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С помощью метода электронной микроско-
пии показано сходство структур осфрадия у че-
тырёх видов гастропод (сем. Viviparidae, 
Lymneaidae и Littorinidae). Рецепторы осфради-
ев являются первичной мишенью, реагирующей 
на химические вещества, в частности на ионы 
тяжёлых металлов. Выявлены изменения элек-
трофизиологических реакций нейронов осфра-
дия при действии ионов тяжелых металлов (Сu, 
Сd). Нейроны осфрадия связаны с ганглиями 
ЦНС, которые, в свою очередь иннервируют 
сердце моллюсков. Существенной частью на-
стоящей работы составляло исследование функ-
циональных связей сердца моллюска с рецепто-
рами осфрадия, реагирующими на химические 
вещества. Показаны изменения ЧСС при дейст-
вии ионов тяжёлых металлов у интактных мол-
люсков Littorina littorea и после экстирпации ос-
фрадия. Полученные результаты могут быть су-
щественны для понимания нервных механизмов 
и путей, посредством которых ионы тяжёлых 
металлов влияют на сердечную активность. Они 
важны и потому, что ЧСС используется как де-
монстративный физиологический биомакер для 
оценки физиологического состояния водных 
беспозвоночных, а также качества воды. 

Введение 

В настоящее время в экотоксикологических 
исследованиях в качестве биомаркера довольно 
широко применяется регистрация кардиоактив-
ности декапод (Depledge et al., 1996; Холодке-
вич, 2007), а также моллюсков: двустворчатых и 
гастропод (Brown et al., 2004; Chelazzi et al., 
2004; Santini et al., 2000; De Pirro, 2004; Romero, 
Hoffmann, 2008; Холодкевич и др. 2009). Хроно-
тропные характеристики сердечных сокращений 
оказались достаточно информативными для 

оценки функционального состояния указанных 
беспозвоночных как в нормальных условиях их 
существования, так и при действии токсических 
веществ, в том числе соединений тяжёлых ме-
таллов (ТМ) (Styrishave et al. 1995; Камардин и 
др. 2009, Холодкевич и др. 2009). Очевидно, что 
если в экотоксикологических исследованиях ре-
гистрации частоты сердечных сокращений 
(ЧСС) может быть достаточно для анализа от-
ветной реакции со стороны кардиосистемы на 
внешнее химическое воздействие, то для пони-
мания физиологических механизмов, протекаю-
щих при этом в организме, необходимо просле-
дить нейрогормональные процессы в разных 
звеньях хемосенсорной системы, а также в нерв-
ных путях, связывающих её с кардиосистемой. 

В настоящей работе предпринята попытка 
использования кардиоактивности как биомарке-
ра у водных моллюсков Littorina littorea при за-
грязнении воды соединениями тяжёлых метал-
лов. В задачу исследования входило также вы-
явление возможного участия в ответных реакци-
ях кардиосистемы осфрадия моллюсков, т.е. 
первичной мишени, на которую оказывают 
влияния ионы ТМ.  

Материалы и методы 

Морфологические исследования осфрадиев 
проводили на изолированных препаратах пре-
сноводных моллюсков Viviparus sp., Lymnaea 
stagnalis и морского беломорского моллюска 
Littorina littorea, а так же Littorina angulifera, ис-
пользуя трансмиссионную и сканирующую 
электронную микроскопию. 

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
Выделенные из животных осфрадии фиксирова-
ли традиционными методами в 1%-ном растворе 
OsO4 и 2,5%-ного глутарового альдегида. Серий-
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ные срезы изготавливали на ультратоме LKB-III 
и окрашивали спиртовым раствором уранилаце-
тата и цитратом свинца по Рейнольдсу (Уикли, 
1975). Смонтированные на блендах три-четыре 
последовательных среза просматривали на мик-
роскопах Tesla BS-613 или Hitachi H-300.  

Сканирующая электронная микроскопия. 
Препараты осфрадиев приготовляли обычными 
методами и просматривали с помощью элек-
тронного микроскопа Jeol T-200.  

Нейрофизиологические методы изучения ос-
фрадиев. 

