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Тяжелые металлы – одни из основных пол-
лютантов, поступающих в морскую среду, глав-
ным образом, с атмосферными осадками и в 
процессе таяния снега. Одними из наиболее 
удобных объектов для изучения влияния ксено-
биотиков, в том числе тяжелых металлов, при-
знаны морские беспозвоночные В сравнении с 
позвоночными животными многие виды моллю-
сков обладают слаборазвитой способностью к 
биотрансформации ксенобиотиков. Мидии 
Mutilus edulis – один из важнейших представи-
телей марикультуры Белого моря, которые явля-
ются в то же время удобным объектом для ис-
следований, так как ведут неподвижный образ 
жизни и являются, как известно, биофильтрата-
ми моря. Успехи, достигнутые в исследованиях 
протеиназ (Мосолов, 1988; Немова, 1996, Немо-
ва, 2005), практически не коснулись морских 
беспозвоночных. Вместе с тем, моллюски, рако-
образные и иглокожие относятся к наиболее 
древним, многочисленным в видовом отноше-
нии и разнообразным по экологии классам жи-
вотных. Системное исследование протеолитиче-
ских ферментов у этих беспозвоночных позво-
лит изучить их функциональную роль в жизне-
деятельности, даст возможность оценить про-
цесс протеолиза под влиянием различных био-
тических и абиотических воздействий. Извест-
но, что реализация защитной функции лизосом 
при воздействии на организм внутренних и 
внешних факторов осуществляется при участии 
лизосомальных гидролаз, в том числе протеоли-
тических (катепсинов) (Дин, 1981). Стабиль-
ность лизосомальных мембран, как и актив-
ность ферментного комплекса, может в значи-
тельных пределах меняться при различных па-
тологических состояниях организма. Например, 
при гипоксии, изменении кислотно-щелочного 
равновесия, воздействии тяжелых металлов и 
др. (Немова, Сидоров, 1980; Немова, 1996; 
Moore, 1985; Nemova et al.,2004). 

В настоящей работе изучали изменение ак-
тивности основных лизосомальных протеиназ 
животных тканей – катепсинов В (тиолзависи-
мой приетиназы) и D (карбоксилзависимой про-
теиназы) в жабрах и гепатопанкреасе мидий 
Mytilus edulis L. при воздействии солей меди и 
кадмия в экспериментаe in vitro. В условиях ак-
вариального эксперимента моллюски подверга-
лись воздействию кадмия, неэссенциального ме-
талла, способного связываться с SH-группами 
биомолекул, и меди – эссенциального металла, в 
высоких концентрациях токсичного для орга-
низма.  

Аквариальный эксперимент был выполнен на 
одноразмерных мидиях, отловленных на субли-
торали в губе Чупа Кандалакшского залива Бе-
лого моря. После акклимации к лабораторным 
условиям мидии были разделены на 7 групп и 
помещены в аквариумы, содержащие растворы 
солей (хлоридов) меди и кадмия (концентрация 
приведена в пересчете на катион): группа 1–5 
мкг/л Сu2+, группа 2–50 мкг/л Сu2+, группа 3 – 
250 мкг/л Сu2+, группа 4 – 10 мкг/л Сd2+, группа 
5 – 100 мкг/л Сd2+, группа 6–500 мкг/л Сd2+. 
Контролем служили моллюски, содержащиеся в 
аквариуме без добавления металлов (группа 7). 
Время экспозиции составляло одни и трое су-
ток, а затем из каждой группы отбирали для 
дальнейшего изучения по 7 особей. До начала 
эксперимента жабры и гапатопанкреас замора-
живали и хранили при –80 0С. Активность лизо-
сомальных протеиназ, катепсинов В и D, опре-
деляли спектрофотометрически (Алексеенко, 
1968) по гидролизу белковых и пептидных суб-
стратов. Активность ферментов выражали в 
единицах поглощения при 280 нм (катепсин D) 
и 525 нм (катепсин В) на мг белка. Концентра-
цию тканевых белков определяли методом 
Брэдфорд, (Bradford, 1976). 

На основании полученных данных по изме-
нению содержания белка и активности катеп-
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синов в тканях мидий при воздействии иссле-
дуемых металлов, можно сделать следующие 
выводы. 

Возрастает удельная активность катепсина В 
в гепатопанкреасе мидий, помещенных в аква-
риумы с различным разведением меди при раз-
ведении 5 мкг/л, затем уровень активности фер-

мента снижается при 50 мкг/л и вновь повыша-
ется (особенно в 1 сутки эксперимента) при 
максимальной концентрации металла – 
250 мкг/л. В жабрах активность катепсина В 
снижается при разведении 5,50 мкг/л и резко 
возрастает при максимальных (250 мкг/л) кон-
центрациях меди (рис. 1). 

