
БИОЛОГИЯ МОРЯ, 2024, том 50, № 6, с. 417–426

 

417

Тихоокеанский двустворчатый моллюск 
Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) был за-
несен в азово-черноморский регион с балласт-
ными водами (Шиганова, 2010). Впервые был 
обнаружен в 1968 г. у побережья Кавказа на глу-
бине 20−30 м (Киселёва, 1992). В настоящее 
время массовые поселения моллюска отмеча-
ются вдоль западного и восточного побережий 

Черного моря (Ревков, 2016), а в последнее 
время и в Азовском море (Живоглядова и др., 
2021). На ряде участков Крымского шельфа он 
превратился в одну из ценозообразующих форм 
бентоса (Ревков, 2016). Столь быстрое распро-
странение анадары в азово-черноморском ре-
гионе связывают с ее эврибионтностью и, пре-
жде всего, со способностью к существованию 
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В условиях эксперимента исследовано раздельное влияние острой гипоксии и сероводород-
ной нагрузки на маркерный фермент дыхательной цепи митохондрий – сукцинатдегидроге-
назу (СДГ) и аденилатный статус тканей толерантного к данной группе факторов двустворча-
того моллюска Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906). Работа выполнена на взрослых особях 
с высотой раковины – 23–34 см. Контрольную группу моллюсков содержали в воде с кон-
центрацией кислорода 7.0–8.2 мгО2/л. Одну экспериментальную группу подвергали воздей-
ствию острой гипоксии (0.1 мгО2/л), а другую сероводородной нагрузке (6 мгS2–/л). Экспози-
ция в обоих случаях составляла 48 ч. Температура воды поддерживалась на уровне 17–20°С. 
Острая гипоксия вызывала рост активности СДГ во всех исследованных тканях (жабры, нога, 
гепатопанкреас). При сероводородной нагрузке этой реакции не наблюдали. Энергетический 
статус тканей в обоих случаях понижался. Это выражалось в снижении содержания фракций 
АТФ и АДФ на фоне повышения содержания АМФ, что допускает реализацию аденилатки-
назной реакции. В присутствии сероводорода данные изменения были более заметны. При 
этом пул аденилатов и величина аденилатного энергетического заряда (АЭЗ) сохранялись на 
относительно высоком уровне, что отражало способность организма анадары существовать 
в придонных слоях воды, при низком уровне кислорода и в присутствии сероводорода. Допу-
скается, что митохондрии анадары обладают альтернативной оксидазой, не чувствительной 
к присутствию сульфидов в воде.
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в акваториях с экстремально низкой концен-
трацией кислорода и присутствием сероводо-
рода (Солдатов и др., 2018). Шельфовые зоны 
крымского полуострова подвержены влиянию 
этих факторов, чему способствуют специфи-
ческие вертикальные течения (апвеллинги), а 
также образование застойных зон с отсутстви-
ем сквозной вертикальной конвекции вод (Оре-
хова, Коновалов, 2018).

В работах ряда авторов показано, что ор-
ганизм анадары может поддерживать высо-
кий энергетический статус тканей в условиях 
острой гипоксии (Cortesi et al., 1992), а также 
переносить присутствие сероводорода в мор-
ской среде (2 ммоль/л) (Miyamoto, Iwanaga, 2017; 
Nakano et al., 2017). Токсичность сероводорода 
связывают с его способностью ингибировать 
цитохром-с-оксидазу дыхательной цепи мито-
хондрий (Сooper, Brown, 2008; Cao et al., 2011), 
переводить гемсодержащие белки в сульф-фор-
му (Bagarinao, 1992; Grieshaber, Völkel, 1998), по-
давлять экспрессию транскрипционного фак-
тора, индуцируемого гипоксией (Wu et al., 2012). 
Вместе с тем, многие организмы проявляют вы-
раженную устойчивость к присутствию серово-
дорода в воде. К ним можно отнести рыб семей-
ства гаМбузиевых (Poeciliidae), обнаруженных 
в сероводородных источниках на юге Мексики 
(Tobler et al., 2008, 2011), обитателя застойных 
вод Амазонки голубого сомика Hoplosternum 
littorale (Brauner et al., 1995), погонофор (Riftia 
pachyptila) (Arp, Childress, 1981; Arp, Childress, 
1983) и ряд других организмов. 

