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Для оперативной оценки экологического состояния прибрежных морских акваторий 
Севастополя использован новый методологический подход, основанный на сравнительной 
оценке функционального состояния мидии Mytilus galloprovincialis, которую относят к 
ключевым видам экосистем прибрежных акваторий Черного моря. Оценку функциональ-
ного состояния мидий проводили путем неинвазивного измерения характеристик их кар-
диоритма в процессе тестирования по разработанному авторами методу функциональной 
нагрузки. В качестве контрольного применяли широко известный биохимический метод 
оценки состояния окислительного стресса по активности ферментов антиоксидантной 
системы, измеряемой в органах мидий. При тестировании мидий по методу функциональ-
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ной нагрузки измерялись два показателя работы кардиосистемы — время восстановления 
частоты сердечных сокращений после снятия нагрузки и коэффициент вариации частоты 
сердечных сокращений в восстановительный период. Установлено, что эти показатели 
значительно различаются для мидий, обитающих в разных по антропогенной нагрузке 
акваториях. В относительно чистых бухтах с хорошим водообменом (Казачья и Каран-
тинная бухты) они были значительно ниже этих биомаркеров для загрязненных акваторий 
(две локации в Южной бухте с низким уровнем водообмена). Исследования, проведенные 
на основе биомаркеров окислительного стресса, дали сходную сравнительную оценку. 
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New methodological approach to express assessment of ecological state in the coastal 
areas of the Black Sea is proposed on the base of functional state evaluation for mussel Mytilus 
galloprovincialis. Non-invasive cardiac activity of mussels under a short-term functional loading 
(salinity change) was monitored in four differently polluted sites at Sevastopol city to detect 
early signs of their physiological state deterioration. As the control, the biochemical method of 
antioxidative stress (AOS) assessment was applied that is widely implicated in bioindication of 
marine environments. The sites in the Yuzhnaya/South Bay were defined as the most contami-
nated ones where the mussels demonstrated a prolonged recovery of the heart rate (76.8 min) 
and high variation of the heart rate after loading (24 %), while the mussels from the Kazachya 
Bay had rapid recovery (35.3 min) and lower variation of the heart rate (9 %) after removal of 
the stress load. The biochemical assessment showed the same results. The poor ecological state 
of the South Bay is obviously caused by heightened concentrations of heavy metals, as Pb, Sn, 
and Cu, detected in the hepatopancreas of tested mussels. The levels of antioxidative system 
parameters (e.g. glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase activity) correlated 
significantly with Pb content in the hepatopancreas (R2 = 0.89–0.92) and were heightened, as 
well. Prospects of the proposed biomarkers application in biomonitoring and their relevance 
for the risk assessment in aquatic ecosystems are discussed. 

Key words: bioindication, Sevastopol bays, ecological state assessment, bivalve, Mytilus 
galloprovincialis, heart rate recovery, oxidative stress biomarker.

Введение
В современных условиях все возрастающего антропогенного воздействия на 

окружающую среду, и особенно на водные экосистемы, возникла необходимость объ-
единения усилий ряда европейских государств для определения четкой генеральной 
политики в области стратегии оценки состояния морей и океанов и стратегии морских 
исследований (Directive 2008/56/EC (http://eea.europa.eu)) Европейского Парламента и 
Комитета от 17 июня 2008 г. в рамках Директивы морской рамочной стратегии (Marine 
Strategy Framework Directive). В ряде документов (Directive 2008/56/ЕС; Davies and 
Vethaak, 2012) отмечается необходимость развития новых методологических приемов 
и инструментальных подходов для выработки критериев оценки состояния здоровья 
экосистем, основанных на применении биологических методов. Так, для объединения 
усилий стран Средиземноморского бассейна по организации мониторинга биологиче-
ких эффектов загрязнения (MEDPOL Phase IV (2006-2013)) Барселонской конвенцией 
была принята Стратегия развития индикаторов состояния морских акваторий Среди-
земного моря — Mediterranean Marine Pollution Indicators (MPIs). Эта стратегия под-
разумевает развитие новых методов и методологии оценки здоровья (в отечественной 
литературе — состояния) морских экосистем (marine ecosystem health assessment), 
которая может быть использована в области защиты и охраны Средиземноморского 
бассейна и прибрежных морских акваторий других морей. 

В последние 20 лет рядом исследований показана эффективность применения 
биомаркеров в индикации биологических эффектов загрязняющих веществ или их 
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смесей на состояние экосистем (Lehtonen et al., 2014; Turja et al., 2014). В связи с этим 
исследования последних лет отечественных и зарубежных ученых были направлены 
на выработку интегральных критериев и методов, основанных на биомаркерных по-
казателях мидий и рыб, а также определении концентраций загрязняющих веществ 
или их смесей в поверхностных седиментах и органах морских животных. Под био-
маркером понимается ответная реакция организма на биологически значимое для 
него воздействие различной природы (Depledge, Andersen, 1990; Depledge et al., 1995; 
Kuznetsova, Kholodkevich, 2015). Такого же рода рекомендации по применению биомар-
керных показателей были приведены в документах ICES Working Group on Biological 
Effects of Contaminants* и в Директиве ЕС (Directive 2008/56/EC). Естественно, что 
рекомендованные показатели прошли сначала апробацию в сертифицированных ла-
бораториях мира. 

Исходя из выдвинутой британскими учеными парадигмы: «Здоровые животные 
— здоровая экосистема» (Depledge, Galloway, 2005), такого рода биомаркерные иссле-
дования, проводимые на отдельных организмах (случайным образом взятых из природ-
ной популяции), позволяют распространить выводы на состояние популяции и, таким 
образом, опосредованно судить об экологическом состоянии (здоровье) акватории, в 
которой обитают изучаемые животные — биологические «мишени» интегрального 
токсического действия загрязняющих веществ (Depledge, Fossi, 1994; Depledge et al., 
1995; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015).

Важное достоинство данного подхода — то, что регистрируемые эффекты про-
являются на организменном уровне при воздействии еще сублетальных концентраций 
загрязнений водной среды (Biomarkers..., 1992; Kopecka et al., 2006; Чуйко, 2014; 
Lehtonen et al., 2014; Климова и др., 2017). Это позволяет обнаруживать изменения 
состояния «здоровья» (определяемые по интегральным показателям (Beliaeff, Burgeot, 
2002): condition factor, сondition index, integrated biomarker response — IBR) отдельных 
видов животных задолго до наступления серьезных изменений или даже деградаций 
популяций, сообществ и нарушений экосистем, в которых они обитают (Depledge, 
Andersen, 1990; Handy et al., 2003; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015).

Определен целый ряд живых организмов, используемых для диагностики со-
стояния окружающей водной среды. International Council for the Exploration of the Sea 
(ICES) приводит мидию Mytilus sp. в Перечне видов-«мишеней», рекомендованных при 
проведении биомониторинговых исследований с целью оценки экологического состоя-
ния водных экосистем*. При этом изучение биомаркерного «отклика» этих моллюсков 
(например, мидий) может быть проведено как на генном, так и на организменном и 
тканевом уровнях (Handy et al., 2003; Depledge, Galloway, 2005; Солдатов и др., 2008, 
2014; Kholodkevich et al., 2011). 

