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В работе было изучено влияние заражения сверлящей губкой Pione vastifica Hancock, 1849 на 
активность ферментов антиоксидантной системы и параметров окислительного стресса у коммерче-
ски важного двустворчатого моллюска – тихоокеанской устрицы Magallana gigas Thunberg, 1793. В 
гепатопанкреасе и в мантии устриц определяли активность глутатионпероксидазы, глутатионредук-
тазы, супероксиддисмутазы, каталазы и уровень окислено-модифицированных белков – продуктов, 
реагирующих с тиобарбитуровой кислотой. Показано, что у пораженных устриц интенсивность 
перекисного окисления липидов существенно выше, чем у здоровых устриц. В мантии пораженных 
устриц возрастает активность каталазы и снижается активность глутатионпероксидазы, в гепатопан-
креасе отмечено снижение активности супероксиддисмутазы и глутатионпероксидазы. Полученные 
результаты указывают на более высокий уровень окислительной нагрузки в мантии пораженных 
устриц в сравнении с гепатопанкреасом.

Ключевые слова: тихоокеанская устрица, окислительный стресс, антиоксидантные ферменты, 
сверлящая губка

DOI: 10.35885/1996-1499-17-4-49-60

Введение
Тихоокеанская устрица Magallana gigas 

Thunberg, 1793 является наиболее широко 
культивируемым и добываемым видом дву-
створчатых моллюсков в мире. При этом на 
большинстве марикультурных ферм M. gigas 
представлена как вид-интродуцент (Ezgeta-
Balić et al., 2019; Acarli et al., 2023; Ewers-
Saucedo et al., 2020). Успешное внедрение 
тихоокеанских устриц в аквакультуру поло-
жительно сказывается на экономической со-
ставляющей этой отрасли. Вместе с тем ранее 
считалось, что такая интродукция приведет 
к активному вытеснению местных видов с 
меньшей приспособляемостью к окружа-
ющей среде (Wood et al., 2021; Dalen, 2023; 
Jelić Mrčelić et al., 2023). Недавние иссле-
дования показали, что, несмотря на некото-
рый уровень конкуренции за пространство 
и ресурсы, существуют примеры успешно-
го сосуществования интродуцированного 
вида (M. gigas) и местных видов (например, 
Ostrea edulis) (Zwerschke et al., 2016). Одна-
ко, согласно мнению исследователей, актив-

ная интродукция M. gigas все еще связана с 
рисками для экосистемы, так особую обеспо-
коенность научного сообщества вызывает пе-
ренос паразитов в новые регионы вместе со 
спатом устриц (Haupt et al., 2010; Lemasson 
and Knights, 2019; Suja et al., 2020; Soon and 
Zheng, 2020; Waser et al., 2021; Shakspeare et 
al., 2024). 

