
 
 
 

Научные труды Дальрыбвтуза. Том 38            ISSN 2222-4661 
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________  
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________  

 
 

 88

УДК664.951.7:639.4 
 

Е.В. Михеев, Р.В. Есипенко 
Дальневосточный государственный рыбохозяйственный университет, 

690087, г. Владивосток, ул. Луговая, 52б 
 
ИЗУЧЕНИЕ СЕЗОННОЙ ДИНАМИКИ ХОЛИНЭСТЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ  

ГЕМОЛИМФЫ ГРЕБЕШКА ПРИМОРСКОГО 
 
Проведены исследования активности, субстратной специфичности холинэстеразы и содержа-

ния белка, в гемолимфе гребешка. Показано снижение концентрации белка в гемолимфе гребешка в 
летне-осенний период. Установлено увеличение холинэстеразной активности гемолимфы гребешка в 
августе (субстрат пропионилтиохолин). 

Ключевые слова: холинэстераза, субстратная специфичность, гребешок, гемолимфа. 
 

Е.V. Mikheev, R.V. Esipenko 
SEASONAL DYNAMIC OF SCALLOP HEMOLYMPH CHOLINESTERASE ACTIVITY 

 
Cholinesterase activity, substrate specificity and protein content in the scallop hemolymphwas studied. 

Displaying decrease of the scallop hemolymph protein concentration in summer-autumn period. Maximum-
hemolymphcholinesterases activity observed in August (substrate propionylthiochholine). 
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Проблема мониторинга среды обитания и мест промысла гидробионтов с целью оценки 

безопасности продукции рыболовства и аквакультуры вследствие широкого применения 
токсических соединений в быту, производстве и сельском хозяйстве приобретает особую ак-
туальность.  

Использование ферментов гидробионтов (как индикаторов загрязнения среды обитания) 
обуславливается возможностью оценки как комплексного действия поллютантов, так и ин-
дивидуальных химических агентов. Ферментативные системы характеризуются высокой 
чувствительностью, точностью, возможностью проведения быстрого анализа и могут быть 
использованы на рыбодобывающих и перерабатывающих предприятиях. 

Наиболее перспективными для разработки методов оценки загрязнения среды обитания 
являются гидролазы гидробионтов, отличающиеся высокой чувствительностью и специфич-
ностью к действию пестицидов, токсичных металлов, фосфорорганических соединений и 
других токсикантов. 

Ферменты двустворчатых моллюсков используются как биоиндикатор загрязнения ок-
ружающей среды различными поллютантами, в том числе органическими соединениями. 
Биохимические биомаркеры моллюсков рода Mytilus, такие как холинэстераза (ХЭ), глута-
тион-S-трансфераза и каталаза, широко используются при оценке качества воды [1, 2]. Одна-
ко широкая вариабельность показателей ответа биомаркеров на стресс: видоспецифичность 
уровня проявляемой активности, межвидовые различия в чувствительности к действию пол-
лютантов – налагают определенные ограничения на использование моллюсков как индика-
торов среды. Использование при этом биохимических маркеров (глутатион, металлотеонеи-
ны, каратиноиды, ферменты углеводного обмена и т.д.) позволяет оценить степень клеточно-
го повреждения под влиянием неблагоприятных факторов среды [3]. 

Выбор биохимических объектов для экологических исследований не всегда оправдан, 
так как их свойства могут зависеть от физиологического состояния животного. Однако со-
временный уровень развития естествознания убедительно доказывает, что в основе всех при-
способительных изменений биологических систем лежат молекулярные процессы. В первую 
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очередь на флюктуации параметров внешней среды реагируют ферменты. Особое место сре-
ди ферментов занимают холинэстеразы, которые по важности выполняемых ими функций 
относятся к конститутивным ферментам, а их свойства не зависят от физиологического со-
стояния особи [4]. 

Целью данной работы являлось исследование сезонной динамики холинэстеразной ак-
тивности гемолимфы гребешка. 

В качестве объектов исследования использовали гребешок приморский (Patinopecten 
yessoensis), выловленный в бухте Северной с мая по октябрь 2015 г. (зал. Славянка, Япон-
ское море). 

Содержание белка определяли по методу Лоури [5]. Активность холинэстеразы опреде-
ляли методом Элмана [6]. 

Проводящая система двустворчатых моллюсков представлена гемолимфой. Гемоли́мфа – 
жидкость, циркулирующая в сосудах и межклеточных полостях многих беспозвоночных жи-
вотных (членистоногих, онихофоров, моллюсков) с незамкнутой системой кровообращения. 
Гемолимфа выполняет те же функции, что кровь и лимфа у животных с замкнутой системой 
кровообращения. Гемолимфа состоит из воды, неорганических солей (преимущественно Na+, 
Cl− и Ca2+) и органических соединений (в основном, углеводы, белки и липиды). Основным 
переносчиком кислорода является молекула гемоцианина. У моллюсков гемолимфа транс-
портирует по всему организму кислород и углекислый газ. 

