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Þ. È. Ïîäëèïàåâà è äð.
Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâîãî áåëêà 70 êÄà â ïðîöåññå àêêëèìàöèè ìîëëþñêîâ

Èçó÷àëè äèíàìèêó ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâûõ áåëêîâ â êëåòêàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ äâóñòâîð÷àòûõ
ìîëëþñêîâ Mytilus edulis â ïðîöåññå èõ ôåíîòèïè÷åñêîé àäàïòàöèè ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè âíåøíåé
ñðåäû. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íèçêîé ñîëåíîñòè ìîðñêîé âîäû (10 ‰), êîòîðàÿ âûçûâàåò èçîëèðóþùèé ðåô-
ëåêñ, èíäóêöèÿ ñòðåññîâûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà Hsp70 íàñòóïàåò íà 5-å ñóò. Ïàðàëëåëüíûå èçìåðåíèÿ
îñìîëÿðíîñòè ýêñòðàâèñöåðàëüíîé æèäêîñòè ìèäèé ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñèãíàëîì ê èíäóêöèè
ñòðåññîâûõ áåëêîâ ó èññëåäîâàííûõ ìîëëþñêîâ ñëóæèò íå ñîëåíîñòü ìîðñêîé âîäû, à îñìîëÿðíîñòü
âíóòðåííåé ñðåäû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè ñòðåññà, Hsp70, ñîëåíîñòü, ìèäèè.

Ïðè èññëåäîâàíèè àäàïòàöèé îðãàíèçìîâ ê ðàçëè÷-
íûì àáèîòè÷åñêèì ôàêòîðàì âíåøíåé ñðåäû, â ïåðâóþ
î÷åðåäü ê òåìïåðàòóðå, ïîâûøåííûé èíòåðåñ âûçûâàþò
ñòðåññ-áåëêè (è èõ ðîëü), èìåíóåìûå áåëêàìè òåïëîâîãî
øîêà (Hsp, heat shock proteins). Èçâåñòíî, ÷òî â îòâåò íà
âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ áîëüøèíñòâî æèâûõ îðãàíèçìîâ
ðåàãèðóåò èíäóêöèåé ýòèõ áåëêîâ (Feder, Hofmann, 1999;
Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000, 2009; Hochachka, Somero, 2002;
Radlowska, Pempkowiak, 2002, è äð.).

Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî íà÷àëî èçó÷åíèþ ñòðåññîâûõ
áåëêîâ áûëî ïîëîæåíî ðàáîòîé, â êîòîðîé îáíàðóæèëè
èçìåíåíèÿ ïóôôèíãà â ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ ñëþííûõ
æåëåç äðîçîôèëû ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû (Ritossa,
1962). Ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííî áûëî ïîêàçàíî (Kroe-
ger, 1963), ÷òî èçìåíåíèÿ ïóôôèíãà ïîëèòåííûõ õðîìî-
ñîì íàñåêîìûõ èìåþò ìåñòî ïðè èçìåíåíèè îñìîëÿðíî-
ñòè ñðåäû è (èëè) êîíöåíòðàöèè èîíîâ Na+, K+, Ca2+ è
Mg2+. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî îáà àâòîðà ýòèõ ðàáîò íå ñâÿ-
çûâàëè îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ ñî ñòðåññîâûìè áåëêà-
ìè. È ëèøü ÷åðåç 11—12 ëåò ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà
ïðîäóêòîâ ãåíîâ èç ðàçëè÷íûõ ïóôôîâ ïîêàçàëè ñóùåñò-
âîâàíèå íåñêîëüêèõ ãðóïï Hsp, ñîîòâåòñòâóþùèõ îïðåäå-
ëåííûì ñåìåéñòâàì ãåíîâ (Tissieres et al., 1974), â òîì
÷èñëå áåëêîâ ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà (Hsp70).

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî ðàáîò îá àäàïòèâíîé
ôóíêöèè ýòèõ áåëêîâ ñâÿçàíî ñ èçó÷åíèåì ðåàêöèé ðàç-
ëè÷íûõ îðãàíèçìîâ íà òåìïåðàòóðíûå âîçäåéñòâèÿ. Ïðè
ýòîì èõ ðîëü â ïðèñïîñîáëåíèè îðãàíèçìà ê èçìåíåíèÿì
äðóãèõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå ñîëåíîñòè îêðóæàþùåé
ñðåäû, èçó÷åíà êðàéíå ìàëî. Ê òîìó æå èìåþùèåñÿ ïî
ýòîìó âîïðîñó äàííûå âåñüìà ïðîòèâîðå÷èâû.

