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Исследовали в условиях эксперимента влияние гипоксии на уровень экспрессии генов пируват-
киназы (РКМ), октопиндегидрогеназы (OcDH) и малатдегидрогеназы (MDH) в жаберной ткани 
средиземноморской мидии Mytilus galloprovincialis (L., 1819). Контрольная группа моллюсков содер-
жалась при 9–10оС и уровне кислорода в воде 8.5 мгО2 л–1. Опытная – при 9–10оС и 2.2 мгО2 л–1. 
Экспозиция – 24 и 72 ч. Часть особей в дальнейшем подвергалась процедуре реоксигенации. В ус-
ловиях гипоксии происходило повышение уровня экспрессии генов OcDH и MDH соответствен-
но в 3 и 2 раза (p < 0.05). При этом экспрессия OcDH проявляла чувствительность к содержанию 
кислорода в среде. В условиях реоксигенации процесс полностью подавлялся. Экспрессия гена 
РКМ, напротив, не зависела от гипоксического воздействия и сохранялась на уровне контрольных 
значений.
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Основными причинами образования гипок-
сических и  аноксических зон в  шельфовых зо-
нах Мирового океана являются низкая скорость 
диффузии кислорода и ограничение водообмена 
(Karstensen et al., 2008; Paulmier, Ruiz-Pino, 2009). 
Часто это дополняют и процессы эвтрофикации, 
особенно в местах впадения крупных рек (Rabalais 
et al., 2014). Ожидается, что в условиях глобаль-
ного потепления число зон с критически низкой 
концентрацией кислорода будет только возрастать 
(Karstensen et al., 2008; Paulmier, Ruiz-Pino, 2009). 
Это приведет к трансформации, прежде всего, дон-
ных сообществ и повысит роль организмов толе-
рантных к условиям гипоксии.

Моллюски считаются одними из наиболее устой-
чивых организмов к дефициту кислорода. Это ка-
чество определяется их способностью переходить 
к гипометаболическим состояниям (Storey, Storey, 
2004) и использовать на этом фоне эффективные 

анаэробные стратегии, позволяющих поддерживать 
энергетический статус тканей (St-Pierre et al., 2000; 
Le Moullac et al., 2007). В условиях острой гипоксии 
(аноксии) у них отмечается сопряжение реакций 
гликолиза с процессами белкового обмена. В тканях 
повышается содержание соединений не свойствен-
ных аэробному обмену (аланин, сукцинат) (Buck, 
2000), усиливается продукция NH4

+ (Chew et  al., 
2005), растет активность аланин- и аспартатамино-
трансфераз (Soldatov et al., 2009).

Ряд авторов отмечают низкую активность лак-
татдегидрогеназы в тканях моллюсков при внеш-
нем дефиците кислорода (Soldatov et al., 2010). Это 
допускает образование иных гликолитических 
метаболитов, например, опинов (Bacchiocchi, 
Principato, 2000). Семейство опиндегидрогеназ 
(OpDH) широко представлено среди морских бес-
позвоночных, в основном представителей типов 
Mollusca и Annelida (Vázquez-Dorado et al., 2013). 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Они катализируют восстановительную реакцию 
конденсации пирувата и аминокислот с образо-
ванием опинов (Vázquez-Dorado et al., 2013):

пируват + аминокислоты + + НАДН + Н+ →  
→ опины + Н2О + НАД+.

Среди них выделяется октопиндегидрогеназа 
(OcDH) (EC 1.5.1.11), проявляющая выраженное 
сродство к L-аргинину (Vázquez-Dorado et al., 2011). 
В настоящее время доступны последовательности 
мРНК и кДНК для данного фермента (Endo et al., 
2007). Частично последовательности OcDH пред-
ставлены в геномных базах для некоторых видов го-
ловоногих (Allcock et al., 2007; Strugnell et al., 2008) 
и двустворчатых моллюсков (Hollenbeck, Johnston, 
2018). В ряде работ отмечен рост активности OcDH 
в тканях моллюсков при гипоксических состояни-
ях (Storey, Dando, 1982). Активность OcDH была 
идентифицирована и в тканях представителей рода 
Mytilus (Storey, Dando, 1982), в том числе Mytilus 
galloprovincialis (Gosling, 1981).

