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В экспериментах in vitro исследована активность и температурные характеристики (температурная
зависимость, энергия активации Еакт, температурный коэффициент Q10) мальтазы в слизистой обо-
лочке кишечника молоди судака, окуня, плотвы и карпа в присутствии гербицида Раундап в кон-
центрации 25 мкг/л. Сила и направленность эффекта зависят от вида рыб и температуры инкуба-
ции. Раундап не влияет на температурный оптимум мальтазы (60°С у окуня и судака, 50°С у плотвы
и карпа). Более низкая относительная активность фермента в диапазоне температуры жизнедея-
тельности (0–30°С) у исследованных видов рыб (исключая окуня) свидетельствует о снижении эф-
фективности гидролиза мальтозы в присутствии Раундапа, а более низкие значения Еакт – об адап-
тивных изменениях этого показателя.
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ВВЕДЕНИЕ
В естественных условиях гидробионты под-

вергаются действию целого ряда антропогенных
факторов, в том числе и химической природы.
Гербициды, содержащие глифосат (N-(phospho-
nomethyl) glycine), широко используются для уни-
чтожения сорняков в сельском хозяйстве, лесовод-
стве и садоводстве по всему миру [10], что создает
риск потенциального загрязнения близлежащих
водоемов. В поверхностных водах концентрация
глифосата не превышает 10‒15 мкг/л, в районах
непосредственного применения гербицида до-
стигает 700 мкг/л [21]. Широкое применение гли-
фосата обусловлено высокой эффективностью
действия, хорошей биоразлагаемостью (период
полураспада в воде составляет 7‒14 сут, в донных
отложениях водоемов ‒ до 120 сут), а также куль-
тивированием растений, генетически устойчивых
к этому гербициду [10, 16]. Раундап, созданный на
основе изопропиламиновой соли глифосата, ис-
пользуется и для борьбы с сорной растительно-
стью на открытых оросительных и сбросных ка-
налах [1], что создает прямую угрозу его воздей-
ствия на гидробионтов.

Согласно данным World Health Organization
[26] и результатам ряда работ [16, 19, 22, 25], ост-

рая токсичность глифосата и Раундапа для жи-
вотных и человека крайне низка. Однако появля-
ется все больше данных, свидетельствующих о
нарушении различных функций у бактерий, мик-
роводорослей, беспозвоночных, низших и выс-
ших позвоночных [11, 12, 14, 16, 20, 23]. У рыб,
служащих хорошим биоиндикатором состояния
водной среды, Раундап изменяет физиолого-био-
химический статус организма [5, 12, 24], вызывает
мутагенный и генотоксический эффекты [13, 17].
Значения полулетальных концентраций (ЛК50) Ра-
ундапа, вызывающие гибель 50% тест-организ-
мов за 96 ч, варьируют от 2 до 55 мг/л, в зависимо-
сти от вида рыб, стадии жизненного цикла и усло-
вий эксперимента [16].

Поскольку эффективность питания рыб в зна-
чительной мере зависит от состояния фермент-
ных систем пищеварительного тракта, необходи-
мо обладать знаниями о воздействии Раундапа на
пищеварительные гидролазы. Ранее эффекты Ра-
ундапа на активность гликозидаз (ферментов,
гидролизующих углеводы) в кишечнике молоди
рыб были изучены лишь в диапазоне температур
жизнедеятельности [2]. Известно, что различные
антропогенные факторы могут изменять не толь-
ко активность, но и кинетические, а также темпе-
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ратурные характеристики гликозидаз кишечника
рыб [3, 4]. Влияние глифосатсодержащих герби-
цидов на температурные характеристики указан-
ных ферментов ранее не исследовали.