Ñ îäíîé ñòîðîíû, ó ðÿäà ðàñòåíèé, àðõåé, áàêòåðèé, à
òàêæå â êëåòêàõ êóëüòóðû òêàíåé ïòèö è ìëåêîïèòàþùèõ
íàáëþäàåòñÿ èíäóêöèÿ Hsp ïðè èçìåíåíèÿõ êîíöåíòðà-

öèè ñîëåé è îñìîëÿðíîñòè ïèòàòåëüíîé ñðåäû (Ñohen
et al., 1991; Petronini, 1993; Hochachka, Somero, 2002; Åð-
ìèëîâà, 2007, è äð.). Ïðîòåîìíûé àíàëèç ìèäèé Mytilus
trossulus è M. galloprovincialis, îáèòàþùèõ ïðè ñîëåíîñòè
35 ‰, ïîêàçàë, ÷òî ïðè ñòðåññå, âûçâàííîì ïîíèæåíèåì
ñîëåíîñòè äî 24.5 ‰ ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëü-
íîãî ñîäåðæàíèÿ íåêîòîðûõ øàïåðîíîâ, â ÷àñòíîñòè ãëþ-
êîçî-ðåãóëèðóåìîãî áåëêà òåïëîâîãî øîêà GRP78 (Toma-
nek et al., 2012).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ó ñöèôèñòîì ìåäóç Aurelia aurita
ïðè èçìåíåíèÿõ ñîëåíîñòè ìîðñêîé âîäû Hsp èç ñå-
ìåéñòâà 70 kÄa (Hsp70) íå âûÿâëåíî (Black, Bloom,
1984). Ó àìåá Amoeba proteus è èíôóçîðèé Paramecium
jenningsi, P. nephridiatum è Tetrahymena pyriformis ïðè èç-
ìåíåíèÿõ ñîëåíîñòè ñðåäû èõ îáèòàíèÿ â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ èíäóêöèÿ Hsp70 èìåëà ìåñòî, à èíîãäà åå îáíàðó-
æèòü íå óäàâàëîñü (Ïëåõàíîâ è äð., 2006; Smurov et al.,
2013). Â ðàáîòå Ìóðàåâîé ñ ñîàâòîðàìè (2015), ïîñâÿ-
ùåííîé ïðîòåîìíîìó àíàëèçó áðþõîíîãèõ ìîëëþñêîâ
Littorina saxatilis ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì ãèïîîñìîòè÷å-
ñêîì ñòðåññå, ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ áåëêà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 70 êÄà óñèëèâàåòñÿ è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà íà 3—5-å
ñóò âîçäåéñòâèÿ. Îäíàêî ýòîò áåëîê íå áûë èäåíòèôèöè-
ðîâàí ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, ïîýòîìó àâòîðû
íå îáñóæäàþò åãî øàïåðîííóþ ôóíêöèþ è ðîëü â ìåõà-
íèçìå ñîëåíîñòíîé àäàïòàöèè ëèòòîðèí. Â íàøåé ïðåäû-
äóùåé ðàáîòå, âûïîëíåííîé íà ìîëëþñêàõ M. edulis èç
Áåëîãî ìîðÿ, èññëåäîâàíî äåéñòâèå ïîâûøåííîé (35 ‰) è
ïîíèæåííîé (14 ‰) ñîëåíîñòè, íå âûõîäÿùåé çà ãðàíèöû
äèàïàçîíà èõ ñîëåíîñòíîé òîëåðàíòíîñòè, â ïðåäåëàõ êî-
òîðîãî ñîõðàíÿåòñÿ àêòèâíîñòü ó 100 % ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ æèâîòíûõ (Ïîäëèïàåâà, Áåðãåð, 2012). Îêàçàëîñü,
÷òî ïîñëå äëèòåëüíîé (11—14 ñóò) àêêëèìàöèè ìîëëþ-
ñêîâ ê ñðåäå ñîëåíîñòüþ 14 è 35 ‰ óðîâåíü Hsp70 â êëåò-
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êàõ æàáåðíîãî ýïèòåëèÿ ìèäèé ïîâûøàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì. Èíäóêöèÿ Hsp70 áûëà òàêæå çàðåãèñòðèðî-
âàíà â êëåòêàõ èçîëèðîâàííûõ æàáð ìèäèé è ïðè êðàòêî-
âðåìåííîì (3 è 24 ÷) âîçäåéñòâèè íà íèõ ïîíèæåííîé ñî-
ëåíîñòè (14 ‰). Äåéñòâèå ñîëåíîñòè, âûõîäÿùåé çà ïðå-
äåëû ýòîãî äèàïàçîíà (14—35 ‰), íå èññëåäîâàëè.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñòîÿëà çàäà÷à âû-
ÿñíèòü, èçìåíÿåòñÿ ëè ñîäåðæàíèå Hsp70 â êëåòêàõ æà-
áåðíîãî ýïèòåëèÿ ìèäèé M. edulis â ïðîöåññå àêêëèìàöèè
ìîëëþñêîâ ê íèçêîé ñîëåíîñòè (10 ‰), ïðè êîòîðîé ó
íèõ ñðàáàòûâàåò ðåôëåêñ èçîëÿöèè. È åñëè òàêèå èçìåíå-
íèÿ èìåþò ìåñòî, òî âûÿñíèòü, êàê îíè ñîîòíîñÿòñÿ ñ
îñìîëÿðíîñòüþ âíóòðåííåé ñðåäû (ìàíòèéíîé æèäêîñòè)
ìèäèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà áûëà âûïîëíåíà â àâãóñòå—ñåíòÿáðå 2014—
2015 ãã. íà Áåëîìîðñêîé áèîñòàíöèè Çîîëîãè÷åñêîãî èí-
ñòèòóòà ÐÀÍ, ðàñïîëîæåííîé â ãóáå ×óïà Êàíäàëàêøñêî-
ãî çàëèâà Áåëîãî ìîðÿ.