Исследуя природу устойчивости гидробион-
тов к токсическому действию сероводоро-
да, следует обратить внимание на следующие 
процессы: сульфидоокисляющую микрофло-
ру, поселяющуюся на респираторных поверх-
ностях, и ее способность к нейтрализации 
сероводородной нагрузки (Stewart, Cavanaugh, 
2006); способность ряда организмов перево-
дить сульфиды в тиосульфаты (Bagarinao, Vetter, 
1993); наличие в гемолимфе моллюсков особого 
транспортного белка, а также гемоглобинов, не-
чувствительных к сероводороду (Arp, Childress, 
1981; Arp, Childress, 1983); присутствие в эритро-
цитах ряда моллюсков особых зернистых вклю-
чений (Kladchenko et al., 2020), содержащих ге-
матин, который способен окислять сульфиды 
(Vismann, 1993; Holden et al., 1994). Последнее 

было показано и в отношении анадары (Солда-
тов и др., 2018). 

В токсическом действии сероводорода следу-
ет выделить две составляющие: прямой эффект, 
о чем сказано выше, и действие острой гипок-
сии (аноксии), которое обычно сопровождает 
токсический эффект сероводорода. Ранее нами 
было изучено влияние сероводородной нагруз-
ки на организм анадары, где гипоксические 
эффекты и действие сульфидов не разделялось 
(Солдатов и др., 2022). Настоящее исследова-
ние посвящено изучению раздельного действия 
этих факторов. При этом оценен иной комплекс 
показателей.

Цель работы – исследовать в условиях экспе-
римента раздельное влияние острой гипоксии 
и сероводородной нагрузки на маркерный фер-
мент дыхательной цепи митохондрий – сукци-
натдегидрогеназу, и аденилатный статус тка-
ней толерантного к данной группе факторов 
двустворчатого моллюска Anadara kagoshimensis 
(Tokunaga, 1906).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на взрослых особях дву-
створчатого моллюска Anadara kagoshimensis, 
собранных в июне 2022 г. в акватории б. Ласпи 
(Крым). Высота раковины моллюсков (от замка 
до края створки) варьировала от 23 до 34 мм.

Схема эксперимента
Контрольную группу моллюсков содержа-

ли при 7.0−8.2 2мгО /л  (группа 1). Содержание 
кислорода понижали путем барботажа воды 
азотом в течение двух часов. Финальная кон-
центрация кислорода в опытной группе со-
ставляла 0.1 2мгО /л  (группа 2). Сероводород-
ное заражение создавали добавляя в емкость 
с моллюсками Na2S до финальной концентра-
ции 6 мгS2–/л. При этом максимальная кон-
центрация сульфидов для вод Черного моря 
составляет 9.6 мгS2–/л (Орехова, Коновалов, 
2018). Содержание кислорода в воде предвари-
тельно понижали до следовых количеств (груп-
па 3). Экспозиция в обоих случаях составляла 
48 ч. Температуру воды в опытной и контроль-
ной группах поддерживали на уровне 17−20 С° .  
Присутствие в воде сульфид-иона приводило 
к ее защелачиванию, которое компенсировали 
внесением 0.1н HCl . Значения рН  удерживали 
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на уровне 8.2−8.3. Случаев гибели моллюсков 
в контрольной и опытных группах на протяже-
нии 48 ч не отмечали.

Содержание кислорода в воде контролиро-
вали при помощи оксиметра DO Meter ST300D 
RU (Ohaus, США). Значения рН измеряли 
на рН-метре InoLab pH 720 (Германия). Кон-
центрацию сульфид-иона в воде определяли 
потенциометрически с применением сульфид-
селективного сенсора “MSBS” (Нидерланды).

