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Аннотация. Впервые в остром токсикологическом эксперименте исследовано воздействие 
фторсодержащих соединений (фторида натрия и фторуксусной кислоты) на активность 
кислой фосфатазы, кислой ДНКазы и спектр растворимых белков печени моллюска жи-
вородка речная. На протяжении исследованого периода экспозиции (96 ч) с токсикантами 
выявлены изменения в удельной активности ферментов по сравнению с контрольными 
моллюсками. В спектрах растворимых белков обнаружено появление белковых фракций, 
индуцированное токсическим воздействием, что может быть использовано в биохимиче-
ском тестировании водной среды.1
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Abstract. The effect of fluorine-containing compounds (sodium fluoride and fluoroacetic acid) 
on the activity of acid phosphatase and acid DNAse in an acute toxicological experiment is ob-
tained and the spectrum of soluble liver proteins of the river snail is studied for the first time. 
The changes in specific activity are revealed by comparing them with those of control snails 
during the period of exposure (96 hours) with toxicants. The spectra of soluble proteins exhibit 
the appearance of protein fractions induced by toxic effects, which can be used in biochemical 
testing of the aquatic environment.
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Загрязнителями окружающей сре-
ды всё чаще выступают фторсодержа-
щие соединения, попадающие в приро-
ду в виде газов и аэрозолей с твердой 
и жидкой дисперсной фазой вместе с 
отходами химической, стекольной, ла-
кокрасочной, деревообрабатывающей 
промышленности. Как и другие токси-
канты, попадая в окружающую среду, в 
конечном счете они оказываются рас-
творенными в воде. Из воздуха взве-
си, содержащие токсичные вещества, 
осаждаются на поверхности почвы, 
смываются осадками, подхватываются 
грунтовыми водами и выносятся в рус-
ла рек. Газообразные соединения так-
же выводятся из атмосферы с осадка-
ми. При этом часть веществ образует 
малорастворимые соединения и выво-
дится из круговорота, часть превраща-
ется в менее токсичные соединения, но 
значительная часть попадает в живые 
организмы, которые вынуждены выра-
батывать адаптационные механизмы к 
токсическому воздействию. В связи с 
возрастающим уровнем антропоген-
ной нагрузки на гидробиоценозы ак-
туальной представляется оценка при-
сутствия токсических и в том числе 
фторсодержащих веществ в водоемах. 
Последнее время наиболее перспек-
тивными считают биохимические ме-
тоды мониторинга пресных вод [1; 12]. 
При этом биохимические изменения 
наступают, как правило, до появления 
физиологических, морфологических и 
других отклонений, а также дают воз-
можность выявить границы адаптаци-
онных способностей.

На биохимическом уровне у оби-
тателей водоемов и в том числе мол-
люсков под действием токсикантов 
наблюдается изменение активности 
целого ряда ферментов, происходят 

изменения в синтезе белков. Так, на-
пример, соединения ртути, хрома, ни-
келя, кадмия приводит к снижению 
активности холинэстеразы, сукцинат-
дегидрогеназы, глутатионпероксида-
зы и прочих ферментов, содержащих 
в молекуле сульфгидрильные группы 
[2]. Из литературных источников из-
вестно, что воздействие фторида на-
трия снижает интенсивность синтеза 
белка, вызывает угнетение активности 
эстераз и кислой фосфатазы. Токсиче-
ское действие фторуксусной кислоты 
обусловлено способностью включать-
ся в цикл Кребса и блокировать его на 
стадии превращения цитрата в цис-
аконитат [3; 4].

Особый интерес в этом аспекте 
представляют собой так называемые 
стресс-белки (SP) сборная группа бел-
ков, к которым могут быть отнесены, 
в частности, металлотионеины (MT) 
и белки теплового шока (HSP). Если 
в отношении металлотионеинов из-
вестны некоторые детали индукции их 
синтеза и механизмов действия, то в 
отношении целого ряда других белков 
зачастую не известны определенные 
стресс-факторы, индуцирующие их 
появление, так и их роль в адаптации. 
В то же время эти белки рассматрива-
ют в качестве возможного системного 
биомаркера загрязнения природной 
среды, отражающего общее состояние 
тест-организма без детализации адап-
тивных механизмов [6].

