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Работа посвящена изучению действия ионов меди на количество и соотношение различных субпопуляций
и функциональные показатели клеток целомической жидкости морских звезд Asterias rubens. Эксперимен-
ты проводили на базе Беломорской Биологической станции им. Н.А. Перцова Биологического факультета
МГУ им. М.В. Ломоносова. Воздействие на морских звезд хлоридом меди(II) (концентрация ионов Cu2+

составляла 0.78, 1.95 или 3.91 мкМ) проводили в аквариумах в течение 96 ч после добавления соли. У мор-
ских звезд, содержащихся в аквариумах с максимальной концентрацией ионов меди, наблюдали значи-
тельное увеличение числа целомоцитов. Изменялось также и распределение субпопуляций клеток: доля
мелких клеток увеличивалась с 9 до 15.5%, агранулоцитов – с 61 до 75%, доля гранулоцитов соответственно
уменьшалась с 30 до 8.5%. Уровень экспрессии стресс-индуцируемых белков 70 (Hsc70/Hsp70), определя-
емого методом Вестерн-блот-анализа, увеличивался у морских звезд во всех экспериментальных аквари-
умах. Жизнеспособность выделенных целомоцитов, оцениваемая по поглощению красителя нейтрального
красного (НК), возрастала у морских звезд в экспериментальных аквариумах с концентрациями ионов меди
0.78 и 1.95 мкМ по сравнению с контролем, однако при концентрации 3.91 мкМ поглощение НК резко сни-
жалось. Таким образом, показано, что ответ A. rubens на воздействие ионами меди(II) выражается в увеличе-
нии количества циркулирующих целомоцитов и увеличении доли субпопуляции фагоцитов, что, предполо-
жительно, может служить компенсаторным механизмом в ответ на токсическое действие меди(II).
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Загрязнение морской среды токсическими веще-
ствами антропогенного происхождения приводит к
существенным нарушениям физико-химического
состава природных вод, оказывающим отрицатель-
ное воздействие, как на отдельные организмы, так и
на морские экосистемы в целом. Вопросы, связан-
ные с изучением особенностей развития токсиче-
ских эффектов загрязняющих веществ на живые ор-
ганизмы в условиях морской среды, адаптация к их
воздействию, в том числе и на клеточном уровне,
остаются актуальными. Белое море (внутреннее мо-
ре на севере европейской части России) имеет важ-
ное экономическое значение за счет интенсивного
промышленного рыболовства и хозяйственной дея-
тельности в прибрежной зоне. Горнодобывающая
промышленность оказывает значительное влияние
на экосистему Белого моря, что связано с загрязне-
нием различными металлами (Коршенко, 2015; Чер-

ногаева, 2017), среди которых медь является одним
из наиболее токсичных. Медь представляет особый
интерес с точки зрения токсикологии не только в
связи с еe высокой токсичностью, но также и с ее вы-
сокой биологической активностью и многообразием
присущих ей функций в организме животных: от
участия в регуляции функциональной активности
некоторых ферментов до влияния на обменные про-
цессы, рост и развитие целого организма.

Перспективным объектом токсикологических ис-
следований являются представители типа Иглокожие
(Echinodermata). Иглокожие, древнейшие представи-
тели группы Deuterostomia, представляют интерес в
связи с их высокой экологической значимостью и
широким ареалом распространения. Взрослые жи-
вотные – бентосные организмы, распространённые
по всей акватории мирового океана, они заселяют
морское дно от литорали до почти максимальных
глубин. Ввиду того, что представители типа Иглоко-
жие ведут в основном малоподвижный образ жизни
и являются одним из конечных звеньев многих пи-

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
ЛК50 – полулетальная концентрация; НК – нейтральный
красный; ЦЖ – целомическая жидкость.
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щевых цепей, они в большей мере подвергаются воз-
действию факторов природного (Barbaglio et al.,
2012) и антропогенного (Falugi et al., 2012) проис-
хождения. Иглокожие филогенетически близки к
позвоночным животным и имеют сложную иммун-
ную систему, включающую Toll-подобные рецепто-
ры (Smith et al., 2010) и стресс-индуцируемые белки,
участвующие в реализации врожденного иммунного
ответа (Tsan, 2009). На биологическом материале иг-
локожих разного уровня организации (от субклеточ-
ного до организменного) можно изучать токсиче-
ские эффекты загрязняющих веществ (Coteur et al.,
2003; Ronning, 2005; Поромов, Смуров, 2014).

