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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

Актуальность исследования и степень разработанности темы 

исследования 

Соленость считается одним из основных экологических факторов, влияющих 

на функциональное состояние двустворчатых моллюсков [55; 73; 75]. Согласно 

прогнозам Межправительственной группы экспертов по изменению климата, в 

ближайшие годы ожидается увеличение частоты экстремальных осадков, стоки 

которых в прибрежные морские участки могут привести к резким колебаниям 

солености. С другой стороны, интенсивное испарение может привести увеличению 

солености [104; 116]. При этом прогностические модели изменения климата не 

могут дать оценку направленности изменений солености Мирового океана. Общие 

признаки указывают на то, что соленость будет изменяться согласно региональным 

особенностям. Среди возможных последствий, колебания солености выделяют: 

сокращение видового разнообразия и исчезновение крупных видов гидробионтов, 

являющихся объектами добычи или культивирования в мировой пищевой 

промышленности [20; 23; 25]. Наибольшее значение соленость имеет для 

прибрежных экосистем и эстуариев, где сконцентрированы марикультурные фермы.  

Двустворчатые моллюски являются основными объектами массового 

выращивания в аквакультуре. Моллюски способны адаптироваться к изменению 

солености только в определенном диапазоне. Многие исследования показали, что 

изменения солености влияют на секрецию гормонов частоту сердечных сокращений 

и темп роста [242; 127; 23] двустворчатых моллюсков. Низкая соленость 

значительно снижает общее количество гемоцитов и способность к иммунному 

ответу [39; 158; 167; 77]. При этом границы адаптивного потенциала коммерчески 

значимых или перспективных объектов марикультуры к изменениям солености 

остаются неисследованными. В связи с чем, ощущается острая необходимость 



5 

проведения фундаментальных исследований в области изучения влияния факторов 

климатических изменений на иммунную систему моллюсков.  

Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) считается перспективным объектом 

для культивирования в Крыму. Анадара обычно обитает вблизи устьев рек на 

мягких субстратах, таких как глина и песок [5]. Естественный ареал A. kagoshimensis 

– Индийский и Тихий океан с соленостью до 35 ‰ [123]. Пути интродукции 

анадары в Черное море до конца не известны, вероятно, моллюск был занесен 

вместе с балластными водами в 60-х годах 20 века. В настоящее время 

двустворчатый моллюск успешно адаптировался к солености Черного моря и 

Азовского морей (14‰). A. kagoshimensis считается перспективным объектом для 

выращивания в условиях марикультуры в Черноморском регионе [2]. Основываясь 

на данных распространения A. kagoshimensis нельзя оценить влияние соленостного 

стресса на физиологическое состояние моллюска. Вместе с тем, стрессовые факторы 

окружающей среды, такие как изменение солености, могут приводить к подавлению 

реакций неспецифического иммунного ответа [75; 190; 186; 40; 185; 76]. Известно, 

что основу клеточного иммунного ответа двустворчатых моллюсков составляют 

гемоциты, циркулирующие в гемолимфе [102; 214]. Оценка морфологических и 

функциональных показателей гемоцитов является общераспространенным методом 

оценки влияния факторов окружающей среды на функциональное состояние 

моллюсков [13; 38; 45]. В связи с этим, оценка мофофункционального статуса 

клеток гемолимфы в условиях колебания солености позволит дать интегральную 

характеристику состояния A. kagoshimensis. 

Кроме этого, не раскрыты механизмы, обеспечивающие A. kagoshimensis 

продолжительную и успешную адаптацию к колебаниям солености. Учитывая, что 

осмолярность внутренней среды моллюсков напрямую определяется внешними 

условиями, очевидно, что основу адаптации видов к изменению солености 

составляют клеточные реакции. Так, галотолерантность моллюсков в первую 

очередь определяется способностью клеток регулировать свой объем после 

осмотического набухания или сжатия. Быстрое набухание в ответ на 
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гипоосмотический шок и сжатие в ответ на гиперосмотический стресс с 

последующим регуляторным уменьшением объема (RVD) или увеличением (RVI) 

является общей чертой большинства эукариотических клеток. Механизмы 

реализации клеточных адаптивных изменений объема в условиях осмотического 

стресса хорошо исследованы у позвоночных [175; 162]. По аналогии с эритроцитами 

крови позвоночных, которые являются основным объектом в этой области, вопрос о 

возможности регуляции объема гемоцитов моллюсков представляет значительный 

научный интерес в плане сравнительно-эволюционных исследований. 

Цель и задачи исследования 

Исследовать реакции клеток гемолимфы двустворчатого моллюска-вселенца 

A. kagoshimensis, обеспечивающие широкий диапазон осмотической толерантности, 

при его акклимации к условиям осмотического стресса. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Изучить морфофункциональные особенности гемоцитов гемолимфы 

A. kagoshimensis с использованием методов светооптической микроскопии, 

проточной цитометрии и разработать на этой основе их классификацию. 

2. Исследовать в условиях in vivo влияние гипер- и гипоосмотических условий 

морской среды на морфофункциональные характеристики гемоцитов 

A. kagoshimensis. 

3. Оценить осмотическую стойкость гемоцитов A. kagoshimensis на основе 

метода лазерной дифракции. 

4. В условиях in vitro исследовать процессы регуляции клеточного объема у 

гемоцитов A. kagoshimensis в условиях гипер- и гипоосмотических нагрузок. 

Объект исследования – двустворчатый моллюск A. kagoshimensis. 

Предмет исследования – влияние осмотического стресса на 

морфометрические и функциональные показатели гемоцитов A. kagoshimensis. 

Методология и методы исследования.  

Исследования проведены на экспериментальных моделях в условиях in vivo 

(на моллюсках A. kagoshimensis) и in vitro (на гемоцитах). Гематологические и 
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оптические методы применялись для проведения исследования 

морфофункциональных характеристик гемоцитов. Цитофлуорометрические методы 

для определения способности к продукции активных форм кислорода, мембранного 

потенциала митохондрий, соотношения клеточных типов и состояния мембран 

гемоцитов. Методы лазерной дифракции для оценки осмотической хрупкости 

клеток и моделирования регуляторного снижения и увеличения объема. 

Научная новизна.  

Впервые выполнена идентификация гемоцитов A. kagoshimensis, основанная 

на морфологических и функциональных критериях. Описаны два типа клеток 

гемолимфы: агранулярные (амебоциты) и гранулярные (эритроциты). Показано, что 

предварительная акклимация двустворчатых моллюсков в гипо- и 

гиперосмотических условиях приводит к сдвигу кривой осмотической стойкости, 

что свидетельствует о наличии у A. kagoshimensis механизмов изменения стратегии 

соленостной адаптации. Впервые показано, что гемоглобинсодержащие гемоциты 

A. kagoshimensis способны восстанавливать объем в условиях гипо- и 

гиперосмотического стресса. 

Теоретическая значимость. 

