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Исследовано хроническое действие растворенной в воде меди и последующего теплового стресса 
на протеолитическую активность (ПА) и амилолитическую активность (АА) в кишечнике, а также актив-
ность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и содержание водорастворимого белка (ВРБ) в мозге у молоди плотвы 
Rutilus rutilus. У рыб контрольной (0 мкг/л Cu) и опытных групп (0.01 и 0.1 мг/л Cu) определены значения 
сублетальной температуры методом критического термического максимума (КТМ) при скорости нагрева 
воды 8°C/ч. Экспозиция рыб в течение 7 и 14 сут не влияла на термоустойчивость молоди плотвы. Средние 
значения КТМ составили 27.5°С у рыб контрольной и опытных групп. Повышение температуры воды сни-
жало АА на 21%, активность АХЭ на 24%, но повышало ПА на 32% у рыб контрольной группы. У рыб, 
подвергавшихся воздействию Cu, АА была ниже на 22–34%, ПА – на 57% лишь при концентрации 
Cu 0.01 мг/л на 14 сут опыта. Последующий температурный стресс не менял реакции протеиназ 
и гликозидаз на действие Cu. Активность АХЭ была на 28% ниже контроля после воздействия 
Cu (0.1 мг/л), а кратковременная термическая нагрузка усиливала ингибирующее действие Cu и при более 
низкой концентрации. Увеличение количества ВРБ на 36–58% выявлено лишь после 7 сут воздействия Cu, 
при этом температурный стресс не влиял на величину эффекта. В целом Cu в концентрациях, встречаю-
щихся в водной среде, может снижать активность пищеварительных гидролаз в кишечнике молоди плотвы, 
уменьшая скорость ассимиляции белковых и углеводных компонентов пищи. Торможение активности АХЭ 
мозга усиливается последующим температурным стрессом. Полученные результаты важны при оценке 
экологических рисков хронического действия Cu в зонах термального загрязнения водоемов. 
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линэстераза мозга, водорастворимый белок, верхняя сублетальная температура, критический термиче-
ский максимум. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Антропогенное химическое и термаль-

ное загрязнение водной среды является важ-
ным фактором, влияющим на жизнедеятель-
ность гидробионтов. За последние несколько 
десятилетий степень загрязнения водных эко-
систем микроэлементами увеличилась вслед-
ствие их широкого использования в сельскохо-
зяйственных, химических и промышленных 
процессах. Медь обнаружена почти во всех 
водоемах мира, а ее концентрация варьирует 
от 0.05 до 0.56 мг/л [Zhang et al., 2019], суще-
ственно превышая допустимые концентрации 
(Cu2+ < 0.001 мг/л) для воды рыбохозяйствен-
ных водоемов России [Перевозников, Богдано-
ва, 1999 (Perevoznicov, Bogdanova, 1999)]. 
Являясь необходимым для жизни микроэле-
ментом, Cu принимает активное участие в об-
мене веществ, однако в высоких дозах – это 
тяжелый металл с выраженным токсическим 
эффектом.  

Температура часто играет ведущую роль 
в регуляции основных физиологических про-

цессов у эктотермов, поскольку скорость всех 
биохимических реакций у них напрямую зави-
сит от температуры окружающей среды. 
Аномальные изменения температуры, потеп-
ление климата, расширение зон термального 
загрязнения меняют температурную среду 
обитания рыб. Увеличение температуры вод-
ной среды может влиять не только на физио-
лого-биохимические показатели рыб [Голова-
нов, 2013 (Golovanov, 2013)], но и на реакцию 
организма на химические агенты [Sokolova, 
Lannig, 2008; Zebral et al., 2019]. Воздействие 
сублетальных концентраций Cu [de Lima et al., 
2013; Gioda et al., 2013; Kumar, Nandan, 2014; 
Kuz’mina, 2017; Golovanova et al., 2021], а так-
же термального стресса [Голованов, 2013 
(Golovanov, 2013); Golovanova et al., 2013] 
на физиолого-биохимические показатели кос-
тистых рыб достаточно исследовано. При этом 
установлено, что низкочастотное магнитное 
поле (50 Гц) нивелирует тормозящий эффект 
растворенной в воде меди (0.001, 0.01 и 
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0.1 мг/л) на АА и активность мальтазы в ки-
шечнике плотвы [Golovanova et al., 2021], а 
введение витамина C в концентрации 2.5 мг/л 
снижает токсическое действие Cu (0.17 и 
0.34 мг/л) на гуморальные и биохимические 
показатели у анабаса Anabas testudineu [Kumar, 
Nandan, 2014]. Есть предположение, что теп-
ловой стресс может влиять на физиологиче-
ские процессы у рыб таким же образом, как и 
воздействие растворенной в воде Cu [Sokolova, 
Lannig, 2008]. Однако влияние хронического 
действия Cu в сублетальных концентрациях и 
последующей функциональной нагрузки в ви-
де термального стресса на активность пищева-
рительных и холинэргических ферментов 
у рыб ранее не исследовали.  

