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Аннотация. Целью работы являлась оценка возможности использования флуорометрического метода для 
определения активности механизма множественной резистентности к ксенобиотикам у байкальских орга-
низмов на примере эндемичного вида амфипод Eulimnogammarus cyaneus (Dyb.). Оценивали активность ме-
ханизма множественной резистентности в контрольных условиях и при интоксикации солями кадмия. Пока-
зано, что у исследованных амфипод при попадании в организм флуоресцентного препарата активировался 
механизм множественной резистентности к ксенобиотикам. Интоксикация рачков хлоридом кадмия вела к 
ингибированию данного процесса. Сделан вывод, что приведенный метод оценки активности механизма 
множественной резистентности при определенных условиях может применяться в экотоксикологических 
работах.  
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Введение 

Для большинства организмов характерны 
реакции множественной резистентности к ксе-
нобиотикам [7]. В основе данного неспецифи-
ческого процесса, известного также под назва-
нием MXR (MultiXenobiotic Resistance), лежит 
активность АВС-транспортеров – транспорт-
ных белков, функционирующих за счет энер-
гии АТФ (АТР-binding cassette (ABC) transport-
ers) [7]. Важнейшим белком семейства АВС-
транспортеров является Р-гликопротеин. Как 
следует из большого списка опубликованных 
работ, Р-гликопротеин, являясь мембранным 
белком-переносчиком с широкой специфично-
стью, выводит из клеток обширный спектр 
ксенобиотиков [2; 7; 17]. Выводящая актив-
ность Р-гликопротеина часто принимается в 
качестве основного показателя активности всей 
системы множественной резистентности клет-
ки или организма [1; 2; 9]. 

В последнее время механизмы, лежащие в 
основе множественной резистентности к ксе-
нобиотикам, привлекают внимание токсиколо-
гов. Особенно актуально данное направление 
для гидробиологических исследований. Так, в 
ряде работ [6; 7] обсуждаются перспективы ис-
пользования активности механизма MXR для 

оценки неблагоприятных изменений внешних 
условий среды. Рассматривается возможность 
применения показателя активности механизма 
MXR у водных организмов в качестве биомар-
кера антропогенных загрязнений водоемов [18].  

При проведении работ по оценке активно-
сти механизма MXR наиболее часто применя-
ют сложные иммунохимические методы – 
блоттинг с антителами на белки, родственные 
гликопротеинам, или электрофорез нативных 
белков [6; 7; 18]. Другое направление исследо-
ваний включает флуорометрические методы с 
использованием красителей, обладающих 
флуоресцентной активностью. Так, при изуче-
нии функциональной активности механизма 
MXR широко применяют родамин С (родамин 
синий, rhodamine B) [16]. Родамин С имеет 
флуоресцентную активность и является суб-
стратом АВС-транспортеров, в частности  
Р-гликопротеина. При проникновении во внут-
реннюю среду организма родамин С индуциру-
ет выводящую активность белков-перенос-
чиков, в результате чего препарат выводится из 
клеток, а затем и из организма [16]. По характе-
ру выведения родамина С оценивают актив-
ность механизма множественной резистентно-
сти к ксенобиотикам у того или иного вида [16]. 
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Флуорометрические методы оценки актив-
ности механизма множественной резистентно-
сти с использованием родамина С нашли  
широкое применение в медицинских исследо-
ваниях [5; 10]. Напротив, в экотоксикологиче-
ских работах использование данных методов 
ограничивалось морскими организмами, из 
пресноводных видов исследованы лишь мол-
люски [6; 15; 16]. По нашему мнению, среди 
пресноводных организмов наиболее перспек-
тивным объектом подобных работ являются 
ракообразные, которые населяют практически 
все виды водных экосистем и могут быть ус-
пешно использованы в качестве тест-объектов 
для экотоксикологической оценки. Среди ра-
кообразных наиболее подходящей для этих це-
лей группой являются амфиподы (Amphipoda, 
Crustacea). Амфиподы – типичные обитатели 
большого количества континентальных водо-
емов, успешно содержатся в лабораторных ус-
ловиях, а также обладают достаточно крупны-
ми размерами, что позволяет использовать в 
лабораторных экспериментах строго ограни-
ченное количество особей.  

Цель настоящей работы состояла в провер-
ке возможности применения методики оценки 
накопления/выведения родамина С для опреде-
ления активности механизма множественной 
резистентности к ксенобиотикам у пресновод-
ных амфипод.  

