках национальных и международных программ по защите окружающей среды [3,6]. Практически все 
компоненты нефти в большей или меньшей степени являются токсичными и оказывают отравляющее действие 
на водные организмы, а некоторые группы НУ могут аккумулироваться в органах и тканях и передаваться по 
пищевым цепям [4,5,7]. Степень интоксикации водных животных и растений углеводородами нефти зависит от 
концентрации и продолжительности воздействия вещества, температуры среды, освещенности, а также пола, 
возраста и размера организмов [3].  

В зависимости от продолжительности и масштаба загрязнения НУ может наблюдаться широкий диапазон 
ответных реакций – от физиолого-биохимических, морфологических и поведенческих аномалий на уровне 
организмов до структурных и функциональных перестроек в популяциях и сообществах. Установлены видовые 
особенности реагирования организмов на присутствие нефти в водной среде. Показано, что большинство видов 
морской фауны проявляют повышенную чувствительность к действию нефти на ранних стадиях (эмбриональных 
и постэмбриональных) развития [5,8,9]. Особый интерес представляет изучение влияния НУ на организм на 
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субклеточном уровне с использованием молекулярных (биохимических) маркеров, изменение которых при 
воздействии токсикантов может быть связано с неблагоприятными последствиями для организмов в будущем. 
Изменения биохимических показателей отражают состояние обмена веществ и зачастую свидетельствуют о 
развитии компенсаторного ответа организма на воздействие загрязнителей, позволяют выявить механизмы 
влияния токсикантов на конкретные звенья метаболизма, определить основную стратегию и особенности 
структурно-функциональных изменений в организме при адаптации к присутствию загрязнителей [2,5,10-12]. 

Следует отметить, что подавляющее большинство исследований направлено на тестирование токсичности 
индивидуальных компонентов нефти, тогда как в естественных условиях, как правило, организмы подвергаются 
воздействию многокомпонентных смесей, к которым относятся сырая нефть, различные виды легкого и тяжелого 
топлива. Поэтому особенно важно изучать биологические эффекты смесей НУ, что позволит экстраполировать 
данные, полученные в эксперименте, на естественные условия обитания гидробионтов [10,13,14]. 

При оценке токсического действия загрязнителей на организм гидробионтов наиболее часто используют 
двустворчатых моллюсков рода Mytilus. По показателю выживаемости представители рода Mytilus обладают 
высокой токсикорезистентностью ко многим типам загрязнения. Наряду с этим, пороговая чувствительность по 
некоторым показателям физиологической активности этих моллюсков находится на уровне ПДК вещества для 
водных объектов рыбохозяйственного значения. Широкая распространенность и низкая смертность при 
изменении абиотических факторов позволяют легко добывать экспериментальный материал и содержать в 
лабораторных условиях. В то же время повышенная чувствительность физиологических функций к действию 
токсикантов дает возможность с большой точностью определять пригодность водной среды для 
жизнедеятельности моллюсков [10,12-15].  

На основании вышеизложенного цель работы заключалась в исследовании влияния нефтяных 
углеводородов на некоторые биохимические параметры гепатопанкреаса черноморской мидии Mytilus 
galloprovincialis в условиях острого токсикологического эксперимента. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

 
Моллюсков собирали в межнерестовый период в июле 2020 г. с коллекторов мидийно-устричной фермы в 

акватории бух. Карантинная (г. Севастополь). Размер моллюсков варьировал от 50 до 60 мм. Мидий очищали от 
обрастаний и акклимировали к лабораторным условиям в течение 7 дней в аквариумах с очищенной водой, 
постоянной аэрацией при температуре 20 - 22°C. Животных содержали в аквариумах из расчета 5 л на одну особь. 
Ежедневно до эксперимента осуществлялась частичная смена воды. Кормление мидий не производилось, чтобы 
избежать специфического действия пищи [10]. В аквариумы объемом 40 л добавили дизельное топливо (ДТ) 
«Летнее», используемое для морского транспорта в прибрежных акваториях г. Севастополя. Воздействующая на 
мидий концентрация ДТ в воде аквариумов составила 0,5 мг/л (10 ПДК) и 1 мг/л (20 ПДК). Выбор концентраций 
ДТ был обусловлен тем, что в летний период в некоторых районах севастопольской акватории содержание НУ в 
воде достигает 0,5 мг/л (10 ПДК) и выше [1]. Продолжительность эксперимента составила 5 суток. Отбор 
экспериментальных животных осуществлялся на 3-е и 5-е сутки.  