Снижение адаптационных возможностей организма (в том числе способности 
быстро восстанавливаться после нагрузочных воздействий) служит прогностическим 
признаком, подтверждающим возникновение и развитие заболевания, и может быть 
выявлено методом функциональной нагрузки (функциональной пробы) еще задолго 
до явного проявления признаков серьезного заболевания не только у человека, но и у 
беспозвоночных животных (Кузнецова и др., 2010; Холодкевич и др., 2012; Кузнецова, 
2013). В частности, для индикации адаптационных возможностей организма в насто-
ящее время считается обоснованным использование показателей функционирования 
сердечно-сосудистой системы (Баевский, Берсенева, 1997; Федотов и др., 2000; Хо-
лодкевич и др., 2009; Кузнецова и др., 2010; Кузнецова, 2013). Фактически быстрота 
восстановления кардиоритма после стандартизованных воздействий характеризует 
возможности организма к компенсации изменений, вызванных воздействием внешних 
факторов, что является важным признаком здоровья животного (Kholodkevich et al., 
2011; Turja et al., 2014; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015).

* ICES. Report of the Working Group on Biological Effects of Contaminants (WGBEC). Ales-
sandria, Italy, 2007. CM 2007/MHC:03. 129 p.
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Адаптивность кардиосистемы живых организмов может рассматриваться как 
интегральный компенсаторный ответ организма на изменение целого ряда биоло-
гически значимых для вида факторов внутренней и внешней среды. Адаптивные 
возможности кардиореспираторной системы отражают интенсивность физиологи-
ческих процессов, а также во многих случаях позволяют судить о функциональном 
состоянии организма в целом (Баевский, Берсенева, 1997; Bamber, Depledge, 1997; 
Федотов и др., 2000; Кузнецова и др., 2010). Высокая чувствительность характе-
ристик кардиоритма мидий при воздействии тяжелых металлов была показана 
ранее (Curtis et al., 2000; Brown et al., 2004; Fokina et al., 2013), так же как амми-
ака (Bloxham et al., 1999), детергента (Kuznetsova, Kholodkevich, 2015) и нефти 
(Bakhmet et al., 2009). То же относится к биомаркерам двигательной активности 
створок двустворчатых моллюсков (Kramer, Foekema, 2000; Трусевич и др., 2004, 
2015; Borcherding, 2006). 

Один из эффективных методов диагностики здоровья животных — метод функ-
ционального тестирования, применяемый в медицине и физиологии, в котором изме-
ряется скорость адаптации животного к той или иной кратковременной стрессовой 
нагрузке (Баевский, Берсенева, 1997; Кузнецова, 2013; Kuznetsova, Kholodkevich, 
2015). Метод достаточно широко используется в экофизиологических исследованиях 
на позвоночных и беспозвоночных (Фролов, 1972; Bamber, Depledge, 1997; Curtis 
et al., 2000; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015). Показатель быстроты восстановления 
ритма сердца свидетельствует о функциональных резервах организма и, в случае 
медленного восстановления ритма или отсутствия такого восстановления, является 
показателем ранних признаков ухудшения здоровья. 

В данной работе в качестве биомаркеров загрязнения акваторий г. Севастополь 
применяли предложенное ранее (Kholodkevich et al., 2011; Холодкевич и др., 2012; 
Kuznetsova, Kholodkevich, 2015) время восстановления частоты сердечных сокра-
щений (ЧСС) до фонового уровня после снятия кратковременной функциональной 
нагрузки (изменения солености воды на 50 % от нативной). Вторым показателем 
нами был выбран коэффициент вариации ЧСС (КВЧСС) выборки тестируемых мол-
люсков. Данный подход прошел успешную апробацию в полевых исследованиях 
(Kholodkevich et al., 2011; Холодкевич и др., 2015), в которых была выявлена связь 
антропогенного загрязнения водной среды с предложенными физиологическими 
биомаркерами.

 В настоящее время при оценках биологических эффектов загрязнения во-
дных экосистем широко применяют биохимические показатели окислительного 
стресса, обусловленного реакцией организмов на загрязнение среды обитания 
(Depledge, Fossi, 1994; Sheehan et al., 1995). Считается, что контроль состояния 
антиоксидантной системы двустворчатых моллюсков позволяет судить об уровне 
стрессированности организма, обусловленной неблагоприятным качеством среды 
обитания и, таким образом, может использоваться при биоиндикации качества 
пресноводных и морских акваторий (Biomarkers…, 1992; Rodriguez-Ortega et al., 
2002; Roméо et al., 2005; Солдатов и др., 2007, 2008; Чуйко, 2014; Lloret et al., 2014; 
Лукьянова, Корчагин, 2017). 

Целью настоящей работы являлись апробация и дальнейшее развитие нового 
методологического подхода к оперативной оценке состояния морских прибрежных 
акваторий (на примере 4 различающихся уровнями антропогенной нагрузки аквато-
рий Севастополя) на основе оценок функционального состояния обитающих в них 
мидий путем измерения физиологических биомаркеров (характеристик кардиоритма 
животных). В качестве независимого контроля физиологического состояния живот-
ных в работе использовали общепринятые (Directive 2000/60/ЕС (http://ec.europa.
eu/environment/water/water-framework/info/intro_en.htm)) биохимические показатели 
окислительного стресса (COMMISSION DECISION of 1 September 2010 on criteria 
and methodological standards on good environmental status of marine waters (notified 
under document C(2010) 5956) (mcc.jrc.ec.europa.eu›documents/201409161330.pdf)).
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Mатериалы и методы
Объектами исследования в настоящей работе были 4 морские акватории Сева-

стополя (Черное море): бухты Казачья, Карантинная и Южная (вблизи ее выхода (у 
Графской пристани) и в ее кутовой, оконечной, части). Оценка состояния акваторий 
делалась на основе диагностики функционального состояния обитающих в них видов 
гидробионтов, занимающих важное место в нормальном функционировании их био-
ценоза. Предметом исследования являлось функциональное состояние мидии Mytilus 
galloprovincialis, обитающей в этих акваториях, оцениваемое с помощью различных 
физиологических и биохимических биомаркеров. 

Характеристика исследуемых акваторий. Из 15 бухт Севастополя для иссле-
дования были выбраны 4 локации, в которых проводили сбор моллюсков. Это Казачья 
бухта, Карантинная бухта, 2 локации в Южной бухте. Все выбранные локации значи-
тельно различаются по водообмену, стратификации, перемешиванию воды и особенно 
по степени антропогенного воздействия на них (рис. 1).