Биохимические исследования

Препарирование и подготовку тканей (нога, 
жабры, гепатопанкреас) к хранению осущест-
вляли на ледяной бане при температуре 0−4 С° . 
Образцы до определения активности ферментов 
хранили при температуре −80 С°  в морозильной 
камере (Farma 900 Series, TermoScientific, USA). 
Приготовление гомогенатов осуществляли не-
посредственно в день эксперимента. В качестве 
трансформирующей среды использовали 1.15% 
раствор KCl . Для получения супернатанта го-
могенаты центрифугировали при 6000 об/мин 
в течение 15 мин. В работе использовали реф-
рижераторную центрифугу 5424R Eppendorf 
(Germany). Все операции с материалом осу-
ществляли на холоде при 0–4 С° .

Активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ) 
(КФ 1.3.99.1) определяли при длине волны 
420 нм по скорости восстановления феррици-
анида калия (Ещенко, Вольский, 1982). В каче-
стве трансформирующей среды использовали 
0.1 М калий-фосфатный буфер. Активность 
выражали в нмоль сукцината/мин/мг белка. 
Содержание белка в пробах контролировали 
микробиуретовым методом (Itzhaki, Gill, 1964). 
В работе использовали двухлучевой спектро-
фотометр “SPECS SSP-715” (Россия).

Содержание адениловых нуклеотидов реги-
стрировали при помощи хемилюминисцентно-
го метода (Holm-Hansen, Booth, 1966). Результа-
ты выражали в мкмолях/мг сырой массы ткани. 
Исследуемые ткани гомогенезировали в 0.1М 
трис-ацетатном буфере на холоде ( рН  7.75).  
Аденилатный комплекс экстрагировали в ки
пящем буфере на водяной бане в течение 5 мин. 
Полученные экстракты замораживали до даль-
нейшего анализа. Определение АТФ проводили 
по стандартной методике, по световой эмиссии 

с добавлением люциферин-люциферазы на 
приборе ATP-Luminometer 1250(LKB, Швеция). 
АДФ и АМФ восстанавливали до АТФ с приме-
нением энзимов пируваткиназы и аденилатки-
назы. На основании полученных значений рас-
считывали аденилатный энергетический заряд 
(АЭЗ) (Atkinson, 1968). 

Статистическая обработка
При проведении сравнительного анализа был 

применен однофакторный дисперсионный ана-
лиз (ANOVA) PAST Version 4.09 software. Стати-
стические сравнения проводили на основе не-
параметрического U –критерия Манна–Уитни. 
Цифровой материал обработан с использовани-
ем стандартного пакета Grapher (версия 11). Ре-
зультаты представлены как М ± m.  Минималь-
ный уровень значимости составлял  0.05.р<  
На каждую группу моллюсков (контроль, 
опыт 1 и 2) приходилось по 9 особей анадары. 
От каждого экземпляра получали по 3 образца 
ткани (81 проба). При проведении биохимиче-
ских исследований каждую пробу анализиро-
вали трижды (243 анализа на СДГ и 243 анализа 
на аденилаты). Объем выборочных совокупно-
стей указан на графиках.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Активность СДГ
Активность СДГ в жабрах контрольной группы 

моллюсков, содержащихся в условиях нормок-
сии (7.0−8.2 2мгО /л ), составляла 10.5±3.4 нмоль 
сукцината/мин/мг белка (рис. 1). В ноге и гепа-
топанкреасе она была на 32−39% ниже (  0.01p< ).  
В условиях острой гипоксии (0.1  2мгО /л ) отмеча-
ли рост активности СДГ во всех тканевых струк-
турах анадары. Наибольшие различия были от-
мечены для ноги − в 2.3−2.4 раза (  0.01p< ). Для 
остальных тканей (жабры, гепатопанкреас) они 
находились на уровне 50−90% (  0.05p<  для гепа-
топанкреаса). Сероводородная нагрузка (6 мгS2–/л)  
не вызывала заметных изменений активности 
СДГ. Она сохранялась на уровне контрольных зна-
чений. Имеющиеся различия не были статистиче-
ски значимыми.

