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Влияние токсикантов анионного типа на состояние тканей 
гепатопанкреаса живородки речной (Viviparus viviparus L.)
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Исследовано действие повышенных концентраций экотоксикантов анионного типа (на примере нитрат- и 
арсенат-анионов) на морфофункциональное состояние ткани и активность кислых фосфатаз (КФ) гепатопан-
креаса моллюска живородка речная (Viviparus viviparus L.). Изменение удельной активности кислой фосфатазы у 
моллюсков в тканях гепатопанкреаса свидетельствует о нарушении метаболизма у исследованных животных, что 
подтверждается при оценке морфофункционального состояния тканей. При действии нитрат-ионов отмечаются 
сравнительно небольшие фазы повышения и снижения удельной активности КФ (в 1,5 раза по сравнению с контроль-
ными значениями). К 96 часам экспозиции активность фермента остаётся выше контрольных значений. Действие 
арсенат-ионов приводит к более выраженной патологии тканей и существенному изменению удельной активности 
фермента, которая не стабилизируется даже через 30 суток после удаления токсиканта из воды. Полученные данные 
могут быть использованы в эколого-биохимическом мониторинге загрязнений пресных вод.
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The effect of elevated concentrations of anionic ecotoxicants (using nitrate and arsenate anions as an example) on 
the morphofunctional state of tissue and the activity of acid phosphatases (AсP) in the Viviparus viviparus L. hepato-
pancreas was studied. It was found that the phases of AcP activity after exposure to the nitrate and arsenate ions do not 
coincide with those in the control. Changes in the specific activity of acid phosphatase in the tissues of the hepatopancreas 
of mollusks were not accompanied by a change in the number of multiple forms and indicated a metabolic disorder in 
the animals studied. The latter was confirmed by an assessment of the tissues morphofunctional state. When exposed 
to nitrate anions, there are relatively small phases of increase and decrease in the specific activity of AcP (by 1.5 times 
compared to the control values). The enzyme activity remains above control values by 96 hours of exposure. Morphologi-
cal changes are heterogeneous – some epithelial cells are necrotic, in some sites the epithelial cells are hypertrophied, 
vacuolated, but not destroyed. The exposure to arsenate anions leads to more pronounced tissue pathology (the nuclei 
of epithelial cells are at different stages of destruction, the tubules are deformed or destroyed, the stroma grows) and a 

ЭКОТОКСИКОЛОГИЯ

doi: 10.25750/1995-4301-2026-2-174-182



175
Теорeтическая и прикладная экология. 2026. № 2 / Theoretical and Applied Ecology. 2026. No. 2

significant change in enzyme specific activity, which does not stabilize even 30 days after the toxicant removal from the 
water. The AcP activity in V. viviparus can be a marker of toxic effects on living organisms in ecological and biochemical 
monitoring of freshwater pollution.

Keywords: ecological and biochemical monitoring, aquatic organisms, Viviparus viviparus, acid phosphatase, enzyme 
activity, multiple forms of enzymes, nitrate and arsenate anions, morphofunctional state.

Исследование состояния моллюсков сред-
ней полосы под воздействием экотоксикантов 
достаточно часто осуществлялось ранее на 
примерах катионов тяжёлых металлов и ор-
ганических соединений [1–4]. Вместе с тем 
известно, что загрязнение водоёмов токси-
кантами анионного типа является не менее 
серьёзной и частой экологической проблемой. 
Среди таких анионов наиболее распростра-
нена нитрит-нитратная пара, а в некоторых 
случаях также арсенаты и арсениты. Содержа-
ние анионов в воде имеет сезонный характер 
и зависит от количества осадков и биогео-
ценотического равновесия [5–7]. Нитрит- и 
нитрат-ионы являются одним из факторов эв-
трофирования водных объектов и превышение 
их концентраций может отражаться на физио-
логии, биохимии, морфологии водной биоты, 
изменять реакцию на другие стрессовые воз-
действия среды [8, 9]. Концентрация нитрат-
ионов в водоёмах хозяйственно-питьевого  
и культурно-бытового назначения составляет 
45 мг/л согласно СанПиН 1.2.3685-21 «Ги-
гиенические нормативы и требования к обе-
спечению безопасности и (или) безвредности 
для человека факторов среды обитания».

Известно, что нитрит- и нитрат-ионы 
действуют на дыхательные пигменты, пере-
носящие кислород (гемоцианин, гемоглобин), 
преобразуя их в окисленные формы, не способ-
ные связывать и транспортировать кислород 
[10, 11].