Ранее нами неоднократно фикси-
ровались изменения в активности 
ряда ферментов и их множественных 
форм, включая фосфатазы и ДНКа-
зы моллюска живородка речная, под 
воздействием различных токсикантов 
(тяжелых металлов — хрома, свинца, 
фторорганических и фосфороргани-
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ческих соединений и др.) [6; 8; 9]. Эти 
работы, выполненные с использова-
нием очищенных препаратов фермен-
тов, позволили установить глубинные 
изменения в обменных процессах у 
моллюсков под влиянием ряда токси-
кантов. В то же время работы по вы-
делению, очистке и изучению физико-
химических свойств ферментов весьма 
трудоемки и не могут быть применимы 
в биомониторинге водной среды, для 
чего требуются достаточно быстрые 
и простые методы биохимическо-
го тестирования. Более доступными 
представляются в этом плане методы 
определения общей и удельной актив-
ности ферментов, а также возможно-
сти выявления тех или иных белков, 
отражающих реакцию организмов на 
загрязнение. Следует отметить, что ра-
нее не удавалось получить достаточно 
четкие результаты в отношении выяв-
ления спектров растворимых белков 
живородки, что, очевидно, связано с 
особенностями биологического мате-
риала (высоким содержанием липидов 
в частности). В данной работе нам уда-
лось преодолеть эти трудности и сопо-
ставить эффективность тестирования 
изменений в активности ферментов и 
спектров нативных белков моллюсков 
под воздействием фторсодержащих 
соединений для биомониторинга во-
дной среды.

Материал и методы исследования

Материал. Сбор моллюсков жи-
вородка речная (Viviparus vivipa-
rus L., семейство Viviparidae, отряд 
Architaenioglossa, класс Gastropoda) 
проводили в прибрежной зоне реки 
Вязь (Пестовское водохранилище) в 
районе села Тишково Пушкинского 
района Московской области. Затем 

собранных животных акклимирова-
ли в течение 2-х недель в лаборатор-
ном аквариуме объемом 150 литров, 
где присутствовали высшие растения, 
планктон и бентос с места обитания 
моллюсков, при температуре 15-16°С, 
с естественным освещением и посто-
янной аэрацией.

Токсикологический эксперимент. 
Контрольные и экспериментальные 
группы моллюсков содержали в сте-
клянных емкостях, наполненных аква-
риумной водой. В качестве токсиканта 
использовали фторид натрия в кон-
центрации 12 мг/л по фторид-иону, 
что соответствует величине 10 ПДКвод. 
(ПДКвод. составляет 1,2 мг/мл, ПДКрыб. 
равна 0,05 мг/л), и монофторуксусную 
кислоту в концентрации 5 мг/л (ПДКвод. 
для данного вещества не установлена). 
Экспозиция опыта составляла 2, 4, 6, 
12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 и 96 ч. Контро-
лем служили особи, содержавшиеся в 
воде без добавления токсиканта при 
прочих равных условиях в течение 
тех же временных интервалов, а также 
отобранные из аквариума непосред-
ственно перед опытом (при экспо-
зиции равной 0 часов). По истечении 
установленного времени отбирали по 
5-6 животных и немедленно препари-
ровали их для извлечения пищевари-
тельной железы, из которой получали 
экстракт водорастворимых белков. 
Выбор концентрации токсикантов 
был обусловлен целью исследования 
– опытным путем было установлено, 
что концентрация, соответствующая 
10 ПДК, является оптимальной для 
изучения острого воздействия токси-
кантов (при меньшем содержании дей-
ствующего вещества может не наблю-
даться яркого, наглядного результата, 
а повышенная концентрация зачастую 
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приводит к преждевременной гибели 
особей).

Экстракция белков. Извлеченные 
пищеварительные железы промывали 
0,15 М раствором NaCl и гомогени-
зировали в охлажденной льдом фар-
форовой ступке в течение 5 минут 
растиранием с кварцевым песком. В 
качестве экстрагирующей жидкости 
использовали 0,5%-ый тритон Х-100, 
прибавляемый в десятикратном объ-
еме по отношению к навеске ткани. Го-
могенат центрифугировали при 10000g 
и 4°С в течение 30 минут, затем декан-
тировали супернатант. 