Ì è ä è è M y t i l u s e d u l i s á û ë è ñ î á ð à í û ñ èñ-
êóññòâåííûõ ñóáñòðàòîâ íà ïëàíòàöèè äëÿ âûðàùèâàíèÿ
ýòèõ ìîëëþñêîâ, íàõîäÿùåéñÿ â ðàéîíå Ñîí-îñòðîâà. Ïå-
ðåä ýêñïåðèìåíòàìè èõ âûäåðæèâàëè â ìîðå â ñåò÷àòûõ
ñàäêàõ íà ãëóáèíå 2 ì ïðè ñîëåíîñòè 24—25 ‰ è òåìïå-
ðàòóðå 8—12 °Ñ. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ìîëëþ-
ñêàõ, ñîäåðæàâøèõñÿ ïðè 10 °Ñ â êðèñòàëëèçàòîðàõ ñ
ìîðñêîé âîäîé ñîëåíîñòüþ 24—25 (êîíòðîëü) è (ýêñïåðè-
ìåíò) 10 ‰. Âîäó ìåíÿëè åæåäíåâíî. Ìîëëþñêîâ íå êîð-
ìèëè. Ðåàêöèþ ìèäèé íà èçìåíåíèÿ ñîëåíîñòè ìîðñêîé
âîäû îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó àêòèâíûõ ìîëëþñêîâ,
îïðåäåëÿÿ ÷èñëî îñîáåé ñ îòêðûòûìè ñèôîíàìè ÷åðåç 1 ÷
ïîñëå ïîìåùåíèÿ â âîäó èíîé ñîëåíîñòè. Â ýêñïåðèìåí-
òàõ èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ñîòåí ìèäèé.

Ñ î ä å ð æ à í è å ñ î ë å é â ý ê ñ ò ð à â è ñ ö å ð à ë ü í î é
æ è ä ê î ñ ò è ìîëëþñêîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðî-
êîíäóêòîìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêè (Õëåáîâè÷, Áåðãåð,
1965). Äëÿ ýòîé öåëè ïðîáû ýêñòðàâèñöåðàëüíîé (ìàíòèé-
íîé) æèäêîñòè ïðåäâàðèòåëüíî ðàçâîäèëè â 200 ðàç. Ãðà-
äóèðîâêó êîíäóêòîìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêè ïðîèçâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ðàñòâîðîâ õëîðèñòîãî íàòðèÿ ïðè êîíöåíòðà-
öèè îò 5 äî 30 ìã/ë.

Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè.
Â òàáëèöå ïðèâåäåíû ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå äàííûå ïî
ðåçóëüòàòàì 4—7 èçìåðåíèé è èõ 95%-íûå äîâåðèòåëü-
íûå èíòåðâàëû.

Ñ î ä å ð æ à í è å H s p â ê ë å ò ê à õ æ à á å ð í î ã î
ý ï è ò å ë è ÿ ìèäèé â ïðîöåññå àêêëèìàöèè èõ ê ïîíèæåí-
íîé ñîëåíîñòè îïðåäåëÿëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà.
Ïðîáû ãîòîâèëè ÷åðåç 1, 5, 9 è 14 ñóò ïðåáûâàíèÿ ìèäèé
â âîäå ñîëåíîñòüþ 10 ‰. Â ýòîì ñëó÷àå ìû èñïîëüçóåì
ïîíÿòèå «îòïðåïàðèðîâàííàÿ æàáðà». Êðîìå òîãî, â îä-
íîì èç âàðèàíòîâ ýêñïåðèìåíòà â âîäó ñîëåíîñòüþ 10 ‰
íà 1 ñóò ïîìåùàëè èçîëèðîâàííûå æàáðû ìèäèé; ìîëëþ-
ñêè äî ýòîãî ñîäåðæàëèñü â âîäå êîíòðîëüíîé (24—25 ‰)
ñîëåíîñòè. Òàêîé âàðèàíò îáîçíà÷åí ïîíÿòèåì «èçîëèðî-
âàííàÿ æàáðà». Äëÿ êàæäîé òî÷êè ýêñïåðèìåíòà âûäåëÿ-
ëè æàáðû 2—3 ìèäèé, æàáåðíûé ìàòåðèàë ñìåøèâàëè è
èç ðàâíûõ åãî êîëè÷åñòâ ãîòîâèëè ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïðîáó. Ìåòîäèêà ïîëó÷åíèÿ è öåíòðèôóãèðîâàíèÿ æàáåð-
íûõ ãîìîãåíàòîâ, îáðàáîòêè ñóïåðíàòàíòîâ, ïðîâåäåíèÿ
SDS-ýëåêòðîôîðåçà è ýëåêòðîáëîòèíãà îïèñàíà íàìè ðà-
íåå (Ïîäëèïàåâà, Áåðãåð, 2012).

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ á å ë ê î â ò å ï ë î â î ã î ø î ê à íà
ìåìáðàíå èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà SPA
822 (Enzo Life Sciences, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Çîíû ñâÿçûâà-
íèÿ áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ê Hsp70 îêðàøèâàëè íà íèòðî-
öåëëþëîçå ïðè ïîìîùè âòîðè÷íûõ áèîòèíèëèðîâàííûõ
àíòèòåë (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è ýêñòðàâèäèíà, êîíúþãè-
ðîâàííîãî ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ) â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû âûÿâëÿåìûõ
áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåðû ColourBurst (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) è ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû Prestained
Protein Ladder (Fermentas, Ëèòâà).

Äëÿ äîïîëíèòåëüíîãî âûðàâíèâàíèÿ êîëè÷åñòâà áåë-
êà, íàíîñèìîãî íà ñòàðòîâûé ãåëü, ïåðåä ýëåêòðîáëîòèí-
ãîì ïðîâîäèëè êàëèáðîâî÷íûå ýëåêòðîôîðåçû. Êðîìå
òîãî, äëÿ êîíòðîëÿ íàãðóçêè îòðåçàëè è îêðàøèâàëè íèæ-
íþþ ÷àñòü ãåëÿ (â çîíå ðàñïîëîæåíèÿ ïîëèïåïòèäîâ ñ
ìîë. ìàññîé 30—10 êÄà), ñ êîòîðîãî ïåðåíîñèëè áåëêè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó. Ãåëè è èõ ôðàãìåíòû
îêðàøèâàëè Êóìàññè R-250.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êîëè÷åñòâî àêòèâíûõ ìîëëþñêîâ, ïîìåùåííûõ èç
âîäû ñîëåíîñòüþ 25 ‰ (êîíòðîëü) â ðàçáàâëåííóþ ìîð-
ñêóþ âîäó ñîëåíîñòüþ îò 25 äî 0 ‰, ïðåäñòàâëåíî â òàá-
ëèöå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ïðè ñîëåíîñòè 14 ‰ è âûøå ìèäèè èç Áåëîãî ìîðÿ îñó-
ùåñòâëÿþò àêòèâíûé âîäíî-ñîëåâîé îáìåí ñ âíåøíåé
ñðåäîé. Â äèàïàçîíå îò 8 äî 12 ‰ òîëüêî ÷àñòü ïîäîïûò-
íûõ æèâîòíûõ áûëà àêòèâíà, à äðóãèå èçîëèðîâàëèñü îò
âíåøíåé ñðåäû. Ïðè ìåíüøåé ñîëåíîñòè âñå ìîëëþñêè
çàêðûâàëè ñèôîíû è çàõëîïûâàëè ñòâîðêè ðàêîâèíû. Íà-
îáîðîò, ïðè áîëåå âûñîêîé ñîëåíîñòè âñå ìîëëþñêè èìå-
ëè ïðèîòêðûòûå ñòâîðêè ðàêîâèíû è àêòèâíî ôèëüòðîâà-
ëè âîäó. Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû è ðàíüøå
(Áåðãåð, Ëóêàíèí, 1985; Ïîäëèïàåâà, Áåðãåð, 2012).