В качестве объекта исследования нами выбран
широко распространённый эвригалинный вид мор-
ских звезд Asterias rubens L. При исследовании адап-
тации этой группы к абиотическим факторам внеш-
ней среды, повышенный интерес вызывают клеточ-
ные элементы целомической жидкости. Целомоциты
играют важную роль в регенерации и защитных реак-
циях иглокожих от различного рода повреждений и
инфекций. Эти клетки циркулируют в составе цело-
мической жидкости и способны к фагоцитозу ино-
родных частиц и образованию агрегатов в зонах суще-
ственных повреждений тела, затрагивающих целоми-
ческие каналы (Козлова и др., 2006). Восстановление
пула целомоцитов при повреждении животного про-
исходит достаточно быстро. Целомоциты иглокожих
могут быть выделены в переживающую первичную
клеточную культуру (Шарлаимова и др., 2010), на
которой можно проводить анализ токсичности во-
дорастворимых загрязняющих веществ, в частности,
ионов металлов.

Количественные, качественные и функциональ-
ные изменения клеточных элементов целомической
жидкости наблюдают при действии различных при-
родных и антропогенных факторов. Количество це-
ломоцитов увеличивается в ответ на травмы, инфек-
ции, неблагоприятные условия (Козлова и др.,
2006). Отмечено увеличение концентрации амебо-
цитов (одной из субпопуляций целомоцитов) в ответ
на паразитарные инвазии, что послужило основани-
ем рассматривать это явление как часть воспали-
тельного процесса. Инъекция грамположительных
бактерий в целомическую полость приводит к уве-
личению концентрации только двух субпопуляций
амебоцитов, которые являются наиболее активными
фагоцитами (Coteur et al., 2004).

Исследования в Норвежском фьорде Sorfjord
(Coteur et al., 2003, 2004) показали, что концентра-
ции амебоцитов и выделение клетками активных
форм кислорода (АФК) в условно чистом районе и в
загрязнённом различались. Также показана прямая
зависимость образования микроядер в клетках цело-
мической жидкости и выделения АФК от содержа-

ния в окружающей среде ионов кадмия (Cd2+) и
свинца (Pb2+) (Coteur et al., 2004). При этом повыше-
ние АФК является маркером апоптоза и представля-
ет собой угрозу для целостности амебоцитов, по-
скольку может привести к изменению активности
некоторых макромолекул (Guzik et al., 2003).

Известно также, что ионы металлов способны
стимулировать экспрессию белков теплового шока
(Hsp) в морских организмах (Franzellitti, Fabbri, 2005;
Deane, Woo, 2005). Стресс-индуцируемые белки теп-
лового шока играют исключительно важную роль в
поддержании нормального клеточного гомеостаза, а
также в комплексном механизме, обеспечивающем
выживание клеток в неблагоприятных условиях
(Becker, Craig, 1994; Browne et al., 2007).

В нашей предыдущей работе (Федюнин, 2018) по-
казано, что наиболее токсичным металлом для мор-
ских звезд A. rubens L. среди ряда изученных являет-
ся медь. Ее полулетальная концентрация ЛК50 (при
которой гибнет половина популяции) составляет
0.98 ± 0.16 мкM при 96-часовом действии, поэтому в
настоящей работе выбраны концентрации меди суб-
летальные (0.78, 1.95 и 3.91 мкM), не приводящие к
гибели всей экспериментальной группы животных в
течение 4 сут воздействия.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
действия ионов меди в сублетальных концентрациях
на количество разных типов клеток и их соотноше-
ние в различных субпопуляциях целомической жид-
кости (ЦЖ) морских звезд Asterias rubens. Кроме то-
го, изучали такие функциональные показатели, как
лизосомальная активность и содержание стресс-ин-
дуцируемых белков с мол. массой 70 кДа
(Hsc70/Hsp70).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Сбор и содержание экспериментальных животных.