Результаты исследований, проведенных в настоящем проекте, являются 

фундаментальной основой, раскрывающей возможные последствия краткосрочного 

изменения солености для марикультуры в Черноморском регионе. В результате 

проделанной работы установлено наличие у гемоцитов компенсаторных механизмов 

регуляции объема после осмотической нагрузки. Данное направление исследований 

чрезвычайно актуально, поскольку многие виды двустворчатых моллюсков 

обладают широким диапазоном галотолерантности, при этом, внутриклеточные 

механизмы устойчивости к колебаниям солености среды остаются неясными у 

данной систематической группы. Следовательно, настоящие фундаментальные 

исследования механизмов реализации клеточной адаптации объема гемоцитов к 

соленостному стрессу позволяют углубить знания о физиологии клеток гемолимфы 

двустворчатых моллюсков.  
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Практическая значимость. 

В результате проделанной работы исследованы границы галотолерантности 

A. kagoshimensis. Оценка влияния изменений солености на клеточные 

функциональные и морфологические показатели гемоцитов A. kagoshimensis 

позволяет оценить перспективность их выращивания в контексте толерантности к 

колебаниям солености, обусловленным глобальным изменением климата. Кроме 

этого, результаты исследования могут быть использованы для корректировки 

методики адаптации моллюсков для культивирования в гипо- и гиперосмотическим 

условиях. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. В гемолимфе A. kagoshimensis присутствует два типа гемоцитов, 

характеризующиеся специфическими морфометрическими и функциональными 

признаками: амебоциты и эритроциты. 

2. Соленостный стресс стимулирует процессы клеточного дыхания в 

гемоцитах A. kagoshimensis, о чем свидетельствует рост мембранного потенциала 

митохондрий. 

3. Осмотическая стойкость гемоцитов A. kagoshimensis определяется 

условиями предварительной акклимации. Гипоосмотическая среда повышает 

стойкость клеток к осмотическому шоку, гиперосмотическая среда, напротив, 

снижает ее. 

4. Клетки гемолимфы A. kagoshimensis способны к реакции компенсации 

изменения объема в ответ на действие осмотического стресса. Гемоциты реагируют 

на гипоосмотические условия активацией процессов RVD, гиперосмотические 

условия, в свою очередь, сопровождаются развитием реакции RVI. 

Соответствие паспорту научной специальности 

Диссертационная работа соответствует паспорту специальности 1.5.16 – 

гидробиология, в частности пункту 1: «Исследование влияния факторов водной 

среды на гидробионтов в природных и лабораторных условиях с целью 

установления пределов толерантности и оценки устойчивости водных организмов в 
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условиях изменяющихся физико-химических свойств природных вод», а также 

пункту 2 паспорта: «Исследование экологических основ жизнедеятельности 

гидробионтов – их питания, водно-солевого и энергетического обмена, 

закономерностей роста и развития, особенностей». 

Степень достоверности результатов 

Достоверность полученных результатов обеспечивается релевантностью 

выборок экспериментальных животных, современными методами исследования, 

использованием объективных и адекватных моделей эксперимента, общепринятых 

методов статистической обработки, а также соответствием с ранее 

опубликованными теоретическими данными. Исследование клеточных механизмов 

адаптации A. kagoshimensis к условиям осмотического стресса проводилось в рамках 

проекта №19-34-50080 под руководством д.б.н. Миндукшева И.В., результаты 

которого успешно прошли экспертизу РФФИ. Кроме этого, большинство 

полученных в ходе выполнения диссертационной работы данных апробированы на 

всероссийских и международных конференциях, а также опубликованы в 

высокорейтинговых рецензируемых научных изданиях и реферируемых базами 

РИНЦ, Web of Science и Scopus. 

Апробация результатов работы 

Результаты работы докладывались на всероссийских и международных 

научных конференциях: XI Всероссийская онлайн-школа-семинар для молодых 

ученых, студентов и аспирантов «Современная гидробиология: глобальные 

проблемы Мирового океана» (г. Севастополь, 28 сентября –2 октября 2020 г.); V 

Всероссийская научная конференция молодых ученых «Комплексные исследования 

Мирового океана» (г. Калининград, 18-22 мая 2020г.); 24 Международная 

Пущинская школа-конференция молодых ученых «Биология – наука XXI века»; 

Изучение водных и наземных экосистем: история и современность: международная 

научная конференция, посвящѐнная 150-летию Севастопольской биологической 

станции — Института биологии южных морей имени А. О. Ковалевского и 45-

летию НИС «Профессор Водяницкий» (г. Севастополь, 13-18 сентября 2021 г.); XII 
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Всероссийская научно-практическая конференция для молодых учѐных по 

проблемам водных экосистем, посвященная 150-летию Севастопольской 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

В данном разделе диссертационной работы проанализированы 

математические модели глобального изменения климата. Описаны экологические и 

физиологические последствия гипоосмотических и гиперосмотических изменение 

солености различной длительности. Дана характеристика гидробионтам с точки 

зрения механизмов адаптации к изменениям солености.  

  

 

1.1 Соленость как ведущий экологический фактор 

 

 

Под соленостью подразумевают суммарное содержание всех растворенных в 

воде минеральных веществ. Природные воды делятся на пресные (соленость до 

1 ‰), солоноватые (1,0-30 ‰), соленые или морские (30-40 ‰) и ультрагалинные 

или пересоленные (более 40 ‰).  

Гиперсоленая среда – это воды с соленостью выше морской (около 40 ‰). 

Есть два основных типа гиперсоленой среды [196; 255]. Первые — это внутренние 

соленые озера или моря, которые представляют собой более или менее постоянные 

водоемы, не имеющие выхода к морю. Типичными примерами являются Большое 

соленое озеро и озеро Моно на западе США, Мертвое море в Израиле, озеро Магади 

в Кении, Аральское море в Средней Азии и пруд Дон Жуан в Антарктиде. 

Соленость в этом типе водоемов может достигать 400‰. Вторая категория 

гиперсоленых водоемов включает приливные бассейны. Такая гиперсоленая среда 

создается в прибрежных районах и устьях рек, когда бассейны изолируются от 

приливного потока на длительные периоды времени, а испарение концентрирует 
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оставшиеся соли [176; 179; 227]. Пресные воды, в свою очередь, подразделяются на 

гипогалинные (менее 0,5 ‰) и олигогалинные (0,5-1,0 ‰), а солоноватые - на 

мезогалинные (1-18 ‰) и полигалинные (18-30 ‰).  

Промышленная и техногенная деятельность может приводить к засолению или 

распреснению водоемов. Например, в результате работы предприятий по 

опреснению морской воды происходит локальное засоление прибрежных вод [67]. 

Интенсивное использование морской воды приводит к сбросу сточных вод с 

высокой соленостью, и как следствие к повышению концентрации соли в сточных 

водах на 15–45 %, в то время как концентрация соли в морской воде обычно 

составляет 25–35 ‰ [219]. Кроме того, некоторые отрасли промышленности, 

например, нефтяная, полиграфическая, бумажная, химическая, сбрасывают большое 

количество сточных вод, которые содержат концентрированный солевой раствор, 

стойкие или токсичные органические загрязнители. В последние десятилетия приток 

соленых и гиперсоленых сточных вод на очистные сооружения значительно 

увеличился и составляет до 5% от общемировых стоков [137]. 