Плотва населяет водоемы Европы, Сиби-
ри, бассейны Каспийского и Аральского морей. 
Наибольшее промысловое значение в России 
имеют вобла, тарань и сибирская плотва. Мо-
лодь плотвы проявляет высокую чувствитель-
ность к действию ряда природных и антропоген-
ных факторов и часто используется в различных 
экспериментах [Голованов, 2013 (Golovanov, 
2013); Talikina et al., 2013; Krylov et al., 2019]. 

Цель работы – оценить хроническое суб-
летальное действие растворенной в воде Cu 
на термоустойчивость, активность кишечных 
протеиназ (ПА) и гликозидаз (АА), а также 
активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и со-
держание водорастворимого белка (ВРБ) 
в мозге молоди плотвы Rutilus rutilus.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Двухлетки плотвы Rutilus rutilus (масса 

6.23±0.49 г, длина тела – 7.65±0.16 см) были 
отловлены в конце сентября 2020 г. в при-
брежной зоне Рыбинского водохранилища 
(Россия) при температуре воды 16°С и достав-
лены в лабораторию в течение 1 ч после поим-
ки. В течение двух месяцев рыб содержали 
в 200 л аквариумах с постоянной аэрацией 
при температуре воды 15.5±1°С, pH 7.5–7.6, 
содержание О2 8.0–9.7 мг/л в условиях посто-
янного фотопериода (свет/темнота 12/12 ч, 
свет 07:00–19:00). Затем в течение 10-ти сут 
рыб акклимировали к температуре 14°С. 
До начала экспериментов и в период акклима-
ции рыб кормили ежедневно личинками хиро-
номид Chironomus sp. в количестве 5–10% 
массы тела. Затем рыб разделили на 3 группы 
по 24 экз. (2 повторности). Рыб контрольной 
группы поместили в 2 аквариума объемом 
135 л с чистой водой, опытных групп – в 4 ак-
вариума с водой, содержащей растворы 
CuSO4 · 5H2O с концентрацией 0.01 или 
0.1 мг/л, рассчитанной по содержанию ионов 
Cu2+ в соли. Эти концентрации для плотвы со-
ставляют соответственно 1/20 и 1/2 от 48 ч 
ЛК50 (концентрация, летальная для 50% особей 
за 48 ч), а концентрация анионов SO4

2-
 в иссле-

дуемых растворах была нетоксичной [Пере-
чень…, 1999 (Perechen’…, 1999)]. Воду и рас-
твор меди в аквариумах (на 80% от начального 
объема) меняли 2 раза в неделю без отсадки 
рыб. Температурный режим и фотопериод ос-
тавались постоянными. Во время эксперимен-
та рыб кормили 1 раз в сутки личинками хиро-
номид из расчета 4% от общей массы тела. 

По истечении 7 и 14 сут опыта группу 
рыб (по 6 экз. в каждой, две повторности) по-
мещали в экспериментальный аквариум объе-
мом 60 л, оборудованный системой нагрева и 

аэрации. Температуру воды в аквариуме по-
вышали со скоростью 8°С/ч до потери рыбами 
локомоторной способности (переворот кверху 
брюшком), сублетальное значение температу-
ры фиксировали как КТМ. Такая скорость по-
вышения температуры отмечена при аварий-
ных сбросах подогретых вод промышленных 
предприятий, а также часто применяется в ка-
честве стандартной при определении термоус-
тойчивости рыб [Голованов, 2013 (Golovanov, 
2013)]. Продолжительность эксперимента 
не превышала 2 ч, рыб при этом не кормили. 
Рыб контрольной группы содержали при тем-
пературе акклимации и не подвергали нагреву. 
По 6 экз. рыб были взяты для биохимического 
анализа: определения активности пищевари-
тельных гликозидаз, активности АХЭ мозга и 
содержания водорастворимого белка. Всего 
исследовано 144 экз. рыб. 