Морские звезды A. rubens были собраны вблизи Бе-
ломорской биологической станции им. Н.А. Перцо-
ва биологического факультета МГУ им. М.В. Ломо-
носова (Кандалакшский залив Белого моря). Сбору
подлежали только неповрежденные пятилучевые
морские звезды диаметром 10−12 см. Морских звезд
содержали в стеклянных аквариумах объемом 20 л
при температуре воды 15 ± 2°C, солености 26‰ и
естественном световом цикле.

Действие хлорида меди в аквариумах. В аквариумы
добавляли раствор хлорида меди (CuCl2 ∙ 2H2O) (Ре-
ахим, Россия) до концентрации ионов меди, равной
0.78, 1.95 или 3.91 мкМ. Для расчета эксперимен-
тальных концентраций металлов использовали значе-
ния, кратные экологическим нормативам (предельно
допустимым концентрациям) (Приказ от 18 января
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2010 года № 20, Москва). Воду в аквариумах меняли
ежедневно наполовину, добавляя в нее раствор хло-
рида меди до соответствующей концентрации ионов
меди в растворе. Забор ЦЖ морских звезд A. rubens
проводили через 4 сут (96 ч) эксперимента. Контро-
лем служили морские звезды A. rubens, которых со-
держали в морской воде без добавления меди. Воду в
контрольных аквариумах тоже же меняли ежедневно
наполовину.

Забор ЦЖ. ЦЖ извлекали из кончика луча мор-
ских звезд A. rubens при помощи шприца объемом
1 мл не менее чем у 5 животных из каждого экспери-
ментального и контрольного аквариумов через 4 сут
после начала эксперимента. Далее ЦЖ каждой мор-
ской звезды сливали в отдельные пробирки, содер-
жащие равный объем солевого раствора CMFSS
(0.5 M NaCl (ЛенРеактив, Россия), 0.0026 M KCl
(Хеликон, Россия), 0.1 M Трис (Хеликон, Россия),
pH 8.0) (Козлова и др., 2006), добавляя 15 мМ ЭДТА
(Хеликон, Россия) (антикоагулянт) и помещали на лед.

Определение числа клеток в ЦЖ. 100 мкл ЦЖ от-
бирали в отдельные пробирки, добавляли к ним
10 мкл 0.6%-ного раствора красителя толуидинового
синего (Диаэм, Россия), перемешивали, выдержива-
ли 30 мин, после чего считали клетки под микроско-
пом в камере Горяева (Диаэм, Россия). Число цело-
моцитов оценивали в двух повторах у 5 морских
звезд A. rubens из каждого экспериментального и
контрольного аквариумов.

Анализ клеточного состава ЦЖ. Отобранную ЦЖ
объемом 200 мкл помещали в 8%-ный формалина
равного объема (Нева-Реактив, Россия). Клетки
фиксировали в течение 30 мин в пластиковых про-
бирках объемом 0.5 мл (Эппендорф, Германия).
Фиксатор смывали дистиллированной водой путем
центрифугирования. Осадок клеток ресуспендиро-
вали в дистиллированной воде, наносили на пред-
метное стекло, предварительно обработанное поли-
лизином (20 мкг/мл), высушивали в течение 30 мин,
затем вымачивали в дистиллированной воде в тече-
ние 20 мин. Далее клетки фиксировали в метаноле в
течение 15 мин с последующим окрашиванием 5%-
ным раствором Романовского−Гимзы (ЛенРеактив,
Россия) в течение 20 мин. Избыток красителя смыва-
ли дистиллированной водой с последующим обезво-
живанием в спиртах в следующей последовательно-
сти: 70 и 96% этанол, изобутанол, ксилол (по методу
Козловой с коллегами (2006) с модификациями).

