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Исследовано действие повышенных концентраций ионов Zn2+ на активность комплекса кислых
дезоксирибонуклеаз (ДНКаз) и рибонуклеаз (РНКаз) гепатопанкреаса моллюска живородка речная
(Viviparus viviparus L.). Выявлено увеличение активности кислых ДНКаз при воздействии Zn2+. Про-
слеживается антисимбатная зависимость изменения активности кислых ДНКаз от концентрации
цинка в гепатопанкреасе моллюсков. Характер активности РНКаз под действием ионов Zn2+ является
менее показательным. Характер изменения активности кислых ДНКаз у подопытных животных по-
казывает, что данный биохимический показатель может быть использован в качестве маркера токси-
ческого воздействия на живые организмы в эколого-биохимическом мониторинге загрязнений
пресных вод.
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Цинк входит в кофакторы более, чем 300 фер-
ментов, функционирующих в клетках живых орга-
низмов и относящихся к шести основным классам
(Sigel, 1983; Andreini, Bertini, 2012), является мик-
роэлементом и выполняет каталитическую (на-
пример, карбоангидраза, карбоксипептидаза, ще-
лочная фосфатаза), сокаталитическую (например,
фосфолипаза С, нуклеаза Р1, лейкиламинопепти-
даза) или структурную функции (например, ас-
партаткарбамоилтрансфераза) (McCall et al., 2000;
Stefanidou et al., 2006; Crichton, 2012; Le Pabic,
2014; Шейбак, 2016). Он является мембранным
стабилизатором (Oje et al., 2010). Цинк не токси-
чен при низких концентрациях, но, как и боль-
шинство микроэлементов, в высоких концентра-
циях влияет на деление, рост и развитие клеток
микроорганизмов, растений и животных, а также
на половое созревание.

Антропогенными источниками поступления
цинка в природные воды являются городской
сток, автотранспорт, промышленные стоки ме-
таллургических и нефтеперерабатывающих пред-
приятий (ATSDR, 2005). Проблема превышения
концентраций цинка в природных водах подни-
мается достаточно регулярно (Oje et al., 2010; Wo-
jtkowska et al., 2016), однако у биологов и особенно

медиков в большей степени вызывают озабочен-
ность возможные нарушения здоровья населения.
Практически малоизученными остаются вопросы,
связанные с биохимическим воздействием цинка
на гидробионтов. В данной связи выявление био-
химического воздействия этого распространенного
экополлютанта на гидробионтов представлялось
целесообразным.

В большинстве исследований, проведенных на
рыбах и описывающих механизмы воздействия
цинка, показано, что основная причина интоксика-
ции цинком связана с нарушением гомеостаза каль-
ция. Описано, что ионы Zn2+ способны действовать
по принципу подмены метаболита и имитировать
ионы Ca2+, проникать в клетку через кальциевые
каналы жаберных клеток, что приводит к гипо-
кальциемии путем конкурентного торможения
(Hughes; Barritt, 1989; Ballatori, 2002; Hogstrand,
2012). При острых поражениях это приводит к
значительным функциональным и структурным
деградациям жабр, например, гиперсекреции, ги-
пертрофии, гиперплазии, которые заканчивают-
ся асфиксией (Le Pabic, 2014).

Биологические эффекты цинка зависят от фор-
мы поступления цинка в водоемы. В воде ионы ме-
талла могут находиться в виде гидратированных
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ионов Zn2+ или комплексов с различными орга-
ническими или неорганическими лигандами, по-
скольку цинк является сильным комплексообра-
зователем (Hogstrand, 2012). Из всех форм цинка,
обнаруженных в водной среде, гидратированные
ионы Zn2+ определены как наиболее биодоступные
и токсичные (Roesijadi, Robinson, 1994; ANZECC,
2000; Hogstrand, 2012; Wojtkowska et al., 2016).

В ряду тяжелых металлов, например, в сравне-
нии с медью или кадмием, цинк не является са-
мым токсичным для пресноводных мидий, но он
накапливается в поверхностных водах до более
высоких концентраций, при воздействии кото-
рых вызывает острые нарушения биохимических
реакций или даже гибель водных организмов
(Grabarkiewicz, Davis, 2008).

