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Активне впровадження наноматеріалів вимагає розвитку методів, що дозволяють визначи-
ти їхню потенційну екотоксичність. Метою дослідження було виявлення специфічних ознак впливу 
кобальтвмісного нанокомпозиту (Со-НК) на молекулярні стрес-респонсивні системи у травній залозі дво-
стулкового молюска Anodonta cygnea. Со-НК одержували при змішуванні спиртових розчинів кополімеру 
N-вінілпіролідону, 5-(трет-бутилперокси)-5-метил-1-гексен-3-іну, диметиламіноетилметакрилату 
та хлориду кобальту. Після інкубації молюсків протягом 14 діб у присутності Со-НК, СоСl2 або 
полімерного носія встановлено, що Со-НК, на відміну від інших чинників, не спричинює оксидативно-
го стресу, який визначався за супероксиддисмутазною активністю, вмістом металотіонеїнів (МТ), 
редокс-індексом глутатіону та рівнем утворення оксидних радикалів. Показано, що специфічними оз-
наками впливу Со-НК є збільшення вмісту МТ, СоСl2 – збільшення лактатдегідрогеназної активності 
і рівня оксидних радикалів, тоді як полімерний носій підвищує глутатіонтрансферазну активність.

К л ю ч о в і  с л о в а: нанокомпозит, кобальт, біомаркер, молюск, оксидативний стрес, металотіонеїни.

У сучасному суспільстві спостерігається 
інтенсивне впровадження нанотехно­
логій і наноматеріалів у медицині, 

біотехнології, виробництві напівпровідників, 
а також товарів широкого вжитку [1]. Згідно 
з дослідженнями в межах проекту «Project 
on Emerging Nanotechnologies» (http://www.
nanotechprojectorg/inventories/consumer/, 2008) 
кількість споживчих товарів на ринку, що 
містять наночастинки або нановолокна, станом 
на 2008 р., перевищує 800 і швидко зростає. Па­
ралельно зі збільшенням обсягів виробницт­
ва наноматеріалів та галузей їх використання 
вони все більше потрапляють в навколишнє 
середовище і становлять потенційну не­
безпеку для біоти через високу реакційну 
здатність і біодоступність [2, 3]. Це зумовлює 
необхідність розробки нових методологічних 
підходів оцінки їхнього екологічного ризи­
ку для тварин та ефективної екстраполяції 
результатів для визначення рівня небезпе­
ки для людини. Значна кількість досліджень 
in vivo та in vitro у нанотоксикології сфоку­
сована на оцінці гострої токсичності синте­
зованих субстанцій за даними летальності, 
імунологічних параметрів або цитотоксичності 

[1, 4, 5]. Разом з тим, такі дослідження не дають 
вичерпної інформації щодо механізмів субток­
сичних ефектів наноматеріалів у фізіологічних 
концентраціях, а також потенційних наслідків 
їхнього хронічного впливу на біоту [6].

До найпоширеніших компонентів 
металовмісних наноматеріалів відносять ко­
бальт (Со) [7]. Відомо, що іони Со можуть 
порушувати стабільність молекул ДНК та 
інгібувати їхню репарацію, стимулювати 
процеси канцерогенезу і мутагенезу у лю­
дини та тварин [8], тоді як у фізіологічних 
концентраціях вони необхідні для забезпечен­
ня нормального функціонування організму [9].

Тому метою нашої роботи було встано­
вити потенційний ризик кобальтвмісного на­
нокомпозиту (Со-НК) на підставі визначен­
ня набору біомаркерів стресу і токсичності 
у прісноводного двостулкового молюска 
Anodonta cygnea. Вибір цього тест-об’єкту зу­
мовлений здатністю молюсків акумулювати 
велику кількість забруднюючих речовин і ви­
сокою чутливістю їхніх молекулярних анти­
стресорних систем до якості водного оточення 
[10, 11].
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Матеріали та методи

Дослідження проводили на дорослих 
особинах двостулкового молюска беззубки 
лебединої Anodonta cygnea із довжиною мушлі 
8,0 см і масою 50–60 г із ділянки верхів’я ріки 
Серет (село Івачів Тернопільської області). 
Молюсків адаптували до лабораторних умов 
протягом семи діб. Експериментальні умови 
створювали у басейнах об’ємом 40 л з кількістю 
молюсків – одна особина на 4 л води. Тварин 
годували комерційним кормом. Вміст кисню у 
воді підтримували на рівні 7,0–8,0 мг/л, вуг­
лекислого газу – 2,2–2,8 мг/л, значення рН 
були 7,6–8,0. В експериментальних групах 
воду відстоювали і змінювали через кожні дві 
доби, поновлюючи в ній вміст досліджуваних 
сполук. Температура води становила близько 
18 °С. 