Процентное соотношение клеток различных ти-
пов оценивали, как минимум, у 5 морских звезд из
каждого экспериментального и контрольного аква-
риумов через 4 сут от начала эксперимента. В каждой
пробе ЦЖ подсчитывали 500 клеток.

Анализ экспрессии белков Hsc70/Hsp70 в целомо-
цитах при воздействии медью. Вестерн-блот-анализ.
Суспензию клеток, полученную от 3-х морских
звезд, немедленно центрифугировали при 1500 g в
течение 10 мин при комнатной температуре. Осадок
клеток ресуспендировали в лизирующем буфере (1%
PMSF-1% (Диаэм, Россия), Triton X-100 и 58 мМ
ЭДТА (Хеликон, Россия)) и добавляли смесь инги-
биторов протеаз (по 2 мкг/мкл антипаина и леупеп-
тина, по 1 мкг/мкл апротинина и пепстатина, 1 мМ
бензамидина) и гомогенизировали в течение 10 мин
на льду. Клеточные лизаты центрифугировали при
5600 g в течение 10 мин при 4°С; супернатанты соби-
рали, общий белок в клеточных лизатах определяли
по методу Бредфорда (Bradford, 1976) c помощью на-
бора реактивов Bradford protein assay kit (Bio-Rad,
США) по протоколу производителя, используя бы-
чий сывороточный альбумин в качестве стандарта.
Далее клеточные лизаты подвергали электрофорезу
в пластинах полиакриламидного геля в присутствии
додецилсульфата натрия (ДСН) и β-меркаптоэтано-
ла (Хеликон, Россия). Использовали 7.5%-ные гели
со стандартной сшивкой (2.7%).

После проведения электрофореза гелевые пла-
стины использовали для последующего имму-
ноблоттинга. Электроперенос после электрофореза
в ПААГ в присутствии ДСН проводили на фильтры
PVDF при 80 V/350 мА в буфере, содержащем 25 мМ
Триса (Хеликон, Россия), 180 мМ глицина (Реахим,
Россия), pH 8.3, 20% этанола, 0.1% ДСН. Электропе-
ренос белков с геля на нитроцеллюлозную мембрану
осуществляли в течение 2.5 ч. Затем фильтр 30 мин
обрабатывали 0.25%-ным водным раствором глута-
рового альдегида для ковалентной сшивки белков с
фильтром. Фильтр ополаскивали 7%-ной уксусной
кислотой и окрашивали 0.1%-ным Ponceau S в 1%-
ной уксусной кислоте. После этого фильтры блоки-
ровали 1 ч при комнатной температуре в 5%-ном
растворе обезжиренного молока в буфере ТСБ-Т
(20 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 165 мМ NaCl и 0.05%
Твин-20 (Хеликон, Россия)).

В качестве первичных антител использовали ком-
мерчески доступные бычьи моноклональные анти-
тела к белкам теплового шока с мол. массой 70 кДа
(Hsp70 McAb) (Sigma Chemical Company, H-5147,
USA) в разведении 1 : 5000. Эти антитела распознают
как индуцибельные (Hsp70), так и конститутивные
(Hsc70) изоформы белка теплового шока. В качестве
вторичных антител использовали коммерческие про-
тивомышиные антитела (IgG), коньюгированные с
пероксидазой хрена (Amersham, Великобритания), в
разведении 1/10000. Инкубацию как с первичными,
так и с вторичными антителами проводили 1 ч при
комнатной температуре в растворе 1%-ного обезжи-
ренного молока в буфере ТСБ-Т. Для выявления
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белковых полос использовали хемилюминесцент-
ную детекцию с помощью набора реактивов (Amer-
sham, Великобритания) и 3.3-диаминобензидина
(ДАБ). После проявления пленки сканировали, ин-
тенсивность полос измеряли с помощью системы
ChemiDoc (Bio-Rad, США), оснащенной программ-
ным обеспечением Quantity One, версия 4.2.1. Значе-
ния интенсивностей хемилюминесценции пред-
ставлены в усл. ед. полученных на основе объемного
анализа полос.