В настоящей работе изучение биохимического
воздействия цинка проводили на моллюске жи-
вородка речная Viviparus viviparus L., который рас-
пространен в Европейской части России и ис-
пользование которого как индикаторного вида к
токсическому воздействию обосновано в ряде ра-
бот (Gomot de Vaufleury, 2000; Цветков, Коничев,
2006; Nica et al., 2012; Дроганова и др., 2017; Увае-
ва, Шимкович, 2017). Целью исследования было
выявление изменений активности под влиянием
ионов Zn2+ комплекса кислых дезоксирибонуклеаз
(ДНКаз) и рибонуклеаз (РНКаз) живородки реч-
ной Viviparus viviparus L., которые чувствительны
к концентрационным изменениям веществ и ак-
тивно реагируют на изменения состава природ-
ных вод. Нуклеазы не участвуют в метаболизме
токсикантов в клетках, однако, являясь фермента-
ми деполимеризации нуклеиновых кислот, играют
существенную роль в обмене веществ в целом, что
дает возможность охарактеризовать общее состоя-
ние гомеостаза организма и осуществлять оценку
состояния водного объекта. Предполагалось, что
изучение ДНКаз моллюска позволило бы осу-
ществлять раннюю диагностику токсических воз-
действий на гидробионтов еще до появления у
них физиологических, поведенческих и морфо-
логических проявлений в ответ на такое воздей-
ствие.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор животных осуществляли в Пестовском во-
дохранилище (село Тишково Пушкинского района
Московской области, 56°05′11.1′′ N, 37°44′21.9′′ E).
Акклимацию их проводили в лабораторном аква-
риуме объемом 150 л с водными растениями из
места сбора в условиях, близких к естественным,
с постоянной аэрацией и освещением в течение
двух недель. После этого проводили токсикологи-
ческий эксперимент. Собранных моллюсков дели-
ли на контрольную и опытную группы. Опытных
животных подвергали воздействию Zn2+ в кон-

центрации, соответствующей 2 ПДК (для Zn2+

ПДКхоз-быт = 5 мг/л) (СанПиН 1.2.3685-21).
Экспозиция опыта составляла 0, 2, 4, 6, 12, 24,

48, 72 и 96 ч. Контролем служили животные, ото-
бранные непосредственно перед началом экспе-
римента (при экспозиции 0 ч), а также моллюски,
содержащиеся в воде без внесения токсиканта
при прочих равных условиях в течение тех же вре-
менных интервалов. При проведении экспери-
мента использовали 110 особей моллюсков (по 55
в контрольной и опытной группах). По истечении
установленного времени экспозиции отбирали из
обеих групп по 5–6 животных, путем вивисекции
извлекали пищеварительную железу (гепатопан-
креас), из которой получали экстракт водорас-
творимых белков растиранием при охлаждении с
битым кварцевым стеклом. В качестве экстраги-
рующей жидкости использовали 0.5%-ный рас-
твор Тriton Х-100 (10-кратный объем по отноше-
нию к навеске ткани). Белковые экстракты очи-
щали центрифугированием в рефрижераторной
центрифуге “Eppendorf 5417 R” при 6700 g и 4°С в
течение 30 мин, затем отделяли супернатант (Fa-
fanđel et al., 2008; Дроганова и др., 2017; Kovačić et al.,
2017).

Концентрацию белка в полученных экстрактах
определяли по методу Лоури (Lowry et al., 1951).

Активность ДНКазы оценивали c помощью
флуориметрического метода, используя в каче-
стве субстрата синтетический одноцепочечный
олигодезоксирибонуклеотидный фрагмент Rsol-P
(TTCGCCTACGAATTTCAAGCC), меченный па-
рой флуорофоров: сигнальным красителем 6-FAM
(6-карбоксифлуоресцеин, λмакс.поглощения = 490 нм,
λмакс. флуоресценции = 520 нм) на 5'-конце и тушите-
лем флуоресценции BHQ-1 (Black Hole Quencher,
λмакс. поглощения = 535 нм, диапазон гашения 480–
580 нм) на 3'-конце (аналогично зондам TaqMan-
типа) (Цветков и др., 2012).

Для определения активности ДНКазы в про-
бирке смешивали 1 мл ацетатного буфера (рН 4.6)
и 50 мкл белкового экстракта (разбавленного в
20 раз). В контрольную пробирку вместо белка
вносили 1.5 мл 50 мМ ацетатного буфера. В каж-
дую пробирку вносили по 5 мкл субстрата Rsol-P
(“BioBeagle”). Смесь растворов инкубировали
при комнатной температуре в течение 90 мин, по-
сле чего измеряли интенсивность флуоресценции
на спектрофлуориметре “Флуорат-Панорама 02”
при длинах волн 492 нм (поглощение света) и 520 нм
(флуоресценция) для каждой точки экспозиции.

За единицу активности ДНКазы принимали
такое количество фермента, которое катализиро-
вало превращение 1 моль субстрата за 1 мин.