Із відібраних тварин сформували чотири 
групи: одна контрольна (К) та три дослідні. 
Тваринам дослідних груп у воду додавали 
Со‑НК (833 мкг/л), іони Со (Со, 50 мкг/л, у 
вигляді СоCl2) або полімерного носія (П, 
783 мкг/л). Вміст металу контролювали за до­
помогою атомно-абсорбційної спектроскопії 
(С-115, Ломо, Росія). Концентрація Со2+ 
була близькою до такої як у забруднених во­
доймах та у крові пацієнтів із ортопедич­
ними Со-імплантами, які не відповідають 
технічним умовам [7]. Інкубація молюсків у 
досліджуваних розчинах тривала 14 діб, що є 
оптимальним строком для акліматизації.

Полімерний носій одержува­
ли методом радикальної кополімеризації: 
N-вінілпіролідону (NВП), 5-(трет-бутил­
перокси)-5-метил-1-гексен-3-іну (ВЕП) і 
диметиламіноетилметакрилату (ДМАЕМ) у 
розчині диметилформаміду за ініціювання 
азоізобутиронітрилом [12]. Схему фрагмента 
структури полімерного носія наведено нижче:

 

ВЕП ДМАЕМNВП

Co2+

O

H3C CH3

N
CH2

N

[CH2  CH]n    [CH2    CH]m        [CH2    CH]l

C=OO

O

C   C
C CH3

CH3

CH3

CH2

H3C

CH3C
O:

де : n=22% (29.7%mol), m=40% (32.9%mol), l=38% (37.4%mol), 
                                                                                                     

   Mn = 1500 г/моль     
[Co2+]=6% від маси полімерного   ліганда

де n = 22% (29,7%mol), m = 40% (32,9%mol), 
l  =  38% (37,4%mol), Mn = 1500 г/моль 
[Co2+] = 6% від маси полімерного носія.

Со-НК одержували за змішування спир­
тових розчинів полімеру та хлориду кобальту. 
Мольне співвідношення ДМАЕМ/Со2+ стано­
вило 2,4 : 1.

Тварин умертвляли, вимірювали довжи­
ну мушлі (мм) і зважували (мг). Травну залозу 
відокремлювали, висушували фільтрувальним 
папером і зважували. Відбір і обробку тканин 
проводили на холоді. Усі реактиви (Реахім, 
Україна), крім нижчезазначених, мали 
кваліфікацію хч.

Для характеристики стану металодепоную­
чих протеїнів металотіонеїнів (МТ), систем 
антиоксидантного захисту, біотрансформації 
ксенобіотиків та нейротоксичності були 
використані оптичні методи, детально описані 
у [10, 11]. Активність супероксиддисмута­
зи (СОД, 1.15.1.1) визначали за зниженням 
швидкості відновлення нітротетразолію си­
нього [13], вміст загального (GSH) і окисле­
ного (GSSG) глутатіону у непротеїновому 
фільтраті тканини визначали ензимним 
методом за допомогою реактиву Еллмана 
(ДТНБ) [14]. Редокс-індекс (РІ) GSH обрахо­
вували як співвідношення ([GSH]–[GSSG])/
[GSH]). Вміст МТ визначали за кількістю 
протеїнових SH-груп, що реагують із ДТНБ, 
вважаючи, що в 1 молі МТ міститься така 
сама кількість SH-груп, як і в 20 молях GSH 
[15]. Вміст карбонільних похідних протеїнів 
(КПП) вимірювали за їхньою здатністю утво­
рювати 2,4-динітрофенілгідразони [16], утво­
рення оксирадикалів (ОР) – за інтенсивністю 
флуоресцентного барвника родаміну 123 в 
надосадовій рідині гомогенату тканини [15]. 
Активність лактатдегідрогенази (ЛДГ) [1.1.1.27] 
визначали за швидкістю окислення NADН 
при 340 нм у фосфатно-піруватному розчині 
[17], активність глутатіонтрансферази (GSТ) 
[2.5.1.18] – за утворенням аддуктів 1-хлоро-
2,4-динітробензолу із GSH [18], активність 
холінестерази (ХЕ) – за швидкістю гідролізу 
ацетилтіохолін йодиду, яку реєстрували за до­
помогою ДТНБ [19].