Рис. 1. Схема расположения изучаемых бухт г. Севастополь. Точками указаны места сбора 
моллюсков

Fig. 1. Scheme of the studied bays of Sevastopol. Sites of mussels sampling are shown by black 
points

Казачья бухта расположена ближе к открытой части моря, имеет активный водо-
обмен. Уровень антропогенной нагрузки невысок (Миронов и др., 2002). Содержание 
нефтяных углеводородов в воде крайне низкое (следовые количества), а в грунте не 
превышает 28 мг 100 г–1 сухого остатка, что характерно для относительно чистых мор-
ских акваторий. Остальные характеристики донных осадков (натуральная влажность, 
рН, Eh, содержание тяжелых металлов, свободных и связанных битумоидов) близки 
к таковым для грунтов открытой части моря (Миронов и др., 2002; Игнатьева и др., 
2005; Губанов и др., 2010). По санитарно-гигиеническим нормам концентрации иссле-
дованных тяжелых металлов бухта является перспективной акваторией для создания 
марихозяйств по культивированию моллюсков (Козинцев, 2006).

Карантинная бухта расположена на входе в Севастопольскую бухту, поэтому водо-
обмен несколько ограничен, но каких-либо причалов и предприятий нет. Экологическое 
состояние бухты близко к внешней стороне расположенной рядом Карантинной бухты 
(Миронов и др., 2002). Большая часть дна покрыта алевритовым и алевро-пелитовым 
илом. Уровень свободных битумоидов в грунтах находится в пределах 0,5–1,5 г 100 г–1 
сухой массы. Количество органических соединений варьирует от 1 до 5 % (массовая 
доля). Содержание тяжелых металлов (Cu, Zn) в грунте не превышает 1 мг кг–1 сухой 
массы (Игнатьева и др., 2005; Губанов и др., 2010). Исключение составили соли Mn, 
их уровень превысил 13 мг кг–1 сухой массы, но исследователи (Губанов и др., 2010) 
считают, что это не результат антропогенной нагрузки, а следствие естественных ги-
дрохимических процессов — смен окислительной обстановки на восстановительную. 



220

Это означает, что данная акватория также не испытывает существенной антропогенной 
нагрузки. 

Графская пристань расположена в выходе из Южной бухты. Имеет значительно 
лучший водообмен и, как следствие, испытывает меньшую антропогенную нагрузку 
(Миронов и др., 2002; Игнатьева и др., 2005; Губанов и др., 2010). Здесь швартуются 
рейсовые катера, осуществляющие перевозку населения в различные районы Сева-
стополя. 

Кутовая часть Южной бухты наиболее удалена от открытой части моря. Водообмен 
крайне низкий. В этой акватории находится большое количество причалов, а на выходе 
из бухты — судоремонтный завод (Миронов и др., 2002). Дно акватории заполнено 
черным пелитовым илом. Уровень нефтяных углеводородов в донных осадках достигал 
960–1330 мг 100 г–1 сухого остатка, что составляет почти 80 % липидно-углеводородного 
комплекса. Сравнительно высокое содержание в грунтах было отмечено и для солей 
тяжелых металлов (Cu, Zn, Mn). Оно в 2–7 раз превышало значения, зарегистриро-
ванные для других бухт, причем исследователи (Овсяный и др., 2003; Игнатьева и др., 
2005; Губанов и др., 2010) особо отмечают высокий уровень Cu — 11,19 мг кг–1 сухой 
массы. Содержание других тяжелых металлов не определялось. Все вышеперечис-
ленное отражает достаточно высокую степень антропогенной загрязненности бухты. 

Отбор мидий и их содержание в лабораторных условиях. Мидий отбирали в 
летний сезон с глубины около 1 м из каждой исследуемой локации, с твердого субстрата 
(камень, бетон) при помощи металлического cкребка, чтобы не повредить биссусный 
аппарат. Старались отбирать мидий близкого размерного состава — 48–59 мм. Всего 
было отобрано по 20 животных с каждой изучаемой локации. Мидии были доставлены 
в лабораторию Института морских биологических исследований им. А.О. Ковалевского 
РАН (г. Севастополь) в термостатируемых полиэтиленовых емкостях с морской водой. 
Далее их пересаживали в отдельные стеклянные экспериментальные аквариумы емкостью 
10 л с аэрируемой морской водой, привезенной из мест сбора моллюсков. Температура 
воды в проточном аквариуме соответствовала температуре воды в море и в течение 
суток изменялась в пределах 20–22 оС. Кормления мидий во время экспериментов не 
проводили, но они могли получать некоторое питание из непрерывно поступающей в 
проточные аквариумы природной морской воды. 

Волоконно-оптический метод неинвазивной регистрации кардиоритма 
мидий и анализ его характеристик в реальном времени. Для регистрации кардио-
ритма тестируемых мидий на их раковину (без ее повреждения) в точке регистрации 
четкой и устойчиво воспроизводимой пульсации сердца приклеивали специальный 
миниатюрный пластмассовый держатель, в котором затем фиксировали волоконно-
оптический датчик (общая масса не превышает 2 г), не препятствующий двигательной 
и фильтрационной активности моллюсков. Регистрацию кардиоритма мидий прово-
дили с помощью лазерного волоконно-оптического фотоплетизмографа (Федотов и 
др., 2000; Пат. РФ № 2308720), а также оригинального программного обеспечения 
VarPulse (Kholodkevich et al., 2008, 2013), позволяющего в реальном времени оценивать 
уровень стрессированности одновременно у 8 бентосных беспозвоночных с жестким 
наружным покровом (раков, крабов и раковинных моллюсков) (Kholodkevich et al., 2008, 
2011). Так же, как и ранее (Холодкевич и др., 2015), в экспериментах использовали 
одновременно по две 8-канальных установки, что позволяло регистрировать сигналы 
одновременно у 16 мидий, тем самым обеспечивая условия для необходимого объема 
выборочной совокупности для статистической обработки данных по мидиям из каждой 
исследуемой акватории. 

Процедура тестирования функционального состояния моллюсков. Для те-
стирования моллюсков из разных бухт г. Севастополь в течение 1–2 ч после сбора 
доставляли в лабораторию, наклеивали миниатюрные волоконно-оптические дат-
чики. Через несколько часов, после стабилизации ЧСС у большинства моллюсков, 
проводилось тестирование их функционального состояния по методу функциональ-
ной нагрузки. 
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В качестве стандартизованной функциональной нагрузки применяли быстрое (в те-
чение 2–3 мин) понижение солености воды с 18 до 9–10 ‰ (т.е. в пределах толерантности 
вида) на 1 ч путем добавления в аквариум необходимого количества дистиллированной 
воды. Такое воздействие носило гипоосмотический по модальности характер. Для диа-
гностики функционального состояния мидий анализировали адаптивную перестройку 
сердечного ритма после восстановления солености воды в аквариумах до природного 
уровня (Kholodkevich et al., 2011; Холодкевич и др., 2012; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015). 
При этом из 20 животных (собранных в каждой акватории) для диагностики отбирались 
только те 15–16 особей, которые к началу тестирования стабильно демонстрировали 
ЧСС, соответствующие состоянию активной фильтрации для данной температуры воды 
(20–22 оС).