По окончании опыта проводили биологический анализ моллюсков. Из контрольной и экспериментальных 
групп отбирали по 15 экземпляров. Для биохимических исследований использовали гепатопанкреас. Образцы 
тканей несколько раз промывали холодным 0,85% физраствором, гомогенизировали, центрифугировали при 
8000 g 15 минут. В супернатанте анализировали активность ключевых антиоксидантных (АО) 
ферментов – супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ), показатели окислительного стресса – содержание 
ТБК-реактивных продуктов (ТБКРП), отражающих уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ), и уровень 
окислительной модификации белков (ОМБ), активность аспартатаминотрансферазы (АСТ) и 
аланинаминотрансферазы (АЛТ). Активность СОД определяли в системе нитросиний тетразолиевый – 
феназинметасульфат – никотиамиддинуклеотид [16], активность каталазы (КАТ) – по реакции взаимодействия 
перекиси водорода с молибдатом аммония [17], содержание ТБКРП – по образованию окрашенного комплекса с 
тиобарбитуровой кислотой [18]. Уровень ОМБ анализировали на основе реакции взаимодействия окисленных 
аминокислотных остатков белка с 2,4-динитрофенилгидрaзином [19]. Оптическую плотность образовавшихся 
2,4-динитрофенилгидразонов регистрировали при следующих длинах волн: 356 нм и 370 нм (альдегидные (D356) 
и кетонные (D370) продукты окислительной модификации нейтрального характера), а также при 430 нм и 530 нм 
(альдегидные (D430) и кетонные (D530) продукты окислительной модификации основного характера). Все 
определения проводили на спектрофотометре СФ-2000 (Россия). Активность АСТ и АЛТ определяли с 
использованием стандартных наборов реактивов “ОЛЬВЕКС ДИАГНОСТИКУМ” (Россия). Биохимические 
показатели пересчитывали на 1 мг белка сырой массы ткани, концентрацию которого определяли с 
использованием стандартного набора реагентов “ОЛЬВЕКС ДИАГНОСТИКУМ” (Россия). Достоверность 
различий между выборками оценивали с применением U-критерия Манна–Уитни. Различия считали 
достоверными при уровне значимости р ≤ 0,05. 
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Рисунок 1. Содержание ТБКРП в гепатопанкреасе мидий в условиях эксперимента 
Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Во время эксперимента мидии проявляли высокую резистентность к краткосрочному воздействию НУ, 

выживаемость животных составляла 100%. Содержание продуктов ПОЛ в гепатопанкреасе мидий во всех 
экспериментальных группах было достоверно выше по сравнению с контролем (p <0,05) (рис. 1).  

Уровень альдегидных продуктов нейтрального характера (D356) в двух экспериментальных группах и 
альдегидопроизводных основного характера (D430) у экземпляров из 2-й экспериментальной группы был 
достоверно выше по сравнению с контролем на 5-е сутки. Для остальных форм окисленных белков достоверных 
различий не обнаружено (рис. 2). 

Активность СОД при концентрации 1 мг/л на 5-е сутки была достоверно выше, чем в контроле и у 
экземпляров 1-й экспериментальной группы (0,5 мг/л) (p <0,05). Для КАТ отмечено достоверное снижение 
активности на 5-е сутки во 2-й экспериментальной группе (1 мг/л) по сравнению с контролем, 1-й 
экспериментальной группой (0,5 мг/л) и 3-м днем эксперимента (p <0,05) (рис. 3). 

