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МАТЕРИАЛ ИМЕТОДЫ

Восточная степная гадюка от-
носится к наиболее распространенным вЕвропей-
ской России ядовитым змеям. Сведения об измен-
чивости ядопродуктивности и свойств ядовитого
секрета этой гадюки имеют не только теоретичес-
кий, но и практический интерес, поскольку ее уку-
сам подвергаются люди и домашние животные, а
яд является ценнымфармацевтическимсырьем.

К настоящему времени опубликованы ма-
териалы по ядоотдаче и свойствам яда восточной
степной гадюки (Раявээ, 1963; Яды змеиные…,
1977; Орлов и др., 1982, 1990; Яд гадюки…, 1998;
Бакиев и др., 2008, 2009, 2015; Шуршина, 2009;
Ширяева, 2011; Маленёв и др., 2014, 2015; Гела-
швили и др., 2015; Горелов, Маленёв, 2016 , ;
Starkov et al., 2007). Вопросы сезонной изменчи-
вости названных характеристик в опубликован-
ныхматериалахне затрагивались.

Целью данной работы является сравнитель-
ная оценка ядоотдачи, токсичности и активнос-
тей ферментов яда восточной степной гадюки в
разныепериодысезона активности.
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Объектом исследований послужили образ-
цыядовитого секрета

Для изучения сезонных особенностей ядо-
отдачи и свойств ядовитого секрета использовали
яд взрослых гадюк ( = 71), отловленных в окрест-
ностях с. Апалиха Хвалынского района Саратов-
ской области 2 – 9 мая, 12 – 17 июня и 21 – 22 ав-
густа 2015 г. Гадюк 5 – 7 дней после поимки пере-
держивали в террариумах и собирали от них
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образцы ядовитого секрета, затем змей возвраща-
ли вместа отлова.

Для изучения сезонной динамики ядоотда-
чи использовали также яд молодых гадюк ( = 30),
полученных от беременных самок. Последних от-
ловили в окрестностях с. Вязовка Радищевского
района Ульяновской области летом 2014 г. После
родов самок выпустили в места отлова. Отбор яда
у молоди проводили с момента рождения до ухода
на третью зимовку с периодичностью 40 – 45
дней: в августе, октябре и ноябре 2014 г., апреле,
июне, июле, августе и октябре 2015 г., апреле, мае,
июле, августе и октябре 2016 г.

Отбор яда у взрослых га-
дюк проводили механическим способом, и яд от
каждой гадюки собирали в отдельную чашку
Петри. Ядовитый секрет высушивали над хло-
ристым кальцием в течение 12 – 14 дней и хранили
образцы яда в темноте при 5 – С в холодильнике.
У каждой гадюки фиксировали индивидуальную
ядоотдачу, взвешивая сухой яд после высуши-
вания.

От взрослых гадюк всего за сезон 2015 г. по-
лучили 71 индивидуальный образец сухого яда,
каждый из которых проанализировали на актив-
ности протеолитическихферментов и оксидазыL-
аминокислот. После этого индивидуальные образ-
цы объединили в группы следующим образом:
самцы (весна), самки (весна), самцы (лето), самки
(лето), самцы (осень) и самки (осень). В этих
шести объединенных образцах яда определили
среднесмертельнуюдозуЛД длянасекомых.

У молодых гадюк яд отбирали механичес-
ким способом на предметное стекло с зашлифо-

n

Ядовитый секрет.
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Показано, что у восточных степных гадюк (Christoph, 1861) ядоотдача летом выше, чем весной и
осенью.Сезоннойизменчивости токсичности яда (среднесмертельнойдозыЛД длябанановых сверчков

Weissman et Gray, 2012) и активностей ферментов в нем (протеаз, оксидазы L-аминокислот) выявить не
удалось.
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ванной кромкой, чтобыне повредитьмягкие ткани
ротовой полости. Яд на стеклах высушивали в эк-
сикаторе и взвешиванием определяли индивиду-
альный выход ядовитого секрета. От молодых га-
дюк в 2014 – 2016 гг. получили 370 индивидуаль-
ных образцов сухого яда (2014 г. – 90, 2015 г. – 140
и2016 г. – 140).