Осуществляли запись токов осфрадиальных 
нейронов Lymnaea stagnalis в конфигурации 
«целая клетка» (Hamill et al., 1981). В условиях 
фиксации тока импульсы записывались на чер-
нилопишущем регистраторе Gould-Brush. Реги-
стрировали медленные суммарные потенциалы 
рецепторной поверхности осфрадиев моллю-
сков Viviparus sp. с помощью электродов срав-
нения, предназначенных для рН-метра РН-340 и 
имеющих собственное сопротивление порядка 
15 кОм. В нейрофизиологических опытах в ка-
честве раздражителей использовали растворы L-
глутаминовой аминокислоты и L-аспартата.  

Регистрация кардиоактивности моллюсков. 
Записывали ЧСС переднежаберных моллюсков 
Littorina littorea, собранных на сублиторали 
Чупинcкой гупы Кандалакшского залива Белого 
моря. Животных сначала 3–4 недели акклимиро-
вали в лабораторных условиях в искусственной 
морской воде с соленостью 26,0 ‰ при постоян-
ной температуре 11±0,3°С и 24-часовом посто-
янном освещении (люминесцентная лампа в 60 
Вт). Кардиоактивность регистрировали, исполь-
зуя оригинальный неинвазивный автоматизиро-
ванный метод записи в режиме on- line (Холод-
кевич и др. 2007). Характеристики кардиоактив-
ности обрабатывали статистически с помощью 
программы Статистика 6.0. В качестве токсиче-
ских воздействий применяли соединения меди: 
CuSO4 (0,2, 0,3, 0,5. 1,0 и 5,0 мг/л) и кадмия: 
CdСl2 (0,3, 1,0 и 5,0 мг/л). Растворы вводили 
шприцом через катетер непосредственно в ман-
тийную полость моллюска, свободно передви-
гавшегося в аквариуме. Всего проделано более 
40 проб. Проводили ряд опытов на моллюсках с 
удалённым осфрадием. Для этого литорин нар-
котизировали, инъецируя в ногу 1,0 мл 20%-ный 
раствор MgCl2 х 6 Н20 на дистиллированной во-
де, и после их обездвиживания осфрадий экс-
тирпировали под контролем бинокулярного 
микроскопа МБС-9. В других экспериментах в 
аквариуме с моллюсками устанавливали повы-

шенное содержание ионов меди за счёт добавле-
ния CuSO4. Суммарная концентрация меди в ак-
вариуме оказалась равной 45,5 мг/л, что было 
несколько выше обнаруженной в природных ус-
ловиях (концентрация ионов меди в загрязнен-
ных точках Кандалакшского залива Белого моря 
может достигать 30,0 мг/л). У моллюсков опре-
деляли способность к аккумуляции за 26 суток 
ионов Cu2+ с помощью атомно-адсорбционного 
спектрофотометра С-117-М 1. Контролем слу-
жили моллюски, находившиеся в чистой мор-
ской воде при прочих сходных условиях.  

Результаты 

По нашим данным, наиболее простое строе-
ние имеют осфрадии у представителей семейств 
Viviparidae и Littorinidae (Gastropoda, 
Prosobranhia)). Обычно это уплощенный валик, 
образованный однослойным цилиндрическим 
эпителием (рис. 1, А). Центральную часть вали-
ка занимает рецепторная зона, а по его бокам 
располагаются две мерцательные зоны, сфор-
мированные  ресничными  клетками  (рис. 1, Б).  
 

 

Рис. 1. А – внешний вид осфрадия моллюска 
Vivipаrus sp.; Б – ультраструктурная организация 
поверхности осфрадия моллюска Littorina littorea 

Обозначения: ОС – осфрадий, Мк – мерцательная клетка, 
Мз – зона мерцательных клеток, Рп – рецепторная 
поверхность, Р – реснички. Масштаб: 1 мкм 

