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Исследование проводили с использованием в качестве тест-объекта радужной форели, 

подвергнутой воздействию неорганической ртути в концентрациях 25% ЛК50 и 50% ЛК50 в 

течение 2 и 7 дней. Полученные результаты показали, что снижение уровня белка р53 

сопровождается повышением уровня протеина RPA1 в головном мозге рыб, обитающих в среде 

с сублетальными концентрациями препарата. Повышенная экспрессия RPA1 может быть одним 

из критических факторов клеточной адаптации при стрессе в головном мозге радужной форели, 

вызванном неорганической ртутью. Полученные результаты позволяют предположить, что Hg-

индуцированная генерация АФК связана с модуляцией экспрессии как р53, так и RPA1 при 

клеточном ответе на цитотоксическое действие ртути. Снижение содержания протеина р53 и 

повышение уровня белка RPA1 в тканях головного мозга рыб под воздействием неорганической 

ртути установлено впервые. Выявленная регуляция белка RPA1 может служить частью 

клеточного ответа на разрывы ДНК, вызванные ионами неорганической ртути.  

Ключевые слова: неорганическая ртуть; RPA1; р53; нейротоксичность; загрязнение окружающей 

среды; радужная форель. 

 

Введение 

 

Антропогенное загрязнение природных вод тяжелыми металлами является 

общемировой проблемой (Meena, 2017). Эта группа токсикантов представляет серьезную 

потенциальную опасность для живых организмов, особенно в водных экосистемах (Has-

Schun, 2015). К наиболее опасным и довольно распространенным тяжелым металлам 

относится ртуть. Основными источниками антропогенного загрязнения водоемов 

ртутью являются предприятия горнорудной, металлургической промышленности, 

энергетики и транспорта (Horowitz, 2014; Obrist, 2018). Превышающие допустимый 

уровень концентрации ртути зафиксированы как в донных отложениях, так и в 

поверхностных водах многих водоемов мира (Eagles-Smith, 2016). Известно, что этот 

металл обладает способностью накапливаться в организме гидробионтов, индуцируя 

разнообразные клеточные повреждения (Orihel, 2007; Eagles-Smith, 2016; Chang, 2017; 

Carocci, 2019). Накопление ртути происходит в жизненно важных органах (жабрах, 

почках, печени, мышцах, головном мозге) у многих видов рыб, в том числе у Cyprinus 

carpio, Salmo salar, Pomatoschistus microps, Liza aurata (Simon, 2001; Amlund, 2007; 

Vieira, 2009; Brandão, 2015; Gуmez-Olivon, 2017). Степень токсичности соединений ртути 

во многом зависит не только от концентрации, но и от формы, которая наиболее 

стабильна в водной среде. Показано, что органическая ртуть обладает более высокой 

нейротоксичностью, чем ртуть в составе неорганических веществ. Это обусловлено 
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способностью органических молекул, содержащих ртуть, преодолевать 

гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и накапливаться в тканях мозга (Wang, 2003; 

Pereira, 2014; Cariccio, 2019). Несмотря на то, что неорганическая ртуть, как правило, 

обладает невысокой проникающей способностью, имеются данные о нарушении 

целостности ГЭБ в присутствии солей ртути вследствие их взаимодействия с 

мембранными структурами клеток, создающими ГЭБ (Zheng, 2003). Многие авторы 

отмечают присутствие неорганической ртути в головном мозге рыб (Mieiro, 2011; Pereira, 

2014; Lohren, 2016). Неорганические соединения ртути могут быть выявлены в клетках 

головного мозга уже через несколько дней после интоксикации (Pereira, 2015). Имеются 

данные, что неорганическая ртуть в недифференцированных клеточных культурах более 

токсична для нейронов и глиальных клеток, чем метилированная ртуть (Monnet-Tschudi, 

1996), а ее присутствие в глиоцитах мозга может инициировать деградацию нейронов 

(Ohgoh, 2000). Однако молекулярные механизмы выживания клеток мозга при 

воздействии ртути, а также диапазон клеточного ответа на ее цитотоксическое действие 

остаются практически нераскрытыми.  