Мышьяк присутствует в водных экоси-
стемах как в органической, так и в неорга-
нических формах, которые обладают разной 
токсичностью для гидробионтов. В подземных 
и поверхностных водах он преимущественно 
существует в неорганической форме в виде 
As(III) (арсенит) и As(V) (арсенат), но в 
большинстве водных объектов преобладаю-
щей формой является арсенатная [12, 13]. 
Соотношение форм зависит от солёности, 
окислительно-восстановительного потенциала 
и биохимических процессов (биометилирова-
ние). Предельно допустимая концентрация 
(ПДК) подвижных форм мышьяка в водоёмах 
хозяйственно-питьевого и культурно-бытового 
назначения, согласно СанПиН 1.2.3685-21, 
составляет 0,01 мг/л, что является одним из 

наиболее строгих нормативов для неоргани-
ческих ионов.

Мышьяк поглощается гидробионтами в 
основном с пищей, и его токсичные неорга-
нические соединения в организме способны 
связываться с металлотионеин-подобными 
белками или превращаться в органические 
формы, которые, как отмечают большинство 
исследователей, обладают низкой токсично-
стью и быстро выводятся из организма. Одна-
ко, исследования на рыбах Siganus fuscescens, 
Acanthopagrus schlegeli показали, что неоргани-
ческие формы мышьяка биотрансформируются 
в арсенобетаин, который способствует накопле-
нию общего количества мышьяка в тканях рыб 
[14, 15]. В литературе отмечено, что соединения 
As(III) обладают большей токсичностью для 
гидробионтов, чем соединения As(V), однако 
пятивалентный мышьяк в организме может 
превращаться в арсеноксид, имеющий более 
высокую токсичность. Токсическое действие 
на организмы обусловлено способностью свя-
зываться с SH-группами ферментов, приводя 
к их инактивации. В частности, ингибируются 
ДНК-полимераза и ферменты цикла трикар-
боновых кислот. Многие авторы отмечают 
накопление мышьяка в печени и мышцах 
гидробионтов (морских брюхоногих моллю-
сков Littorina litoralis, Nucella lapillus) и про-
мысловых рыб, таких как арктическая треска 
(Arctogadus glacialis), атлантическая треска 
(Gadus morhua), пикша (Melanogrammus 
aeglefinus), морской скорпион (Myoxocephalus 
scorpius), зеркальный памп (Pampus argenteus), 
горбыль (Otolithes ruber). Соединения мышьяка 
способны вызывать деструктивные изменения 
во внутренних органах рыб [16–19].

При рассмотрении литературных данных 
можно отметить невысокую изученность дей-
ствия токсикантов анионного типа на мол-
люсков, распространённых в пресных водах 
Евразии, несмотря на их существенный вклад 
в биоценотические связи.

В связи с этим, целью работы стало изуче-
ние действия нитрат- и арсенат-ионов на ди-
намику активности кислой фосфатазы (КФ) 
и морфофункциональное состояние тканей 
гепатопанкреаса пресноводных моллюсков 
живородка речная (Viviparus viviparus L.), 
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широко распространённого в центральной 
части Евразии вида гидробионтов.

Объекты и методы исследования

Сбор моллюсков Viviparus viviparus про-
изводился летом-осенью 2023 г. в прибрежной 
зоне Пестовского водохранилища (Москов-
ская область, г. о. Пушкинский, село Тишково, 
56°05’11” c. ш., 37°44’20” в. д.). В течение 2-х 
недель моллюсков содержали в лабораторных 
аквариумах с постоянной аэрацией, наполнен-
ных водой, растениями и микроорганизмами 
с места сбора; температура поддерживалась 
близкой к естественной. Далее проводили 
токсикологический эксперимент. Моллюсков 
делили на контрольную и опытные группы. 
Опытные животные содержались в воде с до-
бавлением токсикантов в течение 96 часов, 
после чего производилась замена воды. Про-
должительность опыта составляла 34 суток, в 
течение которых проводился осмотр живот-
ных. Перед началом эксперимента (точка экс-
позиции 0 суток) 5 особей Viviparus viviparus 
из контрольной группы препарировали и 
извлекали гепатопанкреас. Для изучения 
динамики изменения активности ферментов 
отбор биологического материала у животных 
контрольной и опытных групп (по 5 особей) 
производили через 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96 
часов и 34 суток от начала эксперимента.