Согласно прогнозу Межправительственной группы экспертов по изменению 

климата в ближайшие годы ожидается увеличение частоты экстремальных осадков 

[104]. Изменения количества осадков являются следствием антропогенного 

изменения климата из-за более высокого уровня влажности в атмосфере, связанного 

с повышением глобальной температуры [232]. Эти изменения не будут 

одинаковыми по всему миру [116; 188], ожидается, что регионы, которые уже 

являются влажными, станут более влажными, а засушливые регионы станут более 

засушливыми [231]. В сочетании с этими изменениями прогнозируется увеличение 

или уменьшение общего количества осадков. Например, годовое количество осадков 

в Европе в целом снизилось, но количество экстремальных летних осадков 

увеличилось [49], и, по прогнозам, такая тенденция будет сохраняться в дальнейшем 

[116]. Экстремальные осадки были определены как потенциальная угроза 

глобальным экосистемам, особенно в регионах со средиземноморским климатом 

[94]. Воздействие на экосистему в результате изменения количества осадков, 
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особенно несезонных осадков, вероятно, будет наиболее заметным в эстуариях. 

Поступление пресной воды из рек и экстремальные осадки могут способствовать 

локальному снижению концентрации солей в литоральной зоне [138]. С другой 

стороны, антропогенная нагрузка может привести к локальному засолению. 

Концентрация солей в литоральной зоне может повышаться в результате 

выветривания горных пород или деятельности предприятий по добыче солей [41]. 

Последнее подтверждается математическими моделями, подготовленными на 

основании многолетних мониторинговых исследований [20]. Так, согласно 

исследованиям Баера и Антонова глобальное изменение климата приводит к 

повышению солености в субтропических регионах и снижению концентрации солей 

в умеренных широтах [19; 35].  

Соленость - один из основных стрессовых факторов окружающей среды для 

гидробионтов [10; 183; 132; 225]. Жизнь в морской воде существует в широком 

диапазоне солености: от 7‰ в Балтийском море до 35‰ в океанических водах и 

более 40‰ в гиперсоленых водоемах. Однако изменение солености может выходить 

за пределы осмотической толерантности гидробионтов, что приведет к нарушению 

функционирования экосистем и снижению биоразнообразия [190; 234; 25; 3; 44]. В 

особенности под угрозой окажутся бентосные виды, например двустворчатые 

моллюски, не способные к активному перемещению. В связи с чем, поступление 

соли или опреснение, вызванное антропогенными источниками в сочетании с 

изменением климата, считается наиболее важным фактором, влияющим на водные 

экосистемы. 

 

 

1.2 Влияние солености на функциональное состояние морских организмов  

 

 

Физиологические последствия осмотического стресса могут различаться в 

зависимости от стратегии адаптации организма к колебанию солености и 
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экологической пластичности данного фактора. В зависимости от механизмов 

соленостной адаптации выделяют осморегуляторов и осмоконформеров [68; 130]. К 

осморегуляторам относится большинство видов рыб, а к осмоконформерам акулы, 

миксины, скаты и беспозвоночные, в том числе двустворчатые моллюски. 

Осморегуляторы, осуществляют анизосмотическое внеклеточное регулирование 

путем транспорта осмолитов через эпителий жабр, что позволяет поддерживать 

осмотический гомеостаз внеклеточной жидкости организма [68; 130]. Другая группа 

организмов – осмоконформеры - не способна поддерживать осмотический гомеостаз 

внеклеточной жидкости. Как следствие, клетки осмоконформеров испытывают 

осмотический стресс при изменении солености окружающей среды [55; 71; 198]. 

Осмоконформеры адаптируются к изменениям солености окружающей среды путем 

изоосмотической внутриклеточной регуляции посредством активации механизмов 

регуляции объема клеток [71; 198; 47; 46; 72; 9]. В зависимости от диапазона 

соленостной толерантности осмоконформеры и осморегуляторы подразделяются на 

эвригалинные и стеногалинные виды. Среды со стабильной соленостью населяют 

стеногалинные виды, имеющие узкие пределы соленостной толерантности, а с 

переменной - эвригалинные, имеющие широкий диапазон соленостной 

толерантности. Эвригалинные осморегуляторы обладают механизмами, которые 

контролируют динамические изменения в стратегии осморегуляции от активного 

поглощения соли до выделения соли и от выделения воды до удержания воды. Эти 

механизмы включают: 

– сигнализацию об изменении солености окружающей среды, которые 

нарушают гомеостаз воды и соли в организме, 

– сигнальные сети, которые кодируют информацию о направлении и величине 

изменения солености 

– эффекторы изменения проницаемости эпителия.  

Способность осмоконформеров к адаптации в условиях соленостных 

колебаний напрямую связана с его способностью регулировать объем клеток при 

осмотическом стрессе [71]. 
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Большинство рыб приспособлены к тому, чтобы выдерживать некоторую 

степень соленостного стресса. Эвригалинные рыбы хорошо адаптируются к 

изменениям осмотических концентраций. Например, инкубация в гипоосмотических 

условиях (до 6‰) и возвращение без акклиматизации к контрольным значениям 

солености (32‰) не оказало влияния соотношение ионы плазмы атлантической 

трески (Gadus morhua) [22]. С другой стороны, колебание солености может оказать 

влияние на репродуктивный цикл многих видов рыб [93]. Было показано, что 

солевой стресс оказывает двунаправленное воздействие на иммунный ответ: он 

может подавлять или усиливать некоторые иммунные параметры в зависимости от 

дозы и продолжительности воздействия [85; 57; 201; 202]. После заражения 

длиннорылой рыбы-иглы (Syngnathus typhle) бактериями рода Vibrio усиливалась 

пролиферация лимфоцитов и экспрессировались гены, ответственные за иммунный 

ответ. После инкубации в гиперосмотических условиях при 30‰ (контроль 18 ‰), 

бактериальное заражение не приводило к активации иммунного ответа [31]. 

Осмотический стресс может оказать воздействие не только на врожденный 

иммунитет, но и на воспалительные, стрессовые и адаптивные иммунные ферменты 

[4; 96]. Связанные со стрессом ферменты, такие как глутатион-s-трансферазы, 

играют очень важную роль в клеточной детоксикации широкого спектра 

эндогенных и экзогенных соединений [156; 66].  

К организмам осморегуляторам относится большинство видов костистых рыб. 

Независимо от солености окружающей среды осмолярность жидких сред организма 

осморегуляторов остается постоянной: приблизительно на уровне 300-400 мОсм/кг. 

В зависимости от условий обитания различают стратегии осморегуляции в пресной 

и морской воде. Так для осмотического гомеостаза костным рыбам пресных вод 

необходимо предотвращать пассивную потерю солей и накопление воды. Напротив, 

морские костные рыбы имеют физиологические механизмы удержания воды и 

секреции солей в окружающую среду. 
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Механизмы адаптации к изменениям солености окружающей среды 

представителей осморегуляторов хорошо изучены. Известно, что у костистых рыб за 

адаптацию к изменению внешней солености отвечают жабры (экскреция или 

секреция Na
+
 или Cl

-
 хлоридными клетками), структурные элементы почки 

(продукция гипотонической или гипертонической мочи), кишечник 

(дополнительная реабсорбция Na
+
 и Cl

-
) и поверхностный эпителий (снижение 

проницаемости для воды) [146]. Осмолярность внутренних жидкостей морских 

костистых рыб остается слегка гипоосмотическими по отношению к окружающей 

морской воде. Они испытывают некоторую потерю воды и поддерживают 

осмотическую последовательность, активно поглощая морскую воду и выделяя 

излишки солей через жабры и почки [68; 69].  