Особое место среди таких интродуциро-
ванных или вероятно интродуцированных па-
тогенов занимают сверлящие губки рода Pione, 
например Pione vastifica Hancock, 1849, спо-
собных к перфорированию раковины устриц 
(Waser et al., 2021; Pyecroft, 2022; Chelebieva et 
al., 2024; Böök, 2024;). Сверлящие губки про-
никают в раковину моллюска и разрушают ее, 
создавая в ней сеть каналов и камер (Waser 
et al., 2021; Mikac et al., 2021; Radashevsky et 
al., 2023). В результате поражения раковины 
сверлящей губкой снижается барьерная защи-
та, ухудшается состояние устриц, что в по-
следствии приводит к снижению их товарной 
стоимости (Крючков, 2014) и может влиять на 
функциональное состояние устриц (Coleman, 
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2014; Volkmer-Ribeiro et al. 2020). Информация 
об уровне смертности устриц вследствие пора-
жения сверлящими вредителями в литературе 
ограничена, однако известно, что на любые 
повреждения раковины моллюски реагируют 
активацией процессов репарации (Pyecroft, 
2022). Такая ответная реакция организма-хо-
зяина сопровождается перераспределением 
энергетических ресурсов для восстановления 
конхиолина и карбоната кальция и, как след-
ствие, снижением скорости фильтрации и тем-
пов роста моллюска (Böök, 2024). Некоторые 
авторы утверждают, что устрицы, пораженные 
сверлящими губками, становятся более уяз-
вимыми для хищников (Speights and McCoy, 
2017; Sreeremya and Shobana, 2018) и патогенов 
различной природы из-за снижения барьерной 
защиты (Watts et al., 2018; Hanley et al., 2019). 
Так, в исследовании Копытиной и Лебедовской 
(2014) в раковине моллюсков, пораженных P. 
vastifica, обнаружено в 3 раза больше микро-
скопических грибов, в том числе патогенных. 
Моллюски, как организмы-фильтраторы, спо-
собны накапливать токсины, выделяемые гри-
бами. Иммунный ответ двустворчатых мол-
люсков на инвазию патогенами основан на 
процессах фагоцитоза и увеличении продук-
ции активных форм кислорода (АФК) (Gag-
naire et al., 2006; Donaghy et. al., 2012; Adzigbli 
L. et al., 2020; Yang et al., 2023; Guo et al., 2023). 
С другой стороны, избыточная продукция 
АФК может привести к развитию окислитель-
ного стресса (Sussarellu et al., 2013, Zhang et. al., 
2022), который обычно предотвращается акти-
вацией антиоксидантной системы (Fuhrmann et 
al., 2018; Gostyukhina et al., 2020). 

Примечательно, что в регионах с умерен-
ным климатом сверлящие губки наносят боль-
ший урон по сравнению с другими широтами 
(Мачкевский, 2001; Гаевская и Лебедовская, 
2010, Мачкевский, 2011). Так, по оценкам 2005 
г., в Канаде у 25–30% культивируемых устриц 
были заражены сверлящей губкой, что привело 
к выбраковке пригодных для продажи особей 
(Carver et. al., 2010). В то время как несколь-
кими годами позже, в 2008 г., на ферме, распо-
ложенной в бухте Казачья (Севастополь), доля 
пораженных моллюсков составила 64.2%, а в 
2011 г. заражены оказались 79.3% устриц. При 
этом площадь повреждения раковины состав-

ляла до 100% (Гаевская и Корнийчук, 2003; 
Гаевская и Лебедовская, 2010, 2011; Лебедов-
ская, 2013), в то время как в других широтах 
сверлящие губки обычно разрушают не более 
40% от общей площади раковины (Pomponi 
and Meritt, 1990; Daume et al., 2010; Duckworth 
and Peterson, 2013). При этом информация о 
воздействии сверлящих губок на двуствор-
чатых моллюсков, обитающих в регионах с 
умеренным климатом, ограничена в мировой 
и отечественной литературе несмотря на то, 
что марикультура прибрежных регионов Рос-
сии ежегодно терпит большие экономические 
потери в результате заражения моллюсков P. 
vastifica (Шубникова, 2020).

Таким образом целью настоящей работы 
было исследование антиоксидантной защиты 
(глутатионпероксидаза (ГП), глутатионредук-
таза (ГР), супероксиддисмутаза (СОД), ката-
лаза (КАТ)) и параметров окислительного 
стресса (количества продуктов, реагирующих 
с 2-тиобарбитуровой кислотой, ТБК-актив-
ных продуктов) в тканях (мантия и гепато-
панкреас) тихоокеанских устриц M. gigas, за-
раженных сверлящей губкой P. vastifica.

Материалы и методы
Для проведения эксперимента в марте 2024 

г. на марикультурной ферме (в Севастополь-
ской бухте) были отобраны 74 тихоокеанские 
устрицы весом 74,9 ± 7,6 г возрастом 5 лет. 
Выбор района для сбора моллюсков был осно-
ван на анализе существующих данных и иссле-
дований. Ранее были опубликованы данные о 
том, что в Севастопольской бухте наблюдается 
большое количество моллюсков, зараженных 
сверлящей губкой P. vastifica (Мачкевский, 
2001; Мачкевский, 2011). Для исследования 
моллюски были распределены на 2 группы: 
«здоровые» (контрольные, n = 17) моллюски, 
раковины которых имели признаков пораже-
ния губкой P. vastifica, и «зараженные» (n = 
57) особи с признаками поражения (Coleman, 
2014; Kingma, 2022; Böök et al., 2023) ракови-
ны сверлящей губкой (28,7 ± 17,5 % от общей 
площади створок) и исключенные из товароо-
борота марикультурной фермы (рис. 1). 