Оценка жизнеспособности целомоцитов. Жизне-
способность выделенных целомоцитов морской
звезды A. rubens исследовали с помощью цитотокси-
ческого теста с использованием красителя нейтраль-
ного красного (НК) (Hauton, Smith, 2004; Kudryavt-
sev et al., 2016). Тест с НК применяется для оценки
функциональной активности лизосом клеток in vitro.
НК – катионный краситель, используемый для при-
жизненного окрашивания клеток за счет избира-
тельного накопления в лизосомах путем пассивного
транспорта через клеточную мембрану. Ввиду того,
что погибшие клетки утрачивают способность к ак-
кумуляции нейтрального красного в лизосомах, сте-

пень окраски клеток характеризует их жизнеспособ-
ность.

Для проведения эксперимента готовили полную
культуральную среду на основе питательной среды
RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), содержащей NaCl до
24‰, 10% сыворотки A. rubens, 10 мМ HEPES (Диа-
эм, Россия), 2 мМ L-глютамина (ПанЭко, Россия) и
80 мкг/мл гентамицина (ПанЭко, Россия). Рабочий
раствор НК (Sigma Aldrich, USA) в концентрации
40 мкг/мл готовили непосредственно перед началом
эксперимента, добавляя к 5 мл полной культураль-
ной среды 10 мкл маточного раствора (5 мг НК в 1 мл
ДМСО (Хеликон, Россия), который хранили до ис-
пользования при −20°С). В лунки 96-луночного
плоскодонного планшета (Sarstedt, USA) вносили по
100 мкл клеточной суспензии (3 × 106 кл./мл). К
клеткам добавляли 50 мкл рабочего раствора НК,
50 мкл фильтрованной морской воды или равный объ-
ем раствора хлорида меди с концентрацией ионов меди
равной 0.78 мкМ, 1.95 мкМ или 3.91 мкМ. Время куль-
тивирования целомоцитов с раствором НК составля-
ло 6 ч при 10°С в атмосфере 3% СО2.

Таблица 1. Изменение числа целомоцитов и выживаемость морских звезд A. rubens в ответ на воздействие металлов

а Даны средние значения и стандартные отклонения. б А, Г, М – соответственно агранулоциты, гранулоциты, мелкие клетки; в по
сравнению с контрольной группой; гпо сравнению с контрольной группой соответствующей субпопуляции клеток. Использован U-
критерий Манна−Уитни (n = 5).

Концентрация ионов 
меди, мкМ

Выживаемость, %
(число живых животных)

Число клеток в ЦЖ, 
×103/мкл а

Доли субпопуляций клеток, 
%б

0 (Контроль) 100 (20) 16.2 ± 30.8 А: 61 ± 6
Г: 30 ± 6
М: 9 ± 1

0.78 100 (20) 38.3 ± 79.3 А: 45 ± 6
Г: 48 ± 3 (P = 0.001)г

М: 7 ± 4

1.95 90 (18) 33.9 ± 42.1 А: 74 ± 5
Г: 14 ± 3 (P = 0.01)г

М: 11 ± 6

3.91 70 (14) 111.9 ± 108.8
(P = 0.039)в

А: 76 ± 6
Г: 9 ± 3 (P = 0.005)г

М: 15 ± 5
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По завершении культивирования лунки планше-
та дважды промывали от свободного красителя
200 мкл фильтрованной морской водой, и в каждую
лунку вносили 100 мкл фиксатора (1% КСl (Нева-
Реактив, Россия) в 0.5%-ном формалине (Нева-Ре-
актив, Россия) на дистиллированной воде). Вклю-
чившийся в лизосомальную и цитоплазматическую
фракции НК экстрагировали при помощи 1%-ной
уксусной кислоты на 50%-ом этаноле. Спектроско-
пию проводили на многоканальном спектрофото-
метре BioRad X-mark (BioRad, США) при длине вол-
ны 570 нм. Результат выражали в единицах оптической
плотности (ОП). Жизнеспособность оценивали отно-
шением значения ОП в эксперименте к значению ОП
в контроле и выражали в %.