Напротив, внутренняя среда пресноводных костистых рыб слегка 

гиперосмотична по отношению к окружающей пресной воде. Они осуществляют 

процессы осморегуляции, поглощая относительно небольшое количество воды, 

выделяя большое количество разбавленной мочи. Воду и соли получают через 

жабры [68]. 

Кроме этого, у позвоночных хорошо изучены механизмы клеточной 

регуляции объема. Пути поддержания клеточного объема подразделяются на два 

типа: регуляторное снижение объема (RVD) и регуляторное увеличение объема 

(RVI) [15; 50; 105; 83]. В исследованиях процессов регуляции объема клеток 

эритроциты низших позвоночных являются наиболее распространенным модельным 

объектом [83]. При попадании в гипотоническую среду происходит немедленное 

набухание эритроцитов рыб и лягушек, что далее сопровождается постепенным 

возвратом клеток к исходному объему [228; 15]. Реакция RVD осуществляется за 

счет выведения из клеток ионов калия и хлора вместе с осмотически связанной 

водой через K
+
–Cl

—
симпорт и K

+
–H

+
 антипорт. RVI – обратный процесс входа в 

клетку гидратированных ионов натрия через Na
+
/Н

-
 обменник, а также Na

+
, K

+
 и Cl

−
 

котранспорт [50; 83; 105].  
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Морские миксины и пластинчатожаберные представляют собой небольшое 

число видов рыб, являющихся осмоконформерами. Концентрация NaCl в жидкостях 

организма миксины примерно равна концентрации в морской воде [200]. Однако у 

пластинчатожаберных она вдвое меньше, чем у морской воды, и осмотическая 

разница создается за счет активного накопления органических осмолитов [251]. 

Пластинчатожаберные поддерживают разницу в содержании NaCl (относительно 

морской воды) за счет активной секреции NaCl через ректальную железу. Среди 

осмоконфомеров особый интерес представляют двустворчатые моллюски.  

Известно, что выращивание в анизоосмотических условиях негативно влияет 

на функциональное состояние двустворчатых моллюсков [42]. Умеренный, но 

длительный соленостный стресс может приводить к массовой гибели моллюсков 

[56]. Снижение солености ниже 15‰ в течение трех дней подряд было достаточно, 

чтобы вызвать гибель Cerastoderma edule и Venerupis corrugata, тогда как в среднем 

требовалось 9 дней, чтобы вызвать гибель Ruditapes philippinarum. Аналогичным 

образом, значения солености ниже 5 ‰ в среднем в течение четырех дней подряд 

приводили к почти полной смертности C. edule и V. senegalensis и значительной 

смертности R. philippinarum [181]. Снижение солености ниже 5‰ в течение 3,5 

суток (84 часа) приводило к массовой смертности C. edule и Scrobicularia plana 

[237]. Субоптимальные условия засоления так же приводили к массовой гибели 

R. philippinarum, Ruditapes decussatus, Crassostrea virginica, Nodipecten nodosus и 

Amarilladesma mactroides [187]. Большинство авторов делает вывод, что снижение 

солености ниже 15‰ является критической для морских двустворчатых моллюсков, 

обитающих при солености около 25‰ [237; 87; 56]. Вместе с тем, суточное 

снижение солености ниже 15‰ не сопровождалось массовой гибелью моллюсков, 

но привело к снижению двигательной активности у R. decussatus, V. corrugata и 

R. philippinarum [243]. Кроме этого, снижение солености до 15‰ и содержание 

особей в данных условиях в течение недели не приводила гибель моллюсков 

S. plana [29].  
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Многие пресноводные и морские двустворчатые моллюски (Cyclina sinensis 

(Gmelin, 1791), Mytilus edulis (Linnaeus, 1758), Haliotis laevigata (Donovan, 1808), 

Rochia nilotica (Linnaeus, 1767), Magallana gigas (Thunberg, 1793), Saccostrea 

glomerata (Gould, 1850), S. plana и C. edule) так же способны адаптироваться к 

гиперосмотическим условиям [153; 135]. Corbicula fluminea (O. F. Müller, 1774), 

обитающий при солености 1,5‰, акклиматизировался к гиперосмотическим 

условиям (5, 10 и 15 ‰) [29]. Экспозиция Mytella strigata (Hanley, 1843) в 

гиперосмотических условиях (22 и 40 ‰) в течение 28 дней привела к гибели менее 

10 % особей [253].  

Считается, что длительное содержание моллюсков в условиях низкой и 

высокой солености, не приводящей к гибели моллюсков, подавляет скорости роста 

[197; 191; 129]. Снижение скорости роста в условиях осмотического стресса обычно 

объясняют более высокими физиологическими затратами, связанными с процессами 

осморегуляции. [149]. Так, при солености 35 ‰ у Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 

1819) снижалась метаболическая активность, а противоположная реакция 

наблюдалась при солености 14 ‰ [73]. Снижение темпов роста также связывают со 

снижением скорости фильтрации в результате ограничения водообмена с 

окружающей средой. Наиболее распространенной реакцией морских моллюсков на 

изменение солености является снижение функциональной активности. Когда 

изменяется соленость, частота дыхания уменьшается и поддерживается на 

сравнительно низком уровне. Исследования Т. Вердельхоса с соавторами показали, 

что двигательная активность моллюсков снижается по мере отклонения солености 

от контрольных значений (S. plana: 20–30 ‰; C. edule: 20–25 ‰). После достижения 

определенного порога солености смертность моллюсков резко возрастала - 10‰ для 

S. plana и ниже 15 ‰ для C. edule [237]. Эффективность фильтрации снижается при 

низкой солености у морского двустворчатого моллюска Perna viridis (Linnaeus, 

1758) [238]. Скорость дыхания T. squamosa также уменьшалась при воздействии 

низкой солености [150]. Скорость и степень нормализации функциональной 

активности зависят от величины внешнего воздействия и адаптационных 
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возможностей видов. Скорость потребления кислорода восстанавливается через 1 

день у Littorina saxatilis (Olivi, 1792) и через 6 дней у L. obtusata. Полностью 

восстанавливается только у более эвригалинных видов моллюсков L. saxatilis. 

Показано, что для стеногалинных видов моллюсков уровень потребления кислорода 

значительно ниже контрольного значения даже после 22 дней акклиматизации к 

пониженной солености [28]. 

Акклиматизация к низкой солености может не сопровождаться изменениями 

уровня потребления кислорода [129]. Последнее может свидетельствовать об 

отсутствии увеличения затрат на поддержание метаболизма при осмотическом 

стрессе. Кроме этого, у M. trossulus повышение солености до 33 ‰ и снижение до 

7 ‰ не приводили к снижению темпов роста мягких тканей [191]. Изменение 

солености может применяться в качестве подходящего инструмента для борьбы с 

патогенами и предотвращения вспышек заболеваний у коммерческих видов 

двустворчатых моллюсков [97]. Однако, не смотря на примеры успешной 

акклиматизации, стрессовые условия окружающей среды могут приводить к 

подавлению иммунитета двустворок [239] и к развитию окислительного стресса [44; 

235]. Показано, что у R. philippinarum после инкубации при 14 и 35 ‰ 

увеличивается активность антиоксидантных ферментов, в том числе 

супероксиддисмутазы и каталазы. При этом соленостный стресс подавлял 

способность гемоцитов к продукции активных форм кислорода (АФК) [235]. 