Концентрацию белка в полученных 
экстрактах определяли по методу Лоу-
ри [11], используя в качестве стандарта 
водные растворы бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА) с концентраци-
ей от 20 до 200 мкг/мл.

Определение активности кис-
лой фосфатазы и кислой ДНКазы. 
Активность кислой фосфатазы (КФ) 
определяли фотометрически (λ = 415 
нм) по скорости гидролиза модель-
ного субстрата. В качестве субстрата 
использовали р-нитрофенилфосфат 
[10]. За единицу активности фермента 
(Е) принимали такое его количество, 
которое катализирует образование 1 
мкмоль продукта за 1 минуту. 

Активность дезоксирибонуклеазы 
(ДНКазы) определяли флуориметри-
чески. В качестве субстрата использо-
вали синтетический олигонуклеотид-
ный фрагмент ДНК, меченый парой 
флуорофоров: сигнальный краситель 
и тушитель флуоресценции, аналогич-
но зондам типа TaqMan [7]. Детекцию 
флуоресценции проводили при помо-
щи спектрофлуориметра «Флуорат-02» 
РФ при длинах волн 492 нм (поглоще-
ние света) и 520 нм (флуоресценция). 

За единицу активности принимали 
количество фермента, катализирую-
щее превращение 1 моль субстрата за 
1 минуту.

Удельную активность ферментов 
рассчитывали в единицах на 1 мг белка 
(Е/мг белка). 

Диск-электрофорез. Электрофорез 
белков проводили в колонках ПААГ по 
Девису при температуре 4°С. Концен-
трация сепарирующего геля составля-
ла 7,8%, а концентрирующего — 4,5%. 
Белковые экстракты перед нанесени-
ем смешивали с краской-лидером (50 
мМ трис-HCl, рН 8,0; 5 мМ ЭДТА-Na; 
20%-ная сахароза; бромфеноловый си-
ний — 2 мг/л) в соотношении 9:1. При 
вхождении белков в концентрирую-
щий гель сила тока регулировалась из 
расчета 1,5 мА на колонку, затем увели-
чивали силу тока до 2 мА. Продолжи-
тельность электрофореза составляла 
5-6 часов. Полученные белковые фрак-
ции фиксировали в растворе, содер-
жащем на 250 мл дистиллированной 
воды 50 г трихлоруксусной кислоты 
(ТХУ) и 250 мл изопропилового спир-
та. Окрашивание белковых фракций 
осуществляли при помощи 0,1% рас-
твора кумасси R-250, приготовленного 
на основе фиксирующего раствора [5].

Результаты и их обсуждение

Результаты исследования измене-
ния удельной активности ДНКазы 
показали, что в целом фторид натрия 
вызывает увеличение активности 
ДНКазы по сравнению с контрольной 
группой животных. Фторуксусная кис-
лота не оказывает столь однозначного 
влияния — наблюдаются фазы при-
роста и снижения активности фер-
мента (табл. 1). Следует отметить, что 
активность фермента не остается по-
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стоянной на протяжении времени экс-
позиции ни в одной из исследованных 
групп животных, что, вероятно, связа-
но с естественными метаболическими 
процессами в организме моллюсков. 

Всплеск активности ДНКазы, очевид-
но, отражает процесс ускоренного рас-
пада ДНК, тогда как снижение актив-
ности этого фермента указывает на 
подавление интенсивности ее обмена.