Определение некоторых биохимических показателей гемолимфы гребешка показало, что 
содержание белка составляет 1,22 мг/мл (рис. 1).  

 

Рис. 1. Концентрация белка  
в гемолимфе гребешка (мг/мл)  

в различные сезоны 
Fig. 1. The protein concentration  

in the hemolymph scallop  
(mg / ml) in different seasons 

 
В сравнении с известными литературными данными, следует отметить, что в гемолимфе 

гребешка содержание белка в 2 раза больше, чем в гемолимфе брюхоногого моллюска Hellix 
[7], и в 5 раз больше, чем у брюхоногого моллюска из Черного моря Viviparus [8]. 

По-видимому, количественное содержание белка является видовым физиологическим 
признаком и зависит от условий обитания вида. 

Одним из молекулярных показателей физиологического состояния моллюсков является 
активность фермента холинэстеразы в гемолимфе [9]. 

Проведенное исследование показало, что в гемолимфе гребешка присутствует ХЭ, с раз-
личной скоростью катализирующая гидролиз трех тиохолиновых субстратов: ацетилтиохо-
лина (АТХ), пропионилтиохолина (ПТХ) и бутирилтиохолина (БТХ) (рис. 2). 

Во-первых, следует отметить, что исследованный фермент с наибольшей скоростью 
гидролизовал ПТХ. Во-вторых, отмечается сезонная динамика показателя активности фер-
мента с использованием в качестве субстрата ПТХ. В период с мая по июль активность фер-
мента и структура субстратной специфичности не различались. В-третьих, в августе отмече-
но повышение активности фермента в 1,4 раза (субстрат ПТХ). В осенние месяцы активность 
вновь снижается до показателей, характерных для весеннего периода. 
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Рис. 2. Скорость гидролиза  
субстратов под действием ХЭ  
гемолимфы гребешка (Е/мл) 
Fig. 2. The rate of substrates  

hydrolysis by the action of ChE  
hemolymph scallop (U / ml) 

 
Известно, что изменения состава и условий среды обитания проявляются в изменении 

субстратной специфичности фермента гемолимфы двустворчатых моллюсков [9]. 
Характеристика ХЭ как молекулярного биомаркера описывается терминологией фер-

ментативной кинетики – величиной удельной активности фермента, отнесенной к белку тка-
ни. В таблице представлены данные по удельной активности ХЭ на 1 мг белка. 

 
Удельная активность ХЭ гемолимфы гребешка 

The specific activity of ChE scallop hemolymph 
 

Дата отбора 
образца 

Субстрат Активность,  
мМ/мин/мг,  

белка 

Дата отбора  
образца 

Субстрат Активность,  
мМ/мин/мг,  

белка 
АТХ 1,3 АТХ 2,3 
ПТХ 2,8 ПТХ 4,4 

Май 

БТХ 1,5 

Август 

БТХ 2,3 
АТХ 2,1 АТХ 1,8 
ПТХ 5,5 ПТХ 3,8 

Июнь 

БТХ 2,9 

Сентябрь 

БТХ 2,0 
АТХ 1,3 АТХ 4,6 
ПТХ 2,6 ПТХ 6,5 

Июль 

БТХ 1,4 

Октябрь 

БТХ 3,8 
 
В целом, значение удельной активности и соотношение скоростей гидролиза субстратов 

для каждой даты вылова гребешка аналогичны результатам, полученным по активности 
фермента в 1 мл гемолимфы. Однако в осенние месяцы (октябрь) отмечено повышение вели-
чины удельной активности ХЭ (на мг белка). По-видимому, полученные данные свидетель-
ствуют о снижении суммарного белка в гемолимфе гребешка (рис. 3) и, как следствие, по-
вышение величины удельной активности ХЭ. 

Таким образом, в ходе проведенных исследований установлено снижение концентрации 
белка в гемолимфе гребешка в описываемый период. Показано, что максимальная актив-
ность холинэстераз в гемолимфе отмечена в августе (субстрат ПТХ). При этом скорость гид-
ролиза ацетил- и бутирилтиохолина под действием ХЭ гемолимфы гребешка в осенне-
осенний период значительно не различалась. 

Исследование структуры субстратной специфичности ХЭ гемолимфы гребешка пока-
зало отсутствие значительных колебаний относительных скоростей гидролиза рассмотрен-
ных субстратов, что может быть использовано для мониторинга акватории обитания на 
предмет загрязнения, а также в качестве биологического маркера физиологического со-
стояния моллюска. 
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Рис. 3. Сравнение величин  
активности ХЭ в 1 мл  

и в 1 мг белка гемолимфы  
гребешка (субстрат АТХ) 
Fig. 3. Comparison of ChE  
activity in 1 ml and 1 mg  

of protein hemolymph scallop  
(substrate ATC) 
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