Результаты лабораторных и полевых исследований продемонстрировали 

взаимосвязь между вариациями уровня солености и заражением двустворчатых 

моллюсков [81; 190]. Инкубация в анизоосмотических условиях снизила 

устойчивость моллюсков к таким патогенам как Marteilia sydneyi (Perkins and Wolf, 

1976), Vibrio parahaemolyticus (Fujino, Okuno, Nakada, Aoyama, Fukai, Mukai and 

Ueho, 1951) Sakazaki, Iwanami and Fukumi, 1963, OsHV-1 и Vibrio tapetis (Borrego, 

Castro, Luque, Paillard, Maes, Garcia and Ventosa, 1996) [75; 190; 186; 40; 185; 76]. У 

устриц (Ostrea edulis Linnaeus, 1758), содержащихся в течение 7 дней при различных 

уровнях солености (32, 25 и 16 ‰), самая высокая соленость способствовала росту 
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бактериального патогена Listonella anguillarum (Bergeman, 1909) MacDonell and 

Colwell, 1985, увеличивала количество крупных гранулоцитов и снижала 

способность к продукции АФК гемоцитами [97]. У M. galloprovincialis количество 

циркулирующих гемоцитов значительно увеличилось у мидий, подвергшихся 

воздействию солености 40 ‰ в течение 24 часов, тогда как процент фагоцитарных 

гемоцитов существенно не изменился [152]. Пониженная соленость приводит к 

смертности гемоцитов у M. gigas [76; 77]. У морского ушка Haliotis diversicolor 

(Reeve, 1846) обнаружили низкое количество гемоцитов при низкой солености и 

низкую фагоцитарную способность гемоцитов как при пониженной [48], так и при 

повышенной солености. Бассел Ю.А. с соавторами [39] продемонстрировали, что у 

мидий (M. edulis), содержащихся в течение двух дней при пониженной солености 

(16 ‰), наблюдалось значительное снижение количества гемоцитов, процент 

эозинофилов и фагоцитарной активности по сравнению с мидиями, содержащимися 

при солености 32 ‰ (контроль) [39]. Рейд Х.И. с соавторами [190] обнаружили, что 

общее число циркулирующих гемоцитов значительно увеличивается с повышением 

солености от 20 ‰(контроль) до 40 ‰ у R. Philippinarum [190].  

Гемоциты принимают участие в реализации иммунного ответа. Клеточный 

иммунный ответ включает в себя фагоцитоз, инкапсуляцию и деструкцию патогенов 

за счет выброса активных форм кислорода или ферментативного расщепления [239; 

214]. Кроме этого гемоциты принимают участие в транспорте питательных веществ, 

пищеварении и заживлении тканей [131; 159]. Изменение параметров клеточного 

иммунитета обычно оценивают по соотношению типов гемоцитов, способности к 

продукции АФК, фагоцитарной активности, нарушениям клеточного цикла и 

морфометрическим изменениям клеток [192]. Показано, что после 2-х часового 

периода инкубации in vitro при 0,3 ‰ увеличился процент смертности гемоцитов 

M. gigas. Аналогичный результат получен после 18-ти часовой инкубации при 6,5 ‰ 

[76]. В работе М. Перригалт с соавторами зафиксировано значительное увеличение 

общего количества гемоцитов и процента мертвых клеток Mercenaria mercenaria 
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(Linnaeus, 1758) после инкубации в гипоосмотических условиях (17 ‰) в течение 

двух месяцев [185].  

 

 

1.3 Механизмы адаптации двустворчатых моллюсков к изменению 

солености 

 

 

Большинство двустворчатых моллюсков являются осмоконформерами, так как 

осмолярность жидкости их тела изменяется в соответствии с изменением солености 

окружающей среды. Моллюски обладают рядом осморегуляторных механизмов, 

позволяющих справляться как с гипо-, так и с гиперосмотическим стрессом. Бергер 

с соавторами показали наличие двух относительно независимых систем адаптации к 

экстремальным (устойчивость) и умеренным (толерантность) изменениям солености 

окружающей среды [28]. Известно, что на организменном уровне моллюски 

реагируют на изменение солености закапыванием в донные отложения, активным 

перемещением из неблагоприятной зоны, а так же изоляцией мягких тканей путем 

закрытия створок [97; 242; 210]. Такая изоляция позволяет отделить внутренние 

жидкости от внешней среды. Следовательно, моллюски могут непродолжительное 

время сохранять постоянство осмолярности внутренних жидкостей. В основном 

способность длительное время изолировать мантийную полость определяет 

устойчивость моллюсков к краткосрочным экстремальным изменениям солености 

окружающей среды.  

Закрытие раковины как ответ на стресс происходит благодаря активности 

периферических детекторов, расположенных на головных щупальцах, мантийных 

гребнях и поверхностях сифонов [187]. Существует два типа этих детекторов: 

осморецепторы, чувствительные к осмотическому давлению, и специальные 

рецепторы, чувствительные к изменениям концентрации ионов натрия [204].  
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Ограничивающие факторы для длительной изоляции тканей моллюсков от 

соленостного стресса окружающей среды – накопление продуктов метаболизма и 

постепенно развивающаяся функциональная гипоксия. Уровень устойчивости 

моллюсков к изменениям солености окружающей среды во многом коррелирует с 

устойчивостью к гипоксическим условиям [238; 241]. Поддержание 

гомеостатического состояния в условиях отсутствия водообмена с окружающей 

средой возможно в течение ограниченного времени. Это означает, что моллюски, в 

отличие от типичных организмов осмоконформеров, поддерживают осмотический 

баланс не за счет активного переноса осмолитов. Стратегия моллюсков заключается 

во временном торможении водно-солевого обмена.  

Толерантность моллюсков определяется клеточными и молекулярными 

механизмами адаптации. К ним относятся обратимые изменения синтеза белка и 

РНК, изменение структуры множества молекулярных форм различных ферментов и 

регуляция ионного содержания и объема клеток. Однако процессам осморегуляции 

на клеточном уровне уделено мало внимания [26; 79]. В результате снижения 

осмолярности клетки могут набухать, а увеличение осмолярности вызывает их 

сжатие [187]. Считается, что двустворчатые моллюски поддерживают объем клеток 

путем регулирования пула свободных аминокислот и ионного обмена [210]. 

Некоторые аминокислоты (аланин, глицин и пролин), их производные (таурин 2- 

аминоэтансульфоновой кислоты) и метиламины способствуют регуляции 

осмотического давления в клетках [124]. С другой стороны, неорганические 

осмолиты отвечают за адаптацию к быстрым изменениям солености [187]. 

