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Исследовали влияние комплексного загрязнения (органические вещества, тяжелые металлы, нефте-
продукты) на ферменты внутриклеточного протеолиза у амфипод G. duebeni и мидий M. edulis, выловлен-
ных в зонах прибрежной акватории Белого моря в летний период. Параметры белкового обмена являются 
достаточно информативными показателями изменений статуса организма, обусловленных факторами 
внешней среды. Показаны изменения в протеолитической активности у беспозвоночных, отражающие сте-
пень загрязнения акватории. Отмечено, что при т.н. «умеренном» уровне загрязнения среды обитания бен-
тосных организмов характер изменения активности исследуемых ферментов имеет, по-видимому, адаптив-
ное значение. У особей из зоны с высокой антропогенной нагрузкой наблюдаются изменения в протеолизе, 
характерные для развития патологического процесса: перераспределение Са2+-зависимой протеолитиче-
ской активности между белковыми фракциями с различным молекулярным весом, лабилизация фермент-
ных белков. Вероятнее всего, в ответной реакции клеток водных организмов на воздействие поллютантов 
участвуют генетически обусловленные механизмы модификации белкового метаболизма. 

L.A. Bondareva, N.N. Nemova, E.I. Kaivarainen, M.Yu. Krupnova & G.A. Shklyarevitch. The effect of 
the White Sea coastal waters contamination on intracellular proteolysis in benthic invertebrates // The study, 
sustainable use and conservation of natural resources of the White Sea. Proceedings of the IXth International Con-
ference, October, 11-14, 2004. Petrozavodsk, Karelia, Russia. Petrozavodsk, 2005. P. 55-61. 

The effect of complex contamination (by organic substances, heavy metals, oil products) on intracellular pro-
teolytic enzymes in amphipods G. duebeni and mussels M. edulis from some coastal zones of the White Sea in 
summer period was investigated. The parameters of protein turnover are rather informative at estimation of the 
alterations in the organism status caused by environmental factors. The modifications in proteolytic activity in the 
invertebrates are shown to reflect the pollution level of the area of water. It was shown that at so-called “slight” 
contamination the dynamics of the studied enzymes in benthic organisms has obviously adaptive significance. The 
features characterizing the development of pathological process, such as the redistribution in Са2+-dependent proteolytic 
activity between protein fractions of various molecular weight and the native enzyme instability, were detected in speci-
mens from highly contaminated zone. Presumable, the genetically derived mechanisms of cellular protein metabolism 
modification participate in observed response reaction of the aquatic organisms at the effect of contamination. 

Введение 
Представители макрозообентоса являются 

удобными и часто используемыми объектами эколо-
гических и экотоксикологических исследований, 
благодаря их повсеместному распространению в 
водоемах неустойчивого соленостного режима и 
ключевой трофической роли как промежуточного 
звена между первичными продуцентами и высшими 
звеньями пищевой цепи (Moloney, Ryan, 1995; Loeb 
et al., 1997). Водная биота эстуариев проявляет ус-
тойчивость к широкому диапазону температур, со-
лености и доступности кислорода (Ritz, 1980; 
Sheader, 1983). Имея такую выраженную устойчи-
вость к абиотическим факторам, беспозвоночные 
прибрежной зоны могут быть преадаптированы к 
жизнедеятельности в загрязненных водоемах (Gray, 
1981). Существует и иное мнение (McLusky et al., 
1986): эстуарные виды, обитая на пределе своего 
диапазона устойчивости, могут быть более чувстви-
тельны к какому-либо дополнительному стрессу. В 
любом случае, их ответные реакции на воздействие 

поллютантов более информативны, чем у видов, 
обитающих в открытом море, постоянство условий 
среды обитания которых приводит к отсутствию 
приспособлений к изменяющимся факторам и не-
развитости механизмов устойчивости (Fisher, 1991; 
Ozoh, 1994; Lawrence, Poulter, 1998). Поллютанты 
доступны для амфипод как из растворенного веще-
ства на поверхности соприкосновения осадка и во-
ды, так и через пищу и последующее всасывание в 
пищеварительном тракте (Lawrence, Poulter, 1998). 
Моллюски поглощают загрязнители как из воды, так 
и из суспендированных частиц вещества, при этом 
исследования показывают, что доминантный путь 
поступления - вода (Pruell et al., 1986; Bergen et al., 
1993; Bruner et al., 1994). 