Особую роль в рецепции играют небольшие по-
граничные участки осфрадиальной поверхно-
сти, имеющие вид щели или небольшого желоб-
ка и располагающиеся между ресничной и ре-
цепторными зонами (рис. 2, А, В). Микровор-
синчатые опорные клетки латеральных зон ос-
фрадия в области щели обладают широкими ци-
топлазматическими выростами – «воротничка-
ми» с высотой до двух мкм. Плотно сомкнутые 
«воротнички» изолируют от окружающей среды 
небольшое пространство, заполняемое микро-
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ворсинками и короткими видоизмененными ци-
лиями рецепторных клеток (рис. 2, Б, Г). Округ-
лые или веретеновидные тела рецепторных кле-
ток располагаются в рецепторной зоне ближе к 
базальной мембране и имеют дифференциро-
ванные центральный и периферический отрост-
ки (рис. 2, А). Рецепторная зона имеет ровный 
рельеф с пучками ресничек одиночных реснич-
ных клеток. Цилии хемосенсорных клеток рас-
полагаются в слое микроворсинок опорных кле-
ток и лишены корешков (рис. 2, Б). 
 

 

Рис. 2. Ультраструктурная организация рецепторной 
и щелевой зон моллюска Littorina littorea. 
Рецепторная клетка (А), видоизменённые реснички 
(цилии) периферических отростков рецепторных 
клеток (Б), ультраструктура микроворсинчатых 
опорных клеток зоны щели (В, Г).  Масштаб: 1 мкм 

Обозначения: Рк – рецепторная клетка, ПО – периферический 
отросток рецепторной клетки, Ок – опорная клетка, Ц – 
цилия, Бт – базальное тело реснички, Мв – микроворсинка, 
ПГ – пигментная гранула. Масштаб: 1 мкм. 

Известна (Croll, 1983) чувствительность  
моллюсков к аминокислотам, поэтому в элек-
трофизиологических опытах нами регистриро-
вались ответы осфрадия живородки (Viviparus 
sp.) на раствор L-глутаминовой аминокислоты  
(10–4 моль/л), апплицированный на его поверх-

ность. В ответ на это воздействие возникал сум-
марный рецепторный потенциал (СРП) поверх-
ности осфрадия, представлявший собой волну 
деполяризации длительностью до 40 секунд и 
амплитудой более 100 мкВ (рис. 3, I, А). При 
последующем трехминутном воздействии ионов 
меди в концентрации 4,0 ммоль/л амплитуда 
СРП на раствор L-глутаминовой аминокислоты 
снижалась в среднем на 51% (рис. 3, I, Б). Это 
указывало на прямое влияние меди на рецептор-
ные процессы в осфрадии. 

Нейроны препарата осфрадия прудовика от-
вечали реакций возбуждения на аппликацию L- 
аспартата в концентрации 10–5 моль/л. Трёхми-
нутная перфузия осфрадия раствором хлористо-
го кадмия (4,0 ммоль/л) приводила к модифика-
ции этой реакции (рис. 3, II).  

Записывая кардиоактивность морского мол-
люска Littorina littorea неинвазивно с помощью 
прикрепленных к раковине датчиков получили 
следующие результаты. До применения соеди-
нений меди или кадмия ЧСС равнялась в сред-
нем для выборки 18±2,3 уд/ мин, при этом на-
блюдались индивидуальные колебания величи-
ны ЧСС. Инъекции в мантийную полость через 
катетер 1 мл морской воды с растворами соеди-
нений Cd или Cu вызывали увеличение частоты 
сердечных сокращений, причём наблюдался до-
зозависимый эффект (рис. 4, I, II). Величина 
приращения ЧСС составляла 2–7 ударов в мину-
ту и зависела от концентрации инъецированного 
раствора ТМ. Латентный период реакции коле-
бался от 3 до 5 минут. Длительность реакции за-
висела от концентрации и в случае с 5,0 мг/л 
раствором меди могла достигать полутора часов 
(рис. 4, I, Г). При этом контрольные инъекции 
морской воды не вызывали достоверных изме-
нений ЧСС (рис. 4, II, А). 