Наиболее изученной реакцией на присутствие ртути в клетке является повышение 

содержания активных форм кислорода (АФК) и, как следствие, развитие окислительного 

стресса (Simmons, 2011). Некоторые авторы предлагают использовать реакцию 

антиоксидантных систем на воздействие ртути в тканях рыб в качестве валидного 

биомаркера токсичности (Van der Oost, 2003; Santovito, 2012). Однако активность 

антиоксидантных ферментов, модулируемая различными повреждающими факторами, 

имеет общие черты, которые не зависят от природы загрязняющего вещества (Valavanidis, 

2006; Pillet, 2019). Несмотря на то, что различные токсиканты могут вызывать однотипный 

ответ антиоксидантной системы, регистрация показателей окислительного стресса, а также 

активности антиоксидантной системы является важным дополнением в изучении действия 

тяжелых металлов (Antunes Dos Santos, 2018). Другая особенность воздействия ртути 

обусловлена ее высоким сродством к гемоглобину, что может привести к гипоксическому 

повреждению мозга (Giblin, 1975). Некоторые авторы связывают прооксидантное действие 

ртути с генотоксичностью. В частности, показаны генотоксические эффекты ртути на 

клетки крови обыкновенного карпа (Gуmez-Olivon, 2017).  

Известно, что пролиферативная активность клеток регулируется различными 

факторами и во многом зависит от экспрессии белков, участвующих в репликации ДНК. 

К таким белкам относят репликативный белок А (RPA), связывающий одноцепочечную 

ДНК эукариотических клеток. В ходе инициации транскрипции RPA уравновешивает 

одноцепочечную область ДНК, поэтому его присутствие необходимо как в начальной, 

так и в последующей фазе репликации. Белок RPA является гетеромерным и состоит из 

трех субъединиц (RPA1, RPA2 и RPA3). ДНК-связывающая активность опосредована 

доменами RPA1-субъединицы (70-kDa), которая участвует в процессах репликации, 

репарации, рекомбинации ДНК и помещает белки во вновь образованную вилку 

репликации (Zou, 2003). Нарушения RPA-ассоциированной клеточной активности 

инициируют геномный дисбаланс, поэтому содержание RPA1 служит маркером не 

только клеточного цикла, но и ответной реакции на повреждение ДНК, вызванной 

действием токсикантов (Choi, 2010). 

Еще одним универсальным и многофункциональным регуляторным белком, 

играющим жизненно важную роль в большинстве типов клеток, является р53, который 

обеспечивает жизнеспособность клеток через множество сигнальных путей. В 

нормальном физиологическом состоянии уровень содержания протеина р53 

регулируется эндогенными факторами. Его экспрессия чувствительна к увеличению 

содержания АФК и окислительным повреждениям макромолекул. Показано, что белок 

р53 участвует в качестве одного из ключевых регуляторов программируемой гибели 

клеток в процессе противоопухолевой защиты и может «переключить» метаболизм на 
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критические изменения в клеточном цикле и/или генотоксические повреждения. Кроме 

того, белок р53 является транскрипционным фактором, который контролирует 

стабильность жизненно важных процессов, включая репарацию ДНК и апоптоз (Bensaad, 

20007). Так в мозге рыб Danio rerio на фоне повышенной экспрессии белка р53 

прекращается клеточный цикл и происходит разрушение поврежденных клеток (Hu, 

2015). Принимая во внимание, что р53 и RPA1 участвуют в клеточном ответе, который 

инициирован цитотоксическими повреждениями, их экспрессия может отражать 

способность клеток головного мозга активировать компенсаторные механизмы для 

поддержания жизнеспособности. В качестве адекватного тест-объекта при изучении 

воздействия различных загрязняющих среду обитания веществ, в том числе и ртути, 

широко используется радужная форель (Ciardullo, 2008; Kenšová, 2012; Liu, 2013). 