Èññëåäîâàíèå èçìåíåíèé ñîäåðæàíèÿ ñîëåé â ýêñòðà-
âèñöåðàëüíîé (ìàíòèéíîé) æèäêîñòè ìèäèé, ïîìåùåí-
íûõ â âîäó ñîëåíîñòüþ 10 ‰ (ðèñ. 1), ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ìîëëþñêè äîâîëüíî äîëãî ñîõðàíÿëè áîëåå âû-
ñîêîå ñîäåðæàíèå ñîëåé â ìàíòèéíîé æèäêîñòè, áëîêè-
ðóÿ â òîé èëè èíîé ñòåïåíè îáìåí âîäîé è ñîëÿìè ñ îêðó-
æàþùåé ìîðñêîé âîäîé. Ó êîíòðîëüíûõ ìîëëþñêîâ ïðè

Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ñòðåññîâîãî áåëêà 70 êÄà â ïðîöåññå àêêëèìàöèè ìîëëþñêîâ 563

Çàâèñèìîñòü ÷èñëà àêòèâíûõ ìèäèé îò ñîëåíîñòè âîäû

Ñîëåíîñòü, ‰ Äîëÿ àêòèâíûõ ìîëëþñêîâ, %

0 0

2 0

6 0

8 16 � 3

10 63 � 5

12 95 � 2

14 100

16 100

20 100

25 100

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå àðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ ïî
ðåçóëüòàòàì 4—7 èçìåðåíèé è èõ 95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû.



ñîëåíîñòè ìîðñêîé âîäû 25 ‰ ñîäåðæàíèå ñîëåé â ìàí-
òèéíîé æèäêîñòè áûëî 25 ± 0.4 ã/ë. Íà 5-å ñóò ïîñëå íà÷à-
ëà àêêëèìàöèè ìèäèé ê ñîëåíîñòè 10 ‰ ñîäåðæàíèå ñî-
ëåé â ìàíòèéíîé ïîëîñòè áûëî çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì âî
âíåøíåé ñðåäå, — 15 ã/ë, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 15 ‰ ñîëåíî-
ñòè ìîðñêîé âîäû. Ïîñòåïåííî ïðîèñõîäèëî âûðàâíèâà-
íèå êîíöåíòðàöèé ñîëåé íàðóæíîé è âíóòðåííåé ñðåäû,
êîòîðîå çàâåðøàëîñü ïîëíîñòüþ ê 9-ì ñóò ïîñëå íà÷àëà
ýêñïåðèìåíòà. Ê ýòîìó âðåìåíè âñå ìîëëþñêè, ñîäåðæàâ-
øèåñÿ â âîäå ïðè ñîëåíîñòè 10 ‰, èìåëè ïðèîòêðûòûå
ñòâîðêè ðàêîâèíû è ôèëüòðîâàëè ìîðñêóþ âîäó; ñîäåð-
æàíèå ñîëåé â èõ ìàíòèéíîé æèäêîñòè òàêæå ñîñòàâëÿëî
10 ã/ë.