Аденилатный комплекс
Самый высокий пул аденилатов был отмечен 

в ноге моллюска – 12.6±0.2 мкмоль/мг ткани 
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(рис. 2). В жабрах и гепатопанкреасе он не пре-
вышал 8 мкмоль/мг ткани. Острая гипоксия не 
вызывала изменений значений данного пока-
зателя. При сероводородной нагрузке пул аде-
нилатов был минимален. По сравнению с кон-
тролем различия составляли 8−11%, что можно 
считать несущественным (  0.05p> ).

Анализ содержания отдельных фракций 
показал снижение уровня АТФ во всех тка-
нях моллюска при гипоксии и в присутствии 

сероводорода. Максимальный уровень АТФ 
наблюдали в ноге – 5.87±0.15 мкмоль/мг ткани 
(рис. 3). При гипоксии значения понижались 
на 20% (  0.05p< ), а в присутствии сероводоро-
да – на 33% (  0.05p< ). Аналогичные изменения 
отмечали в отношении жабр и гепатопанкреаса 
(  0.05p< ). Особенностью реакции аденилатной 
системы анадары на экспериментальные воз-
действия было также понижение содержания 
фракции АДФ на фоне увеличения доли АМФ. 
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Рис. 1. Активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ) в тканях анадары (1 – нормоксия; 2 – острая гипоксия; 3 – сероводород-
ная нагрузка; *р< 0.05 относительно контроля; *р< 0.05 относительно контроля; n = 9).

Рис. 2. Пул аденилатов в тканях анадары (1 – нормоксия; 2 – острая гипоксия; 3 – сероводородная нагрузка; n = 9).
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Это отмечали в ноге и гепатопанкреасе мол-
люска (  0.05p< ). Наиболее выраженные изме-
нения наблюдали в условиях сероводородной 

нагрузки. В жабрах реакция была не столь од-
нозначна. В условиях острой гипоксии отмеча-
ли одновременный рост фракций АДФ и АМФ  

Рис. 3. Содержание отдельных фракций аденилатов (АТФ, АДФ, АМФ) в тканях анадары (1 – нормоксия; 2 – острая гипок-
сия; 3 – сероводородная нагрузка; *р< 0.05 относительно контроля; n = 9).
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(  0.05p< ), а присутствие сероводорода не вызы-
вало заметных изменений данных показателей 
относительно контрольных величин.

Расчет величины АЭЗ для ноги и жабр пока-
зал отсутствие заметных изменений данного 
показателя в условиях тестовых нагрузок (рис. 
4). В присутствии сероводорода данная величи-
на даже имела тенденцию роста. Некоторое по-
нижение значений АЭЗ отмечали в отношении 
гепатопанкреаса. По сравнению с контрольны-
ми величинами оно составило 8−12% ( 0.05p> ).

ОБСУЖДЕНИЕ

Острая гипоксия
Обнаружение роста активности СДГ во всех 

тканях анадары в условиях острой гипоксии 
явилось одним из однозначных результатов на-
стоящей работы. Причина этого до конца непо-
нятна. Известно, что СДГ является ключевым 
элементом комплекса II дыхательной цепи ми-
тохондрий, который функционально сопряжен 
с железосерными белками и коэнзимом Q (ком-
плекс I) (Moosavi et al., 2019). Можно предполо-
жить, что в условиях гипоксии растет степень 
восстановленности пиридиновых нуклеоти-
дов, акцептором которых являются компонен-
ты комплекса I. Это должно снижать уровень 
оксалоацетата, который является конкурент-
ным ингибитором СДГ и приводить к росту 