Таблица 1 
Удельная активность ДНКазы в норме и при токсическом воздействии

Время экспозиции, ч Удельная активность ДНКазы, единиц/мг белка∙10-3

Контроль Фторид натрия Фторуксусная кислота
0 30,62±0,49 24,98±0,75 20,52±0,62
2 52,89±0,31 25,36±0,76 70,18±2,11
4 61,88±0,23 20,87±0,63 18,48±0,55
6 23,5±0,50 75,96±2,28 74,31±2,23

12 11,16±0,98 85,02±2,55 38,09±1,14
24 5,33±0,53 2,75±0,08 46,75±1,40
36 9,93±0,08 138,9±4,17 11,95±0,36
48 17,1±0,59 45,87±1,38 14,88±0,45
60 34,22±0,66 47,85±1,44 12,79±0,38
72 26,86±0,84 63,26±1,90 19,1±0,57
84 35,31±0,72 49,53±1,49 38,21±1,15
96 19,8±0,93 75,87±2,28 73,76±2,21

Можно отметить, что в целом ак-
тивность ДНКазы под влиянием обоих 
токсикантов в первые 4 часа экспози-
ции снижена, после чего наблюдается 
резкое увеличение активности — прак-
тически в 8 раз к 12 часам экспозиции 
при воздействии фторида натрия и в 9 
раз – для фторуксусной кислоты после 
24-часового воздействия.

Влияние фторида натрия привело к 
резким скачкам активности фермента на 
начальной стадии эксперимента. Макси-
мальный прирост активности наблюда-
ется при 36 часах экспозиции, превышая 
контрольные значения в 14 раз. Далее 
следует значительное снижение активно-
сти ДНКазы, впрочем, не ниже контроль-
ных показателей, что может объясняться 
формированием компенсаторных меха-
низмов к токсическому воздействию.

Фторуксусная кислота также при-
вела к всплеску активности фермента 
в первые сутки экспозиции. Далее про-
исходит резкое угнетение активности, 
вплоть до незначительного снижения 
по сравнению с контрольными значе-
ниями. На завершающей стадии экспе-
римента (от 60 до 96 часов экспозиции) 
активность ДНКазы снова начинает 
плавно увеличиваться.

Значения удельной активности кис-
лой фосфатазы (табл. 2) в результате 
токсического воздействия изменялись 
следующим образом: фторид натрия 
приводит к угнетению активности 
фермента, а под влиянием фторуксус-
ной кислоты после снижения активно-
сти в первой половине эксперимента 
наблюдается ее возрастание к концу 
экспозиции.
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Воздействие фторида натрия вы-
звало снижение активности КФ по 
сравнению с контрольным значением 
на всём протяжении экспозиции. При 
этом от начала эксперимента до 36 ча-
сов наблюдается снижение активно-
сти до минимального значения, после 
чего активность плавно возрастает и к 
84 часам экспозиции приближается к 
контрольным показателям. Учитывая 
широкую субстратную специфичность 
кислой фосфатазы, можно предполо-
жить, что фториды, присутствующие 

в воде, могут на начальных этапах су-
щественно влиять на интенсивность 
обмена различных фосфорных эфиров 
в печени моллюска.

При воздействии фторуксусной 
кислоты можно выделить несколько 
фаз: на отрезке экспозиции от 2 до 60 
часов наблюдается угнетение и выра-
женные скачки активности КФ, от 60 
часов до окончания эксперимента ак-
тивность резко возрастает и превос-
ходит контроль в 1,7 раз (точка экспо-
зиции 84 часа).

Таблица 2 
Удельная активность кислой фосфатазы в норме

и при токсическом воздействии

Время экспозиции, ч Удельная активность КФ, единиц/мг белка 
Контроль Фторид натрия Фторуксусная кислота

0 0,22±0,00 0,23±0,08 0,25±0,00
2 0,19±0,01 0,16±0,02 0,23±0,00
4 0,27±0,00 0,21±0,07 0,25±0,00
6 0,26±0,02 0,16±0,08 0,25±0,00

12 0,32±0,00 0,23±0,01 0,34±0,00
24 0,30±0,02 0,22±0,04 0,19±0,00
36 0,50±0,00 0,13±0,02 0,21±0,00
48 0,33±0,01 0,18±0,04 0,32±0,00
60 0,21±0,01 0,13±0,02 0,12±0,01
72 0,20±0,01 0,11±0,08 0,21±0,00
84 0,17±0,00 0,15±0,01 0,29±0,00
96 0,19±0,00 0,14±0,04 0,22±0,00