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку данных проводили с помощью пакета RStudio
(версия 1.0.143). Для количественных показателей
результат представлен в виде среднего значения и
стандартного отклонения. Для оценки влияния на
исследуемые показатели ионов меди в различных
концентрациях использовали однофакторный дис-
персионный анализ (ANOVA). Для межгрупповых
сравнений количественных показателей использова-
ли непараметрический U-критерий Манна−Уитни.
При использовании статистических процедур разли-
чия считали статистически значимыми при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Параметры качества воды и выживаемость живот-
ных. Температура воды в экспериментальных аква-
риумах колебалась от 13.4 до 15.2°C, соленость – от

25 до 26 ед. фактической солености, значение рН во-
ды составляло от 8.0 до 8.2. Через 96 ч воздействия
ионами меди в концентрации 1.95 мкМ наблюдали
гибель 10% морских звезд A. rubens, а в концентра-
ции 3.91 мкМ – 30% (табл. 1).

Общее число целомоцитов. Количество клеток в
ЦЖ в начале эксперимента составило (52.7 ± 43.7) ×
× 103 кл./мкл (медиана 37.7 × 103). Через 4 сут наблюда-
ли снижение числа целомоцитов у морских звезд в
контрольном аквариуме до (16.2 ± 30.8) × 103 кл./мкл.
Через 4 сут эксперимента среднее количество цело-
моцитов у морских звезд в экспериментальных аква-
риумах было выше, чем у контрольных животных
(Р < 0.05) при воздействии меди в максимальной
концентрации (3.91 мкМ); результаты приведены в
табл. 1.

Клеточный состава ЦЖ. Микроскопическое иссле-
дование клеточного состава ЦЖ позволило выделить
три различных морфотипа клеток, а именно: (1) агра-
нулоциты (также называемые фагоцитарными аме-
боцитами) – клетки различной формы без гранул с
хорошо идентифицируемым ядром, до 7 мкм в диа-
метре, окрашивались базофильно); (2) гранулоциты
(называемые также красными сферическими клет-
ками или красными амебоцитами) до 7 мкм в диа-
метре, округлой или овальной формы, окрашива-
лись эозинофильно, гранулы окрашивались в более
темный цвет, ядро не идентифицировалось) и
(3) мелкие клетки до 4 мкм в диаметре, окрашива-
лись в синий цвет. Для морских звeзд, содержащихся
в контрольном аквариуме, через 96 ч воздействия до-
ля агранулоцитов составляла 61%, гранулоцитов –
30% и мелких клеток – 9%. При этом наблюдали зна-

Рис. 1. Уровни экспрессии белков Hsc70/Hsp70 в целомоцитах морских звезд A. rubens при воздействии ионов меди в различ-
ной концентрации в экспериментальных аквариумах. Уровень экспрессии Hsc70/Hsp70, представленный в произвольных
единицах, был измерен методом иммуноблоттинга в трех повторах (3 животных из каждого аквариума). Диаграмма размаха
здесь и на рис. 2 включает медиану, стандартную ошибку и стандартное отклонение (линия, граница прямоугольника и граница
погрешности соответственно).
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чительные различия в распределении клеток между
отдельными звездами. Воздействие медью увеличило
долю мелких клеток до 15.5% и долю агранулоцитов
– до 76%; результаты приведены в табл. 1.

Экспрессия белка Hsc70/Hsp70. Анализ интен-
сивности полос на геле, полученном в результате
проведения иммуноблоттинна, проведенного для
трех морских звезд из каждого экспериментального
аквариума (рис. 1), показал значимое увеличение
уровня экспрессии белка стресса с мол. массой
70 кДа (Hsc70/Hsp70) при увеличении концентра-
ции меди (ANOVA, P < 0.05).