Цель работы – изучить температурные харак-
теристики мальтазы слизистой оболочки кишеч-
ника молоди рыб при действии гербицида Раун-
дап in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования – молодь судака Sander
lucioperca (L.) массой 3.17 ± 0.11 г (35 экз.), окуня
Perca fluviatilis L. массой 1.67 ± 0.20 г (10 экз.),
плотвы Rutilus rutilus (L.) массой 0.80 ± 0.06 г
(16 экз.), отловленных в прибрежной зоне Ры-
бинского водохранилища, а также молодь карпа
Cyprinus carpio (L.) массой 8.83 ± 1.32 г (6 экз.), вы-
ращенного на стационаре полевых и эксперимен-
тальных работ Института биологии внутренних
вод РАН. Рыб доставляли в лабораторию в тече-
ние 1–2 ч после поимки, обездвиживали, поме-
щали на стекло ледяной бани. Кишечник изыма-
ли и освобождали его от содержимого (химуса).
Слизистую оболочку средней части кишечника
снимали пластмассовым скребком и перемешива-
ли. Для получения достаточного количества гомо-
генатов использовали суммарные пробы от 2–7 экз.
одного вида и считали их за одну биологическую
повторность (n). При помощи стеклянного гомо-
генизатора готовили гомогенаты с добавлением
охлажденного до 2–4°С раствора Рингера для хо-
лоднокровных животных (110 ммоль NaCl,
1.9 ммоль KCl, 1.3 ммоль CaCl2, pH 7.4) в соотно-
шении 1 : 19. Затем их дополнительно разбавляли
раствором Рингера в 2 (судак), 8 (окунь) и 20 раз
(плотва и карп). Гомогенаты предварительно вы-
держивали в растворе Раундапа в концентрации
25 мкг/л в соотношении 1 : 1 (в контроль вместо
гербицида добавляли равное количество раствора
Рингера) в течение 1 ч. Раствор субстрата (маль-
тоза в концентрации 50 ммоль/л) готовили на та-
ком же растворе Рингера. Инкубацию гомогената
и субстрата проводили в течение 20 мин при тем-
пературе от 0 до 70°С с интервалом в 10°С, рН 7.4
при непрерывном перемешивании.

Для приготовления растворов токсиканта ис-
пользовали коммерческий препарат гербицида,
имеющий торговое название “Раундап” (произве-
ден и расфасован ЗАО “Август” (Россия) по ли-
цензии фирмы “Монсанто Европа С.А.” (Бель-
гия)). Средство представляет собой 36%-ный вод-
ный раствор глифосата, возможные инертные
ингредиенты, усиливающие действие активного
элемента или облегчающие проникновение гер-
бицида, в аннотации не указаны.

Для определения активности мальтазы глюко-
зооксидазным методом применяли набор для кли-

нической биохимии “Фотоглюкоза” (“Импакт”,
Россия). Ферментативную активность в каждой
точке определяли в пяти повторностях с учетом
фона (изначальное количество гексоз в гомогенате)
и выражали в микромолях продуктов реакции, об-
разующихся за 1 мин инкубации в расчете на 1 г
влажной массы ткани (мкмоль/(г · мин)). Темпера-
турный оптимум активности мальтазы определяли
в диапазоне температуры инкубации 0–70°С с ша-
гом в 10°С. Значения энергии активации (Еакт)
определяли графическим методом Аррениуса,
значения Q10 – по общепринятой методике.