Прибрежные морские экосистемы Кандалакш-
ского залива Белого моря подвержены трансформа-
ции вследствие значительного антропогенного за-
грязнения. В изучаемой части Белого моря сущест-
вуют локальные проблемы органической перегрузки 
и эвтрофикации (Bryazgin, Klimov, 1995), являю-
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щиеся результатом сбросов бытовых сточных вод 
небольших населенных пунктов. Другой тип загряз-
нения - тяжелые металлы: Cu, Ni, Zn, Cr, Pb, которые 
накапливаются по трофической цепи. Определенную 
опасность представляет также нефтяное загрязнение 
Белого моря: кроме химического воздействия, нефть 
образует пленку на поверхности, препятствующую 
газообмену между морем и атмосферой. По этим по-
казателям Кандалакшский залив признан сравнитель-
но неблагополучной зоной (Наумов, 1981). Ряд зон 
прибрежной акватории с наименьшей антропогенной 
нагрузкой могут расцениваться как условно «чистые» 
(мыс Турий, губа Порья). 

При изучении беспозвоночных в качестве эко-
токсикологического объекта в первую очередь при-
нимаются к рассмотрению показатели популяцион-
ного благополучия, такие как численность и био-
масса, а также поведенческие ответные реакции. 
Такие показатели, однако, не в полной мере отра-
жают влияние факторов на данные организмы 
(Шкляревич, 2002). Целесообразно для системати-
ческого биомониторинга оценивать изменение пока-
зателей клеточного метаболизма организмов на 
биохимическом уровне. Насыщение среды ксено-
биотиками нарушает эволюционно сформированное 
взаимодействие между организмом и средой, что 
приводит к негативным последствиям, проявляю-
щимся первично на биохимическом, а в последствии 
- на более высоких уровнях организации жизни. Из-
вестно, что практически все метаболические реакции 
катализируются ферментами, поэтому регуляция ме-
таболизма сводится к регуляции типа и интенсивно-
сти ферментативных функций (Хочачка, Сомеро, 
1988). Протеиназы действуют на первом, ключевом 
этапе мобилизации белковых резервов клетки, поэто-
му велика их роль в механизмах биохимических 
адаптаций (Bohley, 1987; Немова, 1996). Реактив-
ность системы внутриклеточного протеолиза в усло-
виях поступления ксенобиотиков имеет выраженные 
межвидовые различия, зависящие от степени аккуму-
ляции загрязнителя, интенсивности детоксикацион-
ных процессов, степени изменения свойств макромо-
лекул генетического аппарата и ферментных систем 
клетки (Хочачка, Сомеро, 1988; Немова, 1996). 

Учитывая вышесказанное, была изучена актив-
ность ферментов внутриклеточного протеолиза у ти-
пичных представителей макрозообентоса Беломор-
ского побережья: ракообразных амфипод и двуствор-
чатых моллюсков мидий из различных по степени 
загрязнения зон Кандалакшского залива Белого моря. 

 
Материалы и методы 

Исследовали влияние комплексного загрязне-
ния на некоторые биохимические показатели у ам-
фипод Gammarus duebeni (Lilljeborg, 1851) и мидий 
Mytilus edulis (L., 1758), собранных в определенных 
зонах прибрежной акватории в летний период. Па-
раметры внутриклеточного протеолиза, такие как 
активность внутриклеточных протеиназ (лизосо-
мальных катепсинов B и D, Са2+-зависимых ней-

тральных протеиназ цитозоля, или кальпаинов), со-
держание и спектр водорастворимых белков, явля-
ются достаточно информативными показателями 
изменений белкового обмена, обусловленными фак-
торами внешней среды и отражающими статус ор-
ганизма в условиях загрязнения (Немова, 1996). 