На підставі співвідношення стану анти­
оксидантних чинників (СОД, GSH, РІ GSH, 
МТ) та прооксидантних проявів (КПП і ОР), 
після уніфікації показників, обчислювали 
інтегральний індекс оксидативного стресу 
(ІОС) [20].

Результати вимірів подано у вигляді 
M±SD для восьми тварин дослідної групи. 
Вірогідність відхилення двох рядів значень 
обчислювали із використанням t-тесту Стью­
дента. Для порівняння впливу чинників на 
біохімічні показники молюска використо­
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вували багатофакторний аналіз (метод го­
ловних компонент) та кореляційний аналіз. 
Порівняльний аналіз біологічних параметрів 
здійснювали за допомогою програм Statistica v 
7.0 та Exel для Windows-2000.

Результати та обговорення

Одержані нами результати свідчать про 
чутливість і специфічність відповіді клітинних 
тіолів до дії Со-НК і його складових (Со, П). 
Зокрема, як видно на рис. 1, Co2+ зменшує 
вміст МТ порівняно з контролем, Co-НК –  
збільшує його, а П не впливає на вміст МТ. 
Рівень GSH у дослідних групах не зазнає 
змін порівняно з контролем, тоді як РІ GSH 
зменшується у всіх трьох дослідних групах, не­
залежно від природи діючого чинника. 

Активність СОД знижується за дії всіх 
досліджуваних чинників (рис. 2). Однак нами 
не було виявлено ознак оксидативного ура­
ження за показниками КПП та утворення ОР, 
за виключенням дії Со2+, який ініціював зро­
стання рівня ОР. 

Визначення токсичності та трансформації 
ксенобіотиків у травній залозі молюсків в усіх 
досліджуваних групах (особливо в тій, де були 
іони Со2+), показало, що посилюються процеси 
анаеробіозу, глутатіонзалежної трансформації 
ксенобіотиків і зростає активність ХЕ (рис. 3).

Методом головних компонент були 
визначені специфічні маркери, які характе­
ризують кожну із досліджуваних груп тварин 
(рис. 4, А). Найбільш відокремлено від інших 
локалізуються групи К та Со-НК, які мають 
вищі значення СОД активності та РI GSH 
(група К) і високий вміст МТ (група Со-НК). 
Дві інші групи, що характеризуються висо­
кою активністю GST (група П) або активацією 
анаеробіозу і генерації активних форм кис­
ню (група Со), знаходяться в одному сегменті 
протилежно до груп К та Со-НК. Тому вони 
можуть бути розцінені як такі, що зазна­
ли токсичного впливу за умов експерименту. 
Обрахунки ІОС підтверджують цей висно­
вок, оскільки саме в цих групах переважають 
прооксидантні прояви (рис. 4, Б), тоді як ІОС 
за дії Со-НК характеризує збалансований стан 
системи антиоксидантного захисту, наближе­
ний до такого як у контролі.

Порівняння впливу Со-НК і його скла­
дових свідчить, що універсальними проява­
ми реакції молюска на дію досліджуваних 
чинників, незалежно від їхньої природи, 
були прооксидантні зміни стану GSH, поси­
лення анаеробіозу та активація ХЕ і GST, що 
характеризує неспецифічну токсичність усіх 

Рис. 1. Вміст металотіонеїнів за тіоловими 
групами (А) і показники системи глутатіону 
(Б – загальний вміст глутатіону та В – редокс-
індекс глутатіону) травної залози молюска у 
контролі та за експозиції з досліджуваними у 
роботі чинниками: Со – з додаванням кобальту; 
Со-НК – кобальтвмісного нанокомпозиту; П – 
полімерного носія

А

М
Т,

 м
кг

/м
г п

ро
те

їн
у

 15

 

А

Б 

 

В 

 

 

0,6

К             Со         Со-НК         П

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0

 15

 

А

Б 

 

В 

 

 

Б

G
S

H
, н

м
ол

ь/
г т

ка
ни

ни

100

К             Со         Со-НК       П

90
80
70
60

0

50
40
30
20
10

 15

 

А

Б 

 

В 

 

 

В

PI
 G

S
H 0,6

К             Со         Со-НК      П

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0,9
0,8
0,7

1,0

експериментальні роботи



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2011, т. 83, № 5 43

Рис. 2. Показники системи антиоксидантного 
захисту травної залози молюска. А – супероксид-
дисмутазна активність (СОД), Б – карбонільні 
похідні протеїнів (КПП), В – утворення 
оксирадикалів (ОР)
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трансформації ксенобіотиків у травній 
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Рис. 4. Інтегральний аналіз біомаркерів стресу і токсичності травної залози молюска: А – метод го-
ловних компонент, Б – індекс оксидативного стресу
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досліджуваних чинників [21]. З літератури 
відомо, що новітні металовмісні наноматеріали 
можуть бути навіть токсичнішими для водних 
організмів, ніж вільні іони відповідного мета­
лу. Причиною цього може бути підвищення 
біодоступності металу за рахунок утворення 
комплексу з полімерним носієм, а також через 
порушення гомеостазу металів в організмі, ок­
сидативний стрес та інші причини [3]. Проте 
Со-НК виявився достатньо стійким і безпеч­
ним і мав мінімальну токсичність порівняно із 
його складовими. 