Наличие или отсутствие признаков зара-
жения анализировали визуально и при по-
мощи стереомикроскопа Nexcope NSZ608T 



51РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ БИОЛОГИЧЕСКИХ ИНВАЗИЙ № 4, 2024

(Nexcope, Китай). Перед препарированием 
устриц выдерживали в аквариумах для сня-
тия стресса после транспортировки в течение 
недели. Моллюсков ежедневно кормили сме-
сью микроводорослей Tetraselmis viridis (R.E. 
Norris, Hori & Chihara, 1980) (штамм IBSS-25 
из коллекции отдела биотехнологии и фито-
ресурсов ФИЦ ИнБЮМ). 

У зараженных и здоровых тихоокеанских 
устриц на льду выделяли гепатопанкреас и 
мантию, затем немедленно замораживали и 
хранили при –80°С для дальнейшего анализа. 
Замороженные образцы тканей оттаивали на 
льду и гомогенизировали в 2 мл ледяного 20 
мМ Tris/HCl буфера (рН = 7.5), содержащего 
0,5 мМ ЭДТА (Cossi et al., 2020). Гомогенаты 
центрифугировали (3200g, 15 минут, при 4 °C) 
на центрифуге Centrifuge 5424 R, Eppendorf. 

Полученные супернатанты сразу исполь-
зовали для определения активности фер-
ментов согласно описанной ранее методике 
(Gostyukhina and Soldatov, 2023, Andreyeva et 
al., 2023). Вкратце активность ГП определя-
ли по накоплению окисленного глутатиона 

Рис. 1. Тихоокеанская устрица M. Gigas:  а – здоровая устрица, без видимых признаков поражения; б – устрица, 
пораженная сверлящей губкой P. vastifica.

(Paglia and Valentine, 1967), активность ГР 
– по уменьшению уровня НАДФН (Marques 
et al., 2016). Активность СОД оценивали по 
степени ингибирования восстановления ни-
тросинего тетразолия (НСТ) (Nishikimi et al., 
1972), а каталазы – по реакции остаточных 
количеств пероксида водорода с молибдатом 
аммония (Goth, 1991). Активность ферментов 
определяли при температуре 25.0 ± 0.5 °С. 

Степень перекисного окисления липидов 
измеряли по количеству ТБК-активных про-
дуктов (Ohkawa et al., 1979). Количество белка 
в пробах измеряли по методу Лоури при 750 
нм (Lowry et al., 1951). Измерения экстинкции 
проводили на спектрофотометре Спекс ССП 
715-1 (Россия) при температуре 25 °C.

Оценку нормальности распределения 
проводили при помощи теста Колмогорова – 
Смирнова. Поскольку распределения выбор-
ки были отличными от нормального, оценку 
достоверности различий проводили при по-
мощи U-критерия Манна-Уитни. Нулевую 
гипотезу отклоняли при пороговом уровне 
статистической значимости (р), равном 0.05.
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Результаты
Заражение сверлящей губкой сопрово-

ждалось разнонаправленным изменением 
антиоксидантной активности в мантии тихо-
океанских устриц (рис. 2). Так, активность 
КАТ в мантии зараженных сверлящей губкой 
устриц была на 53% выше, чем в контроль-
ной группе (p <0.01). При этом активность 
СОД и ГР оставалась на уровне контроля. Ак-
тивность ГП в этой ткани зараженных мол-
люсков, была достоверно ниже на 64%, чем в 
контрольной группе (p <0.01). 

Перфорация раковины тихоокеанских 
устриц сверлящей губкой не сопровождалась 
изменением активности КАТ и ГР в гепатопан-
креасе (рис. 3). Активность СОД и ГП, напро-
тив, снижалась на 73% (p <0.01) и 23% (p <0.05) 
соответственно. 