Результаты представлены в виде средних и их
ошибок (M ± m). Нормальность распределения
исследуемых показателей проверяли с помощью
теста Шапиро–Уилка. Достоверность различий
оценивали с помощью однофакторного анализа
(ANOVA, LSD-тест) при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При стандартной температуре 20°С актив-
ность мальтазы у плотвы в присутствии Раундапа
на 16% выше контроля, у других видов статисти-
чески значимые изменения отсутствуют (рис. 1).
Определение ферментативной активности в ши-
роком диапазоне температуры инкубации (0–70°С)
показало, что температурный оптимум мальтазы у
судака и окуня равен 60°С, у плотвы и карпа – 50°С
(рис. 1). В присутствии Раундапа температурный
оптимум не меняется, значительных изменений
активности мальтазы в диапазоне температуры
жизнедеятельности (0–30°С) у исследованных
видов рыб (исключая плотву) также не выявлено.
Однако относительная активность мальтазы в
присутствии гербицида ниже (у окуня выше), чем
в контроле. Так, у судака, плотвы и карпа относи-
тельная активность фермента при 0°С находится в
диапазоне 7−14%, при 10°С − 16−20%, при 20°С −
23−24%, в присутствии Раундапа − 6−14, 13−18 и
17−21% максимальной активности соответствен-
но. В зоне высоких значений температуры (50–
60°С) активность мальтазы у судака и карпа в
присутствии Раундапа выше по сравнению с кон-
тролем (у плотвы лишь в зоне температурного оп-
тимума), у окуня, напротив, ниже. В зоне пост-
максимальных значений температуры (70°С) ак-
тивность мальтазы у плотвы и карпа в
присутствии Раундапа ниже, у судака и окуня вы-
ше, чем в контроле. При этом относительная ак-
тивность мальтазы при температуре 70°С у окуня
и судака – 41 и 52%, у плотвы и карпа − 24 и 36%
максимальной активности. В присутствии Раун-
дапа у первых двух видов она выше на 48 и 15%, у
двух вторых ниже на 21 и 19% соответственно.

Наиболее высокие значения температурного
коэффициента Q10 у всех исследованных видов вы-
явлены в диапазоне температуры 0–10°С (табл. 1).
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При этом у карпа и плотвы значения показателя в
1.3–1.7 раза выше, чем у окуня и судака. В присут-
ствии Раундапа значения Q10 в диапазоне темпе-
ратуры 0–10°С у всех исследованных видов ниже
(у окуня выше) по сравнению с контролем, в диа-
пазоне температуры 0–20°С – лишь у судака и
карпа.

При исследовании Еакт мальтазы у всех видов
отмечен излом на графике Аррениуса: у судака и
карпа при 10°С, у окуня – при 20°С, у плотвы –
при 10 и 20°С (рис. 2). Значения Еакт мальтазы при
низкой температуре у судака и окуня в 1.8–2.5 ра-
за ниже, чем у карпа и плотвы (табл. 2). В присут-
ствии Раундапа значения Еакт в зоне температуры
0–10°С у всех исследованных видов (исключая
окуня) ниже, чем в контроле, при этом у окуня

перегиб на графике Аррениуса отмечен при тем-
пературе 10°С, у плотвы перегибы отсутствуют.

ОБСУЖДЕНИЕ РУЗУЛЬТАТОВ

Температурные показатели (температурный
оптимум, термостабильность, энергия актива-
ции, температурный коэффициент) – важные ха-
рактеристики ферментов как гомойотермных,
так и пойкилотермных животных [8]. Причем
ферменты пойкилотермных животных способны
функционировать при температуре, близкой к
0°С, когда ферменты теплокровных утрачивают
активность [8, 15, 18]. Температурный оптимум
одноименных ферментов у рыб обычно сдвинут к
более низким температурам по сравнению с теп-

Рис. 1. Активность мальтазы (мкмоль/(г · мин)) слизистой оболочки кишечника судака (а), плотвы (б), окуня (в) и кар-
па (г) в широком диапазоне температуры инкубации: 1 – концентрация Раундапа 0 мкг/л (контроль), 2 – концентра-
ция Раундапа 25 мкг/л.
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локровными животными [6, 8]. Относительная
активность и величина Eакт ферментов, осуществ-
ляющих начальные этапы гидролиза полисахари-
дов, зависят от биологии вида: у рыб, питающих-
ся в зимний период, относительная активность α-
амилазы выше, а Eакт значительно ниже по срав-
нению с видами, не способными активно питать-
ся при низкой температуре [7, 8, 18].