Материалы и методы 

В качестве объекта экспериментов в работе 
использовали пресноводных амфипод энде-
мичного вида Eulimnogammarus cyaneus (Dyb) 
из оз. Байкал. Это литоральный вид гаммарид, 
обитающий в зоне с достаточно широким диа-
пазоном колебаний условий среды. Рачков от-
лавливали на урезе воды в районе пос. Боль-
шие Коты (Южный Байкал). Перед экспери-
ментами амфипод выдерживали 2–3 дня в 
аэрируемых аквариумах с байкальской водой 
при температуре 6–8 оС (предварительная акк-
лимация). 

В работе применяли метод оценки активно-
сти механизма MXR по определению уровня 
накопления/выведения препарата родамина С, 
близкий к описанному в работе [15] c автор-
скими дополнениями. Рачков на 1–3 ч помеща-
ли в воду, содержащую родамин С в концен-
трации 1µмоль/л. В ходе предварительной экс-
позиции (преэкспозиции) родамин С, обладая 
хорошей растворимостью в воде, накапливался 
в определенном количестве в тканях рачков. 
После преэкспозиции рачков вынимали из рас-

твора препарата и не менее 3 раз ополаскивали 
чистой водой. Далее часть преэкспонирован-
ных рачков фиксировали (тест 0 ч), остальных 
помещали в чистую воду (контрольная группа) 
или в условия токсического стресса. Токсиче-
ский стресс индуцировали растворами CdCl2 с 
концентрациями 0,05 и 0,005 мг/л. Экспери-
менты проводили в условиях, аналогичных ус-
ловиям предварительной акклимации. Дли-
тельность экспериментов составляла 24 ч, в те-
чение которых в определенные периоды 
времени (1, 2, 4, 6, 12 и 24 ч) из опыта забирали 
и фиксировали часть рачков. Фиксированных 
рачков в течение 24 ч высушивали при 30 оС, а 
затем гомогенизировали в бидистиллированной 
воде. Гомогенат центрифугировали при 1000 
об/мин в течение 3 мин (Eppendorf Minispin). В 
отобранном супернатанте определяли уровень 
содержания родамина С с помощью спектроф-
луориметра Shimadzu RF-5000 при 590 нм.  

В каждом эксперименте использовали не 
менее 30 рачков, отбирая на каждый тест по 5 
особей. Все эксперименты проведены не менее, 
чем в трех повторностях.  

Все полученные данные обработаны стати-
стически с использованием пакета программ 
Statistica 5.0. На графиках представлены сред-
ние и доверительные интервалы. Для сопостав-
ления данных в ходе одного эксперимента ис-
пользовали t-критерий Стьюдента при вероят-
ности 95 % (p = 0,05).  

Результаты и обсуждение 

На рисунке представлена динамика содер-
жания родамина С в тканях E. cyaneus. Как 
видно из графиков, в контрольной группе (рис., 
а) содержание родамина С начинает равномер-
но понижаться после помещения рачков в чис-
тую воду. Уже через 4–6 часов уровень препа-
рата снижается на 34 % и продолжает пони-
жаться до окончания эксперимента (до 55 %), 
что свидетельствует в пользу активации меха-
низма MXR. 

В группе рачков, экспозиция которых про-
ходила в растворах хлорида кадмия, отмечена 
иная картина выведения препарата. Так, у рач-
ков, экспонированных в растворе с меньшей 
концентрацией хлорида кадмия (0,005 мг/л) 
(рис., б), скорость понижения уровня родамина 
С существенно замедлена. Через 4 ч экспози-
ции содержание родамина С составляло 89 %, а 
к концу эксперимента (24 ч) – 72 % от началь-
ного уровня содержания родамина С. В раство-
рах с большей концентрацией хлорида кадмия 
(0,05 мг/л) в течение всего эксперимента дос-
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товерного изменения уровня препарата отме-
чено не было (рис., в).  

 
 
 

 
Рис. Содержание родамина С в тканях амфипод 

E. cyaneus в течение 24-часовой экспозиции в  
контрольных условиях (а), в присутствии хлорида 
кадмия с концентрацией 0,005 мг/л (б) и  0,05 мг/л (в) 

 
Таким образом, при воздействии токсикан-

та происходит снижение выведения родамина 
С. У амфипод, экспонированных 4 ч в раство-
рах хлористого кадмия с концентрацией 0,005 
мг/л, уровень препарата составляет 89 %, что в 
1,35 раза превышает содержание родамина С у 
контрольной группы амфипод через 4 ч экспо-
зиции, к концу эксперимента уровень родамина 
С у экспериментальной группы амфипод в 1,31 
раз превышает таковой у контрольной группы. 