в объединенных образцах яда
взрослых гадюк проводили на лабораторной куль-
туре банановых сверчков , которых
содержали и разводили в лаборатории (Горелов,
Маленёв, 2016 ). В экспериментах использовали
самцов и самок сверчков на стадиипредимагомас-
сой 0.5 – 0.6 г, объединенных в 6 групп по 5 шт. в
каждой. Для инъекций применяли водные раст-
воры ядовитого секрета в концентрации 2.0 мг/мл
и дозы 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0 мкг/г. Вну-
трибрюшинные инъекции растворов яда насеко-
мым делали микрошприцом в правую нижнюю
четверть брюшка с дорзальной стороны. Опреде-
ление ЛД в каждом образце яда проводили дваж-
ды. ЗначенияЛД рассчитывалиметодоммодифи-
цированного пробит-анализа (Беленький, 1963;
Гелашвили и др., 2016), используя усредненные по
двумопределениямрезультаты.

проводили колориметрически
(Murata et al., 1963), используя в качестве субстра-
та казеин коровьего молока («Sigma-Aldrich»). За
единицу протеолитической активности принима-
ли такое количество препарата, которое, действуя
в течение 1 мин на 2%-ный раствор субстрата при
37 С и pH 8.2, образует продукты гидролиза, не
осаждаемые трихлоруксусной кислотой, в коли-
честве, эквивалентном 1 мкмоль L-тирозина (Яд
гадюки…, 1998). Приведенные ниже значения
удельной протеолитической (казеинолитической)
активности выражены в мкг образовавшегося ти-
розина за однуминуту впересчете на 1мг белка.

проводили спектрофотометрически с
помощью L-фенилаланина в качестве субстрата
(Wellner, Lichtenberg, 1966). За одну единицу ак-
тивности (Е) принимали количество фермента,
показывающее поглощение 0.030 ед. оптической
плотности при 300 нм. Данная единица соответ-
ствует количеству фермента, которое в аналогич-
ных условиях катализирует выделение 1 мкл кис-
лорода за 30 мин, измеренное ранее манометри-
ческим способом (Wellner, Meister, 1960). Удель-
ную активность фермента выражали в Е/мг белка
вмин.

в растворах определя-
лиметодомЛоури (Lowry et al., 1951).

Анализ ЛД

а

Определение активности протеолитичес-
ких ферментов

Определение активности оксидазы L-ами-
нокислот

Концентрацию белка
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Gryllus locorojo

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ядоотдача.

а

Результаты выхода яда взрос-
лых восточных степных гадюк в разные периоды
сезона активности 2015 г. представлены в табл. 1.
Рис. 1, визуализирует результат по средним вы-
борочным и их ошибкам применительно к самцам
и самкам.

Таблица 1
Ядоотдача взрослых восточных степных гадюк

в разное время сезона активности 2015 г.

Ядоотдача, мг
Месяц Пол n

lim M m±
Самцы и
самки

24 4.0–42.0 15.5±2.05

Самцы 14 4.0–18.0 9.0±1.06
Май

Самки 10 12.0–42.0 24.6±2.76
Самцы и
самки

19 1.0–50.0 22.0±2.86

Самцы 8 1.0–33.0 15.9±3.22
Июнь

Самки 11 9.0–50.0 26.4±3.93
Самцы и
самки

22 3.0–31.0 10.3±1.51

Самцы 8 3.0–14.0 7.1±1.36
Август

Самки 14 3.0–31.0 12.1±2.13

При сравнении средних видно, что и у сам-
цов, и у самок ядоотдача от весны (май) к лету
(июнь) возрастает, а к осени (август) опять сни-
жается. Однако не все сезонные различия явля-
ются статистически значимыми. Так, при сравне-
нии выборок, включающих только самцов, досто-
верной на 5%-ном уровне, является разница меж-
ду маем и июнем, июнем и августом, а в случае с
выборками самок – между маем и августом, ию-
неми августом.

Сходную картину мы получили ранее на
обыкновенной гадюке. В 2014 г. у обыкновенных
гадюк из г. Самара в апреле и сентябре ядоотдача
была значимо ниже, чем в мае – июле (Бакиев и
др., 2015; Горелов, 2015).