Целью настоящего исследования является изучение роли белков RPA1 и p53 в 

реакции клеток головного мозга радужной форели на воздействие сублетальных доз 

неорганической ртути. 

 

Материалы и методы 

 

Модельный эксперимент нейротоксичности неорганической ртути проведен в 

лабораториях аквакультуры и молекулярной биологии Бингельского Университета. 

Радужная форель Oncorhynchusmykiss (59,43 ± 3,73 г и 17,24 ± 1,64 см) была отобрана на 

рыбной ферме Кебан (г. Элазиг) и акклиматизирована в 600-литровых танках в течение 

15 дней. Температура воды составляла 14 ± 3°С, уровень растворенного кислорода – 8,24 

± 0,5 мг/л, рН7,3 ± 0,2. Кормление рыбы осуществлялось кормами промышленного 

производства два раза в день, при этом суточная доза корма составляла 2% от веса 

животных.  

В соответствии с правилами определения величины ЛК50, воздействию хлоридом 

ртути подвергали радужную форель в семи экспериментальных группах, с различной 

концентрацией HgCl2 (20, 100, 200, 500, 750, 1000, 1500 мкг/л). Эксперимент длился в 

течение 96 часов. Изменения жизнеспособности регистрировались 6 раз в сутки. 

Установлено, что 96-часовая ЛК50 хлорида ртути для радужной форели составляет 551 

мкг/л. Сублетальные концентрации хлорида ртути определяли из расчета 25% и 50% от 

величины ЛК50, что составляет 138 мкг/л и 276 мкг/л соответственно. Четыре 

контрольные группы рыб по 15 особей каждая, подвергались воздействию указанных 

сублетальных концентраций в течение 2-х и 7-ми суток. Две контрольные группы рыб, 

состоящие также из 15 особей, воздействию хлорида ртути не подвергались.  

Отбор ткани мозга проводили в соответствии с требованиями местного 

этического комитета к работе с экспериментальными животными. Головной мозг рыб 

хранили при температуре -80 °С. Для получения гомогената ткани мозга 

гомогенизировали в соотношении 1: 10 ткань/буфер (10 мм Трис-буфер (рН = 7,4), 0,1 

мм NaCl, 1% TritonX-100, 0,2% SDS, 2,5 мм этилендиаминтетрауксусной кислоты, 6,5 

мкм апротинина, 1,5 мкм пепстатина а, 23 мкм лейпептина, 1 мм 

фенилметилсульфонилфторида, 1 мкм ортованадата натрия, 5 мкм ингибитора трипсина 

сои). Гомогенизацию и другие процедуры проводили на льду, чтобы предотвратить 

деградацию белка, вызванную повышением активности протеаз. После экстракции белка 

в течение 60 мин при температуре +4°С, проводили центрифугирование при 60 000 

об/мин (60 минут при температуре + 4°С). Полученные супернатанты хранили при 

температуре – 80°С. Содержание АФК определяли флюорометрическим методом при 

окрашивании 2‘,7’-дихлорфлуоресцеин диацетатом (DCFH-DA). Каждый образец был 

протестирован в пяти параллелях. Иммуноблоттинг проводили с использованием 

электрофореза в полиакриламидном в геле (10% акриламида). После разделения белки 

переносили на поливинилиденфторидную (ПВДФ) мембрану, промывали PBS и 
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инкубировали в блокирующем буфере (3% BSA) в течение 60 мин. После блокировки, 

мембраны инкубировали в течение 10 час (при +4 °C) с соответствующими первичными 

антителами – анти-р53 (SantaCruzСанта-Круз, sc-126, разведение 1:1000), анти-RPA1 

(SantaCruz, sc-48425, разведение 1:1000) и анти-β-актин (Abcam, ab8226, разведение 

1:3000). После инкубации с первичными антителами мембрану трижды промывали 

Трис-буферным физиологическим раствором, содержащим 0,05% Твин-20 (TBS-T). 