Особое значение осфрадия литорин для про-
явления обнаруженной со стороны ЧСС реакции 
проявилось в опытах с его экстирпацией. Опера-
ция вызывала торможение двигательной актив-
ности моллюсков, однако уже через 2–3 суток 
она восстанавливалось: моллюски начинали пол-
зать и питаться. При этом по сравнению с доопе-
рационной величиной ЧСС возросла в 2 раза и 
составила 45,3 уд/мин (рис. 4, III, А) Можно 
предположить, что осфрадий у литорин оказыва-
ет постоянное тормозное воздействие на сердце, 
поэтому его удаление приводило к тахикардии. 
На вторые сутки, уже при восстановленной дви-
гательной активности моллюска, но при высокой 
фоновой ЧСС, инъекция Cd+2 (5,0 мг/л) не вы-
звала заметного  изменения  ЧСС  (рис. 4, III, А).  
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Рис. 3. I – Суммарные рецепторные потенциалы поверхности осфрадия моллюска Vivipаrus sp.  
в эксперименте с тремя последовательными аппликациями (1–3) L-глутаминовой аминокислоты  
(10–4 моль/л) (А) и тремя последующими, но при трёхминутного воздействия на осфрадий Cu2+  

(4. 0 моль/л) (Б). II-Регистрация «patch-clamp whole cell» в условиях фиксации тока рецепторных 
нейронов осфрадия прудовика при аппликации L-аспартата в норме (верхняя кривая) и после 10-ти 
минутной перфузии препарата ионами Cd 2+ (1,0 мМ) 

 

Рис. 4. Оригинальные записи изменения ЧСС моллюсков Littorina littorea в ответ на введение в 
мантийную полость воды с различными концентрациями солей меди или кадмия. I – Изменения ЧСС 
при действии растворов CuSO4 : А, Б, В, Г – соответственно – 0,2, 300, 1000 и 5000 мг/л. Первая 
стрелка – момент начала инъекции, вторая – начало инъекции чистой морской воды. II – Изменения 
ЧСС при действии одинаковых объёмов чистой морской воды (А) и растворов CdСl2 с концентрациями 
0,5 мг/л (Б), 5,0 мг/л (В) и 5 мг/л (Г). Стрелка – момент начала инъекции. Ш – Запись ЧСС у моллюска с 
удалённым осфрадием при инъекции раствора CdСl2 (5,0 мг/л) через двое (А) и пять (Б) суток после 
экстирпации. Стрелка – момент начала инъекции. 
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Однако на 5–7 сутки после экстирпации осфра-
дия, в ответ на инъекцию этого же раствора уда-
лось зарегистрировать снижение ЧСС (рис. 4, III, 
Б). Возможно, за это время произошла, по край-
ней мере, частичная регенерация структур осфра-
дия и восстановление нервной проводимости от 
этого органа через структуры ЦНС до сердечной 
системы моллюска. Принципиальная способ-
ность структур осфрадиев к регенерации показа-
на (Камардин, Ноздрачёв, 2004).  

В серии длительных, до 1,5 месяцев, наблю-
дений за кардиоактивностью литорин при пре-
бывании их в морской воде с концентрацией Cu 
значительно более высокой (45,5 мкг/л), чем 
нормальной (для Белого моря это 3,0–5,0 мкг/л), 

выявили уже на 3–5 сутки у большинства мол-
люсков небольшое, но достоверное увеличение 
ЧСС (рис. 5. I). На 5 сутки обнаружили также 
увеличение внутритканевой концентрация Cu2+, 
которая превысила нормальную (18 мкг/г влаж-
ного веса.) на 17%. В течение последующих 26 
дней наблюдалось дальнейшее увеличение (мак-
симально на 22 день до 68 мкг/г) внутриткане-
вой концентрации Cu2+ (рис. 5, II). Параллельно 
этому изменению внутритканевой концентра-
ции меди шло постепенное возрастание ЧСС до 
50–75% по сравнению с нормой (рис. 5, I). При 
замене загрязнённой воды на чистую морскую 
внутритканевая концентрация меди увеличива-
лась, в то время как ЧСС снижалась (рис. 5).  

 

Рис. 5. I – Средние для выборки (n=11) моллюсков Littorina littorea значения ЧСС при нахождении 
животных в контрольной морской воде (К1 – К4) и в морской воде с раствором CuSO4 с концентрацией 
45,5 мг/л (1–36 суток). Указаны доверительные интервалы для подопытных моллюсков за конкретные 
сутки (р ≤ 0,01). II – Содержание меди в тканях моллюсков Littorina littorea в мкг на грамм влажного 
веса в контроле (Кон) и во время длительной их экспозиции в морской воде с концентрацией CuSO4 
45,5 мг/л 