В целом можно констатировать, что 
воздействие фторида натрия оказыва-
ет меньшее влияние на ферментные 
системы моллюсков по сравнению с 
фторуксусной кислотой. При остром 
воздействии происходит изменение 
активности ферментов (увеличение 
активности ДНКазы или угнетение 
активности КФ) в первые часы инток-
сикации, после чего за счет выработки 
адаптационных механизмов показа-
тели приходят в норму. Фторуксусная 

кислота представляет большую опас-
ность для живых организмов в силу 
своей химической природы — не про-
слеживается закономерности в изме-
нении показателей активности фер-
мента, формирования адаптационных 
механизмов в соответствии с кривой 
Г.  Селье не наблюдается. Данные ре-
зультаты согласуются с литературны-
ми данными по токсическому эффекту 
(изменение ферментативной активно-
сти), оказываемому выбранными нами 
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веществами [3; 4]. Вероятно, влияние 
изученных соединений на активность 
ферментов носит опосредованный ха-
рактер и может быть связано как с из-
менением скорости их синтеза, так и с 
различными путями метаболической 
регуляции их активности. 

В целом результаты определения 
удельной активности КФ и ДНКазы 
под воздействием испытанных соеди-
нений подвержены весьма существен-
ным (многократным) снижением или 
увеличением активности в исследован-
ный период токсического воздействия. 
К концу изученного периода (96 ч) эти 
показатели сближаются с контрольны-
ми. Таким образом, возникают опре-
деленные трудности в возможности 
практического биотестирования вли-
яния фторидов по активности данных 
ферментов  при продолжительном 
(постоянном в течение, по крайней 
мере, нескольких суток) контакте мол-
люсков с токсикантами.

Более однозначные результаты были 
получены нами при изучении каче-
ственного состава растворимых белков 
печени моллюсков (рис. 1, табл. 3). На-

блюдаются существенные изменения в 
спектрах белков, выявляемых методом 
диск-электрофореза. Так, токсическое 
воздействие приводит к появлению 
фракций, относительная электрофо-
ретическая подвижность которых рав-
на 0,05; 0,30 и 0,39, вне зависимости 
от природы выбранного токсиканта. 
Следует отметить, что при действии 
фторида натрия данные фракции на-
блюдаются в течение первых суток экс-
позиции, тогда как под влиянием фто-
руксусной кислоты они формируются 
после 48 часов экспозиции.

Под влиянием фторида натрия в 
организме подопытных животных вы-
рабатывается специфический белок (Rf 
= 0,61), который сохраняется на протя-
жении 12 часов экспозиции. Белковый 
спектр, полученный после воздействия 
на моллюсков фторуксусной кислоты, 
имеет более значительные различия с 
контролем: появляется 3 специфиче-
ские фракции со значениями Rf 0,09; 
0,17 и 0,46. Важным представляется тот 
факт, что белок с Rf = 0,46 сохраняется 
на протяжении всего эксперимента (от 
2 до 96 часов экспозиции).

Рис. 1. Схема электрофореграмм белков из печени моллюска живородка речная в норме (I) 
и при воздействии фторида натрия (II) и фторуксусной кислоты (III); Rf – относительная 

электрофоретическая подвижность; цифрами 2-84 обозначено время экспозиции
с токсикантами
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Таблица 3 
Значения относительной электрофоретической подвижности (Rf) нативных 

белков, выявленных в печени моллюсков методом электрофореза.

Группа Значение Rf
К* 0,01 0,07 0,12 0,48 0,54 0,74 0,91

ФН** 0,03 0,05 0,08 0,13 0,29 0,39 0,48 0,52 0,61 0,70 0,90
ФК*** 0,02 0,05 0,07 0,09 0,12 0,17 0,30 0,36 0,46 0,49 0,53 0,74 0,95

* — контроль
** — фторид натрия
*** — фторуксусная к-та

Подводя итог, можно отметить, что 
совместное использование данных по 
значениям удельной активности фер-
ментов и спектра нативных белков бо-
лее информативно для биоиндикации, 
чем применение в качестве биохими-
ческого маркера токсического загряз-

нения водоемов только показателей 
ферментативной активности. Даль-
нейшая физико-химическая характе-
ристика обнаруженных под воздей-
ствием фторсодержащих соединений 
(стрессовых) белков живородки пред-
ставляет несомненный интерес.
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