Многочисленные исследования показали, что изменение содержания свободных 

аминокислот (СА), которые функционируют как органические осмолиты, в тканях 

вносят заметный вклад в регуляцию внутриклеточной осмолярности и объема 

клеток двустворчатых моллюсков [187]. Более того, установлено, что 

преобладающие типы СА различаются у разных видов двустворчатых моллюсков-

осмоконформеров. Например, у моллюска Mya arenaria (Linnaeus, 1758) глицин 

оказался доминирующей СА, тогда как аланин был самой распространенной СА у 
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Corbicula japonica (Prime, 1864) и балтийского моллюска Macoma balthica (Linnaeus, 

1758) [92; 209]. Лин с соавторами обнаружили, что таурин является преобладающей 

СА Meretrix lusoria (Röding, 1798), что согласуется с результатами нескольких 

других исследований, которые показали, что таурин является наиболее 

распространенным осмолитом моллюсков [110; 124; 230].  

Неорганические ионы (Na
+
, K

+
, Cl

−
) считаются основными осмолитами при 

адаптации двустворчатых моллюсков к быстрым изменениям солености. Снижение 

внешней осмолярности приводит к высвобождению KCl по каналам K
+
 и Cl

-
 и 

котранспортеру K-Cl. Кроме того, концентрации NaCl и KCl могут быть увеличены 

с помощью котранспортера Na-K-2Cl и обменников Na
+
/H

+
 и Cl

-
/HCO

3-
 в ответ на 

гиперосмотические условия [106]. Следовательно, адаптация солености 

двустворчатых моллюсков во многом зависит от их способности регулировать 

объем клеток путем накопления или уменьшения количества осмолитов.  

Вместе с тем, согласно литературным данным, не все типы клеток моллюсков 

способны регулировать объем. Клетки пищеварительной железы M. galloprovincialis 

при снижении осмолярности с 1100 до 800 мОсм/кг демонстрировали небольшое 

уменьшение объема [228]. На нескольких модельных объектах (M. californianus, 

Geukensia demissa Dillwyn, 1817, Mytilus trossolus A. Gould, 1850) показано, что 

клетки жабр, мантии и гемолимфы не регулируют свой объем при воздействии 

гипотонического стресса [228; 172]. Гемоциты выполняют функции иммунного 

ответа, пищеварения, транспорта и заживления тканей [8]. Однако способность 

клеток гемолимфы регулировать объем все еще остается предметом обсуждения. 

Согласно результатам работы Нефелда Д. С. [125] гемоциты двустворчатых 

моллюсков (G. demissa) не способны к регуляторному изменению объема. С другой 

стороны, осмотически индуцированные перемещения ионов калия через клеточную 

мембрану гемоцитов M. galloprovincialis были аналогичны тем, которые 

наблюдались в эритроцитах позвоночных во время восстановления объема после 

гипосмотического набухания [104]. Авторы [104] предположили, что в предыдущих 

исследованиях [125] не зафиксированы изменения объема гемоцитов в 
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гипосмотической среде из-за используемых методических подходов (световая 

микроскопия), которые не позволяли точно оценить объем клеток. Несмотря на 

большое число исследований, посвященных влиянию соленостного стресса на 

функциональное состояние двустворчатых моллюсков и механизмов их адаптации, 

до сих пор остается ряд нерешенных вопросов. В частности, имеющейся 

информации недостаточно для утверждения о наличии или отсутствии реакции RVD 

и RVI у гемоцитов, хотя широкий диапазон галотолерантности многих видов, может 

свидетельствовать о совершенных механизмах адаптации к гипер- и 

гипоосмотической нагрузке на клеточном уровне.  

 

 

1.4 Классификация клеток гемолимфы двустворчатых моллюсков  

 

 

Идентификация типов клеток гемолимфы обычно основана на различных 

морфологических и функциональных характеристиках. Гранулярность цитоплазмы - 

основной критерий классификации гемоцитов моллюсков при помощи метода 

световой микроскопии [13; 102]. Кроме этого, авторы оценивают окраску и 

гранулярных включений (базофильная, эозинофильная, ацидофильная), размерные 

характеристики, ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО) и форму клеток 

[102; 178]. Также детально охарактеризована ультраструктура выделенных 

морфологических типов гемоцитов. Вместе с тем, описание морфотипов гемоцитов 

не дает представления об их функциональной роли. Общепринятым методом, 

используемым для функциональной характеристики гемоцитов, является проточная 

цитометрия [119; 126]. Классификация гемоцитов и их функциональные 

особенности различны у представителей двустворчатых моллюсков. Основные типы 

клеток у представителей двустворчатых моллюсков представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 — Классификация, структура и функции гемоцитов двустворчатых 

моллюсков 

Вид Метод Типы гемоцитов Характеристика клеток Ссылка 

Mytilus edulis 

Linnaeus, 1758 

световая 

микроскопия, 

электронная 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

базофилы 

способны к агрегации, 

содержат крупные 

прозрачные вакуоли, 

имеют низкое ЯЦО 

[133] 
эозинофильные 

гранулоциты 

содержат большое число 

эозинофильных гранул и 

неокрашенных везикул 

гранулоциты 
содержит больше число 

базофильных гранул 

Perna viridis 

Linnaeus, 1758 

световая 

микроскопия, 

электронная 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

гиалиноциты 

содержат мелкие гранулы 

в цитоплазме, высокое 

ЯЦО 

[241] 
полугранулоциты 

большое ядро, но ЯЦО 

ниже, чем у гиалиноцитов 

гранулоциты 

эозинофильная окраска, 

большое число гранул в 

цитоплазме, большой 

запас гликогена 

Perna viridis 

Linnaeus, 1758 

проточная 

цитометрия 

гиалиноциты 

в меньшей степени 

способны к фагоцитозу и 

генерации АФК. 

Эстеразная активость и 

содержание лизосом 

ниже, чем у гранулоцитов 
[137] 

гранулоциты 

выше процент фагоцитоза, 

эстеразная активность, 

способность к продукции 

АФК и содержание 

лизосом в сравнении с 

гиалиноцитами 

Mytilus 

galloprovincialis 

Lamarck, 1819 

проточная 

цитометрия, 

световая 

микроскопия и 

градиентное 

центрифугирование 

агранулоциты 

небольшие клетки с 

высоким ЯЦО, 

преимущественно не 

содержат гранулы в 

цитоплазме и не способны 

к образованию 

псевдоподий 
[13] 

гранулоциты 

крупные клетки, 

преимущественно 

амебоидной формы с 

ацентричным ядром, в 

большей степени 

способны к продукции 

АФК 
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Продолжение таблицы 1 

Вид Метод Типы гемоцитов Характеристика клеток Ссылка 

Perna perna 

(Linnaeus, 

1758) 

просвечивающая 

электронная 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

гиалиноциты 

клетки округлой формы, 

не содержат гранул, ядро 

расположено в центре 

[70] 

полугранулоцыты 

округлые или 

яйцевидные клетки, 

цитоплазма содержит 

гранулы, ядро 

централизовано или 

ацентрично. 

гранулоциты 

клетки круглой или 

овальной формы, 

цитоплазма содержит 

большое число 

гранулярных включений, 

ядро расположено ближе 

к переферической 

области. 

бластоподобные 

клетки 

клетки круглой формы, 

не содержат гранулы в 

цитоплазме, ядро 

расположено 

преимущественно в 

центре клетки. 