Промытые мембраны инкубировали с мышиными вторичными антителами, мечеными 

пероксидазой хрена (HRP) в течение 60 мин при комнатной температуре. После 

трехкратного промывания мембран раствором TBS-T они направлялись на 

визуализацию результатов вестерн-блоттинга (westernblot), которая проводилась на 

основе метода хемилюминесценции с использованием автоматического рентгеновского 

аппарата (Carestream HeathInc., США). Для сканирования пленок с результатами 

использовалась система визуализации BIO-RAD. Результаты оценивали методом 

денситометрии с использованием программы IMAGE-J. Статистический анализ 

изменений исследуемых параметров проводили с использованием программы SPSS20с 

помощью дисперсионного и множественного сравнительных тестов Дункана. 

Количественные данные представлялись в виде стандартного среднеквадратического 

отклонения от среднего значения (М ± m). Достоверноcть различий между группами 

оценивалась с помощью t-критерия Стьюдента (Р<0,05) после проверки гипотез о 

нормальности распределения и различии между генеральными дисперсиями. 

 

Результаты 

 

Известно, что интенсивность образования АФК и степень окислительного стресса 

являются следствием воздействия различных токсикантов. Учитывая эту особенность, 

уровень АФК определялся в головном мозге рыб всех групп. Данные измерения уровня 

АФК в головном мозге рыб, подвергшихся воздействию хлорида ртути, представлены в 

виде относительного содержания по сравнению с контрольными значениями (рис.1). 

 
Рис. 1. Относительное содержание АФК в головном мозге радужной форели при 

воздействии сублетальных (138 и 276 мкг/л) концентраций хлорида ртути в течение 2-х 

и 7-ми суток: достоверность отличий экспериментальных групп относительно 

контрольной группы: * - Р<0,05; ** - Р<0,01 

 

Установлено, что содержание АФК в головном мозге рыб всех исследуемых 

групп зависит как от концентрации неорганической ртути в среде обитания радужной 

форели, так и от продолжительности воздействия токсиканта. Данные иммуноблотинга, 

полученные при выявлении содержания протеинов RPA1 и р53 в головном мозге 

радужной форели после воздействия сублетальных концентраций хлорида ртути, 

представлены на рис. 2. 
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Рис. 2. Результаты иммуноблоттинга фракций белков мозга радужной форели, 

обитающей при воздействии сублетальных (138 и 276 мкг/л) концентраций хлорида 

ртути в течение 2-х и 7-ми суток 

 

Выявлено, что содержание белка RPA1 в мозге всех экспериментальных групп 

радужной форели при воздействии хлорида ртути существенно повышалось. Причем 

хлорид ртути инициировал значительное увеличение экспрессии RPA1 в группах рыб, 

подвергавшихся менее продолжительному воздействию (2 сут). Неожиданный эффект 

выявлен при сравнительном анализе данных, полученных в экспериментальных группах, 

подверженных действию различных концентраций хлорида ртути (25% ЛК50 и 50% 

ЛК50). Результаты исследования содержания протеина RPA1 в мозге контрольных и 

экспериментальных групп радужной форели представлены на рисунке 3. 

 
Рис. 3. Относительное содержание белка RPA1 в головном мозге радужной 

форели при воздействии сублетальных (138 и 276 мкг/л) концентраций хлорида ртути в 

течение 2-х и 7-ми суток: достоверность отличий экспериментальных групп 

относительно контрольной группы: * - Р < 0,05; ** - Р < 0,01.  