Рис. 2. Активность антиоксидантных ферментов в мантии тихоокеанских устриц M. gigas, зараженных сверлящей 
губкой P. Vastifica: а – активность КАТ; б – активность СОД; в – активность ГП, г – активность ГР.
** – существуют достоверные различия между опытной и контрольной группой (p <0,01).

Характер влияния заражения сверлящей губ-
кой на уровень перекисного окисления липидов 
был сходным в обеих исследованных тканях 
(рис. 4). Уровень ТБК-активных продуктов в ге-
патопанкреасе у зараженных особей был выше 
на 36% по сравнению с устрицами без признаков 
перфорации раковины сверлящей губкой. В ман-
тии отмечены наиболее выраженные изменения 
содержание ТБК-активных продуктов, у зара-
женных особей уровень перекисного окисления 
липидов увеличился на 171% по сравнению с 
контрольной группой (p <0.01).

Обсуждение
В настоящей работе мы оценили состоя-

ние антиоксидантной системы и уровень пе-
рекисного окисления липидов в мантии как 
барьерной ткани, связанной с биоминерали-
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Рис. 3. Активность антиоксидантных ферментов в гепатопанкреасе тихоокеанских устриц, зараженных сверлящей 
губкой: а – активность КАТ; б – активность СОД; в – активность ГП, г – активность ГР.
* – существуют достоверные различия между опытной и контрольной группой (p <0.05);  ** – существуют досто-
верные различия между опытной и контрольной группой (p <0.01).

Рис. 4. Содержание ТБК-активных продуктов в мантии (а) и гепатопанкреасе (б) тихоокеанской устрицы, зара-
женных сверлящей губкой.
** – существуют достоверные различия между опытной и контрольной группой (p <0,01).
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зацией, и гепатопанкреасе как ключевом ор-
гане деградации конечных продуктов метабо-
лизма у тихоокеанской устрицы M. gigas при 
поражении сверлящей губкой P. vastifica.

Согласно полученным результатам, КАТ 
была единственным ферментом, активность 
которого достоверно увеличивалась в ман-
тии зараженных сверлящей губкой устриц. 
Аналогичный результат получили Гаевская и 
Лебедовская при исследовании степени уча-
стия антиоксидантной системы в защитной 
реакции M. gigas при поражении сверлящей 
губкой (Гаевская, Лебедовская, 2010). Такая 
активность КАТ может быть связана с более 
высоким уровнем образования АФК в ман-
тии устриц, зараженных сверлящей губкой 
(Istomina et al., 2021; Tan et al., 2022). Стоит 
отметить, что КАТ и ГП считаются одними 
из ключевых ферментов второй линии анти-
оксидантной защиты, необходимой для обе-
звреживания перекиси водорода, которая об-
разуется после инактивации супероксидного 
анион-радикала (O2–) (Hermes-Lima, 2004; 
Istomina et al., 2021). Вместе с тем в нашем 
исследовании в мантии зараженных сверля-
щей губкой тихоокеанских устриц уровень 
ГП был достоверно ниже по сравнению с 
контрольной группой, а СОД и ГР достоверно 
не отличалась от уровня контроля. С другой 
стороны, в исследовании Chambon и соавто-
ров (2007) у тихоокеанских устриц, заражен-
ных морскими многощетинковыми червями 
Polydora sp., которые разрушают их ракови-
ны, было отмечено уменьшение сухой массы 
тела, гипервентиляция и гипероксигенация 
без повышения уровня насыщения кислорода 
на тканевом уровне. Это привело к избытку 
кислорода, развитию окислительного стресса 
и сверхэкспрессии СОД в 2.8 раза (Chambon 
et al., 2007). Очевидно, что в нашем иссле-
довании высокая активность КАТ в мантии 
M. gigas наряду с низкой активностью других 
антиоксидантных ферментов недостаточна 
для поддержания прооксидантно-антиокси-
дантного баланса в мантии тихоокеанских 
устриц. Последнее подтверждается более 
высоким уровнем перекисного окисления 
липидов в мантии тихоокеанских устриц, за-
раженных сверлящей губкой, по сравнению с 
контрольной группой. 