Для определения активности пищевари-
тельных гидролаз готовили индивидуальные 
гомогенаты из средней части кишечника при 
помощи стеклянного гомогенизатора, добавляя 
охлажденный до 2–4°С раствор Рингера для 
холоднокровных животных (110 мМ NaCl, 
1.9 мМ KCl, 1.3 мМ CaCl2. рН 7.4). Растворы 
субстратов (1%-ный раствор казеина и 1.8%-
ный картофельный крахмал) готовили на та-
ком же растворе Рингера. Инкубацию гомоге-
ната и субстрата проводили в течение 
20−60 мин при температуре 20°С рН 7.4 
при непрерывном перемешивании.  

Протеолитическую активность (главным 
образом трипсина, КФ 3.4.21.4) оценивали 
по увеличению концентрации тирозина моди-
фицированным методом Ансона с использова-
нием реактива Фолина-Чокальтеу [Kuz’mina 
et al., 2021]. Амилолитическую активность, от-
ражающую суммарную активность ферментов, 
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гидролизующих крахмал (α-амилазы КФ 
3.2.1.1, глюкоамилазы КФ 3.2.1.3 и мальтазы 
КФ 3.2.1.20), оценивали по приросту гексоз мо-
дифицированным методом Нельсона [Уголев и 
др., 1969 (Ugolev et al., 1969)]. Активность фер-
ментов определяли в 3 повторностях с учетом 
фона (количества продуктов реакции в началь-
ном гомогенате). Интенсивность окраски об-
разцов измеряли на спектрофотометре Lambda 
25 UV/VIS (Perkin & Elmer, USA) при длине 
волны 670 нм. Скорость гидролиза выражена 
в микромолях продуктов реакции на грамм 
влажной массы ткани в мин (мкмоль/г ⋅ мин).  

Перед анализом активности АХЭ (аце-
тилхолинацетилгидролаза КФ 3.1.1.17) гото-
вили гомогенаты из целого мозга с добавлени-
ем 0.1 М фосфатного буфера (pH 7.5) при по-
мощи диспергатора IKA T10 Ultra-Turrax. 
Затем пробы центрифугировали на рефриже-
раторной центрифуге Mikro 22R при 10000 g и 
температуре 4°С в течение 10 мин. Для биохи-
мического анализа использовали супернатант.  

Активность АХЭ определяли методом 
Эллмана [Ellman et al., 1961] в собственной 
модификации [Chuiko et al., 2003] при темпе-
ратуре 30°С в течение 10–30 мин. В качестве 
субстрата использовали иодид ацетилтиохоли-
на (АТХ) в конечной концентрации 4.3·10-4 М, 
и проявляющего реагента – 5.5-дитиобис-(2-
нитробензойная кислота) (ДТНБ) в конечной 

концентрации 7.1·10-5 М. Остановку фермен-
тативной реакции проводили добавлением 
0.1% раствора неостигмин метил сульфата 
(neostigmine methyl sulfate). Все реактивы 
фирмы Sigma, USA.  

Содержание ВРБ определяли по методу 
Бредфорд [Bradford, 1976]. Для калибровки 
использовали альбумин из сыворотки человека 
(производство фирмы Reanal) в концентрации 
1.25 мг/мл. Активность АХЭ выражали 
в мкмоль/мин на 1 г сырой ткани, содержание 
ВРБ – в мг на 1 г сырой ткани. Измерение ка-
ждой пробы проводили в трех повторностях: 
активность АХЭ – при длине волны 412 нм, 
содержание белка – при 595 нм на спектрофо-
тометре SPECTROstar Nano BMG LABTECH.  

Результаты  представлены в виде сред-
них значений и их ошибок (M±m). Данные по 
исследованным параметрам рыб из двух по-
вторностей эксперимента объединяли, n = 12. 
Достоверность различий между показателями 
оценивали с помощью однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA, Тьюки-тест). 
Для определения влияния нагрева воды и раз-
ных концентраций Cu на изученные характе-
ристики использовали двухфакторный диспер-
сионный анализ. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p ≤ 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
Масса и длина тела плотвы в течение 

эксперимента изменилась незначительно и 
на 14 сут составила 5.77±0.32 г и 7.55±0.14 см 
у рыб контрольной и 5.12±0.25 г, 7.35±0.09 см 
(Cu 0.01 мг/л), 5.31±0.34 г, 7.29±0.13 см 
(Cu 0.1 мг/л) опытных групп (p > 0.05).  

Изменений в температурной устойчиво-
сти молоди плотвы после 7 и 14 сут воздейст-
вия Cu не обнаружено. Средние значения КТМ 
фактически не различались, составив 27.5°С 
для контрольной и первой опытной (0.01 мг/л) 
групп, и 27.4°С для второй опытной (0.1 мг/л) 
группы (p > 0.05). Время экспозиции рыб 
в растворах Cu не оказало статистически зна-
чимого влияния на уровень КТМ (p > 0.05). 