Ініціація утворення активних форм 
кисню (АФК) та поява ознак оксидативно­
го стресу вважається найбільш послідовною 
схемою відповіді організму на модельну дію 
наноматеріалів. Вона була описана в низці робіт 
із використанням як клітинних ліній [6,  22], 
так і водних організмів, зокрема молюсків [23]. 
Як відомо, іони кобальту збільшують рівень 
утворення АФК та апоптотичну активність у 
клітинах ендотелію EA.hy926 [22], експресію 
генів, продукти яких відповідальні за гіпоксію 
та обмін вуглеводів у кератиноцитах люди­
ни [6]. Згідно з одержаними результатами, 
полімерний носій та, особливо, іони кобаль­
ту, також спричинюють прооксидантні зміни 
у травній залозі молюсків, однак їх поєднання 
у нанокомпозиті дає відмінні результати і не 
зумовлює появи ознак оксидативного ура­
ження у тварин. Подібну модель відповіді 
спостерігали у лінії клітин HaCaT та С. fluminea 
в умовах фізіологічних концентрацій Со-НК 

та Au-НК на рівні експресії генів та генних 
кластерів, продукти яких спричинюють окси­
дативний стрес [9, 24]. Такий ефект може бути 
наслідком як високої стійкості комплексу Со–
НК, так і недостатнім рівнем продукції АФК, 
які можна вважати специфічними сигнальни­
ми молекулами, необхідними для активації 
систем антиоксидантного захисту.

МТ, завдяки високому вмісту 
сульфгідрильних нуклеофільних груп, мо­
жуть реагувати з електрофільними реагента­
ми, такими як іони важких металів і вільні 
радикали [15]. Як видно з одержаних нами 
результатів, вміст МТ молюска за дії іонів ко­
бальту зменшується, що може вказувати на 
залучення МТ до антиоксидантного захисту 
для усунення АФК, утворення яких, ймовірно, 
відбувається у реакції Со2+ із гідроген перок­
сидом [25]. Наведені міркування узгоджуються 
із порівняно високим рівнем ОР та негативною 
кореляцією між вмістом МТ та утворенням ОР 
(r = -0,51; Р < 0,001), а також відповідають да­
ним про часткове окислення тіолових груп МТ 
у реакції з АФК [15]. Подібну модель відповіді 
MT спостерігали також у тканинах молюска за 
дії CdTe-НК [5]. Разом з тим, на противагу дії 
іонів Со2+, Со-НК зумовлює зростання рівня 
МТ за відсутності прооксидантних змін, що 
можна розцінити як адекватну реакцію на дію 
чинника у межах адаптивного потенціалу.

Згідно з одержаними нами результата­
ми, як Со-НК, так і Со2+ і полімерний носій 
активують холінестеразу. Як відомо, ХЕ є 
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функціональною мішенню дії карбаматних 
та органофосфатних сполук, зокрема низки 
біоцидів і нервово-паралітичних речовин, які 
вважаються квазінезворотними інгібіторами 
ензиму. Вони діють як псевдосубстрати та 
інактивують карбамілювання або фосфорилю­
вання залишків серину в активному центрі ен­
зиму [26]. Крім того, показано, що низка важ­
ких металів, а саме Zn2+, Cd2+, Hg2+, Ni2+, Cu2+ 
та Pb2+ [27], також інгібує активність ензиму. 
З іншого боку, Mg2+, Ca2+, Mn2+, La+3, Sc+3, V+5 
та Na+ є активаторами ензиму, позаяк здатні 
зв’язуватися з його периферичними центрами 
[27, 28]. Можна припустити, що залучення до­
даткових центрів реалізується і для зв’язування 
досліджуваних нами речовин. Перехід від ак­
тивуючого впливу на ХЕ до інактивації цього 
ензиму при збільшенні концентрації чинника 
був доведений для La+3 та Sc+3 [28].