активности фермента. Данная реакция долж-
на иметь ряд позитивных следствий. С од-
ной стороны, она позволяет перераспределять 
гликолитические субстраты в направлении 
сукцината и поддерживать функциональную 
активность митохондрий в условиях острой 
гипоксии (Bacchiocchi, Principato, 2000). С дру-
гой стороны, известна протекторная роль сук-
цината в отношении мембран митохондрий 
(Bacchiocchi, Principato, 2000), препятствую-
щая избыточной продукции активных форм 
кислорода в условиях гипоксии (Grivennikova, 
Vinogradov, 2013; Cadenas, 2018). Ранее было по-
казано, что сочетанное действие острых форм 
гипоксии и сероводородного заражения вы-
зывало сокращение числа митохондриальных 
единиц почти на 50%, при одновременном ро-
сте уровня активных форм кислорода в клетке 
(Солдатов и др., 2022). Это означает, что глю-
козо-сукцинатное направление метаболизма 
возможно только в условиях гипоксии. Присут-
ствие сероводорода блокирует данный процесс.

Ограничение окислительных процессов 
в тканях в условиях острой гипоксии сказы-
валось на состоянии аденилатной системы 
анадары. Содержание фракции АТФ пони-
жалось, что изначально было ожидаемо. Это 
происходило на фоне снижения содержания 
АДФ и роста АМФ, что допускает реализацию 

Рис. 4. Аденилатный энергетический заряд (АЭЗ) в тканях анадары (1 – нормоксия; 2 – острая гипоксия; 3 – сероводород-
ная нагрузка; *р< 0.05 относительно контроля; n = 9).
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аденилаткиназной реакции в тканях моллюска 
(Dzeja, Terzic, 2009):

2ADP ATP+AMP.®

Известно, что избыточный прирост фрак-
ции АМФ должен активизировать пурин-ну-
клеотидный цикл (цикл Ловенштейна) и при-
водить к снижению пула аденилатов в целом 
(Lowenstein, 1972):

+
2 4AMP+H O IMP+NH .®

В нашем случае пул аденилатов фактически 
не изменялся и даже наблюдался некоторый 
прирост АЭЗ (жабры). Незначительное сни-
жение АЭЗ было показано для гепатопанкре-
аса. Из вышесказанного следует, что состо-
яние моллюска в условиях острой гипоксии 
было относительно устойчивым. Критических 
изменений в энергетическом статусе тканей 
не наблюдали.

Величина АЭЗ у контрольной группы мол-
люсков находилась на уровне 0.45−0.55, что со-
ответствовало умеренному уровню метаболи-
ческой депрессии (Лукьянова, 2004; Atkinson, 
1968). Следует также отметить, что организм 
анадары в сравнении с другими видами дву-
створок (Mytilus galloprovincialis) в условиях нор-
моксии потребляет в 5−6 раз меньше кислорода 
(Soldatov et al., 2009). Поэтому сохранение высо-
кого энергетического статуса тканей при край-
не низком содержании кислорода (0.1 мгО2/л) 
в целом отражает функциональные возможно-
сти данного вида моллюска.

Сероводородная нагрузка
В отличие от острой гипоксии сероводород-

ная нагрузка не вызывала изменений активно-
сти СДГ. Это позволяет предположить сохране-
ние степени восстановленности пиридиновых 
нуклеотидов комплекса I дыхательной цепи 
митохондрий на уровне контрольных значений 
и ингибирующей роли оксалоацетата в отноше-
нии СДГ. Такое состояние возможно только при 
дальнейшем функционировании дыхательной 
цепи, несмотря на ингибирующий эффект се-
роводорода в отношении цитохром-с-оксидазы 
(Yusseppone et al., 2018). В основе его может ле-
жать группа реакций, контролируемых альтер-
нативной оксидазой (АОХ). Данный фермент 

был обнаружен в митохондриях моллюсков 
(van Hellemond et al., 2003). Он не чувствителен 
к действию сульфидов и сопрягает окисление 
убихинола с кислородом с образованием воды, 
то есть способствует функционированию дыха-
тельной цепи митохондрий в момент ингибиро-
вания цитохром-с-оксидазы. Следует отметить, 
что АОХ отклоняет электроны от комплексов 
III и IV, осуществляющих аэробный ресин-
тез АТФ, что должно приводить к понижению 
энергетического статуса тканей.