Представленные материалы позволяют го-
ворить о том, что у исследованных байкаль-
ских амфипод E. cyaneus действует механизм 
множественной резистентности к ксенобиоти-
кам. Предварительная экспозиция рачков в 
растворах родамина С, являющегося субстра-
том активности белков-переносчиков, ведет к 

индукции активности неспецифической рези-
стентности к ксенобиотикам. В результате пре-
парат достаточно эффективно выводится из  
организма, что позволяет уже через 4–6 ч оп-
ределить снижение его концентрации. Инток-
сикация рачков хлоридом кадмия ведет к сни-
жению активности процесса выведения рода-
мина С, при этом степень снижения зависит от 
дозы токсиканта. Влияние солей кадмия на ак-
тивность MXR ранее было показано в работе 
[12], в которой исследовали влияние солей 
кадмия и цинка на активность MXR у моллю-
сков Corbicula fluminea, используя в качестве 
показателя изменения активности MXR содер-
жание Р-гликопротеина. Было показано увели-
чение активности механизма множественной 
резистентности, однако наибольшее количест-
во белка обнаружили у особей, подверженных 
воздействию растворов с наименьшей концен-
трацией токсиканта. Снижение активности ме-
ханизма MXR у организмов при воздействии 
дизельного топлива также описано для мидий 
[17]. Материалы, полученные в нашем иссле-
довании, также подтверждают возможность 
изменения активности MXR. Причины, лежа-
щие в основе снижения эффективности выве-
дения родамина С, могут заключаться как в не-
посредственном деструктивном воздействии на 
АВС-транспортеры, вызывающем сбои в реа-
лизации множественной резистентности, так и 
в повышении нагрузки на транспортные белки, 
что связано с дополнительной необходимостью 
выведения токсических компонентов из клет-
ки. Также описаны случаи, когда воздействия 
ряда субстратов (даже нетоксичных) вызывали 
ингибирование Р-гликопротеина [8; 13]. 

Предлагаемая нами методика определения 
активности механизма множественной рези-
стентности к ксенобиотикам несколько отлича-
ется от общепринятых. Так, в подавляющем 
большинстве работ активность механизма 
множественной резистентности определяют 
измерением выведенного родамина С в воде, в 
которой содержатся исследуемые организмы, 
либо оценкой накопления препарата в присут-
ствии ингибиторов Р-гликопротеина [6; 13; 15; 
17], либо с использованием иммунохимических 
методов [3; 4; 11; 14]. Мы предлагаем оцени-
вать активность механизма MXR путем изме-
рения содержания родамина С в тканях орга-
низмов, что, на наш взгляд, является более 
точным способом, так как в воде препарат мо-
жет содержаться в малых количествах, что мо-
жет повлечь за собой ошибку при анализе.  
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Таким образом, приведенный метод опреде-
ления активности механизма множественной 
резистентности по интенсивности выведения 
родамина C прост и показателен, и может ус-
пешно применяться в экотоксикологических ра-
ботах для выявления интоксикации организмов 
солями кадмия. В то же время указанный метод 
не позволяет точно выявить биохимические ме-
ханизмы снижения активности MXR. Для более 
детальной оценки необходимо дополнительное 
применение иммунохимических и молекулярно-
биологических подходов, позволяющих сопос-
тавить не только активность, но количествен-
ную экспрессию транспортных белков. 

Исследование проведено при частичной 
поддержке Федеральной целевой программы 
«Научные и научно-педагогические кадры ин-
новационной России» на 2009–2013 гг.», Ана-
литической ведомственной целевой программы 
«Развитие научного потенциала высшей шко-
лы», проект № 2.1.1/982, грантов РФФИ  
№ 08-04-00928-а, 10-04-00611-а, 10-04-92505-ИК-а, 
а также гранта Президента РФ МК-351.2009.4. 
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Evaluation of MXR activity in freshwater amphipod detected  
by intensity of rhodamine B efflux  

M. A. Timoveyev, Zh. M. Shatilina,  
V.V. Pavlichenko, D. S. Bedulina, M. V. Protopopova,  
D. V. Axenov-Gribanov, E. A. Sapozhnikova 

Baikal Research Center, Research Institute for Biology, Irkutsk State University, Irkutsk 

Annotation. The aim of present study was an evaluation of possibility to use fluorometric method for multixenobi-
otic resistance mechanism’s (MXR) activity detection in Baikalian organisms. Eulimnogammarus cyaneus (Dyb.), 
an endemic amphipods species, was used. MXR activity in control condition and by cadmium chloride exposure was 
evaluated. It was shown, that activation of MXR was induced by fluorometric substance in studied amphipods. Ex-
posure of amphipods to cadmium chloride led to inhibit of MXR activity. It was concluded that described method of 
evaluation of MXR activity can be used for ecotoxicological studies. 

Key words: multixenobiotic resistance mechanism’s (MXR), amphipods, Baikal, cadmium chloride, rhodamine B. 
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