Участь GST у детоксикаційних процесах 
продемонстрована для багатьох видів тварин 
[29]. Зокрема, відомо, що дія наночастинок 
карбону та ТіО2 зумовлює активацію GST у 
молюсків Mytilus galloprovincialis [30]. Разом 
з тим, відомо, що високі концентрації дива­
лентних металів (у концентрації 0,1 мМ), зо­
крема: ртуті, кадмію, міді, цинку та кобальту 
інгібують активність GST [31]. Зважаючи на це, 
можна припустити, що вплив досліджуваних 
нами чинників здійснюється в межах адаптив­
ного потенціалу молюска. 

Підсумовуючи одержані нами резуль­
тати, варто зазначити, що молюски чутливо 
та селективно реагують на дію Со-НК і його 
складових. Це дозволяє використовувати їх як 
альтернативні (вищим хребетним) тест-системи 
для оцінки токсичності наноматеріалів. Експе­
риментальний підхід, застосований нами, до­
зволив встановити специфічні та універсальні 
показники токсичності Со-НК та його окре­
мих компонентів для молюска. Показано, що 
у тварин спостерігаються специфічні проя­
ви токсичності: оксидативний стрес і перехід 
до анаеробіозу внаслідок дії Со2+, активація 
глутатіонзалежної детоксикації ксенобіотиків у 
присутності Со-НК. Вплив Со-НК має ознаки 
антиоксидантної дії завдяки функціонуванню 
МТ. Поряд з цим, встановлено спільні ознаки 
відповіді молюска на дію чинника, незалеж­
но від його природи, зокрема прооксидантні 
зміни стану GSH, пригнічення СОД активності 
й активація ХЕ. 

Роботу виконано за підтримки НАН України 
в рамках науково-дослідної роботи № 34-10.
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Активное внедрение наноматериалов тре­
бует развития методов, позволяющих опреде­
лять их потенциальную экотоксичность. Це­
лью нашего исследования было определение 
специфических признаков влияния кобальт­
содержащего нанокомпозита (Со-НК) на мо­
лекулярные стресс-респонсивные системы в 
пищеварительной железе двустворчатого мол­
люска Anodonta cygnea. Нанокомпозит был по­
лучен при смешивании спиртовых растворов 
N-винилпирролидона, 5-(трет-бутилперокси)-
5-метил-1-гексен-3-ина, диметиламиноэтил­
метакрилата и хлорида кобальта. После ин­
кубации моллюсков в течение 14 суток с 
добавлением в среду инкубации Со-НК, СоСl2 

и полимерного носителя установлено, что Со-
НК, в отличие от других факторов, не вызыва­
ет оксидативный стресс, который определяли 
по активности супероксиддисмутазы, по со­
держанию металлотионеинов (МТ), редокс-
индексу глутатиона и уровню образования 
оксирадикалов. Показано, что специфически­
ми признаками воздействия Со-НК является 
увеличение содержания МТ, для СоСl2 – уве­
личение лактатдегидрогеназной активности и 
уровня оксирадикалов, а полимерный носи­
тель усиливает глутатионтрансферазную ак­
тивность.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: нанокомпозит, ко­
бальт, биомаркер, моллюск, оксидативный 
стресс, металлотионеины.
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S u m m a r y

Intensive implementation of nanomaterials 
requires development of novel methods for evalua­
tion of their potential ecotoxicity. The aim of 
our study was to identify specific characteristics 
of the effect of cobalt-nanocomposite (Co-NC) 
on the molecular stress-responsive system in the 
digestive gland of bivalve mollusk Anodonta cyg-
nea. Nanocomposite was synthesized by mixing 
alcohol solution of copolymer N-vinylpirrolidone, 
5-(tret-butylperoxy)-5-methyl-1-hexene-3-yne and 
dimethylaminoethylmetacrylate and cobalt (II) 
chloride. After 14 days of the mollusk exposure in 
the presence of Co-NC, CoCl2 or corresponding 
polymer substance it was shown that the Co‑NC, 
in contrast to other agents, does not cause an oxi­
dative stress due to the superoxide dismutase ac­
tivity, metallotioneins (MTs) level, glutathione re­
dox index and oxyradical production. Multivariate 
analysis confirmed specific features of the Co‑NC’s 
effect related to an enhanced expression of MTs, 
while CoCl2 activated lactate dehydrogenate and 
oxyradical production, and polymer substance en­
hanced glutathione transferase activity.

K e y  w o r d s: nanocomposite, cobalt, mol­
lusk, biomarker, oxidative stress, metallothionein.
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