 

Установлено, что воздействие меньшими дозами ртути (25% ЛК50) вызывает 

более интенсивное увеличение содержания протеина RPA1 в головном мозге рыб. 
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Результаты исследования содержания протеина р53 в мозге контрольных и 

экспериментальных групп радужной форели представлены на рисунке 4. Изменения 

экспрессии белка р53 происходили во всех экспериментальных группах. Причем, менее 

значительное увеличение содержания этого протеина наблюдалось в группе, обитающей 

при более низких концентрациях ртути как в течение 2-х, так и в течение 7-ми суток. 

Повышение концентрации неорганической ртути в среде обитания рыб индуцировало 

более высокую экспрессию белка р53.  

 
Рис. 4. Относительное содержание белка р53 в головном мозге радужной форели 

при воздействии сублетальных (138 и 276 мкг/л) концентраций хлорида ртути в течение 

2-х и 7-ми суток: достоверность отличий экспериментальных групп относительно 

контрольной группы: * - Р < 0,05  

 

Полученные результаты указывают на то, что присутствие неорганической ртути в 

среде обитания радужной форели индуцирует достоверное повышение генерации АФК и 

увеличение содержания стресс-регулирующих белков RPA1 и р53 в головном мозге рыб. 

 

Обсуждение 

 

Известно, что токсическое воздействие ртути характеризуется специфическими 

клеточными повреждениями. Одной из важных особенностей такой интоксикации 

является способность связываться с тиоловыми группами различных органических 

молекул (Szunyogh, 2015). Обладая высоким сродством к НS-группам, ртуть может 

повреждать аминокислоты, которые являются субстратом для биосинтеза мощного 

антиоксиданта головного мозга – глутатиона, способного препятствовать генерации 

окислительного стресса (Carocci, 2014; Rensburg, 2019). Наиболее восприимчивы к 

окислительным повреждениям клетки головного мозга, так как для них характерно 

интенсивное потребление кислорода и низкий уровень антиоксидантной защиты. 

Поэтому, весьма вероятно, что воздействие ионов ртути может индуцировать 

повышение клеточного уровня АФК и, как следствие, необратимые нарушения в клетках 

мозга. Показано снижение числа нейронов и глиоцитов в головном мозге морского 

окуня, обитавшего в течение 7-ми суток в среде с содержанием ртути 2 мкг/л. Деградация 

клеток сопровождалась функциональными изменениями мозга, приводящими к 

нарушениям двигательного аппарата (Pereira, 2016). Очевидно, клеточная гибель при 

воздействии ртути может быть вызвана подавлением транскрипционной активности и 
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ограничением репарации разрывов ДНК, что, в свою очередь, может привести к 

геномной нестабильности и активации процессов апоптоза. Однако, весомых 

доказательств прямой нейротоксичности неорганических форм ртути в настоящее время 

нет. Полученные в представленной работе результаты, свидетельствующие о резком 

снижении содержания протеина р53 в головном мозге рыб, подвергнутых воздействию 

хлорида ртути в концентрации 50% ЛК50, можно расценивать как показатель 

необратимого нарушения основных регуляторных путей. 

Семейство белков RPA представлено высоко консервативными протеинами, 

которые присутствуют практически в каждой эукариотической клетке (Wold, 1997; 

Ishibashi, 2001). Доменная структура RPA сходна у всех живых организмов (Wold, 1997; 

Iftode, 1999). Вместе с другими белками репликации ДНК эти протеины поддерживают 

стабильность тринуклеотидных повторов CAG/CTG, что обеспечивает нормальное 

функционирование мозга (Mason, 2014). В формировании третичной структуры 

наиболее значимой субъединицы протеина RPA принимают участие ионы цинка. Цинк-

связывающий домен субъединицы RPA1 поддерживает нативную конформацию 

нуклеопротеиновых комплексов, образуемых во время репарации ДНК (Eckerich, 2001). 