Saccostrea 

glomerata 

(Gould, 1850) 

световая и 

электронная 

микроскопия 

гемобластопобные 

клетки 

небольшие клетки с 

крупным ядром, в 

цитоплазме содержится 

слабо развитый 

эндоплазматический 

ретикулум и небольшое 

число митохондрий 

[6] гиалиноциты 

крупные клетки с низким 

ЯЦО, обладали 

способностью к 

фагоцитозу и 

агглютинации 

гранулоциты 

большие клетки, 

содержали большое 

число гранул в 

цитоплазме, обладали 

наибольшей 

способностью к 

фагоцитозу 
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Продолжение таблицы 1 

Вид Метод Типы гемоцитов Характеристика клеток Ссылка 

Saccostrea 

kegaki Torigoe 

and Inaba, 1981 

световая 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

бластоподобные 

клетки 

не содержат гранул, не 

способны к фагоцитозу, 

имеют низкую 

окислительную 

активность 

[108] гиалиноциты 

цитоплазма содержит 

немногочисленные 

гранулы и способны 

образованию 

псевдоподий 

гранулоциты 

содержат 

многочисленные 

гранулы и способны к 

образованию 

псевдоподий 

Ostrea 

circumpicta 

Pilsbry, 1904 

световая 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

бластоподобные 

клетки 

не содержат гранул, не 

способны к фагоцитозу, 

имеют низкую 

окислительную 

активность 

[108] гиалиноциты 

цитоплазма содержит 

немногочисленные 

гранулы и способны 

образованию 

псевдоподий 

гранулоциты 

содержат 

многочисленные 

гранулы и способны к 

образованию 

псевдоподий 

Magallana 

gigas Thunberg, 

1793 

проточная 

цитометрия, 

световая 

микроскопия и 

градиентное 

центрифугирование 

агранулоциты 

маленькие клетки, не 

содержат гранулы в 

цитоплазме 

[240] 

полугранулоциты 
средний диаметр, 

небольшое кол-во гранул 

гранулоциты 

самые крупные клетки, 

содержат крупные 

гранулы в цитоплазме, 

преимущественно 

способны к фагоцитозу и 

инкапсуляции, 

продуцируют АФК и NO 

Hyotissa hyotis 

Linnaeus, 1758 

световая 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

бластоподобные 

клетки 

не содержат гранул, не 

способны к фагоцитозу, 

имеют низкую 

окислительную 

активность 

[108] 
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Продолжение таблицы 1 

Вид Метод Типы гемоцитов Характеристика клеток Ссылка 

Hyotissa hyotis 

Linnaeus, 1758 

световая 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

гиалиноциты 

цитоплазма содержит 

немногочисленные 

гранулы и способны 

образованию 

псевдоподий 
[108] 

гранулоциты 

содержат 

многочисленные 

гранулы и способны к 

образованию 

псевдоподий 

Cristaria 

plicata Leach, 

1814 

световая, фазово-

контрастная и 

электронная 

микроскопия 

агранулоциты 

не содержат гранул или 

содержат единичные 

гранулы 
[247] 

гранулоциты 

содержат большое число 

гранулярных включений, 

способны к фагоцитозу 

Pinctada 

imbricata 

fucata  

A. Gould, 1850 

световая 

микроскопия, 

электронная 

микроскопия, 

проточная 

цитометрия 

малые гиалиноциты не содержат гранул 

[141] 

большие 

гиалиноциты 

не содержат гранул, 

клетки больше в 

диаметре, в сравнении с 

малыми гиалиноцитами 

гранулоциты 

имеют округлую или 

неправильную форму, 

маленькое ЯЦО, в 

сравнении с другими 

типами клеток, способны 

к образованию 

псевдоподий, 

цитоплазма содержит 

большое число 

гранулярных включений 

Anadara 

broughtonii 

Schrenck, 1867 

электронная 

микроскопия 

эритроциты 

цитоплазма содержит 

большое количество 

частиц гемоглобина 

[257] 
лейкоциты 

клетки сферической 

формы, способны к 

фагоцитозу 

тромбоциты 
длинные 

веретенообразные клетки 

 

Авторы выделяют от двух до четырех основных типов гемоцитов у различных 

видов двустворчатых моллюсков. Различия в характеристике гемоцитов 

объясняются выбранным автором методом анализа и принципом, положенным в 
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основу классификации клеток [101; 240]. Вместе с тем, внутри семейств различия в 

классификации клеток минимальны. 

В семействе Mytilidae морфологический подход позволил выделить от одного 

до 5 типов гемоцитов [43; 102]. Методами световой и электронной микроскопии у 

M. californianus: идентифицированы малые базофильные, большие базофильные и 

большие гранулярные ацидофильные клетки [27], описаны два типа гемоцтов у 

М. edulis и М. galloprovincialis: гранулоциты (крупные клетки, содержащие гранулы) 

и агранулоциты (более мелкие клетки с однородной цитоплазмой) [43; 178]. Ряд 

авторов на основании размера гранул или их окраски (базофильная или 

эозинофильная) разделяют гранулоциты М. edulis на два дополнительных подкласса 

[115], а у М. galloprovincialis - на три [102]. Классификация форменных элементов 

гемолимфы средствами проточной цитометрии так же подтверждает наличие двух 

основных типов клеток [178].  

В семействе Ostreidae на основании морфологических характеристик 

выделяют три типа гемоцитов [108; 13; 14]. Наименьший тип клеток – агранулоциты 

или бластоподобные клетки, характеризуются высоким ЯЦО и сферической формой 

клетки. Гиалиноциты представляют собой более крупные клетки, в сравнении с 

агранулоцитами. Данный тип гемоцитов способен к образованию псевдоподий, их 

цитоплазма может содержать вакуоли различного размера. Круглое или овальное 

ядро гиалиноцитов расположено в центре клетки. Наибольший тип клетки в 

гемолимфе устриц – гранулоциты. Данный тип гемоцитов имеет преимущественно 

амебоидную форму, способен к образованию псевдоподий. Бобовидное ядро 

расположено на периферии клетки, цитоплазма содержит множество гранулярных 

включений. Ультраструктурные клеточные особенности гранулоцитов сходны с 

макрофагами позвоночных [118]. Данный тип клеток имеет большое число 

митоходрий и лизосом, шероховатую клеточную мембрану, высокий уровень 

внутриклеточных цитокинов и активных форм кислорода. В то время как 

агранулярные клетки характеризовались большим клеточным ядром с 

деформированным и конденсированным гетерохроматином, прикрепленным к 
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ядерной оболочке, меньшим числом митохондрий и лизосом, в сравнении с 

гранулярными клетками.  

Методом проточной цитометрии так же выделяют 3 субпопуляции клеток 

[194; 221; 14; 17] на основании относительного размера (FS) и гранулярности (SS): 

гранулоциты (высокий FS и SS), гиалиноциты (средний FS и SS) и агранулоциты. 

Известно, что гранулоциты играют важную роль в иммунной защите (фагоцитоз, 

продукция АФК и антимикробных пептидов) устриц, в то время как другие 

субпопуляции также могут участвовать в иммунных функциях [147; 14; 17]. 

