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Влияние фосфорсодержащих пестицидов на ферментативную 
активность и множественные формы кислой фосфатазы живородки 

речной (Viviparus viviparus L.)
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Фосфорорганические пестициды применяются в сельском хозяйстве и для обработки ландшафтно-парковых 
зон вследствие высокой эффективности и экономической доступности. Выявлено изменение активности и состава 
множественных форм кислой фосфатазы (КФ) гепатопанкреаса (пищеварительной железы) пресноводного моллюска 
живородки речной (Viviparus viviparus L.) при действии фосфорорганических пестицидов. Глифосат и малатион 
вызывают увеличение активности фермента в остром токсикологическом эксперименте. Глифосат (нейротропная 
активность неизвестна) вызывает прирост активности фермента, в 1,5–3,0 раза превышающее его нормальную 
активность, в то время как малатион (холиномиметик) вызывает увеличение активности КФ в 5–8 раз. Показано, 
что повышение активности фермента у моллюсков опытных групп связано с появлением новых множественных 
форм КФ, которые сохраняются на протяжении всего эксперимента. Состав множественных форм фермента у мол-
люсков контрольной группы на протяжении экспозиции не изменяется. Приведённые данные свидетельствуют о 
формировании неспецифической адаптации в ответ на действие фосфорорганических пестицидов и подтверждают, 
что активность КФ гепатопанкреаса живородки речной может являться адекватным индикатором токсического 
воздействия в эколого-биохимическом мониторинге загрязнений пресных вод. 
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Organophosphate pesticides are used in agriculture and for treating landscape and park areas due to their high ef-
ficiency and economic availability, and therefore they are potential toxicants in water bodies. Broad-spectrum systemic 
herbicide (Glyphosate) and an organophosphorus insecticide (Malathion) have been studied against the freshwater 
mollusks (Viviparus viviparus L.), widespread in permanent water bodies of the European part of Russia and Siberia. 
Changes in the activity and composition of multiple forms of acid phosphatase (AcP) were revealed in the hepatopan-
creas of mollusks under the influence of high doses of glyphosate and malathion in an acute toxicological experiment 
(96 hours). In both cases, an increase in enzyme activity is observed, but the cholinomimetic malathion is significantly 
more active than glyphosate, the neurotropic activity of which is unknown. It was shown that the increase in activity in 
the experimental groups of mollusks is associated with the appearance of new multiple forms of acid phosphatase, which 
persist throughout the experiment. Multiple form of AсP with low relative electrophoretic mobility revealed as an effect of 
glyphosate and malathion. In addition, in mollusks exposed to malathion, a multiple form of the enzyme with an average 
electrophoretic mobility was detected. The composition of multiple forms of acid phosphatase in mollusks of the control 
group did not change during the exposure. The results indicate the formation of nonspecific adaptations in response to 
organophosphate pesticides and confirm that acid phosphatase can be an indicator of toxic effects in environmental and 
biochemical monitoring of freshwater pollution.

Keywords: ecological and biochemical monitoring, hydrobionts, river snail, toxic effect, glyphosate, malathion, 
enzymes, acid phosphatase, multiple forms of the enzyme.
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Более 1000 пестицидов, используемых 
в настоящее время в большинстве стран, не-
преднамеренно попадают в водные экосисте-
мы через поверхностный сток. Вода является 
одним из основных средств транспортировки 
пестицидов с места применения в сельском 
и лесном хозяйстве в окружающую среду,  
и водорастворимые экотоксиканты в значи-
тельной степени аккумулируются в водных 
объектах [1]. 

Фосфорорганические пестициды широко 
используются в сельском хозяйстве и для 
обработки ландшафтно-парковых зон, по-
скольку обладают высокой эффективностью 
и экономически доступны. В группе распро-
странённых фосфорорганических пестицидов 
находятся эффективные инсектициды, напри-
мер, малатион, а также гербицид глифосат, ко-
торый применяют для борьбы с нежелательной 
растительностью [2, 3].