Температурные характеристики кишечных
гликозидаз у рыб могут изменяться при действии
некоторых антропогенных факторов [3, 4]. Так, у
лещей, выловленных в более загрязненном участке
Рыбинского водохранилища (Шекснинский плес),
Еакт мальтазы слизистой оболочки кишечника в зо-
не температуры жизнедеятельности (0–30°С) выше
(эффективность гидролиза дисахаридов ниже),
чем у особей из более чистого Моложского плеса
[4]. При этом у лещей из более чистого района из-
лом на графике Аррениуса отсутствует, из загряз-
ненного − отмечен при 20°С. Относительная ак-

тивность мальтазы в зоне температуры 0−20°С у
рыб Моложского плеса была 24−40%, Шекснин-
ского плеса − лишь 13−27% максимальной, что
свидетельствует об ухудшении условий функцио-
нирования в зоне антропогенного загрязнения [4].

Изучение влияния повышения температуры
воды со скоростью 50°С/ч на амилолитическую
активность (отражающую суммарную активность
ферментов, гидролизующих крахмал – α-амила-
зы КФ 3.2.1.1, глюкоамилазы КФ 3.2.1.3 и мальта-
зы КФ 3.2.1.20) слизистой оболочки кишечника
серебряного карася Carassius carassius (L.) выявило
смещение температурного оптимума до 30°С по
сравнению с 60°С у рыб контрольной группы (без
нагрева), отражающее уменьшение термоста-
бильности ферментов при резком повышении
температуры среды [3].

В нашей работе впервые показано, что Раун-
дап в концентрации 25 мкг/л, встречающейся в
воде и донных отложениях в районах непосред-
ственного применения гербицида [9, 21], может
изменять не только активность, но и температур-
ные характеристики мальтазы слизистой оболочки
кишечника молоди рыб. Сила и направленность
изменений изученных показателей зависят от тем-
пературы среды инкубации и вида рыб. Актив-
ность мальтазы в присутствии Раундапа в диапазо-
не температуры жизнедеятельности повышается
лишь у плотвы, при более высокой температуре
инкубации (50–60°С) – у судака, плотвы и карпа
(у окуня снижается). В зоне постмаксимальных
значений температуры активность мальтазы у
плотвы и карпа в присутствии Раундапа ниже, у
судака и окуня выше, чем в контроле, что свиде-
тельствует о разной термоустойчивости фермента
в присутствии гербицида. Наибольшее снижение
термостабильности мальтазы в присутствии Ра-
ундапа отмечено у карпа и плотвы: относительная
активность мальтазы при температуре 70°С до-

Таблица 1. Значения Q10 мальтазы слизистой оболочки
кишечника молоди рыб в присутствии Раундапа in vitro

Примечание. Над чертой – концентрация Раундапа 0 мкг/л
(контроль), под чертой – 25 мкг/л.

Вид рыбы
Диапазон температуры, °С

0–10 0–20 0–30

Судак

Окунь

Плотва

Карп

1.5
1.2

1.3
1.2

1.3
1.1

1.4
1.7

1.4
1.4

1.3
1.3

2.0
1.7

1.6
1.7

1.5
1.7

2.4
2.2

1.8
1.7

1.6
1.6

Таблица 2. Энергия активации мальтазы (ккал/моль) слизистой оболочки кишечника молоди рыб в диапазоне 
температуры жизнедеятельности (0–30°С) в присутствии Раундапа in vitro

Примечание. Над чертой – концентрация Раундапа 0 мкг/л (контроль), под чертой – 25 мкг/л.

Вид рыбы
Энергия активации, ккал/моль Точка перегиба на графике 

Аррениуса, °Сдо точки перегиба после точки перегиба

Судак

Окунь

Плотва

Карп

6.0
3.3

2.6
1.2

10
10

4.9
8.0

1.5
2.4

20
10

10.6/3.4
8.6

3.4/6.5
8.6

10/20
Нет

13.1
12.2

4.6
4.9

10
10



БИОЛОГИЯ ВНУТРЕННИХ ВОД  № 2  2019

ВЛИЯНИЕ ГЕРБИЦИДА РАУНДАП НА ТЕМПЕРАТУРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 97

стигает 17 и 3% максимальной активности соот-
ветственно.