Оценки функционального состояния моллюсков в соответствии с рекомендациями 
(Холодкевич и др., 2012; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015) проводились на основе изме-
рения времени восстановления ЧСС (Твосст), т.е. промежутка времени между моментом 
восстановления исходной солености воды и до отсутствия достоверных отличий ЧСС 
от фоновых значений, наблюдавшихся до изменения (понижения) солености воды. 
Базовыми (фоновыми) характеристиками кардиоритма мидий служили средние вели-
чины ЧСС и среднеквадратичного отклонения в выборке из 50 ударов сердца мидии 
за 2 ч фоновых наблюдений.

Схематически процедуры тестирования и вычисления времени восстановления 
паттерна ЧСС представлены на рис. 2.

Рис. 2. Изменение частоты сердечных сокращений (ЧСС) у мидии в процессе тестиро-
вания на основе гипоосмотического стресс-воздействия (1 — тренд средней ЧСС до, во время 
воздействия и после восстановления первоначальной солености воды; 2 — среднее значение 
ЧСС по группе мидий в спокойном, фоновом, состоянии; 3 — время восстановления фоновой 
ЧСС после возвращения к исходной солености воды). Стрелки показывают время начала из-
менения солености (стрелка вниз) и начала восстановления первоначальной солености воды 
(стрелка вверх)

Fig. 2. Heart rate changes for mussels under hypo-osmotic stress-load (1 — trend of mean heart 
rate before salinity change, under lowered salinity, and after return to initial salinity; 2 — heart rate 
in background conditions; 3 — heart rate recovery time (min) after return to initial salinity. Arrows 
indicate the beginning of salinity change (arrow down) and beginning of its restoration) (arrow up)

Коэффициент вариации, характеризующий вариабельность средних значений 
ЧСС в тестируемой группе моллюсков, определялся в момент времени достоверного 
восстановления фоновых значений ЧСС по формуле КВЧСС = СКО/ЧССср, где СКО — 
среднеквадратичное отклонение; ЧССср — среднее значение ЧСС.

Более детальное, попарное сравнение средних значений ЧСС и их дисперсий у 
мидий, собранных с разных локаций, проводили с помощью критерия Фишера, ис-
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пользуя PAST 3.15. Целью дисперсионного анализа являлась проверка значимости 
различий между средними в разных группах с помощью сравнения дисперсий этих 
групп. Разделение общей дисперсии на несколько источников (связанных с различными 
эффектами) позволяет сравнивать дисперсию, вызванную различием между сравнива-
емыми группами, с дисперсией, вызванной внутригрупповой изменчивостью (statsoft.
ru/products/STATISTICA_Base/analysis-of-variance.php). Применяли также поправку 
Бонферрони — один из методов контроля групповой вероятности ошибки (первого 
рода). Она вводилась нами для выявления в случае множественного сравнения уровня 
значимости различий между локациями обследования. Предварительно анализируе-
мые данные по средним ЧСС проверяли на нормальность по критерию Шапиро-Уилка 
(ГОСТ Р ИСО 5479-2002). Проверку нормальности распределения биомаркера Твосст 
также выполняли по критерию Шапиро-Уилка.

Определение показателей окислительного стресса. Показатели окислительного 
стресса определяли в гепатопанкреасе мидий. Гепатопанкреас двустворчатых моллю-
сков способен нейтрализовать достаточно широкий спектр ксенобиотиков. Активное 
участие в этом принимает антиоксидантный ферментный комплекс данного органа, 
поэтому хронические биологические эффекты аккумулированных тканями моллюска 
химических соединений оценивали с использованием этого подхода. Препарирование 
проводили с использованием ледяной бани (0–4 оС). Образцы гепатопанкреаса упа-
ковывали в пищевую фольгу и хранили при температуре минус 30 оС в морозильной 
камере Liebherr (Германия). Навеску замороженной ткани (150–400 мг) на холоде из-
мельчали при помощи гомогенизатора Поттера. Трансформирующей средой являлся 
1,15 %-ный раствор KCl. Фрагменты тканей осаждали центрифугированием: 6000 об 
мин–1 в течение 15 мин. Для этих целей применяли рефрижераторную центрифугу 
К-23D (Германия).

Количество активных продуктов тиобарбитуровой кислоты (ТБК-АП) в тканях 
оценивали по реакции продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) (малонового 
диальдeгида — МДА) с 2-тиобарбитуровой кислотой (Ohkawa et al., 1979). Активность 
каталазы (КАТ) определяли по реакции перекиси водорода с молибдатом аммония и 
образованию желтоокрашенного комплекса (Гирин, 1999). Активность супероксид-
дисмутазы (СОД) оценивали по степени ингибирования восстановления нитросинего 
тетразолия в присутствии восстановленного НАДН2 и феназинметасульфата (Пересле-
гина, 1989), а активность глутатионпероксидазы (ГП) — по накоплению окисленного 
глутатиона (ГSSГ) (Переслегина, 1989). Контроль содержания белка в гомогенатах 
осуществляли по методу Лоури (Lowry et al., 1951). Все измерения проводили на одно-
лучевом спектрофотометре СФ-26.

Сравнение выборочных совокупностей проводили при помощи t-критерия Стъю-
дента. О нормальности распределения судили по критерию Пирсона. Результаты пред-
ставлены как xSx ± . Статистическая обработка и графическое оформление выполнено 
с применением стандартного пакета Grafer (версия 7). 

Определение тяжелых металлов в тканях мидий. Случайным образом 
отобранные мидии из группы прошедших тестирование с изменением солености 
(10–16 особей для каждого места) были отобраны для анализа содержания тяжелых 
металлов в их тканях. Мидий помещали в полиэтиленовые пакеты, замораживали 
и хранили в холоде до проведения лабораторного химического анализа с помощью 
спектрофотометра с индуктивно-связанной плазмой ICP-MS (Алемасова и др., 2003). 
Непосредственно перед анализом мягкие ткани отделяли от раковин пластмассовым 
ножом на холоде. Далее применяли кислотный метод вываривания при комнатной 
температуре в концентрированной HNO3 в течение по крайней мере 10 ч, затем до-
бавляли 2 мл 33 %-ной концентрированной H2O2. Полученная смесь нагревалась до 
90 оC до испарения и формирования влажных солей. В полученную солевую смесь 
добавляли 2 мл концентрированной HNO3, затем образец охлаждался до комнатной 
температуры, после чего в него добавляли очищенную с помощью системы Mili-Q воду 
до объема 100 мл. Образцы анализировались с помощью спектрофотометра ICP-MS 
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(Алемасова и др., 2003) с индуктивно связанной плазмой. В работе использовался спек-
трометр марки ICPE-9000 (Shimadzu), который обеспечивает определение большинства 
элементов на уровне 1–10 ppb и ниже при диапазоне линейности 5–6 порядков. Все 
измерения содержания каждого из определяемых тяжелых металлов в тканях гепато-
панкреаса и жабрах для каждой из групп мидий из определенной локации проводили 
в трехкратной повторности. Результаты пересчитывались в микрограммах на грамм 
влажной массы. Стандартные образцы анализируемых элементов для калибровочных 
растворов приготавливались из мультикомпонентного стандарта MERCK в 0,1N HNO3. 
Диапазон калибровочных растворов составлял 0,001–100,0 мг/л. 

