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Властивостi металотiонеїнiв прiсноводного

двостулкового молюска як бiомаркерiв стану водного

середовища

(Представлено академiком НАН України В.Д. Романенком)

We have investigated freshwater bivalves Anodonta cygnea from the native population of the
Gnizna river (the basin of the Dniester river) in a rural area (N group) and after their dislocati-
on for 30 days in the urban zone of the Gnizna river (U group) and in the recreation zone of the
Ternopil Lake (R group). The mussels’ dislocation under new conditions in both cases caused
the changes of the chromatography behavior of metallothioneins (MTs) and a decrease of the
metal-binding function of MTs alongside with an increase of the zinc content in the mussels’
tissues. A decrease of the copper content in the tissues of the mussels of U and R groups was
observed. Moreover, the part of copper in MTs of mussels from the Ternopil Lake and the river
was increased and decreased, respectively. The variation of the ratio of the zinc and copper
contents in MTs of mussels can be a potential biomarker of the changes in water conditions.

Розвиток адаптацiйних вiдповiдей до факторiв середовища, як природного, так i техноген-
ного походження, у рiзних органiзмiв, у тому числi й гiдробiонтiв, пов’язаний переважно
з молекулярними механiзмами, що вiдповiдають за збереження гомеостазу [1]. В умовах
зростання забруднення водних екосистем рiзноманiтними токсикантами, зокрема важки-
ми металами, становить iнтерес вивчення системи регуляцiї гомеостазу металiв у тканинах
гiдробiонтiв та використання цих механiзмiв у бiоiндикацiї стану природних водойм [2].
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Двостулкових молюскiв — сидячих фiльтраторiв, використовують для монiторингу ста-
ну водного середовища завдяки їхнiй здатностi накопичувати вiдносно високi концентрацiї
токсикантiв [3]. Проте вiдомо, що у популяцiях молюскiв, якi постiйно перебувають у зонах
техногенного навантаження, можуть вiдбуватись генетичнi адаптацiї до умов iснування [4].
Тому переселення молюскiв з вiдносно чистої водойми в забруднену на термiн, достатнiй
для фенотипiчної адаптацiї, тобто активний бiомонiторинг, розглядається як потенцiйно
дiєвий прийом бiоiндикацiї природних водойм [6].

Металотiонеїни (МТ) — це низькомолекулярнi термостабiльнi бiлки цитозолю з висо-
ким вмiстом цистеїну, якi депонують iони цинку, мiдi та кадмiю [6]. Використання МТ як
бiомаркерiв забруднення водного середовища зумовлене тим, що МТ є стресорними бiл-
ками, якi iндукуються iонами важких металiв, у першу чергу кадмiєм, та низкою iнших
чинникiв [4, 7, 8]. Проте у бiльшостi дослiджень при вивченнi змiн концентрацiї МТ не вра-
ховувалися їхнi фiзико-хiмiчнi особливостi залежно вiд змiн умов середовища [2, 5]. Разом
з тим безхребетним притаманна iндукцiя рiзних хроматографiчних форм МТ залежно вiд
природи чинника [8]. Зокрема, для молюскiв виявлено, що вiдмiнностi стану МТ залежно
вiд сезону або ж дiї рiзних концентрацiй iонiв мiдi пов’язанi iз спiввiдношенням вмiсту цин-
ку i мiдi у їх складi [9, 10]. Ранiше ми дослiджували молюскiв, якi були адаптованi до нових
умов протягом 15 дiб [11]. Проте цей термiн iнколи вважають недостатнiм. Тому метою до-
слiдження було порiвняти фiзико-хiмiчнi властивостi МТ молюскiв iз природної популяцiї
та пiсля їх перебування в нових водоймах протягом 30 дiб.

Дослiдження проводили восени 2006 р. на шестирiчних особинах прiсноводного дво-
стулкового молюска Anodonta cygnea масою 30–36 г та довжиною мушлi 7–8 см. Тварин
для дослiдження вiдбирали вручну з дiлянки р. Гнiзна (притока р. Серет, басейн р. Днi-
стер) у с. Кровiнка Тернопiльської обл. (N група). Молюскiв переселяли в дiлянку р. Гнiзна
в м. Теребовля, де безпосередньо на березi iснує стихiйне смiттєзвалище (U група) та в Тер-
нопiльський став, поблизу зони болотистих мисливських угiдь (R група). Тварин утримува-
ли 30 дiб у пластикових боксах розмiром 30×30×60 см з отворами, якi закрiплювали на днi
водойми на глибинi близько 80 см [12]. Пiсля вiдбору молюскiв утримували в лабораторних
умовах у аерованiй водi з вiдповiдної водойми не бiльше доби.