Остановимся на половых различиях у вос-
точной степной гадюки. Самцы отличались от са-
мок в каждыйиз периодов в среднемменьшей ядо-
отдачей. В высшей степени достоверной ( <
< 0.001) оказалась разница ядоотдачи самцов и
самок в мае 2015 г. Различия между самками и
самцами гадюк в ядоотдаче мы связываем с их
размерами и массой: в каждый из периодов самцы
отличались от самок в среднем меньшими раз-
мерамиимассой тела.

Ранее на примере обыкновенной и восточ-
ной степной гадюк мы показали, что выход яда
увеличивается с увеличением размеров и массы
змей, причем в выборке степных гадюк зависи-

P
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Рис. 1.Ядоотдача ( ) и индекс ядоотдачи ( ) взрослых восточных степных гадюк в разное время сезона активности
2015 г.
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мость ядоотдачи от массы тела была близка к пря-
мо пропорциональной (Бакиев и др., 2015; Мале-
нёв идр., 2015).

При прямо пропорциональной зависимости
между выходом ядовитого секрета и массой вос-
точной степной гадюки легко рассчитать вели-
чину выхода яда на единицу массы тела. Частное
от делениямассы сухого яда, полученного от змеи,
на массу тела последней (и для удобства восприя-
тия умноженное на 10 000) мы назвали «индексом
ядоотдачи». Этот индекс показывает выход ядови-
того секрета на единицумассытела.

Результаты расчетов средних значений дан-
ного индекса для самцов и самок восточной степ-
ной гадюки из Саратовской области в разное вре-
мя сезона активности 2015 г. приведены в табл. 2 и
на рис. 1, . Сравнивая самцов и самок по значе-
ниям индекса ядоотдачи вместо абсолютных зна-
чений выхода яда, мы получаем относительно
меньшие половые различия. Это свидетельствует
в пользу того, что в природных популяциях самцы
и самки восточной степной гадюки с одинаковой
массой тела в одно и то же время сезона продуци-
руют примерно одинаковое количество ядовитого
секрета (Маленёвидр., 2015).

Характер сезонной динамики индекса ядо-
отдачи в выборках такой же, как и у абсолютных

б

значений ядоотдачи: от весны к лету он возрас-
тает, а от лета к осени снова снижается. Выход яда
на единицу массы тела и у самцов, и у самок вос-
точной степной гадюки летом увеличивается. От-
носительные изменения индекса на наших выбор-
ках в большинстве случаев мало различаются с
изменениямиядоотдачи.

Сезонные изменения абсолютных значений
ядоотдачи и индекса ядоотдачи, подобные полу-
ченным на взрослых гадюках из природы, выявле-
ны при длительном искусственном содержании
восточных степных гадюк, родившихся в неволе
(рис. 2). Даже при содержании в искусственных
условиях у молодых гадюк отмечено увеличение
ядоотдачи от весны к лету и последующее сниже-
ние осенью. При этом ядоотдача росла от 2014 к
2016 г., что связано с увеличением массы тела в
ходе роста молоди, а индекс ядоотдачи оставался
на одномуровне, повышаясь каждой веснойи сни-
жаясь в конце каждого лета.

Приведенные данные убедительно доказы-
вают наличие у восточной степной гадюки сезон-
ных изменений абсолютной ядоотдачи и индекса
ядоотдачи в течение сезона активности: после вы-
хода из зимовки значения этих показателей воз-
растаютиперед уходомна зимовку снижаются.

В объединенных образцах
яда самцов и объединенных образцах яда самок,
собранных в разное время сезона активности
2015 г., мы определили значения среднесмер-
тельной дозы ЛД для банановых сверчков
Сверчки были выбраны по той причине, что пря-
мокрылые насекомые являются значительным
компонентом питания восточных степных гадюк.
Результаты токсикометрииприведеныв табл. 3.

Токсичность яда и у самцов, и у самок нес-
колько снижается (ЛД повышается) в августе по
сравнению с маем и июлем, но статистически зна-
чимых сезонных различий в значениях ЛД ни у

Токсичность яда.

.50

50

50

Месяц Пол
Средняя

ядоотдача,
мг

Средняя
масса
тела, г

Индекс
ядоотдачи,
отн. ед.