Результаты и их обсуждение
Оценка функционального состояния моллюсков. На резкое понижение соле-

ности воды мидии реагировали быстрым закрытием створок, демонстрируя защитно-
оборонительную реакцию, характерную для поведения двустворчатых моллюсков 
при стрессовых воздействиях различной модальности. При закрытых створках мидии 
постепенно (через 10–12 мин) переходят на анаэробный обмен, что отражается и в 
снижении ЧСС (Холодкевич и др., 2012).

Качественно тренд ЧСС всех протестированных мидий из 4 акваторий Севасто-
поля был аналогичен представленному ранее на рис. 2. Изменения индивидуальных 
ЧСС мидий из Казачьей бухты показаны на рис. 3.

Рис. 3. Динамика индивидуальных частот сердечных сокращений (ЧСС) (уд./мин) для 
группы мидий (n = 9) из Казачьей бухты в фоне (2 ч до воздействия), при изменении солености 
воды на 50 % (в пределах стрелок) и при восстановлении исходной солености (стрелка вверх)

Fig. 3. Dynamics of individual heart rate (beats per minute) for mussels (n = 9) from the Kazachya 
Bay in the rest (2 hours before load), under 50 % salinity change (between arrows), and during return 
to initial salinity (arrow up)

Приведены экспериментальные кривые динамики ЧСС в процессе тестирования 
по использованному методу функциональной нагрузки. Средняя ЧСС фона (рассчи-
танная за 2 ч фонового кардиоритма) для группы мидий из Казачьей бухты составила 
24,8 ± 3,5 уд./мин (рис. 3). Для группы мидий из Карантинной бухты средняя ЧСС 
фона составила 29,2 ± 7,3 уд./мин. Средняя ЧСС фона для группы мидий Графской 
пристани Южной бухты составляла 33,3 ± 7,5 уд./мин. Средняя ЧСС фона для группы 
мидий кутовой части Южной бухты составила 24,4 ± 12,3 уд./мин.
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В табл. 1 приведены данные по сравнению дисперсий фоновых ЧСС мидий из 
разных локаций (поправка Бонферрони была введена для определения уровня значи-
мости различий станций в случае множественного сравнения).

Таблица 1
Сравнение дисперсий (F) для частот сердечных сокращений (ЧСС) мидий,  

собранных в разных по антропогенной нагрузке бухтах г. Севастополь 
Table 1

Comparison of dispersion (Fisher F-test) for heart rate of mussels collected from differently  
contaminated bays of Sevastopol

Сравниваемые бухты F Уровень  
значимости

Уровень значимости  
с поправкой Бонферрони

Казачья Карантинная 4,3502 0,007162 0,0429702
Казачья Графская 4,5918 0,005428 0,0325704
Казачья Южная 12,3500 0,000015 0,0000926

Карантинная Графская 1,0555 0,918010 1,0
Карантинная Южная 2,8390 0,051718 0,3103080

Графская Южная 2,6896 0,064533 0,3871980

Уровни значимости различий при использовании поправки Бонферрони дали те 
же результаты сравнения станций наблюдения.

Таким образом, только мидии из Казачьей бухты отличаются от прочих по дис-
персии средней ЧСС фона (критерий Фишера, p < 0,01). По средним значениям ЧСС 
фона различия между мидиями, собранными из разных бухт, оказались недостоверны, 
различия отмечены для Казачьей бухты и Южной бухты (F = 12, р < 0,0001), а между 
другими локациями нет значимых различий и по дисперсиям тоже.

В то же время эксперименты с функциональной нагрузкой дали более детальные 
результаты, позволяющие оценить функциональное состояние мидий из 4 исследуемых 
локаций, поскольку дают возможность в ходе анализа восстановительного процесса 
выявить ранние нарушения в работе регуляторных систем организма, направленных 
на компенсацию затрат организма в ответ на внешние воздействия.

Для сравнения биомаркера Твосст первоначально была проведена проверка нормаль-
ности распределения его значений для исследованных станций, она осуществлялась 
по критерию Шапиро-Уилка, применяемому для выборок экспериментальных данных 
объемом от 8 до 50 в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5479-200. Статистика критерия была 
вычислена с использованием программы анализа данных AtteStat (версия 12.0.5) в среде 
MS Excel 2003. Результаты проверки показывают, что для всех станций отбора мидий 
значения биомаркера Твосст были распределены по нормальному закону. 

Значения показателей Tвосст и КВЧСС протестированных мидий из всех 4 акваторий 
приведены в табл. 2.

Таблица 2
Результаты тестирования мидий M. galloprovincialis из различных акваторий  

с помощью гипосоленостной функциональной нагрузки
Table 2

Results of the mussels M. galloprovincialis from different sites testing with hypo-osmotic loading
Место отбора мидий N Tвосст, мин КВЧСС, %

Казачья бухта 12 37,1 ± 4,0* 12
Карантинная бухта 8 50,6 ± 4,4 14
Графская пристань 8 51,4 ± 9,1 17
Южная бухта 10 76,8 ± 9,1* 24

* Отмечены статистически значимые различия (при р < 0,01).

Привлекает внимание то, что показатели функционального состояния (Твосст и 
КВЧСС) мидий из Карантинной бухты и у Графской пристани, расположенной в районе 
выхода из Южной бухты, близки друг к другу, но достоверно отличаются от показа-



225

телей мидий как из Казачьей бухты (заметно превышают их), так и из кутовой части 
Южной бухты (значительно ниже). 

Результаты измерения показателей окислительного стресса. Состояние 
антиоксидантного ферментного комплекса гепатопанкреаса моллюсков, собранных из 
различных акваторий Севастопольской бухты, показано на рис. 4. 

Рис. 4. Состояние антиоксидантного комплекса гепатопанкреаса моллюсков из различных 
акваторий Севастополя (1 — Карантинная бухта; 2 — Графская пристань; 3 — кутовая часть 
Южной бухты; 4 — Казачья бухта)

Fig. 4. Parameters of AOS in hepatopancreas of mussels from different sites at Sevastopol (1 — 
Karantinnaya Bay; 2 — Grafskaya pier; 3 — recess of the Yuzhnaya/South Bay; 4 — Kazachya Bay)

Наибольшее напряжение испытывал антиоксидантный комплекс гепатопан-
креаса мидий, находящихся на станции № 3 (Южная бухта). Здесь отмечена самая 
высокая активность КАТ и ГП — соответственно 27,2 ± 1,2 мкмоль Н2О2 мин–1 мг–1 
белка и 265,7 ± 76,7 мкмоль ГSSГ мин–1 мг–1 белка. Относительно минимальных 
значений (станция № 2) различия по КАТ достигали 47–48 % (p < 0,01). Для ГП они 
не были статистически выражены. Уровень ТБК-АП в данном органе был близок к 
максимальному — 134,1 ± 13,5 мкмоль МДА г–1. 