Для дослiдження використовували зябра та травну залозу. Вiдбiр тканин та їх дослiд-
ження проводили за температури близько 4 ◦С. МТ видiляли шляхом двоетапної хромато-
графiї термостабiльного екстракту гомогенату тканин на сефадексi G-50 (“Pharmacia”) та
на ДЕАЕ-целюлозi, як було описано нами ранiше [9]. Пiсля об’єднання проб кожної фракцiї
(20 мл) проводили вимiрювання УФ спектрiв та визначення вмiсту металiв. Вимiрювали та-
кож загальний вмiст металiв (мiдi, цинку, марганцю, свинцю, кадмiю та залiза) у тканинах
на атомно-адсорбцiйному спектрофотометрi С-115 пiсля спалювання зразкiв у перегнанiй
нiтратнiй кислотi. Вiрогiднiсть вiдхилення двох рядiв значень обчислювали з використан-
ням t-тесту Стьюдента в програмi Microsoft Excel для Windows-XP.

У результатi гель-хроматографiї термостабiльних бiлкiв на сефадексi G-50 (рис. 1, а, б )
ми отримали низькомолекулярну фракцiю, iдентифiковану як МТ-вмiсну за ознаками тер-
мостабiльностi, молекулярної маси та особливостей свiтлопоглинання [6] (спiввiдношення
величин свiтлопоглинання D254/D280 МТ-вмiсної фракцiї становить вiд 2,0 до 10,0 про-
ти 1,0 для високомолекулярної фракцiї). При елюцiї на ДЕАЕ-целюлозi (див. рис. 1, в, г)
МТ-вмiсна фракцiя утворює iзоформи МТ-1 (0,27 М NaCl), МТ-2 (0,36 М NaCl) або МТ-2а
(0,40 М NaCl). При цьому для молюскiв груп N i R притаманна наявнiсть обох форм МТ
iз специфiчними для цих бiлкiв спектральними ознаками (рис. 2), тодi як в U групi втра-
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Рис. 1. Профiлi елюцiї термостабiльних бiлкiв тканин беззубки на сефадексi G-50 (а — зябра, б — травна
залоза) та металотiонеїнiв на ДЕАЕ-целюлозi (в — зябра, г — травна залоза)

чається МТ-2 (у зябрах) або ж з’являється додаткова фракцiя без спектральних ознак МТ
(у травнiй залозi).

У складi МТ беззубок N групи зв’язується переважна частина мiдi тканин (96% у зябрах
та 69% у травнiй залозi), тодi як на цинк припадає вiдповiдно 1,6 та 73% вмiсту металу
у тканинi (табл. 1, рис. 3). За спiввiдношенням вмiсту Zn : Cu у складi МТ вони можуть
бути iдентифiкованi як Cu, Zn-МТ [8]. У молюскiв U групи спостерiгається зменшення
вмiсту мiдi в МТ i її частки вiд загального вмiсту в зябрах, тодi як у молюскiв R групи
частка МТ у депонуваннi мiдi (у травнiй залозi) навiть зростає. Вмiст цинку в МТ молюскiв
з R i U груп також зменшується (за винятком травної залози молюскiв U групи), як i частка
МТ у зв’язуваннi цинку в тканинi, особливо в R групi. У результатi спiввiдношення вмiсту
Zn : Cu у складi МТ у молюскiв R групи помiтно зменшується, а U групи — зростає. Цi
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Рис. 2. УФ спектри зябер (а) i травної залози (б ) iзоформ металотiонеїнiв МТ-1 та МТ-2 тканин беззубки

змiни складу МТ вiдбуваються на тлi iстотних змiн вмiсту важких металiв у тканинах
молюскiв. Так, у молюскiв R групи спостерiгається зменшення вмiсту мiдi та збiльшення
цинку i марганцю в тканинах, а у молюскiв U групи — значне збiльшення вмiсту цинку
в обох тканинах за протилежних змiн вмiсту мiдi в зябрах i травнiй залозi. Концентрацiя
залiза в тканинах у нових умовах не змiнюється. Кадмiй та свинець в тканинах та МТ не
виявленi.

Хiмiчний аналiз води iз дослiджуваних дiлянок показав найвищий рiвень забруднення
сполуками мiдi та цинку в урбанiзованiй зонi (табл. 2).

З лiтератури вiдомо, що прiсноводнi двостулковi молюски, особливо анодонта, мiстять
у тканинах досить високi концентрацiї марганцю, залiза та цинку [13, 14]. Причому вмiст
залiза та марганцю в тканинах беззубки є стабiльним показником, тодi як концентрацiя
цинку, як i його вмiст, в МТ значно змiнюється залежно вiд мiсця вiдбору тварин та сезо-
ну [10, 11, 15]. Очевидно, виявляється недосконалiсть регуляцiї вмiсту цинку у молюскiв,

Таблиця 1. Вмiст металiв у тканинах беззубки за умов переселення, мкг/г вологої тканини (M ±m; n = 6)