В отличие от мантии, в гепатопанкреасе 
мы не обнаружили роста уровня активно-
сти антиоксидантных ферментов ни первой 
линии защиты, ни второй. Напротив, актив-
ность СОД (первая линия антиоксидантной 
защиты) и ГП (вторая линия антиоксидантной 
защиты) была существенно ниже у заражен-
ных сверлящей губкой устриц по сравнению 
со здоровыми особями, а активность КАТ и 
ГР статистически значимо не отличалась от 
контрольной группы. Можно предположить, 
что в гепатопанкреасе зараженных сверля-
щей губкой устриц более низкая окислитель-
ная нагрузка по сравнению с мантией – ос-
новной тканью, ответственной за репарацию 
раковины. В таком случае снижение активно-
сти антиоксидантных ферментов возможно 
является компенсаторным ответом, направ-
ленным на минимизацию энергетических за-
трат (Sokolova et al., 2012, Ivanina et al., 2013; 
Sukhotin et al., 2020). Однако процессы репа-
рации связаны с интенсивным метаболизмом 
(Chambon et al., 2007). Снижение активности 
ключевых ферментов антиоксидантной за-
щиты в условиях активного метаболизма и 
соответственно интенсивной продукции су-
пероксидных анион-радикалов может приве-
сти к повреждению клеток (Wang et al., 2016; 
Rahman et al., 2019; Adzigbli et al., 2022). Так, 
в гепатопанкреасе тихоокеанских устриц с 
признаками заражения сверлящей губкой, 
как и мантии, наблюдается более высокий 
уровень перекисного окисления липидов 
(содержания ТБК-активных продуктов), что 
является индикатором наличия окислитель-
ных повреждений в организме пораженных 
устриц (Gutteridge, 1995). Инактивация ги-
дроперекисных соединений липидов осу-
ществляется глутатионовым комплексом, 
в который входят ГП и ГР (Sarıkaya, Doğan, 
2020). Однако и в мантии, и в гепатопанкреа-
се мы зафиксировали достоверное снижение 
активности ГП на фоне отсутствия измене-
ний активности ГР, что может указывать на 
ингибирование антиоксидантных ферментов 
глутатионового комплекса при формирова-
нии адаптивного ответа организма устриц на 
поражение сверлящей губкой. 

Нарушение прооксидантно-антиоксидант-
ного баланса в процессе формирования за-
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щитных реакций на действие различных па-
тогенов описаны ранее (Yang and Lian, 2020). 
Снижение активности КАТ в жабрах и рост 
продукции АФК в гемоцитах были отмечены 
в тканях манильских моллюсков Venerupis (= 
Ruditapes) philippinarum при поражении па-
разитом Perkinsus olseni и воздействии ток-
сичных динофлагелят Alexandrium ostenfeldii 
(Lassudrie et al., 2014). Снижение общей ак-
тивности СОД были показаны у гигантских 
львиных гребешков Nodipecten subnodosus и у 
тихоокеанских устриц M. gigas, подвергшихся 
воздействию различных видов динофлагеллят, 
у креветок Palaemonetes argentinus (Nobili), 
инфицированных изоподой Probopyrus ringue-
leti, веерной мидии Pinna nobilis при зараже-
нии Haplosporidium pinnae (Neves et al., 2000, 
Estrada et al., 2007, Romero‐Geraldo et al., 2014, 
Fabioux et al., 2015, Box et al., 2020a). Значи-
тельное накопление малонового диальдегида, 
ТБК-активного продукта, свидетельствующе-
го о развитии окислительного стресса, так-
же было показано при поражении пестрого 
гребешка Mimachlamys variaа паразитом P. 
mediterraneus. При этом антиоксидантный 
ответ напрямую зависел от экстенсивности 
инвазии (Box et al., 2020б). Однако в нашем 
случае мы не наблюдали полной перфорации 
раковины губкой, поэтому отмеченные выше 
изменения не могут объясняться прямым дей-
ствием патогена. Вместе с тем сдвиги проок-
сидантно-антиоксидантного баланса могут 
быть напрямую связаны с процессами репа-
рации и биоминерализации раковины у дву-
створчатых моллюсков (Rajan and Vengatesen, 
2020; Schwaner et al., 2022, Louis et al., 2022; 
Alesci et al., 2024). Достоверно известно, что 
на механическое повреждение раковины или 
поражение различными сверлящими агентами 
двустворчатые моллюски отвечают активаци-
ей процессов биоминерализации и репарации 
(Clark, 2020; Yarra et al., 2021; Gilbert et al., 
2022; Böök, 2024). В свою очередь процессы 
репарации могут быть связаны с увеличением 
уровня АФК (Sleight et al., 2018; Chelebieva et 
al., 2024). В предыдущих исследованиях мы 
обнаружили, что поражение сверлящей губкой 
приводило к росту продукции АФК и повреж-
дению ДНК в гемоцитах устриц (Chelebieva 
et al., 2024). Избыточная продукция АФК, не 