Для фосфорорганических инсектицидов 
хорошо изучен механизм действия, заклю-
чающийся в ингибировании холинэстеразы 
за счёт фосфорилирования серинового остатка 
эстеразного участка фермента [4]. Результатом 
такого ингибирования является генерализо-
ванное перевозбуждение холинорецепторов 
под воздействием эндогенного ацетилхолина, 
что может закончиться гибелью животного. 
Нервнопаралитический механизм действия 
имеет общий характер для всех животных, 
поэтому фосфорорганические инсектициды 
при их применении против насекомых наносят 
вред и другим животным. Хотя малатион и не 
является нормируемым токсикантом, в 2020 г. 
он был обнаружен в плодовоовощной продук-
ции Федеральной службой по надзору в сфере 
защиты прав потребителей [5, 6]. Необходимо 
отметить, что в организме насекомых гидролиз 
малатиона осуществляется медленно, поэтому 
преобладают процессы окисления малатиона 
до малаоксона, который более токсичен, чем 
малатион [7]. Механизмы преобразования 
малатиона в организме водных гидробионтов 
изучены недостаточно. 

Глифосат, по-видимому, обладает мень-
шей опасностью для животных и не является 
холиномиметиком, его относят к ингибито-
рам ферментных систем растений [8]. Он 
ингибирует EPSP-синтазу (5-енолпирувил-
шикимат-3-фосфат-синтазу), локализован-
ную в хлоропластах, и блокирует шикимат-
ный путь синтеза бензоидных ароматических 
соединений [9–11]. Последние годы в связи 
с активным применением этого гербицида 
обсуждается вопрос об его возможном канце-

рогенном действии на человека и животных 
[11–13], однако его действие на гидробионтов 
мало изучено. 

Таким образом, и малатион, и глифосфат 
являются потенциальными токсикантами  
в водных объектах. Известно, что биотестиро-
вание экотоксикантов в водных объектах яв-
ляется одним из наиболее надёжных методов, 
основанных на оценке воздействия вредного 
вещества на гидробионтов [14].

В настоящей работе в качестве тест-
объекта выбран моллюск живородка речная 
(Viviparus viviparus L.). Этот вид широко 
распространён в постоянных водоёмах Евро-
пейской части России и Сибири [15], его вы-
бор в качестве объекта изучения обусловлен 
крупными размерами, малой подвижностью, 
достаточной продолжительностью жизни, 
высокой плодовитостью и чувствительно-
стью к токсическому воздействию [16, 17]. 
Для анализа использовался гепатопанкреас 
(пищеварительная железа), ткани которого 
чувствительны к токсическому воздействию 
и являются объектом изучения на других гид-
робионтах [18, 19]. В качестве индикаторного 
показателя исследовалась активность кислой 
фосфатазы (КФ) гепатопанкреаса живородки 
речной (V. viviparus L.) при действии высоких 
доз фосфорорганических пестицидов глифоса-
та и малатиона.

Фосфатаза является ферментом, сигнали-
зирующим об интенсивности метаболических 
процессов адаптации. Её чувствительность  
к токсическому воздействию продемонстри-
рована для моллюсков Lymnaea stagnalis [20], 
Crassostrea gigas и Modiolus modiolus [21].

Цель исследования – анализ изменений 
активности и множественных форм кислой 
фосфатазы живородки речной (V. viviparus 
L.) при действии высоких доз пестицидов 
глифосата и малатиона.

Объекты и методы исследования

Сбор животных осуществлялся в Пестовском 
водохранилище (село Тишково Пушкинского 
района Московской области, 56º05′11.1′′ N, 
37º44′21.9′′ E). Акклимацию проводили в те-
чение двух недель в лабораторном аквариуме 
объёмом 150 л с водными растениями с места 
сбора моллюсков, в условиях, близких к есте-
ственным, с постоянной аэрацией. На про-
тяжении периода акклимации моллюски пи-
тались детритом и растениями из аквариума.

В ходе эксперимента моллюсков делили 
на контрольную и опытные группы. Опытных 
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животных подвергали воздействию пестици-
дов в концентрациях, десятикратно превы-
шающих предельно допустимые концентра-
ции для водных объектов рыбохозяйственного 
значения (ПДК

р-х.
) в соответствии с данными, 

приведёнными в приказе Минсельхоза Рос-
сии от 13.12.2016 № 552 (с изменениями на  
10 марта 2020 г.): глифосат – 0,01 мг/дм3 (для 
глифосата ПДК

р-х.
 = 0,001 мг/дм3); малати-

он – 0,0001 мг/дм3 (для малатиона ПДК
р-х.

