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В работе представлены результаты исследования по выявлению генотоксичности среды обитания 
Corbicula japonica. населяющего разные районы эстуария реки Артемовки (полноводная часть и обна-
жающаяся во время отливов отмель) залива Петра Великого. Для выявления генотоксических эффектов 
был использован метод ДНК-комет. Установлено, что дефицит кислорода в среде обитания (аноксия) 
приводит к деструкции ДНК клеток жабр С. japonica. 

Ключевые слова: мониторинг, двустворчатые моллюски Corbicula japonica, метод ДНК-комет, по-
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Особенность эстуарных экосистем заключа-
ется в резких изменения многих абиотических 
факторов, что объясняется периодической сменой 
приливов и отливов. Обитатели эстуариев во время 
приливно-отливных циклов подвержены частым и 
сильным перепадам температуры и солености, а 
также периодическому осушению. Вариабельность 
факторов среды, безусловно, отражается на жизне-
деятельности гидробионтов. Дефицит кислорода 
оказывает сильное воздействие на организм. Так, 
например ответными реакциями водных организ-
мов на действие низких концентраций кислорода в 
морской воде (гипоксия/аноксия) служат поведен-
ческие, физиологические и метаболические изме-
нения. Ответная реакция зависит от интенсивности 
и продолжительности действия данного фактора. 
Продолжительность влияния фактора гипок-
сии/аноксии может быть относительно короткой 
(т.е. действовать в течение суток или приливно-
отливного цикла) или долгосрочной (т.е. в течение 
неделей, лет) [7]. В зависимости от интенсивности 
действия низких концентраций кислорода в окру-
жающей среде влияние данного фактора может 
быть умеренным (т.е. уровень кислорода в среде 
обитания составляет 50% от насыщенности кисло-
родом) или жестким (т.е. уровень кислорода мень-
ше, чем 20-30% от насыщенности кислородом). 
Очевидно, что жесткое воздействие гипоксии ока-
зывает более сильное физиологическое влияние на 
организм животного. В результате такого воздей-
ствия значительно снижаются энергетические за-
пасы в организме, вследствие чего ограничиваются 
возможности для роста, развития и активности жи-
вотных. В свою очередь, такие модификации в фи-
зиологическом состоянии организмов могут  
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привести к изменениям в их поведении и устойчи-
вости к воздействию других факторов окружаю-
щей среды, оказывая определенное влияние на по-
пуляционный и экосистемный уровень организа-
ции. Известно, что изменения в физиологических 
параметрах и поведении отдельного организма вы-
зывают альтерации в структуре, плотности и пре-
делах распространения популяции вида [7], а ост-
рое действие пониженной концентрации кислорода 
на организм может вызывать летальный исход. Из-
вестно, что у некоторых гидробионтов развиты 
физиологические и биохимические механизмы 
адаптивного ответа на действие низких концентра-
ций кислорода (в частности, снижение скорости 
метаболизма, питания и роста), которые дают им 
возможность переживать такие неблагоприятные 
условия среды обитания, но ответ на молекуляр-
ном уровне на действие гипоксии/аноксии по 
большей части неизвестен [3].  

Цель работы: с помощью метода ДНК-комет 
показать (выявить) уровень повреждения ДНК в 
клетках жабр моллюсков C. japonica, испытываю-
щих воздействие низких концентраций кислорода 
в естественной среде обитания. 

Материалы и методы исследования. В ра-
боте использовали половозрелых особей (30-34мм) 
двустворчатого моллюска C. japonica.  Отбор жи-
вотных выполняли в весеннее время при темпера-
туре воды 14-15

о
С в 2-х районах эстуария р. Арте-

мовки: 1) в полноводной части и 2) на обнажаю-
щейся во время отливов отмели. В районе, приле-
гающем к эстуарию р. Артемовка характерен спад 
производства, что в значительной мере снижает 
негативное воздействие на водные экосистемы. 
Выловленных моллюсков доставляли в лаборато-
рию в течение 2-х часов. После 2-х дневной адап-
тации при температуре воды 16-18

о
С проводили 

исследование степени повреждения ДНК клеток 
жабр и концентрацию МДА. Степень развития 
окислительного стресса оценивали по изменению 
концентрации малонового диальдегида (МДА) как 
конечного продукта перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) [6]. 

 
 

Известия Самарского научного центра Российской академии наук, том 15, №3(3), 2013

1150



При определении количества повреждений в 
молекуле ДНК использовали щелочной вариант 
кометного анализа [9], адаптированного к морским 
организмам [8]. В основе метода лежит опосредо-
ванная воздействием постоянного электрического 
поля миграция ДНК единичных клеток в агарозном 
геле. Наблюдаемый при этом во флуоресцентном 
микроскопе геном индивидуальной клетки пред-
ставлен в виде электрофоретического следа, или 
так называемой «кометы». Критериями оценки 
степени фрагментации ДНК в клетке являются 
длина хвоста кометы и доля мигрировавшей ДНК 
[2]. Метод включает в себя следующие этапы: при-
готовление гель-слайда, лизис клеток, щелочную 
инкубацию, электрофорез, нейтрализацию, окраску 
слайдов, анализ и обработку данных. Визуализа-
цию и регистрацию ДНК-комет осуществляли с 
помощью сканирующего флуоресцентного микро-
скопа (Zeiss, AxioImager A1), оснащенного цифро-
вой фотокамерой AxioCam MRc. Для обработки 
цифровых изображений была использована ком-
пьютерная программа CometScore Freeware v1.5, 
которая позволяет вычислять различные парамет-
ры комет, указывающие на степень повреждения 
клеточной ДНК. В работе определяли в каждой 
комете два параметра: долю ДНК в хвосте кометы 
и длину хвоста кометы [1]. 