У рыб, подвергавшихся действию Cu, АА 
была на 22–34% ниже контроля (табл. 1). Зна-
чения ПА были на 57% ниже контроля (14 сут) 
при концентрации Cu 0.01 мг/л, при более вы-
сокой концентрации – выше на 27%. После-
дующее резкое повышение температуры воды 
не меняло выявленных эффектов. При этом сам 
температурный стресс снижал ПА и АА на 16–
21% по сравнению с рыбами контрольной 
группы, не подвергшихся токсической и тер-

мальной нагрузкам. Дисперсионный анализ по-
казал статистически значимое влияние Cu 
на ПА и АА (табл. 2), сила тормозящего эффек-
та составила 86 и 51% на 14-е сутки опыта. 
Кроме того, обнаружено значимое влияние на-
грева воды на ПА, сила эффекта равна 47%. 

Активность АХЭ в мозге плотвы была 
ниже на 28 % по сравнению с контролем спустя 
семь суток экспозиции в растворе Cu с концен-
трацией 0.1 мг/л (табл. 1). Краткосрочная тер-
мальная нагрузка снизила активность АХЭ на 26 
и 29% у плотвы, выдержанной в растворах Cu 
(0.01 и 0.1 мг/л соответственно) по сравнению 
с контрольной группой рыб, не подвергшихся 
токсической и термальной нагрузкам. Содержа-
ние ВРБ было на 58 и 47% выше контроля при 
концентрации Cu 0.01 мг/л и 0.1 мг/л соответст-
венно. Последующая термальная нагрузка 
не повлияла на содержание ВРБ. 

На 14-е сутки эксперимента активность 
АХЭ мозга рыб, находившихся в растворах Cu 
с концентрацией 0.1 мг/л, была на 16% ниже 
контроля (табл. 1). Нагрев воды со скоростью 
8ºС/ч у рыб опытных групп еще больше снизил 
активность АХЭ – на 30 и 29% (Cu 0.01 и 
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0.1 мг/л соответственно) по сравнению с кон-
трольной группой. При этом температурное воз-
действие снижало активность АХЭ на 24% 
от контроля. Содержание ВРБ у рыб, подверг-
шихся токсической и термальной нагрузкам, 
статистически значимо не отличалось от значе-
ний показателя в контрольной группе. Диспер-

сионный анализ показал статистически значимое 
влияние Cu на АХЭ и ВРБ в течение первых се-
ми суток. Сила тормозящего эффекта составила 
19 и 33% соответственно (табл. 2). Также отме-
чено значимое влияние нагрева воды на АХЭ, 
сила эффекта на 14 сут составила 24%. 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Температура среды играет как непосред-

ственную роль в распространении и выжива-
нии эктотермов посредством воздействия 
на их физиологию, так и косвенную, влияя 
на восприимчивость организма к другим био-
тическим и абиотическим стрессорам. В осно-
ве взаимодействия эффектов температуры и 
металлов лежит нарушение обмена веществ, а 
изменение энергетического метаболизма игра-
ет ключевую роль в синергических эффектах 
этих факторов [Sokolova, Lannig, 2008]. 

Ранее при экспозиции пецилии Poecilia 
vivipara в растворах Cu (9 и 20 мкг/л) в течение 
96 ч при температуре 22°C и 28°C было пока-
зано, что акклимация к повышенной темпера-
туре увеличивает токсичность этого металла. 
Физиологический механизм связан с повы-
шенным накоплением Cu в тканях и окисли-
тельным стрессом, проявляющимся в сниже-
нии общей антиоксидантной способности и 
повышении окислительных повреждений. Этот 
эффект тканеспецифичен и наиболее выражен 
в печени. Кроме того, воздействие Cu при по-
вышенной температуре понижает значения 
КТМ, что может привести к снижению термо-
устойчивости рыб и поставит под угрозу их 
выживание [Zebral et al., 2019]. Повышение 
температуры воды со скоростью 4°С/ч и осо-
бенно 50°С/ч увеличивало чувствительность 
кишечных гликозидаз молоди плотвы к in vitro 
действию Cu в концентрациях 0.1–25 мг/л. 
Это проявлялось как в увеличении тормозяще-
го эффекта при одной и той же концентрации, 
так и в снижении АА при более низких кон-
центрациях Cu [Golovanova, Golovanov, 2014]. 