Активность АЛТ и АСТ в гепатопанкреасе мидий в течение эксперимента не изменялась (рис. 4). 
Учитывая ключевую роль свободнорадикальных процессов в механизмах токсичности широкого спектра 

загрязнителей, для биоиндикации и биотестирования качества водной среды широко применяют показатели 
прооксидантно-антиоксидантной системы (ПАС). Универсальным показателем окислительного стресса при 
действии отдельных токсикантов и комплексном загрязнении акваторий является увеличение в тканях 
гидробионтов содержания продуктов перекисного окисления липидов и окислительной модификации белков 
[2,5,12,15]. Обнаруженное в наших исследованиях повышение содержания ТБКРП и уровня альдегидных 
 

  

  
Рисунок 2. Уровень ОМБ в гепатопанкреасе мидий в условиях эксперимента 
Примечание: D 356 – альдегидные продукты нейтрального характера, D 370 – кетонные продукты нейтрального 
характера, D 430 – альдегидные продукты основного характера, D 530 – кетонные продукты основного характера; 
*- различия достоверны по сравнению с контролем 
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Рисунок 3. Активность антиоксидантных ферментов в гепатопанкреасе мидий в условиях эксперимента  
Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем, ▲ – то же по сравнению с первой 
экспериментальной группой (0,5 мг/л); ● - то же по сравнению с 3-м днем эксперимент 

 
продуктов нейтрального и основного характера (D356, D430) в гепатопанкреасе экспериментальных животных 
свидетельствует о том, что НУ при заданных концентрациях инициируют развитие окислительного стресса путем 
интенсификации процессов перекисного окисления липидов и белков. В то же время увеличение активности 
ключевого антиоксидантного фермента СОД на 5-й день эксперимента при максимальной концентрации (1 мг/л) 
может свидетельствовать о компенсаторном характере адаптивной ответной реакции на воздействие токсиканта, 
направленной на gдавление интенсивности свободнорадикального окисления. Однако снижение активности КАТ 
на фоне повышения активности СОД может свидетельствовать как об ингибировании фермента, расбалансировке 
согласованной работы СОД и КАТ, так и об увеличении активности других АО ферментов, выполняющих 
сходные с КАТ функции (глутатионпероксидазы и пероксидазы), а также значительном вкладе 
низкомолекулярных АО, обеспечивающих обезвреживание перекисей в гепатопанкерасе мидий при воздействии 
высоких концентраций НУ (20 ПДК). 

Литературные данные свидетельствуют о том, что техногенные загрязнители как в природных, так и в 
экспериментальных условиях вызывают изменение параметров ПАС гидробионтов. Однако следует отметить, 
что обнаруженные эффекты воздействия могут быть временными и зависят от химических свойств и 
концентрации токсикантов, времени экспозиции, видовой принадлежности тест-организма, типа ткани 
[5,10,12,15,20]. Так, в условиях хронического загрязнения среды обитания Dreissena Polymorpha и  
M. Galloprovincialis мазутом было показано, что клетки гепатопанкреаса обладают более высоким уровнем 
антиоксидантной защиты по сравнению с жабрами. Отмечено достоверное повышение активности КАТ, СОД, 
глутатионредуктазы в гепатопанкреасе экспериментальных животных по сравнению с контролем. Количество 
конечных продуктов ПОЛ в жабрах и гепатопанкреасе как речных (D. Polymorpha), так и морских  
(M. Galloprovincialis) моллюсков в условиях загрязнения среды нефтепродуктами достоверно превышало 
аналогичные показатели контрольных экземпляров. Сравнительный анализ активности ферментов 
антиоксидантной системы экспериментальных и контрольных моллюсков (СОД, КАТ, глутатионредуктазы) 
показал, что повышение их активности, обеспечивающее снижение уровня активных форм кислорода в тканях в 
условиях загрязнения нефтепродуктами, сопровождается снижением активности глутатион-S-трансферазы, 
катализирующей утилизацию экзогенных ароматических соединений [15]. У мидий M. edulis из акваторий у 
побережья Испании не было зафиксировано достоверных различий в активности СОД между загрязненными НУ 
районами и относительно чистыми акваториями. При этом у моллюсков, собранных ближе к месту разлива 
нефтью, был отмечен достоверно повышенный уровень ПОЛ, что может свидетельствовать о прооксидантных 
эффектах нефти [20]. 