Концентрация нитрата натрия (NaNO
3
) 

соответствовала 10 ПДК – 450 мг/л (для 
NO

3
- ПДК = 45 мг/л в воде водных объектов 

хозяйственно-питьевого и культурно-бытового 
водопользования); концентрация дигидроар-
сената натрия (NaH

2
AsO

4
) соответствовала 5 

ПДК – 0,05 мг/л (для As суммарно ПДК = 0,01 
мг/л в воде водных объектов хозяйственно-
питьевого и культурно-бытового водополь-
зования) (СанПиН 1.2.3685-21); животные 
контрольной группы не подвергались дей-
ствию токсикантов. Выбор концентрации 
токсикантов обусловлен целью исследования 
– опытным путём было установлено, что кон-
центрация, превышающая ПДК в 5–10 раз, 
является оптимальной для изучения острого 
воздействия токсикантов (при меньшем со-
держании действующего вещества может не 
наблюдаться очевидного результата, а повы-
шенные концентрации зачастую приводят к 
преждевременной гибели особей) [1].

Полученные образцы тканей использова-
ли для приготовления гистологических препа-
ратов и получения экстрактов водораствори-
мых белков. Экстракт водорастворимых белков 

получали растиранием тканей с порошком 
кварцевого стекла при охлаждении. В каче-
стве экстрагирующей жидкости использовали 
0,5  % раствор Тriton Х-100, прибавляемый 
по отношению к навеске ткани в 10-кратном 
объёме. Выбор Тriton Х-100 для экстракции 
белков обусловлен его способностью высво-
бождать белки (ферменты), прочно связанные 
с мембранами митохондрий, локализованные 
внутри лизосом или других клеточных струк-
тур. Белковые экстракты очищали центрифу-
гированием в рефрижераторной центрифуге 
«Eppendorf 5417 R» при 6,700 g и 4 оС в течение 
30 минут, затем отделяли супернатант [20].

Биохимическую оценку воздействия 
проводили путём спектрофотометрического 
определения активности кислой фосфатазы 
(КФ) [21] по скорости гидролиза модельного 
субстрата п-нитрофенилфосфата («Sigma», 
США). За единицу активности фермента 
принимали такое его количество, которое 
катализирует превращение одного мкмоль 
п-нитрофенилфосфата за одну минуту. Удель-
ную активность КФ рассчитывали в единицах 
на 1 мг белка (МЕ/мг белка). Для расчёта 
удельной активности концентрацию белка в 
полученных экстрактах определяли по методу 
Лоури [22].

Белки фракционировали методом диск-
электрофореза в колонках ПААГ длиной 8 см 
по Орнстейну и Девису [23, 24] при темпера-
туре 4–6  оС для предотвращения искажения 
зон разделяемых белков. Концентрация раз-
деляющего геля составляла 7,8 %, а концен-
трирующего – 4,5 %. Процесс полимеризации 
занимал 45–60 минут. В качестве электродного 
буфера использовали 0,05 М Tris-глициновый 
буфер с рН 8,3.

Обнаружение зон активности КФ про-
водили по методике Берстона [25], усовер-
шенствованной Лοйда и соавторами [26], 
модифицированной для гелей. Колонку геля 
промывали дистиллированной водой и по-
мещали в реакционную смесь, содержащую 
8 мл 0,2 М ацетатного буфера (рH 4,1) и  
1 мл 0,3  %-нοгο раствора α-нафтилфοсфата 
(«Sigma», США) [27]. Смесь тщательно пере-
мешивали и инкубировали в течение 10 минут 
на водяной бане при 37 оС. Далее приливали 
1 мл раствора прочного синего Б (ПСБ, Fast 
Blue B, «Sigma», США) с концентрацией  
2 мг/мл, перемешивали и снова инкубирова-
ли на водяной бане до появления на гелевой 
колонке малиново-красных полос в местах ло-
кализации КФ (время инкубации составляло 
от 5 до 20 мин).
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Рис. 1. Изменение удельной активности кислой фосфатазы гепатопанкреаса живородки речной
 под действием нитрат- и арсенат-ионов

Fig. 1. Specific activity of Viviparus viviparus hepatopancreas acid phosphatases exposed 
to nitrate and arsenate anions

Часть фрагментов ткани гепатопанкреаса 
и мышц фиксировали в 10  % нейтральном 
забуференном формалине с дальнейшей про-
водкой по спиртам возрастающей концен-
трации (50°, 60°, 70°, 80° и 96°) и ксилолам 
с последующей заливкой в гистологическую 
среду «Гистомикс» (БиоВитрум, Россия). 
Серийные гистологические срезы толщиной 
5–6 мкм изготавливали на роторном микро-
томе Leica SM2010 R (Германия). Окраску 
гематоксилином и эозином осуществляли по 
общепринятой методике.