Жизнеспособность целомоцитов морской звезды.
Этот показатель оценивали по поглощению краси-
теля НК. Время окрашивания клеток составляло 6 ч
и было подобрано в ходе предварительных экспери-
ментов по адаптации данной методики для работы
на морских звездах. В результате эксперимента,
представленного на рис. 2, показано, что через 6 ч
после его начала накопление НК в лизосомах и в ци-
топлазме интактных целомоцитов возрастало по
сравнению с контролем при добавлении меди в кон-
центрации 0.78 и 1.95 мкМ и резко снижалось при
увеличении концентрации меди до 3.91 мкМ.

ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве модельного объекта в настоящей рабо-

те для оценки риска загрязнения окружающей среды
на субклеточном уровне использовали широко рас-
пространeнный в морях северных широт вид беспо-
звоночных, входящий в состав макробентоса морей, –
морскую звезду A. rubens. Металлы являются основ-
ным компонентом среди комплекса загрязняющих
веществ, поступающих в воды северо-восточной ча-

сти Атлантического океана. Популяция морских
звезд A. rubens обитает в условиях повышенной ан-
тропогенной нагрузки, в связи с чем актуальным
становится следующий вопрос: какие субклеточные
и клеточные ответные механизмы связаны с адапта-
цией этих животных?

В сравнении с действием других металлов, изу-
ченным ранее, действие меди даже при незначитель-
ном превышении экологических нормативов при
долгосрочном нахождении в морской среде оказы-
вается токсичным и вызывает гибель A. rubens (Фе-
дюнин, 2018). Несмотря на быстрое проникновение
и аккумуляцию в теле морских звезд (Coteur et al.,
2003) и потенциальную цитотоксичность ионов ме-
ди при высоких концентрациях ее в воде, количество
циркулирующих целомоцитов не уменьшалось в хо-
де настоящих экспериментов. Наоборот, уже через
96 ч действия число клеток увеличивалось у всех экс-
периментальных животных не менее чем в 2 раза, а при
воздействии меди в максимальной концентрации – в
7 раз. Вероятно, ионы меди активируют клеточную
пролиферацию, что дополнительно подтверждается
увеличением числа мелких клеток, являющихся, пред-
положительно, клетками-предшественниками (Коз-
лова и др., 2006).

Увеличение числа агранулоцитов может быть
связано как с повышением уровня фагоцитоза, так и
с участием клеток этого типа в транспортировке ме-
таллов между тканями и к органам выведения. Мас-
совая миграция целомоцитов в жабры, пищевари-
тельный тракт и другие органы детоксикации в усло-
виях воздействия металлами (Cd2+, Cu2+, Pb2+) была
ранее показана в экспериментах с моллюсками (Soto
et al., 2003). Эти эксперименты продемонстрировали
возможность выведения кадмия и меди у моллюсков

Рис. 2. Поглощение нейтрального красного (НК) целомоцитами морских звезд A. rubens при действии ионов меди в разной
концентрации в аквариуме. Поглощение НК дано в ед. оптической плотности (ОП) на 3 × 105 клеток.
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путем их связывания со специфическими белками,
называемыми металлотионеинами, а также путем
выведения металлов путем включения в лизосомы
фагоцитов.

Анализ изменения интенсивности экспрессии
белков в целомоцитах морских звезд A. rubens и по-
глощения клетками красителя НК в ответ на воздей-
ствие ионов меди, позволяет сделать предположение
о реализации адаптационных механизмов, основан-
ных на деятельности белков теплового шока и увели-
чении лизосомальной активности. Увеличение экс-
прессии белков семейства теплового шока Hsp70,
выявляемое на 4 сут эксперимента, при воздействии
ионов меди в концентрации до 1.95 мкМ, фактиче-
ски отражает реакцию организма и его шаперонной
системы на стресс.

Однако нами обнаружено, что значительное уве-
личение общего числа клеток ЦЖ в ответ на воздей-
ствие ионов меди в максимальной исследуемой кон-
центрацией (3.91 мкМ) сопровождается увеличением
доли мелких клеток и значительным уменьшением
жизнеспособности всех клеток ЦЖ. При этом анало-
гичного значительного увеличения количества бел-
ка Hsc70/Hsp70, участвующего в реализации адапта-
ционных механизмов, не наблюдали. Учитывая, что
при концентрации ионов меди выше 1.95 мкМ выжи-
ваемость морских звезд A. rubens снижается, можно
предположить, что данная концентрация Hsc70/Hsp70
является максимальной, по достижении которой ин-
дукция синтеза белков останавливается.