Результаты и обсуждение. Результаты экс-
периментов  показали, что после электрофореза 
молекула ДНК клеток жабр корбикулы, собранной 
в 1-м районе не имела значительных поврежде-
ний, т.к. на микрофотографии отчетливо просмат-
ривается яркое ядро (рис. 1). Данные кометы 

можно отнести к двум классам С0 и С1, которые 
характеризуют клетки как жизнеспособные. В то 
же время у моллюсков, отобранных в литоральной 
зоне, наблюдаются кометы, которые принадлежали 
преимущественно к классам С2 и С3, что свиде-
тельствует о более глубоком уровне фрагментации 
молекулы ДНК.  

 

 
 

Рис. 1. Микрофотографии комет, формируемые 
клетками жабр C. japonica собранных в эстуарии  

р. Артемовки: а – полноводная часть эстуария 
(район 1); б – обнажающаяся отмель (район 2) 

 
В приведенной ниже табл. 1 указаны пара-

метры (доля ДНК в «хвосте» и длина «хвоста») 
полученных комет, отражающие степень повреж-
дения ДНК клеток жабр корбикул, рассчитанные с 
использованием компьютерной программы. Также 
в табл. 1 приведена концентрация малонового ди-
альдегида (МДА) в жабрах моллюсков, обитающих 
в разных районах эстуария р. Артемовки. Зависи-
мость % поврежденности ДНК от содержания 
МДА в жабрах корбикулы показана на рис. 2. 

 
Таблица 1. Основные параметры ДНК-комет клеток жабр и концентрация МДА  
жаберной ткани моллюсков C. japonica, собранных в разных районах эстуария  

р. Артемовка (среднее ± стандартное отклонение, n=15) 
 

Места сбо-
ра моллю-

сков 

Длина 
«хвоста» 

комет 

% ДНК в 
«хвосте» ко-

мет 

МДА 
(нмоль/г сы-
рой ткани) 

район 1 5,00±3,8 4,33±2,1 3,46±0,59 
район 2 48,68±13,2* 31,88±10,20* 14,22±1,28* 

Примечание: * – достоверное отличие (Р ≤ 0,05) по сравнению с районом 1. Достоверность раз-
личий оценивалась с использованием непараметрического критерия Даннета 
 
В ходе проведенного исследования было вы-

явлено, что моллюски, обитающие в зоне влияния 
приливов и отливов, находятся в неблагоприятных 
условиях существования, т.к. практически 1/3 ДНК 
жабр C. japonica имеет выраженные деструктив-
ные изменения (табл. 1). Следует отметить, что для 
корбикул из района 2 характерно значительное 
увеличение содержания МДА более, чем в 4 раза, 
относительно тех, которые обитают в районе 1. 
Важно подчеркнуть, что у животных, находящихся 
в относительно стабильных условиях (район 1), 
отмечено отсутствие ДНК-разрывов или слабое их 
проявление (рис. 2).  

Известно, что массовые скопления C. japoni-
ca в заливе Петра Великого формируются на глу-
бине от 1 до 3 м. Обитание на литорали не является 
характерным для моллюсков и объясняется их слу-
чайным заносом во время паводков [4], что так же 

указывает на чувствительность корбикул к дефи-
циту кислорода.  

Выводы: колебание концентраций ки-
слорода в среде действительно является одним из 
важнейших абиотических факторов для морских 
организмов. Исходя из полученных результатов, 
следует, что дефицит кислорода в среде обитания 
оказывает отрицательное воздействие на моллю-
сков, которое проявляется в виде нарушения цело-
стности молекулы ДНК. Такая ответная реакция 
организма, в свою очередь, может привести к му-
тациям и злокачественным перерождениям клеток 
[5]. Генотоксичность аноксии зависит от времени 
отсутствия кислорода в среде. При этом, если не 
нарушается баланс между уровнем повреждения 
ДНК и эффективностью системы репарации ДНК, 
не появятся необратимые токсические эффекты.  
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Рис. 2. Зависимость уровня повреждения ДНК  
жаберных клеток от содержания МДА в жабрах  

C. japonica собранной в 2-х районах эстуария 
 р. Артемовка (n=15, P<0,05) 
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INFLUENCE OF OXYGEN DEFICIENCY ON INTEGRITY OF DNA 
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In work results of research the detection of genotoxical environment of Corbicula japonica occupying 

different areas at estuariya of Artemovka river (deep part and being bared in time of low tide shallow) in 

Peter the Great Bay are presented. For identification of genotoxical effects the method of DNA comets 

was used. It is established that in environment with oxygen deficiency (anoxia) leads to destruction of 

DNA in gill sells of Corbicula japonica. 
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