Образование опинов позволяет решить пробле-
му конечных токсических метаболитов (лактат), 
так как опины не оказывают столь выраженного 
влияния на величину тканевого рН (Zammit 1978). 
Об  эффективности перестройки терминальных 
реакций гликолиза в тканях моллюсков в услови-
ях дефицита кислорода можно судить и по уровню 
экспрессии соответствующих генов.

В настоящей работе, на примере средиземно-
морской мидии Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 
1819), в условиях эксперимента исследуется влия-
ние острых форм гипоксии на уровень экспрессии 
генов ряда дегидрогеназ: малат-, октопиндегидроге-
назы (MDH, OcDH), а также пируваткиназы (РКМ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования выполнены на взрослых особях 
средиземноморской мидии Mytilus galloprovincialis 
(L., 1819). Длина раковины  – 18.3±0.9 мм. 

Моллюсков собирали с коллекторных установок 
в Мартыновой бухте (район Севастополя, Крым) 
и доставляли в аквариальную в сухих пенопласто-
вых холодильных ящиках в течение 2–3 ч. На про-
тяжении 14 суток их  выдерживали в  проточной 
воде для снятия состояния манипуляционного 
стресса. Кормление осуществлялось смесью ми-
кроводорослей по мере выедания.

Контрольная группа мидий содержалась при 
9–10°С и  уровне кислорода в  воде 8.5 мгО2 л–1. 
Опытная – при 9–10°С и 2.2 мгО2 л–1. Экспози-
ция – 24 и 72 ч. Фотопериод – 12 ч день : 12 ч ночь. 
Содержание кислорода в воде понижали путем бар-
ботажа газообразным азотом. Контроль за содержа-
нием кислорода в воде проводили при помощи ок-
симетра Ohaus Starter 300 D (США). По прошествии 
указанного времени часть особей подвергалась про-
цедуре реоксигенации (барботаж воздухом) с вос-
становлением исходного уровня кислорода в воде 
и выдерживалась в данных условиях в течение 24 ч. 
Жабры моллюсков считаются наиболее чувстви-
тельной тканью к условиям водной среды (Soldatov 
et al., 2014), поэтому они были выбраны в качестве 
объекта исследования. Образцы жабр получали на 
24 и 72 ч  эксперимента и  после реоксигенации. 
Из каждой экспериментальной группы (контроль, 
суточная, трехсуточная гипоксия, реоксигенация) 
было отобрано по 8 особей на точку. Ткани извле-
кали на льду и сразу помещали в реагент для лизи-
са, гомогенизировали с помощью гомогенизатора 
Tissue Ruptor II (Quagen, Germany) и тут же прово-
дили выделение РНК.

Общую РНК экстрагировали из жаберной тка-
ни с  использованием набора реактивов «РНК-
ЭКСТРАН» (Синтол, Россия) в  соответствии 
с протоколом производителя. Количество выде-
ленной РНК проверяли на флуориметре Qubit 4.0 
(Thermo Fisher Scientific, США). Чистоту получен-
ной РНК определяли по соотношению A260/A280, 
полученному с помощью нанофотометра Implen 
(Германия). кДНК синтезировали с использова-
нием набора Mint-2 (Евроген, Россия) в соответ-
ствии с  протоколом производителя. Обратную 

Таблица 1. Перечень праймеров, использованных в данной работе

Ген Прямой праймер (5′–3′) Обратный праймер (5′–3′) Длина 
ампликона Ссылка

Ef-1 CCTCCCACCATCAAGACCCA GGCTGGAGCAAAGGTAACAAC 145 Giannetto 
et al., 2015

OcDH CAGCATTTGCTCACGCTCAG AACTGCTGGCTTTGTCACCA 135
Vázquez-
Dorado 

et al., 2011

PKM CAAAGCGGCTGTATGTGTGG ACATCTACAACATCTGATGGCTTTG 159 Данная 
работа

MDH TCCAGCCAATACCAACGCAT ACACCTAGCTTGGCTGCA AT 126 Данная 
работа
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транскрипцию проводили в  конечном объеме 
15 мкл, содержащем 1 мкг очищенной общей РНК. 
В качестве референсного гена использовали Ef-1. 
Для выбора праймеров использовали литературные 
данные и транскрипты генов MDH (КФ 1.1.1.37), 
OcDH (КФ 1.5.1.11) и РКМ (КФ 2.7.1.40), получен-
ные авторами ранее (Andreyeva et al., 2021). С помо-
щью программы Primer Blast, выбирали праймеры 
для ампликонов с длиной около 150 н.п. (табл. 1). 
Эффективность каждой пары праймеров отображе-
на в табл. 2.