Â êëåòêàõ îòïðåïàðèðîâàííûõ æàáð ìîëëþñêîâ, ñî-
äåðæàâøèõñÿ â âîäå ñ êîíòðîëüíîé ñîëåíîñòüþ 25 ‰, èì-
ìóíîáëîòèíã è ôåðìåíòàòèâíàÿ ðåàêöèÿ âûÿâëÿþò íà
áëîòàõ ñëàáóþ äâîéíóþ çîíó, ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîëè-
ïåïòèäàì ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 70 êÄà (ðèñ. 2, á, äîðîæ-
êà Ê). Áåëîê ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 40 êÄà, êîòîðûé ìû âû-

ÿâëÿëè ðàíåå â îòïðåïàðèðîâàííûõ æàáðàõ êîíòðîëüíûõ
ìîëëþñêîâ è íå îáíàðóæèâàëè ïîñëå îñìîòè÷åñêèõ øî-
êîâ èëè äëèòåëüíûõ àêêëèìàöèé ê ïîíèæåííîé èëè ïî-
âûøåííîé ñîëåíîñòè, à òàêæå â èçîëèðîâàííûõ æàáðàõ
ìèäèé (Ïîäëèïàåâà, Áåðãåð, 2012), â ýêñïåðèìåíòàõ
2014—2015 ãã. íå îáíàðóæåí. Ïðè÷èíà ìîæåò çàêëþ÷àòü-
ñÿ â èçìåíåíèÿõ êàêèõ-ëèáî àáèîòè÷åñêèõ è (èëè) áèîòè-
÷åñêèõ ôàêòîðîâ, îòñóòñòâîâàâøèõ â ñåçîíàõ 2010—
2011 ãã. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå Hsp70 ïðåäñòàâëåí âî âñåõ
ïðîáàõ äâîéíîé ïîëîñîé (ðèñ. 2, à, á), ÷åãî ðàíåå ìû íå
íàáëþäàëè ó ìèäèé (Ïîäëèïàåâà, Áåðãåð, 2012), íî íà-
áëþäàëè, íàïðèìåð, ó òåòðàõèìåí (Ïîäëèïàåâà è äð.,
2008).

×åðåç 1 ñóò ïîñëå ñîäåðæàíèÿ ìèäèé â âîäå ñîëåíî-
ñòüþ 10 ‰ èçìåíåíèé ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â êëåòêàõ èõ æà-
áåðíîãî ýïèòåëèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðàêòè÷åñêè
íå áûëî (ðèñ. 2, á, äîðîæêè Ê, 1). Íàïðîòèâ, â êëåòêàõ
èçîëèðîâàííîé æàáðû ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïðåáûâàíèÿ åå â
âîäå ïîíèæåííîé ñîëåíîñòè (10 ‰) èìåëà ìåñòî ÿâíî âû-
ðàæåííàÿ èíäóêöèÿ Hsp70 (ðèñ. 2, á, äîðîæêè ÈÆ, Ê).
Îòäåëüíîé ñåðèåé ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â ýïèòåëèè èçîëèðîâàííûõ
æàáð, ïîìåùåííûõ â âîäó êîíòðîëüíîé ñîëåíîñòè
(25 ‰), ñ ãàðàíòèåé íå ïðåâûøàåò òàêîâîãî â îòïðåïàðè-
ðîâàííûõ æàáðàõ ó ìîëëþñêîâ èç âîäû ýòîé æå ñîëåíî-
ñòè (ðèñ. 2, à, äîðîæêè ÎÆ, ÈÆ).

Äàëåå, íà 5-å ñóò àêêëèìàöèè ìèäèé ê 10 ‰, íàáëþ-
äàëè îò÷åòëèâóþ èíäóêöèþ Hsp70 â êëåòêàõ èõ æàáåðíî-
ãî ýïèòåëèÿ (ðèñ. 2, á, äîðîæêè Ê, 5) è íà 14-å ñóò ñîäåð-
æàíèå Hsp70 äîñòèãàëî ìàêñèìóìà (ðèñ. 2, á, äîðîæêà
14). Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ íåëüçÿ óòâåðæ-
äàòü, ÷òî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â æàáðàõ ìèäèé,
àêêëèìèðîâàííûõ ê ñîëåíîñòè 10 ‰, íîñèëî ëèíåéíûé
õàðàêòåð, ìîæíî ëèøü ñ óâåðåííîñòüþ ñêàçàòü, ÷òî îíî
áåçóñëîâíî óâåëè÷èâàåòñÿ îò 1-õ ê 14-ì ñóò (ðèñ. 2, á, äî-
ðîæêè 1, 5, 9, 14). Â ñâÿçè ñ ýòèì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
íåëèíåéíûå èçìåíåíèÿ âîîáùå õàðàêòåðíû äëÿ äèíàìèêè
àäàïòèâíûõ ïðåîáðàçîâàíèé ìåòàáîëèçìà. Èõ íåîäíî-
êðàòíî îòìå÷àëè ðàíüøå ïðè èçó÷åíèè èçìåíåíèé êàê èí-
òåíñèâíîñòè ñèíòåçà ÐÍÊ è áåëêà, òàê è ñêîðîñòè ïîòðåá-
ëåíèÿ êèñëîðîäà â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ ìîëëþñêîâ, àêêëè-
ìèðóåìûõ ê èçìåíåíèÿì ñîëåíîñòè (Áåðãåð, Õàðàçîâà,
1971; Õàðàçîâà, Áåðãåð, 1974; Ëóêàíèí, 1979; Áåðãåð,
1986; Berger, Kharazova, 1997). Ïîäîáíàÿ äèíàìèêà îòðà-
æàåò ÿâëåíèÿ ôàçíîñòè ïðîöåññîâ àäàïòàöèè è èíåðöèîí-
íîñòè îáðàòíîé ñâÿçè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåãóëÿòîðíûõ
ìåõàíèçìîâ (Grodins, 1963).

Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ íàñòîÿùåé ðàáîòû ïî èç-
ìåíåíèþ ñîäåðæàíèÿ ñîëåé â ìàíòèéíîé æèäêîñòè
(ðèñ. 1) è äèíàìèêè ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â êëåòêàõ æàáåð-
íîãî ýïèòåëèÿ ìîëëþñêîâ (ðèñ. 2, á) ïîçâîëÿåò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî èíäóêöèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà Hsp70, âûÿâëÿåìàÿ
íà 5-å ñóò ïðåáûâàíèÿ ìîëëþñêîâ â âîäå ñîëåíîñòüþ
10 ‰, ôàêòè÷åñêè îòðàæàåò êëåòî÷íóþ ðåàêöèþ îðãàíèç-
ìà è åãî øàïåðîííîé ñèñòåìû íà âîçäåéñòâèå ñîëåíîñòè
15 ± 1.6 ‰ (ðèñ. 1), êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâóåò êðàéíåé òî÷êå
äèàïàçîíà 100%-íîé àêòèâíîñòè ìèäèé (ñì. òàáëèöó). Íå-
ïîñðåäñòâåííîå æå âîçäåéñòâèå âîäû ñîëåíîñòüþ
10 ‰ — áîëåå ñòðåññîâîé, ÷åì 15 ‰ äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé
M. edulis, — íà âíóòðåííèå îðãàíû è êëåòêè ìèäèé ïðî-
èñõîäèëî ëèøü íà 9-å ñóò, êîãäà ñîëåíîñòü èõ âíóòðåííåé
ñðåäû ñðàâíÿëàñü ñ ñîëåíîñòüþ îêðóæàþùåé âîäû. Ýòî
âîçäåéñòâèå òàêæå âûçâàëî ïîâûøåíèå óðîâíÿ Hsp70 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 2, á, äîðîæêè Ê, 9). ×òîáû
àäåêâàòíî îöåíèòü ñîîòíîøåíèå óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ

564 Þ. È. Ïîäëèïàåâà è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ñîëåé â ìàíòèéíîé æèäêîñòè
ìèäèé ïðè èõ àêêëèìàöèè ê ñîëåíîñòè 10 ‰ â òå÷åíèå 11 ñóò.

Ðèñ. 2. Áåëîê òåïëîâîãî øîêà Hsp70 â êëåòêàõ æàáð ìèäèé â
ñðåäå ñ ñîëåíîñòüþ 25 (êîíòðîëü) è 10 ‰.

Äîðîæêè (à): ÎÆ — Hsp70 â îòïðåïàðèðîâàííûõ æàáðàõ ïîñëå ïðåáûâà-
íèÿ ìèäèé â òå÷åíèå 1 ñóò â âîäå êîíòðîëüíîé ñîëåíîñòè (25 ‰); ÈÆ —
Hsp70 â èçîëèðîâàííûõ æàáðàõ ìèäèé, ïîìåùåííûõ íà 1 ñóò â âîäó êîíò-
ðîëüíîé ñîëåíîñòè (25 ‰); ÌÌ — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Äîðîæ-
êè (á): ÌÌ — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû; ÈÆ — 1 ñóò ïðåáûâàíèÿ èçî-
ëèðîâàííûõ æàáð â âîäå ñîëåíîñòüþ 10 ‰; Ê — êîíòðîëü (24—25 ‰); 1,
5, 9, 14 — ìèäèè ÷åðåç 1, 5, 9 è 14 ñóò ïðåáûâàíèÿ â âîäå ñîëåíîñòüþ 10 ‰

ñîîòâåòñòâåííî.