Зоны отбора проб расположены на различном 
расстоянии от населенных пунктов (Таблица 1). 
Кроме того, они могут быть дифференцированы по 
принципу близкого расположения к: (а) эстуариям 
крупных рек, которые могут выступать в качестве 
мест повышенной аккумуляции загрязнителей сре-
ды, включая тяжелые металлы (точки 3, 4); (б) стокам 
гавани, обогащенным соединениями кальция и фосфо-
ра из состава апатитового концентрата (точки 5-8); (в) 
местам локального радиоактивного загрязнения (точки 
9,10); (г) источникам нефтяного загрязнения (точки 11, 
12) и/или (д) районам интенсивной промышленной 
активности (точка 13). Контролем служили особи из 
условно чистых прибрежных зон Белого моря - мыс 
Турий и губа Порья (точки 1, 2). 

Реакцию лизосомального аппарата водных бес-
позвоночных оценивали по изменению активности 
основных протеиназ лизосом - катепсинов B и D. 
Готовили 10%-ные гомогенаты тканей в 0.25 M са-
харозе с добавлением детергента тритон X-100 
(0.1%). Активность катепсина В определяли по рас-
щеплению 0.065 M раствора этилового эфира гид-
рохлорида N-бензоил L-аргинина в 0.2 M ацетатном 
буфере (pH 5.0) (Matsuda, Misaka, 1974), а катепсина 
D - модифицированным методом Ансона по гидро-
лизу 1% р-ра бычьего гемоглобина в 0.2 М ацетат-
ном буфере (рН 3.6) (Алексеенко, 1968) во фракции 
лизосом после дифференциального центрифугиро-
вания исходных гомогенатов тканей (Покровский, 
Тутельян, 1976). Единица активности катепсинов B 
и D определялись в единицах изменения оптическо-
го поглощения (Е525 и Е280, соответственно) на 1 г 
сырой массы ткани за время инкубации (37°C). 

Активность Са2+-зависимых протеиназ цитозо-
ля (кальпаинов) определяли после предварительной 
гель-хроматографии образцов на колонках (5×95 см) 
с Sephacryl S200, на которые наносили 25%-ные су-
пернатанты цитозольных фракций тканей (105 
тыс.г.×60 мин) в буфере А, содержащем 0.25M саха-
розы (pH 7.5). Элюцию белков проводили со скоро-
стью 24 мл/ч буфером А (10 mM трис-HCl (pH 7.5), 
содержащим 50 mM NaCl, 4 mM EDTA, 5 mM мер-
каптоэтанола). Во фракциях элюента объемом 4.0 
мл определяли Са2+-зависимую протеолитическую 
активность стандартным методом по гидролизу ка-
зеина в 50 mM имидазол-HCl буфере (pH 7.5) 
(Murachi et al., 1981). Единица активности кальпаи-
нов определялась как количество фермента во фрак-
ции, вызывающее увеличение на 1.0 оптического 
поглощения (E280) за 1ч инкубации (30°C). 

Количественное содержание водорастворимого 
белка в тканях (мг/мл центрифугата) определяли 
спектрофотометрически (E595) методом Брэдфорд 
(Bradford, 1976). 
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Таблица 1. Характеристика зон сбора бентосных макрозообеспозвоночных G. duebeni и M. edulis в Кан-
далакшском заливе Белого моря 

№ Зона сбора Близость к населенным пунк-
там 

Преобладающий тип загрязнения 

1. мыс Турий  150 км от г. Кандалакша и 30 
км от пос. Умба 

наиболее чистый район 

2. губа Порья  90 км от г. Кандалакша и 30 км 
от пос. Умба 

чистый район 

3. о. Ряшков 5 км от пос.Умба бытовые сточные воды 

4. пос. Лувеньга побережье пос. Лувеньга бытовые сточные воды, агрохимия 

5. о. Большой Березовый 5 км от г Кандалакша 
6. о. Еловый 5 км от г Кандалакша 
7. губа Овечья 4 км от г Кандалакша 
8. о. Большой Лупчостров 1 км от г Кандалакша 

бытовые сточные воды, повышенное 
содержание соединений Са и Р из апа-
титового концентрата от морского пор-
та в г.Кандалакша  

9. Большая Половинница 2 км от г Кандалакша 
10. о. Малый 1,4 км от г Кандалакша 

радиоактивное точечное загрязнение 
Sr90 и Y90 (апрель 2001 г.) 