 

Рис. 1. Влияние аккумуляции меди (концентрация 5, 50, 250) мг на активность катепсина В  
в гомогенатах гепатопанкреаса и жабр мидий (экспозиция 1, 3 суток) при Е525 на мг белка  

Активность катепсина D в изученных орга-
нах мидий повышается как при экспозиции в 1, 
так и в 3 суток. Исключением являются жабры, 
в которых в первые сутки при разведении ме-
талла до 5 мкг/л активность возрастает в 5 раз и 

резко снижается через 3 суток. При максималь-
ном разведении соли меди (250 мкг/л) актив-
ность данного фермента превышает уровень 
контрольных значений в 2–3 раза как в гепато-
панкреасе, так и в жабрах мидий (рис. 2). 

 

 

Рис. 2. Влияние аккумуляции меди (концентрация 5, 50, 250) мг на активность катепсина D  
в гомогенатах гепатопанкреаса и жабр мидий (экспозиция 1, 3 суток) при Е280 на мг белка 

Условные обозначения: * – различия между временем инкубации достоверны; ◊ – различия достоверны при сравнении с 
контролем; ♦ – различия достоверны между разведением (р<0,05, критерий Вилкоксона – Манна – Уитни) 

Активность цистеинзависимой (или тиоло-
вой) протеиназы лизосом – катепсина В в гепа-
топанкреасе и жабрах мидий, помещенных в ак-

вариумы с разбавлением солей кадмия, значи-
тельно снижена по сравнению с контролем и с 
аналогичным экспериментом с использованием 
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солей меди. Наиболее выраженные изменения 
уровня активности данного фермента обнаруже-
ны в гомогенатах жабр у мидий в аквариумах с 
разведением 10, 100 мкг/л (экспозиция 3 суток) 

и наблюдается особенно резкое падение актив-
ности катепсина В в жабрах мидий в аквариу-
мах с максимальным разведением соли кадмия 
(рис. 3). 

 

Рис. 3. Влияние аккумуляции кадмия (концентрация 10, 100, 500) мг на активность катепсина B  
в гомогенатах гепатопанкреаса и жабр мидий (экспозиция 1, 3 суток) при Е525 на мг белка 

Активность катепсина D в гепатопанкреасе 
мидий почти не зависит от времени экспозиции 
с кадмием и несколько снижается при концен-
трации металла 500 мг/л. В жабрах мидий ак-

тивность фермента немного выше при 3-суточ-
ной экспозиции при концентрациях металла до 
10 и 100 мг/л и эти различия исчезают при кон-
центрации кадмия 500 мг/л (рис. 4). 

 

 

Рис. 4. Влияние аккумуляции кадмия (концентрация 10, 100, 500) мг на активность катепсина D  
в гомогенатах гепатопанкреаса и жабр мидий (экспозиция 1, 3 суток) при Е280 на мг белка 

Ингибирование цистеинзависимых фер-
ментов не только снижает скорость белково-
го обмена и реакций, регулируемых этими 
ферментами, но и подавляет защитную роль 
лизосом, так как уже указывалось, что фер-
менты лизосом принимают участие в процес-
сах экскреции и детоксикации низких доз ка-
тионов тяжёлых металлов (Чекунова, Фроло-
ва, 1986). 

Активность лизосомальной аспартильной 
протеиназы катепсина D прямо не зависит от 
ковалентного связывания реакционных групп 
активного центра с металлами, его реактив-
ность в этих условиях может быть связана с 
участием фермента в детоксикации и иммун-
ных процессах в лизосомах.  

Таким образом, было установлено, что актив-
ность лизосомальных протеиназ изменяется в 



зависимости от типа действующего металла, его 
концентрации и времени воздействия. По сово-
купности наблюдений, очевидно, что присутст-
вие меди стимулирует компенсаторные измене-
ния, в то время как кадмий угнетающе действу-
ет на кальций-зависимый протеолиз. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке грантов Программы Президента «Ве-
дущие научные школы» НШ-3731.2010.4, РФФИ 
№ 08-04-01140-а, Программы Президиума РАН 
«Биоразнообразие 2009–2011 гг.». 
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Activity of lysosomal proteinases varies depending 
on the type of active metal, its concentration and 
exposure time. On set of observations, it is obvious 

that the presence of copper stimulates compensatory 
changes, while cadmium depressing effect on 
calcium-dependent proteolysis. 