Активность РНКазы определяли модифици-
рованным методом Анфинсена по изменению
оптического поглощения раствора, в котором на-
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ходятся кислоторастворимые продукты гидроли-
за высокомолекулярной РНК.

Смесь для определения активности РНКазы
содержала 50 мкл 0.2%-ного раствора РНК из пе-
карских дрожжей (“Sigma”, США), 400 мкл 50 мМ
ацетатного буфера (pH 4.4) и 50 мкл белкового
экстракта. Пробы инкубировали в течение 1 ч при
37°С, затем охлаждали 10 мин при 4°С, после чего
негидролизованную РНК осаждали прибавлени-
ем 1 мл 0.15 М раствора MgCl2 (“Panreac”, США)
в 75%-ном этаноле. Пробы выдерживали 1 ч на
холоде для формирования осадка, после чего цен-
трифугировали при 8000 g на рефрижераторной
центрифуге “Hettich Universal 320 R” и 4°С в тече-
ние 20 мин. Декантировали супернатанты и изме-
ряли их оптическую плотность против контроля,
в который экстракт белков вносили после при-
бавления раствор–осадителя, при 260 нм на спек-
трофотометре “Thermo genesis 6” (Anfinsen et al.,
1957).

За единицу активности РНКазы принимали
такое количество фермента, которое вызывает
увеличение поглощения раствора на единицу оп-
тической плотности при 260 нм за 1 мин.

Удельную активность ферментов рассчитыва-
ли в единицах на 1 мг белка (Е/мг белка).

Содержание цинка в экстрактах, полученных из
гепатопанкреаса моллюсков, определяли атомно-
абсорбционным методом на спектрометре “Квант-
2А” (ООО “КОРТЭК”, Россия) в пламени ацети-
лен-воздух по линии 213.8 нм с источником резо-
нансного излучения (лампа с полым катодом) и
дейтериевым корректором фонового поглощения.

Статистическую обработку результатов прово-
дили по t-критерию Стьюдента с помощью MS
Excel.

Результаты измерения ферментативной актив-
ности приведены на рис. 1 и 2, содержание цинка
на рис. 3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Во время проведения эксперимента не наблюда-

ли гибель животных и/или приспособительного по-
ведения (снижения или увеличения подвижности,
выделения слизи, закрывания устья раковины кры-
шечкой). Активность фермента не остается посто-
янной на протяжении эксперимента как у кон-
трольной, так и у опытной групп исследованных
животных вследствие естественных метаболиче-
ских процессов в организме моллюсков и имеет
фазовый характер, что является отражением про-
цессов индукции и репрессии ферментов (рис. 1).
Воздействие Zn2+ приводит к существенному
ускорению биохимического ответа – увеличению
активности ДНКазы по сравнению с контроль-
ной группой животных. На протяжении экспери-
мента выявлено чередование фаз снижения и по-

вышения активности. При этом в первые сутки
эксперимента можно наблюдать резкое возраста-
ние активности под воздействием токсиканта (от

Рис. 1. Изменение удельной активности ДНКазы в
норме и при остром воздействии ионов Zn2+ в кон-
центрации 10 мг/л. Результаты представлены в виде
среднее значение ± среднеквадратичная ошибка (для
рис. 1–3). Различия между значениями удельной ак-
тивности фермента статистически значимы при р ≤ 0.01
в экспозиции 2, 4, 6, 12, 24, 48 и 96 ч.
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Рис. 2. Изменение удельной активности РНКазы в
норме и при остром воздействии ионов Zn2+ в кон-
центрации 10 мг/л. Различия между значениями
удельной активности фермента статистически значи-
мы при р ≤ 0.01 в экспозиции 4, 6, 12, 24 и 96 ч.
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Рис. 3. Изменение содержания цинка в тканях пище-
варительной железы опытной группы моллюсков.
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0 до 6 ч), а затем снижение (от 6 до 24 ч). Далее, к
48 ч экспозиции вновь следует резкое увеличение
активности фермента (до максимального значе-
ния). Минимальное значение активности ДНКа-
зы отмечено при 72 ч экспозиции, в этот период
она почти совпадает со значениями контрольных
животных. В контрольной группе животных, со-
державшихся в течение экспозиции без воздей-
ствия токсикантов, отмечались менее значимые
колебательные изменения активности фермента
в те же временные промежутки.

Fafanđel et al. (2008) также отмечают фазовый
характер изменения активности кислой ДНКазы
в гемоцитах и тканях пищеварительной железы
моллюсков Mytilus galloprovincialis при воздей-
ствии бензина и ПАВ в концентрации 5 мг/л и
при действии 250 мг/л сульфата меди.