Микроскопию гистологических препара-
тов проводили на цифровом микроскопе Leica 
DM 2500 с применением цифровой фотока-
меры Leica DFC 290 (Германия). Для микро-
скопии были использованы окуляры ×10, ×15, 
объективы ×4, ×10, ×20, ×40, ×100.

Все биохимические исследования прово-
дили в пяти биологических и трёх аналитиче-
ских повторностях. Результаты представлены 
в виде «среднее значение ± стандартное от-
клонение». Статистическую обработку данных 
проводили при помощи Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение

Биохимическое исследование.  При 
проведении исследования в обоих случаях 
отмечалось изменение поведенческих ре-
акций – снижение подвижности, закрытие 
раковины крышечкой, но не наблюдалась 
гибель животных.

Активность фермента КФ живородки 
речной не остаётся постоянной на протяже-

нии эксперимента, как у контрольной, так и 
у опытной групп исследованных животных 
вследствие естественных метаболических 
процессов в организме моллюсков и имеет 
фазовый характер, который наблюдается и в 
других случаях при работе с моллюсками [1, 4, 
20]. Изменение активности КФ под действием 
нитрат- и арсенат-ионов приведено на рисун-
ке 1. Оба токсиканта индуцируют отличные от 
контроля изменения активности почти во всё 
время проведения эксперимента.

Действие нитрат-ионов в начальные часы 
экспозиции (2–4 ч) приводит к некоторому 
снижению активности КФ относительно кон-
трольных значений, далее активность фермен-
та не отличается от контрольных значений. К 
48 ч экспозиции отмечается прирост активно-
сти фермента в 1,5 раза, после чего отмечено 
снижение активности (точка 72 ч). Через 96 ч 
экспозиции активность фермента превышает 
контрольные значения более, чем в 1,5 раза. 
Следует отметить, что удаление токсиканта 
из воды привело к стабилизации активности 
КФ – через 30 сут удельная активность фер-
мента составила (1,7 ± 0,1) ∙ 10-3 МЕ/мг белка, 
что сопоставимо с контрольным значением – 
(2,3 ± 0,1) ∙ 10-3 МЕ/мг белка.

Под действием арсенат-ионов отмечены 
более существенные повышения и снижения 
активности КФ, которые не совпадают с тако-
выми для контрольной группы животных. Мак-
симальные значения активности отмечены в 
точках экспозиции 2–4 и 48 ч. Через 96 ч от на-
чала эксперимента активность КФ сопоставима 
с контрольными значениями. Спустя 30 сут 
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Рис. 2. Энзимограмма множественных форм кислой фосфатазы (КФ) 
гепатопанкреаса живородки речной под действием нитрат и арсенат-ионов

Fig. 2. Enzymogram of multiple forms of acid phosphatase (AcP) 
of V. viviparus hepatopancreas exposed to nitrate and arsenate anions

Таблица 1 / Table 1
Значения относительной электрофоретической подвижности форм кислой фосфатазы (КФ) 

под действием нитрат и арсенат-ионов
Relative electrophoretic mobility values of acid phosphatase (AcP) 

exposed to nitrate and arsenate anions

Молекулярная 
форма КФ  
Molecular

form of AcP

Группа / Group
Контроль

Control
Под действием нитрат-ионов

Exposed to nitrate anions
Под действием арсенат-ионов 

Exposed to arsenate anions

КФ1 / AcP1 0,368 0,351 0,351
КФ2 / AcP2 0,175 0,160 0,175
КФ3 / AcP3 0,123 0,125 0,120

после прекращения токсического воздействия 
активность фермента вдвое ниже контрольных 
значений – (1,2 ± 0,1) ∙ 1 0-3 МЕ/мг белка.