Анализ состояния аденилатной системы тка-
ней анадары подтвердил данное предположе-
ние. В присутствии сероводорода содержание 
фракций АТФ и АДФ было минимально. Это 
также допускает реализацию аденилаткиназ-
ной реакции. При этом отмечено незначитель-
ное понижение пула аденилатов и сохранение 
значений АЭЗ в тканевых структурах моллюска, 
что свидетельствовало об отсутствии критиче-
ских изменений в энергетическом статусе тка-
ней анадары и отражало ее способность к су-
ществованию в среде в присутствии сульфидов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из представленной информации следует, 
что острая гипоксия вызывала рост активно-
сти СДГ во всех исследованных тканях. При 
сероводородной нагрузке эта реакция не на-
блюдалась. Допускается, что присутствие се-
роводорода блокирует глюкозо-сукцинатное 
направление метаболизма, что исключает рост 
активности СДГ. Общим для обоих экспери-
ментов явилось снижение энергетического 
статуса тканей. Это выражалось в уменьшении 
содержания фракций АТФ и АДФ на фоне по-
вышения содержания АМФ, что допускает ре-
ализацию аденилаткиназной реакции. В при-
сутствии сероводорода данные изменения были 
более выражены, что может определяться повы-
шением активности альтернативной оксидазы, 
отклоняющей электроны дыхательной цепи от 
III и IV комплексов. При этом пул аденилатов 
и величина АЭЗ сохранялись на относитель-
но высоком уровне, что отражает способность 
организма анадары существовать в придонных 
слоях воды при низком уровне кислорода и в 
присутствии сероводорода.
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Effect of Acute Hypoxia and Hydrogen Sulfide Contamination on the Succinate Dehydrogenase 
Activity and Adenylate Complex of Tissues in the Bivalve Mollusk Anadara kagoshimensis  

(Tokunaga, 1906) 

A. A. Soldatova, b, Yu. V. Bogdanovicha, N. E. Shalaginaa, V. N. Rychkovaa 
aKovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol 299011, Russia

bSevastopol State University, Sevastopol 299053, Russia
The separate effects of acute hypoxia and hydrogen sulfide load on the marker enzyme succinate 
dehydrogenase (SDH) of the mitochondrial respiratory chain and the adenylate status of tissues in the 
bivalve mollusk Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906), a species tolerant to these groups of factors, 
were studied under experimental conditions. The study was carried out on adult individuals with a shell 
height of 23–34 cm. The control group of bivalves was kept in the water with an oxygen concentration 
of 7.0–8.2 mgО2/L. One experimental group was exposed to acute hypoxia (0.1 mgО2/L) and another to 
hydrogen sulfide load (6 mgS2–/L). The exposure period in both cases was 48 h. The water temperature 
was maintained at 17–20°C. The acute hypoxia led to an increase in the SDH activity in all the studied 
tissues (gills, foot, and hepatopancreas). This reaction was not observed under the hydrogen sulfide 
load. The energy state of the tissues decreased in both cases. This was expressed as a decrease in the 
ATP and ADP content accompanied by an increase in the AMP content, which allows implementation 
of the adenylate kinase reaction. These changes were more pronounced in the presence of hydrogen 
sulfide. However, the adenylate pool and adenylate energy charge (AEC) values remained at a relatively 
high level, which indicates the ability of ark clam to exist in the near-bottom water layers with a low 
level of oxygen and the presence of hydrogen sulfide. It is assumed that ark clam’s mitochondria have 
an alternative oxidase that is not sensitive to the presence of sulfides in water.

Keywords: Anadara kagoshimensis, hydrogen sulfide, hypoxia, succinate dehydrogenase, adenylate 
complex, tissues