Уровень окислительного стресса в тканях мидий, собранных в Карантинной 
бухте (станция № 1), был минимален. Об этом свидетельствует самый низкий уровень 
ТБК-АП в гепатопанкреасе — 45,2 ± 5,9 мкмоль МДА г–1, а также сопоставимо низкие 
активности всех контролируемых антиоксидантных ферментов (рис. 4). 

Сходные результаты получены для станции № 4 (Казачья бухта). Единственным 
отличием являлась высокая активность СОД. Различия достигали 80 % (p < 0,05). 
Однако это не было сопряжено с ростом активности КАТ, ГП и увеличением уровня 
ТБК-АП, что не позволяет констатировать усиление окислительной нагрузки на ткани 
мидий. Относительно низкие активности СОД, КАТ и ГП отмечены и для станции 
№ 2 (Графская пристань), несмотря на сравнительно высокий уровень ТБК-АП. Это 
отражает усиление процессов перекисного окисления липидов в ткани. Однако от-
сутствие реакции со стороны ферментативного комплекса не позволяет рассматривать 
ситуацию как критическую. 

Оценка корреляционных отношений между активностями АО ферментов и со-
держанием тяжелых металлов в морской воде позволила установить однозначную связь 



226

между уровнем Pb и КАТ (R2 0,920) (рис. 5). Очевидно, что данный металл оказывает 
наибольший токсический эффект на организм моллюска. 

Рис. 5. График аппроксимаций для корреляции 
между содержанием Pb в гепатопанкреасе моллюсков 
и активностью каталазы (КАТ), число измерений — 4 
(по числу акваторий)

Fig. 5. Correlation between Pb content in hepato-
pancreas and catalase activity for mussels from 4 sites at 
Sevastopol (n = 4)

Содержание тяжелых металлов в тканях мидий. Полученные данные хими-
ческого анализа содержания тяжелых металлов в различных тканях мидий из иссле-
дованных бухт Севастополя и различных референтных акваторий некоторых других 
морей представлены в табл. 3. 

Таблица 3
Содержание тяжелых металлов в тканях мидий из разных локаций, мкг г–1 влажной массы

Table 3
Heavy metals content in tissues of mussels from different locations, mg/g WW 

Локация и вид ткани мидий Al/27 Ni/60 Cu/65 Zn/66 Cd/111 Sn/118 Pb/208
Казачья бухта (геп) 15,0 1,800 3,30 66,0 2,700 0,049 0,52
Карантинная бухта (геп) 63,0 2,200 5,40 59,0 1,300 0,170 1,70
Графская пристань (геп) 28,0 1,500 4,70 58,0 0,660 0,150 2,60
Южная бухта (геп) 26,0 1,800 5,50 102,0 1,100 0,220 6,90
Охотское море (геп)*** – 1,700 9,70 65,0 4,0–5,0 – 2,30
Казачья бухта (ж) 5,2 0,130 0,82 21,0 0,180 0,015 0,41
Карантинная бухта (ж) 9,1 0,150 1,10 35,0 0,120 0,029 0,89
Графская пристань (ж) 6,5 0,120 1,30 27,0 0,120 0,042 1,60
Южная бухта (ж) 4,0 0,092 5,80 23 0,088 0,050 3,0
Адриатическое море* – – 1,02–2,40 32,40–34,60 0,290–0,350 – 0,66–1,70
Черное море (Румыния)* – – 1,10–1,40 18,0–31,7 0,160–0,290 – –
Белое море** – – 5,0 33,0 0,330 – 1,70

Примечание. Через косую — атомная масса обозначенных металлов (а.е.м., г/моль); 
геп — гепатопанкреас; ж — жабры. Звездочки — данные, пересчитанные на общую влажную 
массу мягких тканей мидий: * по Stankovic с соавторами (2011); ** по Д.Ф. Будько с соавторами 
(2015); *** по О.В. Подгурской с соавторами (2004). 

На рис. 6 представлены графики аппроксимаций для всех случаев положительных 
(p > 0,4) корреляций между содержанием Zn и Pb в тканях (гепатопанкреас, жабры) и 
Tвосст и КВчсс. Число измерений — 4 (по числу акваторий).

Ранее в опытах, как с морскими, так и с пресноводными двустворчатыми мол-
люсками было обнаружено, что время восстановления ЧСС моллюсков из условно 
чистых, референтных мест составляет 30–50 мин, а из загрязненных может до-
стигать нескольких часов (Kholodkevich et al., 2011; Turja et al., 2014; Холодкевич и 
др., 2015; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015). Это объяснялось разной адаптационной 
способностью к стрессовому тест-воздействию здоровых животных по сравнению 
с ослабленными животными, обитающими в загрязненной, неблагоприятной среде. 
Было установлено также (Kholodkevich et al., 2011; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015), 
что величины КВЧСС для загрязненных акваторий, как и Твосст, также значительно, в 
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разы, могут превышать эти величины для референтных акваторий со слабой антро-
погенной нагрузкой. Последнее согласуется с общей закономерностью для биоло-
гических систем, что большинству природных популяций свойственен стандартный 

Рис. 6. Графики аппроксимаций для всех случаев положительных (> 0,4) корреляций между 
содержанием (мкг г–1 влажной массы) Zn и Pb в тканях (гепатопанкреас, жабры), временем 
восстановления частоты сердечных сокращений (Tвосст) и коэффициентом вариации частоты 
сердечных сокращений (КВЧСС). Данные для Tвосст представлены как средние и их среднеква-
дратичные отклонения (СКО) — вертикальные линии — для каждой локации обследования 

Fig. 6. Cases of significant positive dependence (R > 0.4) of the recovery time of heart rate (Tвосст) 
and the heart rate variation (КВЧСС) for mussels from 4 sites at Sevastopol on contents of Zn and Pb 
(mg/g WW) in their hepatopancreas and gills (n = 4). Means and standard deviations are presented 
for the recovery time of heart rate for each location
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уровень коэффициента вариации по любому признаку в пределах 4–7 % (Черепанов, 
1986). Однако экстремальные факторы и неблагоприятные для биоты изменения 
состояния окружающей среды могут приводить к повышению изменчивости орга-
низмов внутри популяции, которые в количественном отношении можно оценивать 
с помощью коэффициента вариации. Например, ранее (Curtis et al., 2000; Кузнецова, 
2013) указывалось, что вариабельность сердечного ритма — надежный показатель 
ранних стадий ухудшения функционального состояния организма под влиянием 
факторов различного происхождения, модальности и интенсивности. При величине 
коэффициента вариации до 10 % изменчивость оценивается как слабая, при 11–25 % — 
как средняя, при достижении значения более 25–30 % — трактуется как сильная. 
В частности, экспериментально наблюдалось (Viarengo et al., 2000; Kholodkevich 
et al., 2011; Kuznetsova, Kholodkevich, 2015), что для различных видов бентосных 
животных из условно чистых мест обитания коэффициент вариации различных био-
маркеров находится в пределах 5–10 %, а из загрязненных районов — до 30–40 % 
(Kholodkevich et al., 2017).