11. корга у о. Оленьего 2,5 км от нефтебазы 
12. о. Олений губа Коровья 3 км от нефтебазы 

нефтепродукты 

 

13. механический завод в городской черте г. Кандалак-
ша 

неорганические кислоты от аккумуля-
торов, нефтепродукты, опилки древес-
ные с лесозавода, бытовые стоки 

 
Результаты исследований обработаны статистически с 
применением непараметрического критерия различий 
Вилкоксона-Манна-Уитни (Гублер, Генкин, 1969). 
 
Результаты и обсуждение 

Активность лизосомальных протеиназ. 
Показаны изменения в протеолитической ак-

тивности лизосом у беспозвоночных, отражающие 
степень загрязнения акватории моря. У амфипод 
(Табл. 2) зафиксировано снижение активности кис-
лых протеиназ лизосом (катепсинов D и В). 

Для мидий характерна достоверная активация 
катепсина D (аспартильной протеиназы) и снижение 

активности катепсина В (цистеиновой протеиназы) 
(Рис. 1 а, б). В данном случае лизосомальный аппа-
рат клетки, по-видимому, участвует не только в 
процессах биотрансформации ксенобиотиков, но и в 
адаптивной перестройке белкового обмена клетки. 
Об этом свидетельствуют также многочисленные 
результаты, полученные ранее на рыбах при изуче-
нии действия различного рода токсикантов и их 
смесей, а также при патологиях, вызванных бакте-
риальными и вирусными инфекциями (Немова, Си-
доров, 1990; Немова, 1991; Немова и др., 1994; Не-
мова, 1996; Высоцкая, 1999). 

Таблица 2. Активность катепсинов D и В, содержание водорастворимого белка в гомогенатах цельных амфи-
под G. duebeni из различных по степени антропогенной нагрузки зон Белого моря (точки сбора приведены в 

порядке возрастания степени загрязнения) 

Зоны сбора амфипод Катепсин D, 
Е280/г ткани/ч 

Катепсин В, 
Е525/г ткани/30 мин 

Белок, 
мг/мл центрифугата 

мыс Турий (контроль) 1,3 ± 0,1 7,60 ± 0,4 2,18 ± 0,2 
о. Ряшков 1,43 ± 0,1 11,65 ± 0,7* 1,22 ± 0,1* 
дер. Лувеньга 1,97 ± 0,2* 9,20 ± 0,6 1,40 ± 0,1 
о. Большой Березовый 1,20 ± 0,1 5,25 ± 0,3 0,92 ± 0,1* 
о. Еловый 1,11 ± 0,1 4,80 ± 0,2* 1,48 ± 0,1 
губа Овечья 0,88 ± 0,1* 4,05 ± 0,3* 1,12 ± 0,1* 
о. Большая Половинница 1,12 ± 0,1 6,20 ± 0,3 1,62 ± 0,3 
о. Малый 1,19 ± 0,3 5,50 ± 0,4 1,04 ± 0,1* 
о. Большой Лупчостров 0,38 ± 0,1* 11,60 ± 0,7* 1,74 ± 0,2 
корга у о. Оленьего 0,54 ± 0,1* 5,40 ± 0,3 1,12 ± 0,1* 
о. Олений, губа Коровья 0,97 ± 0,2 6,05 ± 0,4 1,10 ± 0,1* 
«механический завод» 1,45 ± 0,1 16,20 ± 0,9* 4,88 ± 0,2* 

* достоверность отклонения при Р ≤ 0,05 
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Рис. 1. Активность катепсина В (Е525/г ткани/30 мин) (а), катепсина D (Е280/г ткани/ч) (б) и содержание 