Обсуждение результатов 

В процессе эволюции у моллюсков сформиро-
вался специализированный сенсорный орган – 
осфрадий, реагирующий на изменение солено-
сти, осмотического давления, гипоксию, гипер-
капнию, аминокислоты и различные запаховые 
вещества. Обладая химической мультисенсорно-
стью, осфрадий участвует в регуляции широкого 
спектра физиологических и поведенческих реак-
ций, в том числе дыхания, питания, реакции из-
бегания хищника, хоминга. При загрязнении сре-
ды обитания моллюсков, в частности ТМ, воз-
можны неблагоприятные для организма измене-
ния указанных реакции. При этом первой мише-
нью действия различных химических веществ яв-
ляются периферические рецепторные осфради-

альные органы. У большинства представителей 
классов Mollusca осфрадий находится в мантий-
ной полости в непосредственном контакте с вод-
ной средой (Камардин, Ноздрачев, 2004). Иссле-
дование ультраструктуры осфрадиев прудовика, 
живородки и литорин выявило их сложную ре-
цепторную природу. До сих пор, однако, немного 
работ, посвященных воздействию ТМ на рецеп-
торные клетки осфрадия. Так, показано негатив-
ное влияние HgCl2 (10–20 мкМ/л) на электровоз-
будимые Са2+ входные токи ганглиозных клеток 
и выходные электровозбудимые К+ токи сенсор-
ных клеток осфрадия прудовика (Kamardin et al., 
1999). На ионы ТМ эти нейрональные структуры 
реагируют, благодаря свойственной им возбуди-
мости и наличию разнообразных каналов, рецеп-
торов, а также ион – канал – рецепторных ком-
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плексов (S-Rozsa, Salanki, 1990;. Riss, Osipenko, 
1994). В идентифицированных нейронах ЦНС 
лёгочных моллюсков наблюдали в ответ на дей-
ствие ТМ и различных медиаторов изменение 
импульсной активности, а также Na+ и K+ мем-
бранных токов (Szucs et al. 1994). В наших элек-
трофизиологических опытах приведены данные 
о тормозном влиянии трехминутного воздейст-
вия ионов Сu2+ на суммарный рецепторный по-
тенциал (СРП) осфрадиальной поверности живо-
родки, а также влияние ионов Cd2+ на импульс-
ную активность рецепторных клеток осфрадия. 
Некоторые из исследованных клеток осфрадия 
могут являються важными регуляторными эле-
ментами кардиореспираторной системы моллю-
сков (Winlow, Syed, 1992; Сафонова и др., 2008). 
По-видимому, через систему рецепторных кле-
ток осфрадия, нервных путей и нейронов ЦНС 
реализуются ответные реакции кардиосистемы 
моллюсков на химические раздражители, в том 
числе и ТМ.  

Непосредственное воздействие ионов ТМ на 
рецепторы осфрадия вызывает изменение теку-
щих электрических процессов в этих органах, 
что в свою очередь посредством активации ганг-
лиев ЦНС и регуляторных нейрогормональных 
процессов влияет на деятельность физиологиче-
ских систем организма, в частности, как это по-
казано в данном исследовании, на работу сердца. 
Это отчётливо проявилось в хронических экспе-
риментах с регистрацией ЧСС литорин, находив-
шихся в чистой воде или в загрязнённой соедине-
ниями меди. У интактных моллюсков кратковре-
менная инъекция ионов меди или кадмия в ман-
тийную полость приводила к увеличению ЧСС, 
причём наблюдался дозозависимый эффект. На-
рушение периферического звена хемосенсорной 
системы, в результате экстирпация осфрадия, 
привело к повышению ЧСС почти в 2 раза. По-
видимому, в рефлекторной хемосенсорной систе-
ме (осфрадий-ЦНС-сердце) резко снизились тор-
мозные влияния на сердце. На 2–3 сутки инъек-
ция Cd 2+ в мантийную полость не вызвала изме-
нения ЧСС. Существенно, что на 5–7 сутки после 
удаления осфрадия в ответ на инъекцию кадмия 
было зарегистрировано снижение ЧСС. Это ука-
зывало на восстановление центральной регуля-
ции кардиосистемы, возможно, в результате ре-
генерации рецепторов осфрадия. Снижение, а не 
повышение ЧСС (как до операции), можно объ-
яснить предельно высокими для моллюска фоно-
выми значениями ЧСС. 