 
 

  
Рисунок 4. Активность аминотрансфераз в гепатопанкреасе мидий в условиях эксперимента  
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В биоиндикации и биотестировании качества водной среды наряду с показателями ПАС рекомендуется 
исследовать активность аминотрансфераз (АЛТ и АСТ), характеризующих состояние основных метаболических 
путей в организме. АЛТ и АСТ катализируют взаимные превращения аминокислот и α-кетокислот путем 
переноса аминогрупп, поэтому изменение их активности приводит к нарушению углеводного и белкового 
обмена. АЛТ и АСТ высокочувствительны к влиянию природных и антропогенных факторов и принимают 
участие в ответных реакциях организма на загрязнение окружающей среды [2,21-23]. Аминотрансферазы могут 
выступать в качестве биомаркеров стресса и тканевого повреждения [24]. В наших исследованиях активность 
аминотрасфераз в гепатопанкреасе мидий в течение эксперимента не изменялась, что указывает на отсутствие 
влияния заданных концентраций НУ на ключевые звенья углеводного и белкового метаболизма. Другими 
исследователями установлено повышение активности аминотрансфераз в гепатопанкреасе мидии M. 
galloprovincialis, обитающей в наиболее загрязненной НУ акватории по сравнению с относительно чистыми 
районами [21]. При длительном воздействии тяжелых металлов (кадмия и цинка) активность АСТ и АЛТ в 
гепатопанкреасе зеленой мидии Perna viridis повышалась [22]. В тканях пресноводных моллюсков родов 
Planobris, Physa, Biomphalaria из вод с высоким уровнем загрязнения также отмечено повышение активности 
аминотрансфераз и содержания глюкозы. Выявленные особенности авторы объяснили интенсификацией 
глюконеогенеза, необходимого для энергетического обеспечения тканей моллюска в условиях антропогенного 
воздействия [23]. 

Таким образом, результаты эксперимента позволили установить, что НУ при концентрациях 0,5 мг/л 
(10 ПДК) и 1 мг/л (20 ПДК) не оказывают влияние на активность аминотрансфераз, однако стимулируют развитие 
окислительного стресса путем смещения проокисдантно-антиоксидантного равновесия в сторону 
интенсификации процессов перекисного окисления липидов и окислительной модификации белков; при 
концентрации 1 мг/л углеводороды нефти вызывают активацию супероксиддимутазы и ингибирование 
активности каталазы. Показатели прооксидантно-антиоксидантной системы демонстрируют высокую 
чувствительность к НУ и могут использоваться наряду с другими рекомендованными параметрами для оценки 
функционального состояния моллюсков в условиях нефтяного загрязнения среды обитания. 

 
Работа выполнена в рамках темы Государственного задания ФИЦ ИнБЮМ № 121030100028-0, при 

поддержке РФФИ и г. Севастополя в рамках научного проекта № 18-34-50005 («Наставник»). 
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Abstract. Almost all oil components are more or less toxic and have a toxic effect on aquatic organisms, 
and some groups of petroleum hydrocarbons (PH) can accumulate in organs and tissues and transmitted 
through food chains. Depending on the duration and scale of PH pollution, a wide range of responses can 
be observed – from physiological and biochemical, morphological, behavioral anomalies at organism level 
to structural and functional rearrangements in populations and communities. The study of the biochemical 
response in tissues of bivalve mollusks living in conditions of elevated PH concentrations in the experiment 
is necessary to understand the mechanisms of metabolism reorganization and adaptive reactions that occur 
in the body of hydrobionts when exposed to toxicants. The paper presents the results of a study of the PH 
effect on the parameters of the prooxidant-antioxidant system parameters (superoxide dismutase and 
catalase activities, level of lipid peroxidation and oxidized proteins) and amnotransferase activities (alanine 
aminotransferase and aspartate aminotransferase) in hepatopancreas of the Black Sea mussel Mytilus 
galloprovincialis in the acute toxicological experiment. The results of the experiment allowed to establish 
that PH at concentrations of 0.5 mg/l (10 MPC) and 1 mg/l (20 MPC) do not affect the activity of 
aminotransferases, but stimulate the development of oxidative stress by shifting the prooxidant-antioxidant 
balance towards the intensification of lipid peroxidation and protein oxidization; at the 1 mg/l concentration 
PH cause activation of superoxide dismutase and inhibition of catalase activity. Prooxidant-antioxidant 
system parameters demonstrate high sensitivity to PH and can be used along with other recommended 
parameters to assess the functional state of mollusks in conditions of oil environmental pollution. 
Key words: petroleum hydrocarbons, mussel Mytilus galloprovincialis, hepatopancreas, prooxidant-
antioxidant system, aminotransferases. 
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