Снижение активности пищеварительных 
(протеаза, амилаза) и антиоксидантных (супер-
оксиддисмутаза, каталаза) ферментов в кишеч-
нике и гепатопанкреасе отмечено при длитель-
ной 20-суточной экспозиции молоди карася 
Carassius carassius к растворенной в воде Cu (0.3 
и 0.6 мг/л). Однако активность всех ферментов 
значительно увеличивалась при кратковремен-
ном воздействии (1 сут) и наиболее высокой 
концентрации Cu (0.6 мг/л). После 20-суточного 
пребывания в чистой воде она восстанавлива-
лась до контрольного уровня [Jiang et al., 2016].  

В нашей работе установлено, что Cu 
в концентрациях, встречающихся в водной сре-
де, может изменять активность пищеваритель-
ных гидролаз в кишечнике молоди плотвы. 
Если АА снижалась при экспозиции в концен-
трациях 0.01 и 0.1 мг/л Cu, то ПА – снижалась 
при более низкой и повышалась при более вы-
сокой концентрации металла. Последующая 
функциональная нагрузка (нагрев воды со ско-
ростью 8ºС/ч до достижения КТМ) не влиял 
на выявленные эффекты. В то же время, сам 
термальный стресс снижал АА на 21% и повы-
шал ПА на 32% от контроля (группа рыб, 
не подвергшихся токсической и термальной 
нагрузкам). Снижение активности пищевари-
тельных гидролаз при хроническом действии 
Cu или резком повышении температуры среды, 
приводящее к замедлению ассимиляции пищи, 
согласуется с полученными ранее данными 
[Golovanova et al., 2013; Kuz’mina, 2017; 
Golovanova et al., 2021]. В то же время отсутст-
вие влияния термального стресса на активность 
протеиназ и гликозидаз в результате хрониче-
ского действия Cu выявлено впервые. Повыше-
ние ПА в кишечнике плотвы согласуется с рос-
том активности протеиназ в гепатопанкреасе 
карася при 1 сут воздействии Cu в концентра-
ции 0.6 мг/л [Jiang et al., 2016], указывая на за-
висимость эффекта от продолжительности воз-
действия и концентрации металла.  

Активность АХЭ в мозге и других орга-
нах и тканях достаточно давно и часто исполь-
зуется как один из наиболее известных био-
маркеров для оценки состояния здоровья рыб 
и качества среды их обитания при ее загрязне-
нии такими загрязняющими веществами как 
фосфорорганические (ФОП) и карбаматные 
(КП) пестициды (Sturn et al., 1999; Kirby et al., 
2000; Tlili et al., 2010; Nunes, 2011). Другие 
вещества – либо не действуют, либо повыша-
ют активность АХЭ. Причем, если для ФОС и 
КП однозначно установлено ингибирование 
активности АХЭ рыб как в условиях in vitro, 
так и in vivo, то для других веществ таких дан-
ных пока недостаточно. 
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Таблица 1. Протеолитическая и амилолитическая активность в кишечнике, активность АХЭ и содержание ВРБ 
в мозге у молоди плотвы контрольной (Cu 0 мг/л без нагрева воды) и экспериментальных групп 

Table 1. Proteolytic and amylolytic activities in the intestine, AChE activity and WSP content in brain of juvenile roach 
of the control (Cu 0 mg/l without water heating) and experimental groups 

Показатель 
Indicator 

Контроль 
Control 

Cu 0.01 
мг/л 

Cu 0.01 
mg/l 

Cu 0.1 
мг/л 

Cu 0.1 
mg/l 

Нагрев 
воды 
Water 

heating 

Нагрев во-
ды+Cu 0.01 

мг/л 
Water heat-

ing 
+Cu 0.01 

mg/l 

Нагрев во-
ды+Cu 0.1 

мг/л 
Water heat-

ing 
+Cu 0.1 mg/l 

7 сут 
Протеолитическая активность, 
мкмоль/г·мин 
Proteolytic activity, μmol/g⋅min 

4.24±0.25 
а 

4.42±0.11 
а 

4.12±0.29 
а 

5.61±0.26 
б 

4.82±0.12 а,б 5.53±0.23 б 

Амилолитическая активность, 
мкмоль/г·мин 
Amylolytic activity, μmol/g⋅min 

57.67±2.95 
a 

39.17±1.25 
в 

44.83±2.09 
б,в 

45.56±3.76 
б,в 

37.83±1.97 в 51.50±1.15 а,б 

Активность АХЭ, 
мкмоль/г·мин 
AChE activity, μmol/g⋅min 

18.46±1.14 
а 

15.49±0.89 
а,б 

13.38±0.66 
б 

15.55±1.37 
а,б 

13.58±0.50 б 13.07±0.64 б 

Содержание ВРБ, мг/г 
WSP content, mg/g 

15.85±1.26 
а 

25.06±0.86 
в 

23.26±1.12 
в 

17.72±1.47 
а,б 

21.51±1.47 б,в 23.40±0.48 в 

14 сут 
Протеолитическая активность, 
мкмоль/г·мин 
Proteolytic activity, μmol/g⋅min 