Из полученных в настоящей работе данных (см. табл. 2) видно, что мидии 
из Казачьей бухты способны быстро, в среднем всего за 35 мин, восстанавливать 
«фоновый» уровень ЧСС, что указывает на их хорошее функциональное состояние. 
Этот вывод согласуется с аналогичным выводом из более ранних работ (Куфтаркова 
и др., 2008; Терещенко и др., 2014; Лазоренко, Пиркова, 2017), что экологическое 
состояние среды в бухте Казачьей наиболее благоприятно для жизнедеятельности 
черноморских мидий, а также с выводом А.Ф. Козинцева (2006), который Казачью 
бухту г. Севастополь по санитарно-гигиеническим нормам концентрации исследо-
ванных в мидиях тяжелых металлов отнес к перспективной акватории для создания 
марихозяйств по культивированию моллюсков. Исходя из того положения, что усло-
вия обитания определяют состояние биоты, возможно использование этой бухты в 
качестве референтной при сравнительных оценках состояния экосистем прибрежных 
акваторий Севастополя. 

Следует отметить, что наличие референтной акватории является важным базовым 
фактором, принципиально необходимым для развития и использования биологических 
методов оценки состояния экосистем акваторий данного региона. В частности, это от-
крывает возможность использовать рекомендованный Европейской Водной Рамочной 
Директивой (ЕВРД) подход (Directive 2000/60/ЕС (http://ec.europa.eu/environment/water/
water-framework/info/intro_en.htm)) к оценке экологического состояния всех водных 
объектов как отклонения от эталонных условий, измеряющегося с помощью показателя 
(коэффициента) экологического качества (Ecological Quality Ratio — EQR): отноше-
ния эталонного (фонового) значения к наблюдаемому для разных групп биомаркеров 
загрязнения. Основной целью применения коэффициента EQR для классификации 
экологического статуса пресноводных или морских акваторий является обеспечение 
сопоставимости разных методов оценки, главным образом биологических. В этом 
подходе экологический статус — это безразмерная количественная оценка отклонения 
контролируемой водной экосистемы от ее естественного (фонового, «ненарушенного») 
состояния. При этом значения EQR, близкие к единице, означают высокую степень 
сходства между наблюдаемыми и эталонными (фоновыми) условиями и, как следствие, 
хорошее экологическое состояние, а значения, близкие к нулю, — плохое. Согласно 
ЕВРД весь диапазон экологического состояния водного объекта, определенным образом 
зависящий от учета характера взаимосвязи между нагрузкой и воздействием на биоту, 
рекомендуется разделять на пять категорий качества: высокий, хороший, посредствен-
ный, плохой и очень плохой (Directive 2000/60/ЕС). На основании предварительного 
проведения ряда экспертных процедур, дифференцированно для разных типов водных 
экосистем, устанавливаются значения ЕQR, соответствующие определенному классу 
качества вод. В качестве примера в табл. 4 приведены используемые в ряде европейских 
стран, а также предлагаемые нами категории качества морских экосистем в соответ-
ствии с численными величинами EQR для биомаркеров Твосст. и КВЧСС. 
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Таблица 4
Ранжирование экологического статуса экосистем акваторий в соответствии с принятыми  

в ряде стран ЕС (Directive 2000/60/ЕС) и предложенными нами градациями EQR  
для биомаркеров Твосст. и КВЧСС мидий Черного моря

Table 4
Classification for ecological status of aquatic ecosystems used in European Community  

(Directive 2000/60/ЕС) and determined for the coastal areas of the Black Sea  
with the proposed biomarkers (expressed as EQR) 

Экологический статус Дания Норвегия Испания Великобритания Наши предложения 
Высокий ≥ 0,80 ≥ 0,83 ≥ 0,83 ≥ 0,80 ≥ 0,80
Хороший 0,60–0,80 0,72–0,83 0,62–0,83 0,64–0,80 0,60–0,80
Посредственный 0,40–0,60 0,60–0,72 0,41–0,62 0,43–0,65 0,40–0,60
Плохой 0,20–0,40 0,48–0,60 0,20–0,41 0,20–0,43 0,20–0,40
Очень плохой ≤ 0,20 ≤ 0,47 ≤ 0,20 ≤ 0,20 ≤ 0,20

Таким образом, если принять показатели референтной (чистой) акватории — Ка-
зачья бухта (Твосст = 37,1 мин; КВЧСС = 12 %) — и разделить это значение на значения 
Твосст и КВЧСС, измеренные для всех других станций, то получим коэффициенты EQR, 
представленные в табл. 5 (в скобках приведены коэффициенты EQR для величин 
КВЧСС). Эта процедура позволяет перейти к безразмерным относительным единицам в 
интегральной оценке биологических эффектов загрязнения исследованных акваторий, 
расставленных в табл. 5 в соответствии с предложенными нами в табл. 4 численными 
величинами EQR для мидий M. galloprovincialis из акваторий Черного моря. 

Таблица 5
Ранжирование экологического статуса акваторий Севастополя на основе результатов  

тестирования мидий по показателям Твосст и КВЧСС, представленным в виде EQR
Table 5

Ranking for ecological status of the bays of Sevastopol on results of testing with the mussel  
biomarkers, as the recovery time of heart rate (Твосст) and the heart rate variation (КВЧСС)

Экологический  
статус

Показатели 
EQR

Казачья 
бухта

Карантинная 
бухта

Графская 
пристань

Кутовая часть 
Южной бухты

Высокий ≥ 0,8 1(1)
Хороший 0,60–0,80 0,70 (0,64) 0,69 (0,53)
Посредственный 0,40–0,60 0,46 (0,38)
Плохой 0,20–0,40
Очень плохой ≤ 0,20

Примечание. В скобках указаны значения КВЧСС, нормированные к 1 (к показателям в 
Казачьей бухте). 

Tвосст и КВчсс мидий из Карантинной бухты и от причала Графской пристани близ-
ки (см. табл. 2), но достоверно отличаются от этих показателей и для Казачьей бухты 
(заметно больше), и для акватории оконечной, кутовой, части Южной бухты (заметно 
меньше). Величины Tвосст и КВчсс для мидий из этих бухт характерны для слабо загряз-
ненных акваторий (табл. 5), в то время как экологический статус акватории кутовой 
части Южной бухты следует отнести к посредственному, близкому к плохому. 

Из данных по тяжелым металлам (см. табл. 3) видно, что в гепатопанкреасе мидий 
их содержание больше, чем в жабрах. Кроме того, у мидий из Графской пристани и из 
Кутовой части Южной бухты наблюдается также сравнительно высокое содержание 
Pb в жабрах, что, по-видимому, указывает на постоянное наличие этих загрязнений в 
воде данной акватории.