водорастворимого белка (мг/мл) в гомогенатах мидий M. edulis из зон Белого моря:  
1 - губа Порья, 2 - о.Ряшков, 3 - корга у о.Телячий, 4 - о.Овечий (в порядке возрастания степени загрязнения) 

Разнонаправленная тенденция в изменении ак-
тивности цистеиновой протеиназы (катепсина В) у 
разных объектов может являться указанием на от-
сутствие специфического взаимодействия загрязни-
телей с реакционными SH-группами активного цен-
тра фермента. Многие ксенобиотики, включая ме-
таллы, аккумулируются в лизосомах, вызывают 
повышение проницаемости лизосомальных 
мембран, что ускоряет гидролиз белков и 
обусловливает клеточную атрофию (Lowe, Clarke, 
1989). Степень лабилизации мембран пропорцио-
нальна силе стресса (Moore, 1985; Nicholson, 1999), 
и эта цитологическая реакция является первичным 
цитотоксическим эффектом действия загрязнителей. 

 
Активность Са2+-зависимых протеиназ цитозоля 

Са2+-зависимая протеолитическая активность у 
амфипод и мидий после гель-хроматографического 
разделения тканевых белков на Sephacryl S200 
элюируется в трех пиках с Мr 110, 80 и 65 кДа 
(Рис. 2). В исходном центрифугате активность не 
регистрируется из-за наличия в цитозоле эндогенно-
го ингибитора - кальпастатина (наличие определено 
во фракции с Мr ~ 130 кДа) (Suzuki, 1988). Значения 
рН оптимума, ингибиторный анализ, абсолютная 
зависимость протеолитической активности от при-
сутствия Са2+ позволяют идентифицировать выде-
ленные протеиназы как цистеиновые кальцийакти-
вируемые нейтральные протеиназы цитозоля - 
CANP, или кальпаин-подобные ферменты. По зна-
чениям Мr и термостабильности эти фракции могут 
быть отнесены, соответственно, к гомологам каль-
паинов высших животных: кальпаина II (активируе-
мого мМ [Са2+]i), кальпаина I (активируемого µМ 
[Са2+]i) и каталитически активной субъединицы 
(Murachi et al., 1981; Мухин, 1998). Следует отметить, 
что значительное сходство выделенных ферментов 
беспозвоночных с кальпаинами из тканей рыб и мле-
копитающих (Dayton et al., 1976; Toyohara, Makinodan, 
1989; Melloni et al., 1992; Немова, 1996) указывает на 
их определенную эволюционную консервативность. 

Уровень активности Са2+-зависимых протеиназ 
морских беспозвоночных в норме сравним с тако-
вым у исследованных ранее рыб и млекопитающих. 
Обмен белков в цитозоле включает как посттранс-
ляционную модификацию синтезированных de novo 
белков, так и реакции ограниченного протеолиза, 
имеющие регуляторное значение при развитии био-
химических адаптаций. Выявлена специфика ответ-
ной реакции кальпаинов при воздействии изучаемых 
факторов среды, обусловленная различным сродст-
вом к активатору - кальцию. Для амфипод и мидий из 
загрязненных акваторий характерна активация Са2+-
зависимых протеиназ (Рис. 3 а, б). Достоверное воз-
растание общей Са2+-зависимой активности при этом 
происходит в основном за счет активации кальпаин I-
подобной протеиназы (µМ-формы), наблюдается ла-
билизация ферментных белков (прирост субъединич-
ной активности), что указывает на повышение обще-
го уровня обмена белков. У амфипод из прибрежной 
зоны моря с высокой антропогенной нагрузкой («ме-
ханический завод») зафиксировано перераспределе-
ние Са2+-зависимой протеолитической активности 
между фракциями фермента с различными Мr (Рис. 
4). Ранее для позвоночных животных было показано, 
что экспрессия кальпаина II, активируемого нефи-
зиологично высокой мМ [Са2+]i, возрастает именно 
при патологических изменениях в тканях (Johnson, 
1990; Немова, 1996). Вместе с тем, для тканей, в ко-
торых зафиксировано развитие адаптивных пере-
строек и отсутствие нарушений кальциевого гомео-
стаза, характерна активация кальпаина I. 