 = 
0,00001 мг/дм3).

Экспозиция опыта составляла 0, 2, 4, 6, 
12, 24, 48, 72 и 96 ч. Контролем служили жи-
вотные, отобранные непосредственно перед 
началом эксперимента (точка экспозиции  
0 ч), а также моллюски, содержащиеся в воде 
без внесения токсиканта. По истечении уста-
новленного времени экспозиции отбирали по 
6 животных из каждой группы, извлекали пи-
щеварительную железу (гепатопанкреас), из 
которой получали экстракт водорастворимых 
белков растиранием при охлаждении с битым 
кварцевым стеклом. В качестве экстрагента 
использовали 0,5%-ный раствор Тriton Х-100 
(10-кратный объём по отношению к навеске 
ткани). Белковые экстракты очищали цен-
трифугированием в рефрижераторной цен-
трифуге «Eppendorf 5417 R» при 6700 g и 4 оС 
в течение 30 мин, затем отделяли супернатант 
[16, 22]. Концентрацию белка в полученных 
экстрактах определяли по методу Лоури [23].

Активность КФ определяли спектрο-
фοтοметрически по скорости гидролиза мо-
дельного субстрата – п-нитрοфенилфοсфата 
в 0,05 М ацетатном буфере с рН 4,1 (опти-
мальный для КФ пищеварительной железы 
живородки речной). Оптическую плотность 
полученного раствора измеряли на спектрофо-
тометре «Thermο genesis 6» при λ = 415 нм [24].

За единицу активности (Е) принимали 
количество фермента, дающее прирост со-
держания продукта ферментативной реакции 
(п-нитрофенола) на 1 мкмоль за 1 мин. Удель-
ную активность КФ выражали в единицах 
активности на 1 мг белка (Е/мг белка). 

Обнаружение множественных форм КФ 
живородки речной проводили методом диск-
электрофореза в колонках полиакриламидно-
го геля (ПААГ) по Орнстейну и Девису [16, 
25, 26].

Электрофорез белков проводили при тем-
пературе 4–6 оС (принудительное охлажде-
ние) для предотвращения денатурации белков 
и сохранения ферментативной активности.

Обнаружение зон нахождения КФ прово-
дили по методике Берстона [27], усовершен-

ствованной в работе [28], модифицированной 
для гелей. Колонку геля, промытую в дистил-
лированной воде, помещали в заранее подго-
товленную инкубационную смесь, составлен-
ную из 8 мл 0,2 М ацетатного буфера (рH 4,1) 
и 1 мл 0,3%-нοгο раствора α-нафтилфοсфата 
(«�������������������������������������    Sigma��������������������������������    », США). После тщательного пере-
мешивания смесь инкубировали в течение  
10 мин в термостате при температуре 37 ºС. 
Далее приливали 1 мл раствора прочного 
синего Б (Fast Blue B, «Chemapol», Чехия), 
перемешивали и снова инкубировали в термо-
стате (от 5 до 20 мин) до появления малиново-
красных полос в местах локализации кислой 
фосфатазы на гелевой колонке.

Относительную электрофоретическую 
подвижность (Rf) рассчитывали для каждой 
выявленной зоны активности КФ как отно-
шение пробега белка к пробегу лидирующего 
красителя бромфенолового синего.

Все исследования проводили в трёх анали-
тических повторностях. Результаты представ-
лены в виде «среднее значение ± стандартное 
отклонение».

Результаты и обсуждение

Проведённые исследования показали, 
что активность фермента КФ не остаётся по-
стоянной на протяжении эксперимента, как 
у контрольной, так и у опытной групп иссле-
дованных животных вследствие естествен-
ных метаболических процессов в организме 
моллюсков и имеет фазовый характер, что 
является отражением процессов индукции  
и репрессии ферментов.

Воздействие гербицида глифосата (рис. 1)  
привело к повышению активности КФ от-
носительно контроля практически во всём 
периоде наблюдения. На протяжении экспе-
римента выявлено чередование фаз снижения 
и повышения активности фермента. В первые  
12 ч экспозиции отмечено резкое увеличение 
активности КФ (в 3 раза) относительно кон-
троля. Далее активность фермента несколько 
снижается, но остаётся выше контрольных 
значений, а начиная от 48 ч экспозиции и до 
окончания эксперимента (96 ч), отмечено сни-
жение до значений, близких к контрольным.