Hsp70 íà 5-å è 9-å ñóò àêêëèìàöèè ê 10 ‰, ñëåäóåò, ïî-âè-
äèìîìó, áîëåå äðîáíî ðàñïîëîæèòü ýêñïåðèìåíòàëüíûå
òî÷êè êàê ïðè àíàëèçå ñîäåðæàíèÿ ñîëåé â ìàíòèéíîé
æèäêîñòè, òàê è ïðè îïðåäåëåíèè ñîäåðæàíèÿ Hsp70 â
æàáåðíîì ýïèòåëèè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîëëþñêîâ.

Èíäóêöèÿ ñòðåññîâûõ áåëêîâ ó ìèäèè M. edulis ÿâëÿ-
åòñÿ îòâåòîì íà èçìåíåíèÿ ñîëåíîñòè íå âíåøíåé, à âíóò-
ðåííåé ñðåäû ìîëëþñêîâ, êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü îïî-
ñðåäîâàííî ðåàãèðóåò íà âíåøíåå âîçäåéñòâèå, âî âñÿêîì
ñëó÷àå, åñëè èçìåíåíèå ñîëåíîñòè âûçûâàåò èçîëèðóþ-
ùèé ðåôëåêñ (â íàøåì ñëó÷àå ñíèæåíèå ñîëåíîñòè äî
10 ‰). Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè ýêñïåðèìåíòîâ
ñ èçîëèðîâàííûìè æàáðàìè ìèäèé, ó êîòîðûõ âñåãî ÷å-
ðåç 1 ñóò ïðåáûâàíèÿ â âîäå ñîëåíîñòüþ 10 ‰ èíäóöèðî-
âàëèñü ñòðåññîâûå áåëêè ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà. Ïî-âèäè-
ìîìó, ýòî ïðîèñõîäèëî äàæå áûñòðåå, ÷òî ìîæíî ïðåäïî-
ëàãàòü, â ÷àñòíîñòè, íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû
Õàðàçîâîé (1999) íà èçîëèðîâàííûõ æàáðàõ ìèäèé.

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèçèðóÿ äèíàìèêó ýêñïðåññèè
Hsp70 â æàáðàõ ìèäèé â ïðîöåññå àêêëèìàöèè ìîëëþ-
ñêîâ ê ñîëåíîñòÿì ñðåäû, íàõîäÿùèìñÿ âíå äèàïàçîíà èõ
ñîëåíîñòíîé òîëåðàíòíîñòè, ñëåäóåò ó÷èòûâàòü äàííûå
îá èçìåíåíèè ñîäåðæàíèÿ ñîëåé â ìàíòèéíîé æèäêîñòè.
Â çàâèñèìîñòè îò óäàëåííîñòè çíà÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ òî÷åê îò ãðàíèö äàííîãî äèàïàçîíà ìèäèÿì áóäåò
òðåáîâàòüñÿ ðàçíîå âðåìÿ äëÿ âûðàâíèâàíèÿ âîäíî-ñîëå-
âîãî ñîñòàâà âíóòðåííåé è âíåøíåé ñðåäû. Ýòî íåîáõîäè-
ìî ïðèíèìàòü âî âíèìàíèå ïðè âûáîðå ñðîêîâ äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ àíàëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêò 15-04-03451).
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CONTENT OF 70 kDa STRESS PROTEIN DURING ACCLIMATION

OF MUSSEL MYTILUS EDULIS L. TO LOW SALINITY
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The paper deals with the dynamics of stress-proteins content in gill epithelium of bivalved mollusks Myti-
lus edulis in the course of their phenotypic adaptation to the changes of environmental salinity. It has been
shown that in low salinity (10 ‰) causing the work of «isolating reflex», the induction of stress proteins from
HSP70 family comes on the 5th day of the acclimation. Parallel measurements of the mussels extravisceral liqu-
id osmolarity have shown that the signal for stress-protein induction in these mollusks is the osmolarity of their
inner medium, but not the salinity of marine water outside.
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