скомпенсированная системой антиоксидант-
ной защиты, может привести к развитию 
окислительного стресса – повреждению кле-
точных компонентов (белков, липидов и ДНК) 
(Klimova et al. 2020; Sies, 2020). 

Заключение
Таким образом, поражение сверлящей 

губкой P. vastifica вызывает нарушение про-
оксидантно-антиоксидантного баланса и 
индуцирует окислительный стресс в тканях 
тихоокеанских устриц M. gigas. Существен-
ное увеличение содержания ТБК-активных 
продуктов и увеличение активности каталазы 
в сравнении с контрольной группой на фоне 
снижения активности ГП в мантии свиде-
тельствует о высоком уровне окислительной 
нагрузки в барьерной ткани. При этом в гепа-
топанкреасе зараженных устриц накопление 
продуктов ПОЛ также было достоверно выше 
в сравнении со здоровыми моллюсками, но в 
меньшей степени, чем в мантии. Снижение 
активности ГП и СОД и рост содержания 
ТБК-активных продуктов в гепатопанкреасе 
позволяет предположить развитие окисли-
тельного стресса в пищеварительной железе, 
однако не столь выраженный в сравнении с 
мантией. Полученные результаты свидетель-
ствуют о более высокой восприимчивости и 
окислительной нагрузке в мантии тихоокеан-
ских устриц при поражении сверлящей губ-
кой в сравнении с гепатопанкреасом.
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OXIDATIVE STRESS AND RESPONSE OF THE ANTIOXIDANT 
COMPLEX OF PACIFIC OYSTER TISSUES MAGALLANA GIGAS 

(THUNBERG, 1793) TO SHELL DAMAGE BY THE BORING 
SPONGE PIONE VASTIFICA (HANCOCK, 1849)

Kladchenko E.S.*, Chelebieva E.S. , Gostyukhina O.L. , Podolskaya M.S. , 
Lavrichenko D.S. 

A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of the RAS, Sevastopol, 299011, Russia
e-mail: *kladchenko_ekaterina@bk.ru

The present study is aimed to investigate the effects of infection with the boring sponge Pione vastifica 
(Hancock, 1849) on the shell of the commercially important bivalve mollusc, the Pacific oyster (Magallana 
gigas (Thunberg, 1793)). The activity of glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), superoxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT) and the level of thiobarbituric acid reactive substances were determined in 
the hepatopancreas and in the mantle of oysters. The results demonstrated that the intensity of lipid peroxi-
dation was significantly higher in affected oysters than in healthy oysters. In the mantle of diseased oysters, 
catalase activity increases and glutathione peroxidase activity decreases, while in the hepatopancreas there 
is a decrease in superoxide dismutase and glutathione peroxidase activity. These results indicate a higher 
level of oxidative load in the mantle of affected oysters compared to the hepatopancreas.

Keywords: Pacific oyster, oxidative stress, antioxidant enzymes, boring sponge.