Действие инсектицида малатиона (рис. 1) 
приводит к аналогичному глифосату повы-
шению активности КФ. Однако под действием 
малатиона проявляется ярко выраженный 
прирост активности фермента, достигающий 
максимального значения при 4 ч экспозиции, 
когда активность кислой фосфатазы возросла 
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в 11 раз относительно контроля. Далее до 48 ч 
экспозиции отмечен фазовый характер изме-
нения активности КФ, но в целом активность 
фермента в 4–5 раз превышает контрольные 
значения. Начиная от 48 ч экспозиции ак-
тивность фермента резко снижается. От 72 до  
96 ч экспозиции наблюдается снижение ак-
тивности фермента до контрольных значений.

Анализ полученных энзимограмм пока-
зал, что при общем повышении активности 
фермента число множественных форм КФ 
увеличивается (рис. 2). Действие глифосата 
и малатиона привело к появлению множе-
ственной формы КФ с низкой относительной 
электрофоретической подвижностью (Rf

КФ4
 

= 0,13), которая сохранялась на протяжении 

всего эксперимента. Под воздействием ма-
латиона появляется также дополнительная 
форма КФ со средним значением электро-
форетической подвижности (Rf

КФ2
 = 0,35), 

это может служить объяснением сильного 
повышения активности фермента КФ. При 
этом в контрольной группе на протяжении 
экспозиции состав множественных форм КФ 
не изменяется. Под воздействием глифосата 
при экспозиции 2–4 ч, 6–36 ч, 48–96 ч и под 
воздействием малатиона при экспозиции 2–72 ч  
и 72–96 ч получены одинаковые спектры 
фермента.

Проводимые ранее исследования по из-
менению качественного состава белков при 
интоксикации фосфорорганическими пести-

Рис. 1. Изменение удельной активности кислой фосфатазы под действием глифосата и малатиона
Fig. 1. Changes in specific activity of acid phosphatase (AcP) under the glyphosate and malathion exposure

Рис. 2. Фотографии и схемы электрофореграмм множественных форм кислой фосфатазы 
пищеварительной железы моллюска Viviparus viviparus L. в норме и при воздействии токсикантов

Fig. 2. Photos and diagrams of electrophoregrams of multiple forms of digestive acid phosphatase
 of the Viviparus viviparus L. in control and under toxicants exposure

Контроль
Control

Глифосат
Glyphosate

Малатион
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цидами выявили образование стресс-белков 
(металлотионеинов), связанных с увеличени-
ем активности КФ [29].

Полученные зависимости активности и ха- 
рактер изменения состава множественных 
форм КФ соотносятся с фазами развития 
стресс-реакции (повышение активности 
ферментов – стадия тревоги, продолжитель-
ное сохранение активности фермента выше 
контрольных значений с последующим сниже-
нием до нормы – стадия адаптации) [30], что 
свидетельствует о выраженной перестройке 
метаболизма моллюсков и формировании не-
специфической адаптации в ответ на токси-
ческое воздействие используемых пестицидов 
[31, 32]. При анализе литературных источни-
ков нами найдено множество примеров, ко-
торые подтверждают полученные результаты 
[33–36] и указывают на изменение активности 
ферментов, не связанных непосредственно  
с детоксикацией у гидробионтов.

Заключение

Выявленные зависимости отражают 
процесс стресс-индуцированной адаптации, 
состоящей в повышении активности фермен-
та КФ моллюсков, начиная с первых часов 
токсического воздействия, при сохранении 
колебательной динамики. Существенные от-
личия активности от контрольных значений 
находятся за пределами нормы. Колебания 
активности в контроле (норме) не превыша-
ют двух раз. Влияние глифосата заключается  
в некотором повышении активности без суще-
ственного изменения фазового характера. В то 
же время влияние малатиона приводит к более 
выраженному изменению и активности, и ам-
плитуды колебаний. Таким образом, уровень 
активности и множественные формы КФ явля-
ются информативными индикаторами физио-
логического состояния гидробионтов и могут 
рассматриваться в качестве биохимического 
критерия для характеристики токсических 
свойств водной среды при появлении фосфор-
органических пестицидов различных типов.
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