Имеющиеся в литературе данные о разнообра-
зии биологических процессов с участием кальпаи-
нов, а также об их высокой протеолитической спо-
собности у водных беспозвоночных (Mykles, 
Skinner, 1990) (по данным авторов до 60% белков 
мышечной ткани беспозвоночных гидролизуются 
Са2+-зависимыми протеиназами в цитозоле) позво-
ляют предположить их участие в развитии адаптив-
ных реакций у исследованных нами беспозвоночных 
Белого моря в ответ на изменение среды обитания. 
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Рис. 2. Профиль элюции водорастворимых белков и уровень Са2+-зависимой протеолитической активно-
сти (Е280/г ткани/ч) в гомогенатах цельных амфипод G. duebeni (_______) и мидий M. edulis (________) после гель-
хроматографии на колонках с Sephacryl S200 

 
Рис. 3. Са2+-зависимая протеолитическая активность (Mr 65, 80 и 110 кДа) (Е280/г ткани/ч) в гомогенатах 

цельных амфипод G. duebeni (а) и мидий M. edulis (б) из различных по степени антропогенной нагрузки зон 
Бе лого моря (зоны приведены в порядке возрастания уровня загрязнения) 

 
Рис. 4. Распределение общей Са2+-зависимой протеолитической активности между молекулярными фор-

мами кальпаин-подобных протеиназ (Mr 65, 80 и 110 кДа) в гомогенатах цельных амфипод G. duebeni:  
1 - в норме (мыс Турий - контроль) и 2 - при воздействии загрязнителей (зона «механический завод») 
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Содержание белка 
Характерно, что у беспозвоночных из наиболее 

загрязненных зон акватории на фоне высокого 
уровня активности протеиназ происходит накопле-
ние высокомолекулярных белков (Табл. 2). Этот 
эффект показан также Porte с сотр. (Porte et al., 
2001): наибольшее «истощение» низкомолекуляр-
ных соединений наблюдается в течение первой фазы 
воздействия поллютанта на мидий, напротив, 
высокомолекулярные белки значительно 
индуцируются при действии загрязнения. Наиболее 
важны не столько количественные, сколько 
качественные изменения состава тканевых белков: 
так, для ракообразного G. marinogammarus olivii из 
зоны городского стока показано снижение числа 
белковых фракций (Руднева, 2000). Изменения 
белкового состава могут быть как следствием 
действия неблагоприятных факторов среды на 
генетический аппарат, приводящего к изменениям 
структуры и физико-химических свойств белков, 
нарушению метаболических процессов так и 
непосредственной модификации белков в результате 
их повреждения или комплексообразования с 
ксенобиотиками и их метаболитами. Первый путь 
является долговременным, его результаты про-
являются у достаточно большого числа особей 
популяции, в течение десятилетий находящихся под 
воздействием фактора/ов, тогда как второй путь ил-
люстрирует оперативную ответную реакцию орга-
низма на загрязнение среды.  
Заключение 

Вероятнее всего, наблюдаемые изменения в ак-
тивности ферментов внутриклеточного протеолиза у 
беспозвоночных Белого моря, обитающих в зонах 
комплексного загрязнения, являются следствием 
модификации белкового метаболизма клеток как 
части развития механизмов биохимической адап-
тивной реакции организмов, выработанной и закре-
пленной в ходе эволюции. Об этом также свиде-
тельствует значительное сходство в специфике от-
ветной реакции протеолиза у исследованных в дан-
ной работе морских беспозвоночных и ранее изу-
ченных водных организмов (Строганов, 1979; Немо-
ва и др., 1994). Реактивность показателей обмена 
белков у водных беспозвоночных позволяет пред-
ложить их в качестве дополнительного биотеста при 
оценке качества вод обитания гидробионтов. 

Работа поддержана проектами РФФИ (02-04-
48451), грантом Президента РФ «Ведущие научные 
школы» НШ-894.2003.4. 
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