Хроническое пребывание (до полутора меся-
ца) литорин в воде с высокой концентрацией 

ионов меди вызвало увеличение ЧСС и возрас-
тание внутритканевой концентрации Сu2+ Тахи-
кардия была обусловлена, по-видимому, не 
только воздействием повышенной концентра-
ции меди на периферическое звено хемосенсор-
ной системы (рецепторы осфрадия), но и непо-
средственным воздействием ТМ на нейроны 
ЦНС. Обнаруженная нами тахикардия при воз-
действии ТМ (в острых и хронических опытах), 
указывает на активизацию катехоламиновой 
системы регуляции. Увеличение ЧСС могло 
быть одним из механизмов детоксикации, так 
как оно способствует усилению фильтрацион-
ной способности гемолимфы в полости сердеч-
ной сумки, адсорбции ТМ в почечном эпителии 
и их последующим выведением из организма. 
Процессы биохимической детоксикации орга-
низма моллюска состоит в переводе меди из ак-
тивной (токсической) и растворенной в гемо-
лимфе ионной формы в менее биологически ак-
тивную, связанную с металлотионеинами и/или 
окруженную биомембранами. (Hispard et al., 
2008). Наблюдавшееся нами увеличение количе-
ства меди в тканях литорин в первые недели от-
мывки можно объяснить возрастающим уров-
нем низкомолекулярных тионеиноподобных 
белков, связывающих растворимый пул меди и 
снижающий концентрацию активной формы 
Cu2+ (Тalbot, Magee, 1978). Постепенная норма-
лизация ЧСС только к 10 дню отмывки проис-
ходила, вероятно, за счёт уменьшения концен-
трации Cu2+ в гемолимфе. 

Итак, проведённые нами эксперименты позво-
ляют считать доказанной связь периферического 
рецепторного органа (осфрадия) с нейрогумо-
ральной системой регуляции сердца моллюсков. 
На появление в воде ТМ в периферическом звене 
хемосенсорной нервной системы изменяются те-
кущие сенсорные (электрические) реакции, что 
может служить сигналом к запуску кардиорегу-
ляторных возбуждающих механизмов, осуществ-
ляемых через ганглии ЦНС. Поступление ТМ в 
гемолимфу приводит к модуляции нервных и ме-
диаторных процессов и возникновению физиоло-
гических и биохимических механизмов детокси-
кации. Одним из путей детоксикации является 
усиление кардиоактивности.  

Выводы 

Проведено морфофизиологическое исследо-
вание осфрадиев брюхоногих моллюсков с це-
лью выяснения влияния периферической хемо-
рецепции на кардиоактивность.  
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Полученные результаты являются физиологи-
ческим обоснованием для использования метода 
неинвазивной регистрация в реальном времени 
кардиоактивности моллюсков, являющейся весьма 
демонстративным физиологическим биомаркером 
при проведении исследований, направленных, с 
одной стороны, на определение функционального 

состояния гидробионта, а, с другой стороны, на 
оценку степени загрязнения пресноводной и мор-
ской воды соединениями тяжёлых металлов. 
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By means of electronic microscopy technique it 
is showed resemblance of osphradium structures at 
four species of freshwater and marine gastropods 
(Viviparidae, Lymneaidae and Littorinidae). The 
osphradium receptors are the primary target 
reacting on chemical substances, in particular heavy 
metals ions It is showed alterations of 
electrophysiological reactions of osphradium 
neurons under influence of heavy metal ions (Сu, 
Сd). The neurons of osphradium connect with CNS 
ganglions, which in turn innervate mollusks heart. 
The essential part of our study was research of 

functional connects of mollusk heart with 
osphradium receptors, reacted on chemical 
substances. It is described changes heart reactions 
under influences of heavy metal ions on intact 
mollusks Littorina littorea and after osphradium 
extirpation. Received results can be essential for 
understanding of neuronal mechanisms and ways 
by means of heavy metal ions influence on heart 
activity. It is importance also because in present 
time HR is used as demonstrative physiological 
biomarker for study of functional state of water 
invertebrates and for water quality estimation.  

 