6.40±0.19 
а 

2.77±0.14 
г 

8.11±0.19 
б 

5.40±0.22 
в 

2.33±0.19 г 8.63±0.15 б 

Амилолитическая активность, 
мкмоль/г·мин 
Amylolytic activity, μmol/g⋅min 

59.50±3.12 
а 

39.33±2.28 
в 

39.83±3.03 
в 

55.67±2.75 
а,б 

39.67±1.81 в 46.50±0.84 б,в 

Активность АХЭ, 
мкмоль/г·мин 
AChE activity, μmol/g⋅min 

15.73±1.22 
а 

14.78±0.77 
а,б 

13.15±0.49 
б,в 

11.93±0.83 
в 

11.06±0.93 в 11.19±0.40 в 

Содержание ВРБ, мг/г 
WSP content, mg/g 

31.61±1.51 
а,б 

34.17±1.70 
а 

29.78±0.83 
б 

31.60±0.97 
а,б 

29.11±1.05 б 30.25±0.96 б 

Примечание. Здесь и в табл. 2: АХЭ – ацетилхолинэстераза, ВРБ – водорастворимый белок; показатели в строке с 
разными индексами статистически значимо различаются (ANOVA, Тьюки-тест, p ≤ 0.05). 

Note. Here and in table 2: AChE is acetylcholinesterase, WSP is water-soluble protein; parameters in a row with differ-
ent letters are statistically significantly different (ANOVA, Tukey test, p ≤ 0.05).  

В последнее время показано, что ионы 
Cu в условиях in vitro при прямом межмолеку-
лярном взаимодействии не ингибируют актив-
ность АХЭ мозга аквариумной рыбки данио-
рерио Danio rerio в ряду концентраций от 0.01 
до 20 мМ (0.64–1280 мг/л). При этом расчетная 
концентрация Cu, ингибирующая активность 
АХЭ в этих условиях на 50% (IC50), составляет 
55.78 мМ (3570 мг/л) [de Lima et al., 2013]. 
Для АХЭ мозга манагуанской цихлазомы 
Parachromis managuensis, значение IC50 для Cu 
в условиях in vitro составляет 773 мкМ 
(49.5 мг/л) [de Araújo et al., 2016]. Следует от-
метить, что такие экстремально высокие кон-
центрации не встречаются в природных вод-

ных объектах. Обычно концентрация Cu в чис-
тых поверхностных водах находится на уровне 
нескольких микрограммов на литр, а в загряз-
ненных – несколько сот микрограммов [Zhang 
et al., 2019]. В тех же экспериментах в услови-
ях in vivo экспозиция Danio rerio в растворах 
Cu с концентрацией 0.02 и 0.06 мг/л в течение 
семи суток не влияла на активность АХЭ 
во внутренних органах, но на вторые сутки 
была выше контроля на 175% при большей 
концентрации металла [de Lima et al., 2013].  

В другом in vivo исследовании при хрони-
ческом экспонировании лепорины Leporinus 
obtusidens в течение 30 сут в растворах Cu 
со сходными концентрациями, 0.018 и 0.038 мг/л,  
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Таблица 2. Статистическая значимость влияния Cu и последующего повышения температуры воды на протео-
литическую и амилолитическую активность в кишечнике, активность АХЭ и содержание ВРБ в мозге у молоди 
плотвы; в скобках сила влияния каждого фактора (%) 

Table 2. Statistical significance of the effect of Cu and the subsequent increase in water temperature (T) on proteolytic 
and amylolytic activity in the intestine, AChE activity and the content of WSP in the brain in roach fry; in brackets is 
the strength of influence of each factor (%) 

Показатель 
Indicator 

Фактор 7 сут 
Factor 7 days 

Фактор 14 сут 
Factor 14 days 

Cu 
Cu 

Нагрев 
воды 
Water 
heating 

Нагрев 
воды+Cu 

Water 
heating+Cu 

Cu 
Cu 

Нагрев 
воды 
Water 

heating 

Нагрев 
воды+Cu 

Water 
heating+Cu 

Протеолитическая активность 
Proteolytic activity 

0.3820 (3) 0.0000 (47) 0.0533 (9) 0.0000 (86) 0.0421 (0) 0.0004 (2) 