Количественный ПЦР-анализ в реальном вре-
мени (RT-qPCR) проводили на  амплификаторе 
ПЦР в реальном времени CFX96 (BioRad, США) 
с использованием набора qPCRmix-HS с красите-
лем SYBR Green I (Евроген, Россия). Реакцион-
ная смесь (общий объем 25 мкл) содержала 1 мкл 
кДНК, по 1 мкл каждого праймера с концентраци-
ей 10 мкМ, 5 мкл ПЦР-смеси qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, Россия) и 17 мкл деионизованной воды 
(MilliQ). Протокол реакции состоял из 3-минут-
ной начальной денатурации при 95 °C, за которой 
следовали 44 цикла: 30 с при 95°C, 30 с при 60°C 
и  30  с  при 72°C. Также была выполнена кривая 
плавления продуктов ПЦР (65–95°C (0.5°C/с)), 
чтобы исключить наличие других продуктов. Все 
реакции проводили в  трех технических повтор-
ностях. Для каждого эксперимента использовали 
отрицательный контроль без матрицы. Эффек-
тивность амплификации определяли путем по-
строения стандартной кривой с последовательны-
ми разведениями кДНК. Для каждого измерения 
определяли пороговое значение Ct. Для расчета от-
носительной экспрессии использовали метод ∆∆Ct 
(Livak, Schmittgen, 2001).

Статистические сравнения выполнены на основе 
непараметрического U-критерия Манна-Уитни. Ре-
зультаты представлены как M±m. В работе исполь-
зовали стандартный пакет SigmaPlot (версия 12.5).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследований представлены 
на  рис.  1. Как видно, значительные изменения 
уровня экспрессии отмечались со стороны генов 
MDH и OcDH. В обоих случаях в условиях гипоксии 
(24 и 72 ч) отмечали рост значений соответственно 
в 2 и 3 раза (p<0.05). После реоксигенации уровень 
экспрессии OcDH восстанавливался до исходных 
значений, тогда как экспрессия MDH сохранялась 
на относительно высоком уровне. При этом повы-
шалась вариабельность регистрируемых значений.

Сведения об экспрессии OсDH весьма ограниче-
ны. В работах (Kimura et al., 2004; Vázquez-Dorado 
et al., 2011) описывается лишь клонирование и ге-
терологичная экспрессия OcDH из гепатопанкреаса 
M. galloprovincialis.

Природа чувствительности экспрессии гена 
OсDH к  содержанию кислорода в  воде показана 
впервые. По-видимому, она определяется синтезом 
HIF-1α фактора (hypoxia inducible factor). Близкий 
к млекопитающим по структуре и функциональ-
ным характеристикам белковый фактор (766 ами-
нокислот) впервые был идентифицирован и в плаз-
ме крови форелей (Salmo gairdneri), содержащейся 
в  условиях гипоксии (5% насыщения воды кис-
лородом) (Soitamo et al., 2001). Отмечено, что его 
продукция всегда повышалась в условиях гипоксии 
и у других рыб (Heise et al., 2006; Ju et al., 2007). Это 
происходило на фоне роста активности лактатдеги-
дрогеназы (LDH), что отражало усиление процессов 
анаэробиоза в тканях (Rees et al., 2001). HIF-1α был 
идентифицирован и у представителей рода Mytilus 
(Giannetto et al., 2015). OсDH фактически являет-
ся конкурентом LDH за гликолитический пируват 
в тканевых структурах моллюска. Его активность 
почти в 15 раз выше (Storey, Dando, 1982). На этом 
основании можно предположить, что выработка 
HIF-1α регулирует экспрессию гена OсDH.