Самцы 9.0 28.8 3.1
Май

Самки 24.6 50.5 4.9
Самцы 15.9 29.4 5.4

Июнь
Самки 26.4 56.4 4.7
Самцы 7.1 26.6 2.7

Август
Самки 12.1 32.3 3.8

Таблица 2
Индекс ядоотдачи взрослых гадюк в 2015 г.
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Рис. 2. Ядоотдача ( ) и индекс ядоотдачи ( ) молодых восточных степных гадюк при террариумном содержании
в 2014 – 2016 гг.
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тех, ни у других мы не выявили. Не исключено,
что некоторое снижение токсичности (как и
уменьшение ядоотдачи) связано со снижением об-
щего уровняметаболическихпроцессов у змейпе-
ред периодом зимнего покоя. Значимые половые
различия ЛД не выявлены ни в один период се-
зона 2015 г.

50

Таблица 3
Значения среднесмертельной дозы (ЛД , мкг/г)

образцов яда восточной степной гадюки
для банановых сверчков

50

та самцов и самок для одного и того же пищевого
объекта.

Мы проана-
лизировали активности протеаз и оксидазы L-
аминокислот в индивидуальных образцах яда

, собранных в разное время сезона актив-
ности 2015 г. (табл. 4).

Нам не удалось выявить значимых сезон-
ных различий активности протеолитических фер-
ментов ни у самцов, ни у самок. Значимые поло-
вые различия в протеолитической активности так-
же не выявлены. Получается, что в течение всего
сезона самцы и самки продуцируют яд с одина-
ковой активностьюпротеаз.

Тот же вывод касается и активности оксида-
зы L-аминокислот. Следует заметить, что боль-
шинство образцов (94.4%) из общей выборки яда
взрослых гадюк ( = 71) были бесцветными, и в
них активность оксидазы L-аминокислот не обна-
руживалась. Отличные от нуля значения актив-
ности этого фермента объясняются тем, что в мае
было отмечено 2 образца желтого цвета среди 13
образцов яда самцов, в августе – 1 из 8 у самцов и
1 из 15 у самок. На наш взгляд, сезонное распре-
деление образцов по цвету в выборках – процесс
достаточно случайный.

Активности ферментов в яде.

V. renardi

n

Месяц 2015 г.Пол
гадюк Май Июнь Август

Самцы 25.9±5.24 26.8±4.44 31.6±8.26
Самки 26.2±3.84 28.9±4.09 37.9±9.37

Различия в токсичности ядовитого секрета
между самцами и самками у восточной степной и
обыкновенной гадюк не были отмечены нами на
мышах, банановых и домовых сверчках (Маленёв
и др., 2007; Бакиев и др., 2015; Горелов, Маленёв,
2016 , ). Возможно, отсутствие половых разли-
чий в токсичности ядовитого секрета гадюковых
змей носит более общий характер и свидетельст-
вует об одинаковой токсичности ядовитого секре-

а б

Таблица 4
Активности ферментов в образцах яда восточной степной гадюки
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Таким образом, результаты проведенных 
экспериментальных исследований говорят о том, 
что некоторые свойства ядовитого секрета вос-
точной степной гадюки (токсичность для насе-
комых, активности протеолитических ферментов 
и оксидазы L-аминокислот) на протяжении ис-
следованных периодов сезона активности оста-
ются практически постоянными. В то же время в 
ядоотдаче у гадюк обнаруживаются явные се-
зонные изменения – от весны к лету выход яда 
(как в абсолютном выражении, так и в пересчете 
на единицу массы змеи) возрастает, а к осени 
снижается.  
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VENOM’S YIELD AND VENOM’S PROPERTIES 
OF EASTERN STEPPE VIPER VIPERA RENARDI 

AT DIFFERENT TIMES OF ITS SEASONAL ACTIVITY 
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The venom yield of the eastern steppe viper Vipera renardi (Christoph, 1861) was shown to be higher in 
the summer than in the spring and autumn. No seasonal variability of the venom toxicity (the average 
lethal dose DL50 for banana crickets Gryllus locorojo Weissman et Gray, 2012) and the enzyme activities 
therein (proteases and L-amino acid oxidase) was detected. 
Key words: Vipera renardi, venom, venom yield, average lethal dose DL50, banana crickets, proteases, 
L-amino acid oxidase. 