Некоторые тяжелые металлы, в частности кадмий и ртуть, могут конкурировать с 

цинком за связывание с RPA1 (Jancsу, 2013; Szunyogh, 2015). Можно предположить, что 

ионы ртути вытесняют цинк из структуры RPA1 и провоцируют изменение конформации 

белка, нарушая механизм репарации ДНК. Результаты данного исследования по 

сверхэкспрессии RPA1, инициированной воздействием сублетальных доз ртути в 

головном мозге радужной форели, свидетельствуют о высокой чувствительности 

механизма репликации ДНК к нейротоксическому воздействию.  

Белок р53 участвует в регуляции многих жизненно важных процессов, включая 

клеточный цикл, инициацию апоптоза, транскрипционную активность и репарацию ДНК 

(Hu, 2007; Lieberman, 2017). Недавние работы содержат доказательства того, что протеин 

р53 регулирует экспрессию генов для поддержания эффективности адаптации клеток к 

условиям окружающей среды (Marcel, 2018; Jiang, 2019). Одной из основных функций 

р53 является контроль клеточного цикла и программируемой гибели клеток в ответ на 

окислительные повреждения (Fuschi, 2017).  

Жизнеспособность клеточных структур, при интоксикации сублетальными 

дозами неорганической ртути, зависит от эффективности клеточного ответа, который 

может обеспечить выживание или запрограммированную гибель клеток для 

предотвращения некроза. Сравнительно недавно появились данные о том, что клеточный 

ответ на разрывы ДНК сопровождается скачкообразными изменениями в содержании 

белка р53 (Porter, 2017). Такой механизм модуляции р53 регулирует клеточную реакцию 

при повреждении ДНК.  

Таким образом, повышенная экспрессия RPA1 может быть одним из индикаторов 

клеточной адаптации к токсичному действию ртути в клетках мозга рыб. 

Представленные результаты указывают на наличие взаимосвязи между Hg-

индуцированной генерацией АФК и модуляцией содержания протеинов р53 и RPA1 при 

клеточном ответе на цитотоксичность ртути в головном мозге радужной форели. 

 

Выводы 

 

Выявленные изменения экспрессии белков р53 и RPA1 ассоциированы с 

генерацией окислительного стресса у рыб, вызванного воздействием сублетальных 

концентраций неорганической ртути. Повышение содержания RPA1 в головном мозге 

животных является составляющей клеточного ответа на повреждения ДНК. Увеличение 

экспрессии RPA может служить маркером нарушений ДНК при ртутной интоксикации. 

Резкое снижение содержания протеина р53 в мозге радужной форели, в присутствии 
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сублетальных концентраций хлорида ртути (50% ЛК50), вероятно, связано с 

необратимыми нарушениями функций этого белка. Последующие исследования 

нейротоксичности ртути для различных видов гидробионтов имеет большое значение 

для мониторинга потенциального риска загрязнения окружающей среды ртуть-

содержащими соединениями. 
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THE EFFECT OF INORGANIC MERCURY ON RPA1 AND P53 EXPRESSION IN 

THE BRAIN OF RAINBOW TROUT ONCORHYNCHUS MYKISS 
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The study was carried out with Rainbow troute exposed to inorganic mercury 25% LC50 and 50% LC50 

for 2 and 7 days. Obtained results have shown that downregulation of p53 level accompanied with 

upregulation of RPA1 in the brain of fish treated with sublethal dose. Therefore, upregulation of RPA1 

expression could be one of critic factor of cell adaptation in stressed with inorganic Hg fish brain. Taking 

together presented in our study results, we can assume the presence of interaction between Hg-induced 

ROS generation and the modulation of both p53 and RPA1 content during cellular response to mercury 

cytotoxicity in a rainbow trout brain. Presented results in our study are reported the first time that a lack 

of p53 and upregulation of RPA1 in fish brain after inorganic Hg exposure. The revealed RPA1 

upregulation in fish brain could serve at least a part of cellular response to DNA breaks caused by 

inorganic Hg.  

Key words: inorganic mercury; RPA1; p53; neurotoxicity; environment pollution; Rainbow trout. 
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