Другим результатом настоящей работы явилось 
обнаружение роста экспрессии гена MDH, которая, 

Таблица 2. Эффективность праймеров (%)
Условия 

эксперимента Ef-1 MDG ODH PK

Контроль 97.7 94.5 90.2 98.0
Гипоксия, 24 ч 110.2 90.9 90.4 92.0
Гипоксия, 72 ч 93.0 101.0 99.0 95.6
Реоксигенация 92.6 96.6 96.7 94.6

Рис. 1. Экспрессия генов MDH, OсDH и РКM в жа-
брах средиземноморской мидии в условиях гипоксии 
(2.2 мгО2 л–1) и после реоксигенации. Значения на оси 
ординат показаны изменения кратности (Fold change). 

* – достоверно по отношению к контролю (непараме-
трический критерий Манна-Уитни), p < 0.05.
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в отличие от OcDH, не подавлялась в условиях реок-
сигенации. Показано, что ген данного фермента ак-
тивно экспрессируется в тканях средиземноморской 
мидии (Soldatov et al., 2023). Известно, что MDH ка-
тализирует как прямую, так и обратную реакцию 
превращения S-малата. Этот процесс является эле-
ментом многих метаболических путей, протекающих 
как в аэробных, так и анаэробных условиях (Chang, 
Tong, 2003). Благодаря MDH реализуются глюкозо-
сукцинатная и аспартат-сукцинатная реакции, ко-
торые более эффективны в условиях анаэробиоза, 
в сравнении с глюкозо-опинным и глюкозо-лактат-
ным направлениями метаболизма (Livingstone, 1991). 
Эти процессы достаточно инерционны. В этом, по-
видимому, следует усматривать отсутствие прямой 
зависимости экспрессии гена MDH от содержания 
кислорода.

Экспрессия РКM в  настоящих экспериментах 
не изменялась (рис. 1). Отмечена даже некоторая 
тенденция на  подавление данного процесса. Из-
вестно, что в условиях внешнего дефицита кислоро-
да активность РКM понижается. Это показано для 
морских гребешков, ряда брюхоногих моллюсков 
и отражает усиление анаэробных процессов в их тка-
невых структурах, в которых активное участие при-
нимает MDH (Sokolova, Pörtner, 2001; Van Hellemond 
et al., 2003). Эта информация согласуется с данными 
по экспрессии MDH и РКM, рассмотренными выше.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из представленных материалов следует, что 
условия острой гипоксии сопровождаются повы-
шением уровня экспрессии генов OcDH и MDH 
в жабрах средиземноморской мидии при отсут-
ствии изменений со стороны гена РКM. При этом 
экспрессия OcDH проявляет чувствительность 
к содержанию кислорода в среде. Обнаруженные 
изменения направлены на повышение эффектив-
ности анаэробных процессов в ткани в условиях 
внешнего дефицита кислорода.
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Expression of pyruvate kinase, malate and octopine dehydrogenase genes  
in the gills of the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)  

under conditions of hypoxia and reoxygenation
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The effect of hypoxia on  the expression level of pyruvate kinase (PKM), octopine dehydrogenase 
(OcDH) and malate dehydrogenase (MDH) genes in the gill tissue of the Mediterranean mussel Mytilus 
galloprovincialis (L., 1819) was studied experimentally. The control group of mollusks was kept at 9–10°C 
and the oxygen level in the water was 8.5 mgO2 l–1. Experimental – at 9–10°C and 2.2 mgO2 l–1. The 
exposure was 24 and 72 hours. Some of the individuals were subsequently subjected to the reoxygenation 
procedure. Under conditions of hypoxia, the expression level of OcDH and MDH genes increased by 3 
and 2 times, respectively (p < 0.05). At the same time, OcDH expression showed sensitivity to the oxygen 
content in the medium. Under the conditions of reoxygenation, the process was completely suppressed. 
The expression of the PKM gene, on the contrary, did not depend on hypoxic effects and remained at the 
level of control values.

Keywords: Mytilus galloprovincialis, hypoxia, gene expression, gills, malate dehydrogenase, octopine dehydro-
genase, pyruvate kinase
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