Амилолитическая активность 
Amylolytic activity 

0.0000 (31) 0.2501 (1) 0.0010 (15) 0.0000 (51) 0.5976 (0) 0.1047 (4) 

Активность АХЭ 
AChE activity 

0.0004 (19) 0.0262 (6) 0.3666 (2) 0.1359 (4) 0.0000 (24) 0.4523 (2) 

Содержание ВРБ 
WSP content 

0.0000 (33) 0.6245 (0) 0.1028 (4) 0.3152 (3) 0.1266 (3) 0.0475 (8) 

Примечание. Влияние фактора статистически значимо при уровне значимости p ≤ 0.05.  

Note. The influence of the factor is statistically significant at the significance level p ≤ 0.05. 

также наблюдали повышение активности АХЭ 
мозга по сравнению с первоначальным уров-
нем соответственно на 56 и 40%, а на 45-е сут 
– на 75 и 125% [Gioda et al., 2013]. В то же 
время аккумуляция Cu в мозге рыб в начале 
эксперимента и через 30 и 45 суток экспониро-
вания в растворах металла с этими концентра-
циями равнялись соответственно <4, 29.2 и 
30.3 мкг/г сырой ткани. Это более чем в 250 
раз ниже, чем значения IC50 АХЭ для Danio 
rerio [de Lima et al., 2013] и сопоставимо с IC50 
АХЭ манагуанской цихлазомы Parachromis 
managuensis. В почках, мышцах и печени рыб 
содержание Cu в течение всего эксперимента 
оставалось на одном уровне <4 мкг/г сырой 
ткани независимо от концентрации, в которой 
их экспонировали. Ранее было показано, что 
при индуцированном инъекцией адреналина 
стресс-ответе у окуня Perca fluviatilis актив-
ность АХЭ в мозге на начальном этапе кратко-
срочно снижается, а потом повышается и оста-
ется стабильно повышенной в течение не ме-
нее трех суток [Pavlov et al., 1994]. Такую же 
динамику демонстрировало и содержание ВРБ 
в мозге рыб. У стерляди Acipenser ruthenus по-
вышенная активность АХЭ и содержание ВРБ 
в мозге после инъекции кортикостероида дек-
саметазона (искусственный аналог стресс-
гормона гидрокортизола) сохранялась соответ-
ственно в течение 21 и 14 сут [Чуйко и др., 
2011 (Chuiko et al., 2011)]. Все это позволяет 
заключить, что повышенный уровень этих по-
казателей в мозге является частью стресс-
ответа рыб на действие различных стресс-

факторов. Можно предположить, что повыше-
ние или незначительное краткосрочное сниже-
ние с последующим повышением активности 
АХЭ и содержания ВРБ в мозге рыб при их 
экспонировании к токсикантам, не обладаю-
щим прямым антихолинэстеразным действием, 
в частности Cu, как раз и является таким 
стресс-ответом. 

В эксперименте с плотвой концентрации 
Cu, в которых экспонировали рыб, были со-
поставимы с теми, что использовались в экс-
периментах с лепориной [Gioda et al., 2013], 
но время экспозиции было в 3–4 раза меньше. 
При этом активность АХЭ в мозге плотвы 
в течение экспозиции в растворах Cu снижа-
лась. Это противоположным образом отлича-
ется от результатов предыдущих исследова-
ний, приведенных выше, где активность АХЭ 
рыб возрастала. Однако следует отметить, что 
статистически значимое снижение активности 
фермента у плотвы было <30% и наблюдалось 
при экспонировании рыб в наибольшей из всех 
исследованных концентраций 0.1 мг/л 
при достаточно продолжительной экспозиции 
(7 и 14 сут). Можно предположить, что в этих 
условиях концентрация Cu, накопившаяся 
в мозге рыб, достигла такого уровня, когда на-
чал проявляться ее ингибирующий эффект от-
носительно АХЭ мозга плотвы. Чтобы под-
твердить это предположение, необходимы до-
полнительные исследования in vitro. Вместе 
с тем, это было начальной фазой стресс-ответа 
на токсическое действие. У этих же рыб с са-
мого начала эксперимента наблюдалось устой-
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чивое повышение содержания ВРБ, что свиде-
тельствует в пользу второго предположения. 