Таким образом, действие нитрат- и арсенат-
ионов на фермент обменного комплекса – 
кислую фосфатазу в обоих случаях приводит 
к сдвигу фаз активности, что является про-
явлением адаптационных процессов. При 
этом влияние арсенат-иона проявляется более 
значимо в сравнении с нитрат-ионом. В ряде 
работ описано, что при действии поллютантов 
техногенного происхождения и инсектицидов 
проявлением адаптационных процессов явля-
лось появление новых множественных форм 
КФ, а также и некоторых других ферментов 
обменного комплекса [3, 28]. В случае действия 
изучаемых анионов не было зафиксировано 
изменения состава множественных форм КФ 
пищеварительной железы живородки речной 
(рис. 2). Во всех исследованных образцах вы-
явлены 3 изоформы фермента, со значениями 
относительной электрофоретической под-
вижности, приведёнными в таблице 1. Таким 
образом, регистрирующиеся изменения актив-
ности фермента не связаны с индукцией новых 
изоформ фермента.

Морфофункциональное состояние тка-
ней гепатопанкреаса. Строение гепатопан-
креаса контрольной и опытных групп живот-
ных представлено на микрофотографии (рис. 
3). Гепатопанкреас моллюсков представлен 
рядом желез (канальцев), разделённых 
соединительнотканными септами (прослой-
ками). Эпителий желёз простой однорядный 
однослойный. Чётко дифференцируется ба-
зальная мембрана. Дифференцируется 3 типа 
клеток: пищеварительные (дигестивные), 
кальциевые и экскреторные клетки. При-
знаков патологических изменений клеток не 
наблюдается.

У группы животных, подвергавшихся дей-
ствию нитрат-ионов, происходит ряд патологи-
ческих изменений с эпителиоцитами (некроз), 
однако изменения в строме минимальны, 
базальная мембрана сохраняется. Имеет место 
накопительный эффект, который проявился 
в гибели клеток единовременно. Кроме того, 
у базальной мембраны сохраняются мелкие 
клетки, похожие на вновь образовавшиеся и 
ещё не дифференцированные. Также следует 
отметить, что в органах этой группы живот-
ных отмечается некоторая неоднородность 
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Рис. 3. Клетки гепатопанкреаса Viviparus viviparus: I – в норме, ×200; II – под действием нитрат-
ионов, ×400; III – под действием арсенат-ионов, ×400; окраска гематоксилином и эозином

Fig. 3. Viviparus viviparus hepatopancreas cells: I – control (without exposure), ×200; II – exposed to 
nitrate ions, ×400; III – exposed to arsenate ions, ×400; stained with hematoxylin and eosin

изменений, встречаются и участки с менее 
выраженными признаками патологических 
изменений – эпителиоциты вакуолизированы, 
гипертрофированы, но не разрушены.

В группе животных, подвергавшихся 
влиянию арсенат-ионов, наблюдаются зна-
чительные изменения. В ряде случаев на-
рушается целостность базальной мембраны, 
клетки эпителия не дифференцируются, они 
патологически гипертрофированы, в ~80  % 
клеток ядро на разных стадиях разрушения, 
вплоть до полного лизиса, в части клеток 
наблюдается митоз, а также апоптотические 
тельца. Некоторые канальцы содержат детрит, 
т. е. практически разрушены. Неразрушенные 
канальцы деформированы, клетки вакуолизи-
рованы, гипертрофия чаще всего наблюдается 
в апикальной части. Строма железы разрас-
тается.

Дозозависимого эффекта у моллюсков экс-
периментальных групп обнаружено не было.

Заключение

Таким образом, активность кислой фос-
фатазы под воздействием нитрат- и арсенат-
анионов характеризуется изменением фазо-
вого характера; активность фермента перио-
дически увеличивается, затем снижается, что 
свидетельствует об интенсивной адаптации 
биохимических систем животных. При этом 
изменение активности фермента не связано 
с изменениями количества изоформ. Это яв-
ляется принципиальным отличием действия 
изученных токсикантов анионного типа в 
сравнении с действием катионов тяжёлых 
металлов и фторсодержащих соединений, 
описанных в ранних работах, посвящённых 
биохимическому воздействию экотоксикантов 
на брюхоногих моллюсков и, в частности, на 

моллюска Viviparus viviparus L. Необходимо 
отметить, что в отсутствии новых множе-
ственных форм кислой фосфатазы в тканях 
гепатопанкреаса наблюдаются существенные 
морфофункциональные изменения. Более 
значительные структурные перестройки 
клеток наблюдаются при действии арсенат-
ионов в сравнении с таковыми при действии 
нитрат-ионов.
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