Значимое увеличение уровня экспрессии стресс-
индуцируемых белков наблюдается уже при появле-
нии низких концентраций меди в среде. Аналогич-
ные результаты были получены в другой работе по
анализу уровней экспрессии белков стресса в мор-
ских звездах A. rubens, собранных в районах с различ-
ными уровнями загрязнения (Coteur et al., 2004).

При высоких концентрациях меди жизнеспособ-
ность клеток значительно снижается, а увеличение
числа целомоцитов может являться компенсатор-
ным механизмом, реализуемым в ответ на острый
стресс. Будучи токсичной для клеток целомической
жидкости, медь, вероятно, оказывает негативное
влияние и на другие системы органов и иммунные
механизмы животного.

Проведенная работа показалa выраженное цито-
токсическое действие ионов меди на морских звезд
при воздействии в различных концентрациях, при
этом токсическое действие наблюдали уже при кон-
центрациях, реально встречающихся в морской сре-
де. Полученные результаты дают возможность пред-
положить, что материал морских звезд A. rubens на
клеточном и субклеточном уровнях может быть ис-
пользован как биоиндикатор качества морской сре-

ды. Так, гибель животных и токсические эффекты на
клеточном уровне наблюдали при концентрации ме-
ди 1.95 мкМ и выше, однако значительные измене-
ния метаболизма клеток наблюдали при меньших ее
концентрациях.

На основе полученных данных можно заключить,
что изменения, происходящие в целомической жид-
кости морских звезд A. rubens в ответ на присутствие
ионов меди, направлены на снижение негативного
воздействия химического загрязнения и способству-
ют адаптации животного к антропогенному воздей-
ствию.
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EFFECT OF COPPER IONS ON CELLULAR ELEMENTS 
OF THE CELOMIC FLUID OF STARFISH ASTERIAS RUBENS L.

V. A.  Fedyunina, *, A. A.  Poromova, and A. V.  Smurova

aLomonosov Moscow State University, Department of General Ecology, Moscow, 119234 Russia
*e-mail: v-fedyunin@mail.ru

This study was conducted to evaluate the effect of copper ions in sublethal concentrations on the number and ratio
of different subpopulations and functional parameters of the cells of the celomic f luid of starfish Asterias rubens. The
experiments were conducted at Lomonosov MSU White Sea Biological Station named after N.A. Pertsov. The ex-
posure of starfish to copper ions was carried out in aquariums for 96 h with copper chloride(II) added to a concen-
tration of Cu2+ ions equal to 0.78; 1.95; 3.91 μМ. In aquariums with a maximum concentration of copper ions, a
significant increase in the number of cells was observed. Also, the distribution of cell subpopulations changed: the
proportion of small cells increased from 9 to 15.5%, of agranulocytes – from 61% to 75%, the proportion of granu-
locytes decreased from 30% to 8.5%, respectively. The expression level of stress-induced proteins 70 (Hsc70/Hsp70)
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determined by immunoblotting increased in starfish in all experimental aquariums. The viability of the isolated coe-
lomocytes, estimated by the absorption of neutral red dye (NC), increased in starfish in experimental aquariums
with copper ion concentrations of 0.78 μМ and 1.95 μМ compared to the control, however, at 3.91 μМ, the absorp-
tion of NK decreased sharply. The results of the study indicate that copper ions induce cell proliferation and an in-
crease in the number of circulating coelomocytes, lead to an increase in the phagocytic activity of cells and the pro-
portion of subpopulation of phagocytes, which can serve as a compensatory mechanism in response to the toxic ef-
fect of copper ions.

Keywords: coelomic f luid, Asterias rubens, lethal concentration
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