Краткосрочная термальная функцио-
нальная нагрузка еще больше снижала актив-
ность АХЭ в мозге рыб, как у контрольных 
(интактных) рыб, так и у экспонированных 
в растворах Cu, а содержание ВРБ не измени-
лось по сравнению с рыбами, не подвергав-
шимся термальной нагрузке. Полученные ре-

зультаты предполагают, что при нагреве воды 
еще более усиливается ингибирующее дейст-
вие Cu на АХЭ мозга, в то время как повы-
шенный уровень ВРБ может указывать на ин-
тенсификацию связанных с усилением синтеза 
белка de novo репарационных процессов, на-
правленных на противодействие токсическому 
действию Cu.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В нашей работе установлено, что хрони-

ческое воздействие Cu в сублетальных кон-
центрациях 0.01 и 0.1 мг/л в течение 7 и 14 сут, 
а также увеличение температуры воды со ско-
ростью 8°С/ч приводят к изменению ПА и АА 
в кишечнике, а также активности АХЭ и со-
держания ВРБ в мозге молоди плотвы. Резкое 
повышение температуры воды снижало АА и 
активность АХЭ, но повышало ПА у рыб, не 
подвергавшихся действию Cu. У экспониро-
ванных к Cu рыб, АА была ниже контроля, 
ПА – лишь при наименьшей концентрации 
Cu на 14-е сутки (при большей концентрации 
Cu ПА повышалась на 27–35%). Последующий 
температурный стресс не изменял реакции 
протеиназ и гликозидаз на действие Cu. 
Активность АХЭ снижалась после воздействия 

Cu (0.1 мг/л), при этом последующая термиче-
ская нагрузка усиливала ингибирующее дейст-
вие металла. Увеличение содержания ВРБ вы-
явлено лишь на 7 сут воздействия Cu, при этом 
температурный стресс не оказывал влияния 
на выявленный эффект. Не отмечено значи-
тельных различий в значениях КТМ у рыб 
контрольной и подвергшихся воздействию 
Cu групп. Полученные данные свидетельству-
ют о зависимости активности пищеваритель-
ных и холинэргических ферментов от времени 
экспозиции и концентрации Cu, а также 
термального стресса. Результаты работы по-
зволят оценить экотоксикологический риск 
хронического действия Cu на физиолого-
биохимические показатели рыб при резком 
повышении температуры окружающей среды. 

Работа выполнена в рамках государственного задания 121051100100-8 и 121050500046-8. 
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EFFECTS OF SUBLETHAL CONCENTRATIONS OF COPPER 

AND THERMAL STRESS ON PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS 
OF JUVENILE ROACH RUTILIUS RUTILIUS 
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The effects of 7- and 14-day exposure to water-dissolved Cu at sublethal concentrations 0.01 and 0.1 mg/L 
and subsequent increase in water temperature at a rate of 8°C/h on intestinal proteolytic activity (PA) and amylo-
lytic activity (AA), as well as brain acetylcholinesterase (AChE) activity and water-soluble protein (WSP) con-
tent in juvenile roach Rutilus rutilus have been in vivo studied. Additionally, the values of upper sublethal tem-
perature were determined by the critical thermal maximum (CTM) method. The values of the CTM (27.5°C) did 
not differ in fish of control (exposure to 0 μg/L Cu) and Cu-exposed groups. After Cu exposure AA was 22–34% 
lower, PA was 57–64% lower at Cu concentration 0.01 mg/L, but 27–35% higher at Cu concentration 0.1 mg/L. 
Subsequent temperature stress did not change the response of proteinases and glycosidases to Cu. An increase in 
water temperature decreased AA by 21%, AChE activity by 24% in fish of the control group; but increased PA 
by 32%. AChE activity was 24–28% lower than the control after exposure to Cu (0.1 mg/L and short-term ther-
mal load increased the inhibitory effect of Cu. An increase of WSP content by 36–58% was revealed only after 
7 days of exposure to Cu, while temperature stress did not change of the effect. In general, Cu at concentrations 
found in the aquatic environment can reduce the activity of digestive hydrolases in the intestines of juvenile 
roach, reducing the rate of assimilation of protein and carbohydrate food components. Inhibition of brain AChE 
activity is enhanced by subsequent temperature stress. No significant differences were noticed in CTM values 
in fish of control and Cu-exposed group. The results obtained are important in assessing the environmental risks 
of chronic exposure to Cu in the zones of thermal pollution of water bodies. 

Keywords: roach, Cu, intestinal proteolytic and amylolytic activities, brain AChE and water-soluble protein, 
upper sublethal temperature, critical thermal maximum 
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