Более низкие значения Еакт у молоди окуня и
судака по сравнению с плотвой и карпом свиде-
тельствуют о более высокой эффективности гид-
ролиза мальтозы у рыб ихтиофагов, способных
питаться при температуре, близкой к 0°С. Эти ре-
зультаты хорошо согласуются с данными, полу-
ченными на взрослых рыбах [18]. В присутствии
Раундапа Еакт снижается у судака в диапазоне тем-
пературы 0–30°С, у карпа – 0–20°С, у плотвы –
0–10°С, у окуня – 10–20°С, свидетельствуя об
адаптивных изменениях этого показателя при

действии гербицида. Снижение значений темпе-
ратурного коэффициента Q10, отражающее сни-
жение эффективности гидролиза мальтозы, в
присутствии Раундапа отмечено при температуре
<10°С у всех исследованных видов, у судака – в
диапазоне температуры 0–30°С.

Выводы. В условиях in vitro гербицид Раундап в
концентрации 25 мкг/л вызывает разнонаправ-
ленные изменения активности и температурных
характеристик (Еакт, коэффициента Q10) мальтазы
слизистой оболочки кишечника молоди судака,
окуня, плотвы и карпа. Сила и направленность
эффекта зависят от вида рыб и температуры инку-
бации. Температурный оптимум мальтазы у ис-
следованных видов рыб в присутствии Раундапа
не меняется. Однако относительная активность
фермента у исследованных видов рыб (исключая
окуня) в диапазоне температур жизнедеятельно-
сти в присутствии Раундапа, как правило, ниже,
чем в контроле. При низкой температуре значе-
ния Еакт и температурного коэффициента Q10 в
присутствии Раундапа снижаются у всех видов,
исключая окуня. У судака и карпа излом на гра-
фике Аррениуса, указывающий на скачкообраз-
ное изменение энергии активации, отмечен при
температуре 10°С, как в контроле, так и в присут-
ствии Раундапа. У окуня перегиб на графике Ар-
рениуса выявлен при температуре 20°С в контро-
ле и 10°С в присутствии Раундапа, у плотвы –
лишь при температуре 10 и 20°С в контроле. Более
низкие значения Q10 и относительной активности
фермента в диапазоне температуры 0–20°С сви-
детельствуют о снижении эффективности гидро-
лиза мальтозы, а более низкие значения Еакт – об
адаптивных изменениях этого показателя в при-
сутствии Раундапа.
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Effect of the Roundup Herbicide on the Temperature Characteristics
of Maltase of the Intestinal Mucosa in Juvenile Fish

A. A. Filippova, I. L. Golovanovaa, *, and M. S. Smirnovb

aPapanin Institute for Biology of Inland Waters, Russian Academy of Sciences,
Borok, Nekouzskii raion, Yaroslavl oblast, 152742 Russia

bDemidov Yaroslavl State University, ul. Sovetskaja, 14, Yaroslavl, 150000 Russia
*e-mail: golovanova5353@mail.ru

The in vitro effect of Roundup herbicide at a concentration of 25 μg/L on the activity and temperature char-
acteristics (temperature dependence, activation energy Eact, temperature coefficient Q10) of maltase in the in-
testinal mucosa of young pike perch, perch, roach and carp have been studies. The strength and direction of
the effect depends on the species of fish and the temperature of the incubation. Roundup does not affect the
temperature optimum maltase (60°C per perch and pike perch, 50°C for roach and carp). The lower relative
activity of the enzyme in the temperature range of 0–30°C indicate a decrease in the efficiency of maltose
hydrolysis, and lower values of Eact indicate adaptive changes in this parameter in the presence of Roundup.

Keywords: fish, digestive glycosidase, maltase, Roundup, temperature
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