Неоднозначные результаты получены для дру-
гого исследованного фермента – РНКазы. В це-
лом, активность РНКазы несущественно изменя-
ется при действии Zn2+. От 0 до 2 ч экспозиции
величины активности в опытной и контрольной
группах совпадают, затем активность фермента
незначительно повышается в опытной группе
моллюсков (от 2 до 12 ч). От 12 до 24 ч наблюдает-
ся прирост активности РНКазы в опытной группе
животных, но, стоит отметить, что значения ак-
тивности остаются ниже контрольных в интерва-
ле от 12 до 48 ч. Далее значения активности РН-
Казы в контрольной и опытной группах совпадают.
К окончанию эксперимента активность фермен-
та в опытной группе снижается. Минимального
значения активность РНКазы достигает при 48 ч
экспозиции. Чередование фаз снижения и повы-
шения активности становится более выражен-
ным в интервале от 12 до 96 ч (рис. 2).

Концентрация цинка определялась в экстрак-
тах гепатопанкреаса испытуемых животных, вы-
деленных в тех же временных интервалах (рис. 3).
Оказалось, что количество цинка в гепатопанкре-
асе меньше, чем созданное в эксперименте в воде
и также изменяется волнообразно. При этом веро-
ятно, что ДНКаза участвует в адаптивном процессе
при воздействии цинка, поскольку замечено, что ее
активность обратно пропорциально зависит от кон-
центрации цинка в тканях Еуд.(ДНКазы) ↔ С(Zn).
Хотя статистически такая корреляция между по-
лученными зависимостями прослеживается сла-
бо, что характерно для биологических процессов.

В литературе описано, что ферменты гидро-
бионтов, в том числе кислые ДНКазы, чувствитель-
ны к токсическому воздействию. Так, увеличение
активности кислых ДНКаз в ответ на снижение ка-
чества воды отмечено в тканях мидий Crenomytilus
grayanus (Мензорова, Рассказов, 2007) и Mytilus
galloprovincialis (Kovačić et al., 2017). Ibrahim, Mah-
moud (2005) в работе по изучению влияния тяжелых
металлов на развитие патологических процессов в

печени рыб Tilapia zillii, Clarias gariepinus и Mugil
cephalus показали, что под действием ионов тяже-
лых металлов (Fe2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+, Pb2+ и Cd2+)
повышается активность таких ферментов как ас-
партатаминотрансфераза и аланинаминотранс-
фераза. На основани полученных нами данных,
катионы цинка вызывают увеличение активности
кислой ДНКазы живородки речной, и при этом
возможно, что прирост активности является ре-
зультатом опосредованного процесса.

Таким образом, уровень активности ДНКазы
является информативным показателем физиологи-
ческого состояния гидробионтов и может рассмат-
риваться в качестве биохимического критерия для
характеристики токсических свойств водной среды.
Сравнительный анализ активности ДНКазы может
быть использован в мониторинговых программах
для биохимической индикации загрязнения во-
доемов, тогда как слабо выраженная динамика
активности РНКазы, делает затруднительным ее
использование для биохимической индикации
загрязнения водоемов.

Результаты, полученные при изучении изме-
нения активности нуклеаз под воздействием
ионов Zn2+, не противоречат известным исследо-
ваниям активности ферментов у гидробионтов
под влиянием токсикантов различной химической
природы (Etxeberria et al., 1994; Au, 2004; Дрога-
нова и др., 2017, 2019).
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ДРОГАНОВА и др.

Effect of Zn2+ Ions on Acidic Nuclease Activity of Freshwater Molluscs
T. S. Droganova1, #, L. V. Polikarpova1, E. A. Tishina1, M. Anka1, D. B. Petrenko1, and N. V. Vasiliev1

1Moscow State Regional University, st. Vera Voloshina, 24, Mytishchi, Moscow region, 141014 Russia
#e-mail: ecolab@mgou.ru

The effect of increased concentrations of Zn2+ ions on the activity of acidic deoxyribonucleases (DNases)
and ribonucleases (RNases) of the hepatopancreas Viviparus viviparus L. was studied. It was revealed that the
activity of acidic DNases under the influence of Zn2+ increased. An antisymbatic dependence of the change
in the activity of acidic DNases on the concentration of zinc in the hepatopancreas of molluscs is observed.
The character of RNase activity under the influence of Zn2+ ions is less indicative. The character of the
change in the activity of acidic DNases in experimental animals shows that this biochemical indicator can be
used as a marker of toxic effects on living organisms in ecological and biochemical monitoring of fresh water
pollution.

Keywords: ecological and biochemical monitoring, hydrobionts, freshwater molluscs, toxic effects, zinc, en-
zymes, DNase, RNase
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