Дослiджувана
зона Мiдь Цинк Марганець Залiзо

Зябра

N 2,65± 0,06 118,4 ± 19,2 3453 ± 305 1296 ± 194

R 1,98± 0,25
∗

132,7 ± 21,5 5390 ± 695
∗

1524 ± 229

U 3,04± 0,31
∗

354,8 ± 28,9
∗∗

3491 ± 135 976 ± 198

Травна залоза

N 5,23± 0,38 9,5± 0,6 240 ± 41 1242 ± 134

R 2,16± 0,29
∗∗

43,2 ± 5,4
∗∗

237 ± 95 931 ± 118

U 3,75± 0,44
∗

163,4 ± 15,5
∗∗

133 ± 37 755 ± 220

Пр и м i т ка . Тут i в табл. 2 вiдмiннiсть мiж природною та переселеними групами тварин вiрогiдна: ∗

p <

< 0,05, ∗∗

p < 0,001 вiдповiдно.
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Рис. 3. Вмiст мiдi та цинку i їх спiввiдношення в металотiонеїнах зябер (а) i травної залози (б ) беззубки

особливо у молюскiв U групи. Поряд з цим молюскам притаманний досить досконалий рi-
вень регуляцiї вмiсту мiдi, що узгоджується з нашими попереднiми результатами [9, 10] i,
очевидно, зумовлено участю МТ у забезпеченнi цим металом дихального бiлка гемоцiанi-
ну та переконливо продемонстровано у iнших безхребетних [8]. Зростання частки металу
у незв’язанiй з МТ формi може посилювати його токсичнiсть внаслiдок взаємодiї з iнши-
ми, неспецифiчними, клiтинними мiшенями i, в результатi цього, стимуляцiї оксидативного
стресу [1, 9]. Нами саме у молюскiв U групи спостерiгалося значне збiльшення вмiсту як
цинку, так i мiдi у незв’язанiй з МТ формi, що дає пiдставу прогнозувати погiршення яко-
стi їх iснування в цiй дiлянцi водойми. Водночас вивчення лише загального вмiсту металiв
у тканинах не дає достатньої iнформацiї для оцiнки впливу умов середовища на органiзм
молюскiв, що узгоджується i з даними iнших дослiдникiв [13, 15].

Порiвняння профiлiв елюцiї МТ рiзних груп молюскiв свiдчить про те, що саме за умов
урбанiзованого забруднення вони втрачають типовий вигляд, що також свiдчить про не-
сприятливi умови iснування в цiй мiсцевостi. На пiдставi визначення металзв’язувальної
функцiї можемо також вiдзначити досить високий рiвень експресiї МТ у молюскiв при-
родної популяцiї та U групи i порiвняно низький у молюскiв R групи. Оскiльки вiдомо,

Таблиця 2. Хiмiчнi параметри води рiзних дiлянок р. Гнiзна та Тернопiльського ставу (M ±m; n = 3)

Параметр

Мiсце вiдбору проб води

с. Кровiнка
Урбанiзована

зона
Рекреацiйна

зона

pH 6,8 5,5 6,3
Фосфати, мкмоль/л 0,24± 0,05 0,16± 0,01

∗

0,26± 0,04

Окиснюванiсть, мг О2/л 7,7± 0,1 8,6± 0,4 10,3± 0,2
∗

Твердiсть води, мг-екв/л 12,2± 0,2 14,7± 1,2 8,8± 0,2
∗

Нiтрити, мг/л 0,32± 0,0 0,35± 0,08 0,28± 0,02

Cu, мкг/л 3,4± 0,4 7,2± 1,2
∗

4,6± 0,2

Zn, мкг/л 31,1± 6,4 65,4± 5,8
∗

24,8± 1,4

Mn, мкг/л 62,3± 5,1 9,5± 1,5
∗

24,1± 1,1
∗

Fe, мкг/л 199,4 ± 10,5 217,3 ± 15,5 153,1 ± 15,5

Cd, мкг/л 4,1± 0,3 5,0± 0,3 1,9± 0,1
∗
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що iндукцiя МТ здiйснюється за стресорних умов [1, 8, 9], можна оцiнити умови водного
оточення для R групи, де синтез Cu, Zn-МТ здiйснюється на фоновому рiвнi, як найбiльш
сприятливi для iснування молюскiв. Така порiвняльна оцiнка водойм пiдтверджується i на
пiдставi аналiзу води. Однак реальнi компоненти забруднення в урбанiзованiй дiлянцi мо-
жуть мати комплексну природу, що не вiдображається рутинним хiмiчним аналiзом, а лише
специфiкою властивостей МТ.

Таким чином, перебування молюскiв протягом одного мiсяця в нових умовах iснування
приводить до селективних змiн хроматографiчної поведiнки та металзв’язувальної функцiї
їх МТ, якi свiдчать про несприятливi умови водного середовища в урбанiзованiй дiлянцi та
сприятливi умови iснування в рекреацiйнiй дiлянцi.
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