Оценка корреляционных отношений между физиологическими биомаркерами 
Tвосст и КВчсс и содержанием тяжелых металлов в тканях мидий позволила установить 
однозначную связь только между уровнем содержания Pb во всех видах тканей и Tвосст 
и КВЧСС (R2 > 0,9). Все остальные металлы в тканях мидий не имели четких корреля-
ционных отношений (R2 < 0,4) с Твосст или КВЧСС.
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Контроль биомаркеров окислительного стресса в тканях моллюсков дал сходные резуль-
таты: установлена достоверная связь между содержанием Pb и антиоксидантным комплексом 
гепатопанкреаса мидий (R2 превышал 0,9); кутовая часть Южной бухты оказалась самой 
неблагополучной из исследованных 4 акваторий Севастопольской бухты, так как тканевой 
уровень ТБК-АП и активность всех контролируемых ферментов антиоксидантного комплекса 
гепатопанкреаса моллюсков, собранных в данной акватории, оказались самыми высокими.

Токсический эффект свинца, увеличивающий уровень оксидативного стресса в 
тканях животных, хорошо известен (Roméо, Gnassia-Barelli, 1997; Viarengo et al., 2000; 
Трахтенберг и др., 2001). Он сопровождается ростом содержания продуктов перекисного 
окисления липидов в тканях. При этом действие на составляющие антиоксидантного фер-
ментного комплекса дифференцированно, что в целом близко к результатам, полученным 
в настоящей работе.

Известно, что СОД и КАТ обычно функционируют во взаимосвязи (Меньщико-
ва, Зенков, 1993; Солдатов и др., 2014). Для мидий наших акваторий такая связь не 
была обнаружена: рост активности КАТ не сопровождался увеличением активности 
СОД. Значения коэффициента детерминации (R2), рассчитанные для этих ферментов, 
не превышали 0,2. Аналогичные результаты получены нами ранее для данного вида 
моллюска при различных видах окислительных нагрузок (Солдатов и др., 2007, 2008, 
2014). Такое соотношение активности ферментов свидетельствует об утилизации 
высоких концентраций гидроперекисей при участии КАТ, образование которых не 
было связано с реакцией дисмутации •O2

−, а определялось, скорее всего, величиной 
внешней токсической нагрузки. Доказательством этого явилась относительно вы-
сокая коррелятивная связь между КАТ и ГП. Значения R2 находились в пределах 
0,5–0,6. ГП — фермент, обладающий высоким сродством к гидроперекисям, поэтому 
нейтрализует их лишь при низких концентрациях. При значительном повышении 
данного вида ПОЛ в ткани эта функция передается КАТ. Сопряжение этих процес-
сов, по-видимому, и реализовалось в тканях (гепатопанкреасе) моллюска в условиях 
естественной среды с различным уровнем токсической нагрузки.

Известно, что изменение биомаркеров окислительного стресса достоверно корре-
лирует с повышением концентрации некоторых тяжелых металлов в органах моллю-
сков (Климова и др., 2017). Анализ корреляционных отношений позволяет прийти к 
заключению о том, что наибольший токсический эффект на моллюсков в исследован-
ных акваториях оказывал именно свинец (R2 0,920). Определенные зависимости были 
также установлены между содержанием Cu и активностью КАТ (R2 0,467), уровнем Cd 
и активностью ГП (R2 0,419), содержанием Pb и ТБК-АП в гепатопанкреасе (R2 0,497), 
однако они были существенно ниже. В отношении же содержания солей Al, Ni, Zn и Sn 
в гепатопанкреасе моллюсков и состояния антиоксидантного ферментного комплекса 
связь вообще не выявлялась (R2 был менее 0,2). 

Заключение
Предложена новая методология сравнительной оценки экологического состояния 

прибрежных морских акваторий на основе показателей адаптивности кардиосистемы 
аборигенной мидии M. galloprovincialis к стандартизованной функциональной на-
грузке — кратковременному изменению солености морской воды. Установлено, что 
время восстановления паттерна кардиоритма после нагрузочного теста отражает сте-
пень воздействия загрязнения 4 прибрежных акваторий Севастополя: бухт Казачьей, 
Карантинной и Южной вблизи ее выхода (у Графской пристани) и в ее кутовой око-
нечности — на функциональное состояние мидий и хорошо коррелирует с наличием 
некоторых тяжелых металлов в их тканях, а именно Pb. Проведенные параллельно на 
этих же животных биохимические исследования показателей окислительного стресса 
их гепатопанкреаса и жабр независимым способом подтвердили то, что наибольший 
токсический эффект на организм мидий исследованных акваторий Севастополя оказы-
вает загрязнение тканей свинцом, а также то, что наиболее неблагополучной акваторией 
является кутовая часть Южной бухты.
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Полученные данные по оценке функционального состояния особей M. gallopro-
vincialis, собранных в разных по антропогенной нагрузке акваториях г. Севастополь, 
дают возможность сравнительной оценки качества их поверхностных вод как среды 
обитания гидробионтов. Для оценки экологического статуса прибрежных морских 
акваторий можно использовать рекомендованный ЕВРД ЕС показатель относительно-
го экологического качества EQR для биомаркеров кардиоактивности — Tвосст и КВчсс, 
численные значения которых впервые предложены в настоящей работе (см. табл. 4). 

Использованные в работе физиологические показатели — время восстановления 
сердечного ритма и оценка вариабельности ритма мидий — могут количественно вы-
числяться из данных достаточно несложного для практической реализации физиологи-
ческого метода тестирования животных в течение всего нескольких часов. Напротив, 
анализ тканей мидий, как биохимическими, так и химическими методами, требует 
участия высококвалифицированного персонала и наличия сложного и дорогостояще-
го аналитического оборудования. К настоящему времени использованный в работе 
подход прошел успешную апробацию на пресноводных (восточная часть Финского 
залива), солоноватых (Финский и Ботнический заливы, Датские проливы Балтийского 
моря) (Kuznetsova et al., 2018) и в 4 морских прибрежных акваториях г. Севастополь. 
По-видимому, можно ожидать, что данный подход окажется полезным для оценок эко-
логического состояния прибрежных акваторий и других морей. Предложенные нами 
численные значения EQR для Твосст. и КВЧСС основаны преимущественно на данных на-
ших исследований, проведенных на мидии M. galloprovincialis из акваторий Черного 
и Адриатического морей. 

Следует отметить, что численные значения EQR, являясь относительной вели-
чиной, могут различаться для разных видов загрязнений, а также разных биотопов, 
поэтому для других морей и других видов животных их можно рассматривать лишь 
в качестве ориентиров. 

Таким образом, предлагаемый авторами новый методологический подход оценки 
состояния прибрежных акваторий является экспрессным и экономически эффективным, 
что указывает, на наш взгляд, на целесообразность разработки на его основе методиче-
ского руководства, которое создаст правовую основу использования соответствующей 
методики при проведении восстановительных (ремедиационных) действий со стороны 
природоохранных ведомств и муниципалитетов для поддержания устойчивого функ-
ционирования экосистем прибрежных морских акваторий. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ, грант18-44-920010 р_а 
«Оценка рекреационного потенциала акваторий Севастопольского региона методами 
биоиндикации».
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