Исследованию клеток гемолимфы у моллюсков-представителей семейства 

Arcidae посвящено сравнительно мало работ. Имеющаяся в литературе информация 

ограничивается описанием морфотипов клеток гемолимфы на основании анализа 

методом световой микроскопии [107; 95]. Согласно морфологическому критерию у 

Lunarca ovalis (Bruguière, 1789) выделяют 3 типа клеток (гранулярные, 

агранулярные и эритроциты) [193] у представителей видов A. kagoshimensis и 

Anadara trapezia (Deshayes, 1839) 2 типа клеток: гемоглобин содержащие 

эритроциты и непигментированные амебоциты или белые клетки [122; 107; 53]. На 

сновании гранулярности цитоплазмы и разветвленности псевдоподий выделяют 3 

подкласса амебоцитов [107]. При этом основное внимание исследователей 

сосредоточено на изучении гемоглобин содержащих клеток с применением методов 

оптической и электронной микроскопии [177]. Функциональная специализация 

клеток гемолимфы A. kagoshimensis остается слабо изученной. Основываясь на 

имеющихся в литературе данных, не представляется возможным получить 

информацию о степени участия гемоцитов A. kagoshimensis в реализации иммунного 

ответа, а также иных функциях, характерных для клеток гемолимфы двустворчатых 

моллюсков. 

Проанализировав литературные данные по характеристике гемоцитов 

моллюсков, можно выделить две основные группы клеток: агранулярные и 

гранулярные (рисунок 1).  
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Рисунок 1 — Схема классификации гемоцитов двустворчатых моллюсков по 

морфологическим признакам 

 

Агранулярные клетки включают агранулоциты, бластоподобные клетки, 

гиалиноциты (устрицы) и амебоциты (анадары). Данный тип клеток характеризуется 

высоким ЯЦО и отсутствием или небольшим числом гранул в цитоплазме. Также 

агранулярные гемоциты преимущественно не содержат псевдоподии. 

Отличительной особенностью гранулярных клеток является содержание большого 

числа включений в цитоплазме. Данный тип клеток обычно имеет амебоидную 

форму с большим числом псевдоподий, однако могут встречаться округлые клетки. 

Ядро гранулярных клеток смещено к периферии клетки и обычно имеет 

бобовидную форму.  

 

 

*** 

 

 

Соленость Мирового океана с одной стороны снижается из-за таяния 

ледников, с другой - повышается из-за интенсивного испарения. Различия в 

направленности изменения климата объясняются региональными особенностями. 
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Гидробионты способны адаптироваться к определенному диапазону изменения 

солености. Вместе с тем, изменение солености может выходить за пределы 

осмотической толерантности гидробионтов, что приведет к нарушению 

функционирования экосистем и снижению биоразнообразия. В особенности под 

угрозой находятся малоподвижные бентосные виды моллюсков. У двустворчатых 

моллюсков осмолярность плазмы зависит от солености окружающей среды. Однако, 

в отличие от акул, миксин и скатов - типичных осмоконформеров, моллюски могут 

непродолжительное время сохранять постоянство осмолярности внутренних 

жидкостей путем изоляции мягких тканей. Однако длительная адаптация к 

изменению солености при помощи описанного выше механизма невозможна. 

Следовательно, эвригалинные двустворчатые моллюски имеют широкий диапазон 

соленостной толерантности благодаря механизмам объемной регуляции клеток за 

счет транспорта органических и неорганических осмолитов. Особый интерес в этом 

случае представляют механизмы объемной регуляции клеток, выполняющих 

функции транспорта, питания, заживления тканей и иммунного ответа – гемоцитов. 

Настоящая работа посвящена исследованию акклимации к изменению солености и 

способности гемоцитов эвригалинного двустворчатого моллюска A. kagoshimensis к 

объемной регуляции в условиях гипер- и гипоосмотической нагрузки.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

В настоящей главе диссертационной работы дается общая характеристика 

объекта исследования, описывается процедура сбора и содержания моллюсков. 

Представлена информация о методике оценки осмотической стойкости клеток и 

реакции изменения среднеклеточного объема. Описаны экспериментальные схемы 

моделирование гипо- и гиперосмотических условий в эксперименте in vitro, а так же 

методика отбора и пробоподготовки образцов гемолимфы. Представлена схема 

моделирование реакции объѐмных изменений гемоцитов в гипо- гиперосмотических 

условиях. 

 

 

2.1 Материалы 

 

 

Работа выполнена в течение 2018 - 2021 гг. в отделе физиологии животных и 

биохимии ФГБУН ФИЦ «Институт биологии южных морей имени 

А.О. Ковалевского РАН», а также частично в лаборатории сравнительной 

физиологии дыхания ФГБУН «Институт эволюционной физиологии и биохимии 

имени И.М. Сеченова РАН» в рамках проекта №19-34-50080 «Особенности 

осморегуляции гемоцитов двустворчатого моллюска анадара, Anadara 

kagoshimensis», получившего поддержку РФФИ по результатам отбора научных 

проектов в качестве победителя конкурса на лучшие научные проекты, 

выполняемые молодыми учеными под руководством кандидатов и докторов наук в 

научных организациях Российской Федерации («Мобильность»).  

Объектом исследования являлись двустворчатые моллюски (A. kagoshimensis). 

Анадара принадлежит к семейству Arcidae. В работе исследовано 80 особей массой 
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17,6±1,9 г и диаметром створки 30,5±1,0 мм. Моллюсков собирали осенью 2019, 

2020 и весной 2021 в прибрежной акватории г. Севастополь (температура воды 15-

20
о
С, соленость 17-18 ‰, содержание кислорода 7,2 - 8,5 мг/л).  

Моллюсков доставляли в лабораторию в пластиковых контейнерах без воды. 

В лаборатории моллюсков рассаживали в аквариумы, плотность посадки составляла 

3-5 литров на особь. В аквариумах поддерживались условия близкие к месту отбора 

материала: температура – 23,3±0,1 
о
С, соленость – 18,2±0,02 ‰, pH 8,1±0,01, 

содержание кислорода – 7,7±0,1 мг/л (рисунок 2).  

 

Рисунок 2 — Экспериментальные условия в аквариумах при моделировании гипо- и 

гиперосмотической нагрузки: (а) и (б) – Значения рН морской воды в гипо- и 

гиперосмотических условиях, (в) и (г) – Температура воды в аквариуме при гипо- и 

гиперосмотических условиях, (д) и (е) – Содержание растворенного кислорода при 

гипо- и гиперосмотических условиях. 
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Содержание кислорода и температуру воды контролировали при помощи 

портативного кислородомера с температурным датчиком ST300D (Ohaus, США). 

Соленость и рН контролировали при помощи портативного кондуктометра-солемера 

sensION 5 HACH (США) и рН-метра ST2100-F (Ohaus, США). На протяжении всего 

эксперимента, включая период акклимации к лабораторным условиям, для удаления 

метаболитов ежедневно меняли воду, с сохранением значения солености. 

Моллюсков кормили смесью микроводорослей (Tetraselmis viridis (Rouchijajnen) 

R.E.Norris, Hori and Chihara, 1980, штамм IBSS–25 из коллекции Отдела 

биотехнологии и фиторесурсов ФИЦ ИнБЮМ, 5-10 мл смеси на каждые 50 литров 

аквариумной воды). Температура воды, содержание кислорода и значение рН 

поддерживалось на уровне контроля в течение всего экспериментального периода 

(рисунок 2). 

 

 

2.2 Отбор гемолимфы и пробоподготовка 

 

 

Для изучения морфофункциональных особенностей гемоцитов в условиях 

гипо- и гиперосмотической нагрузки у анадары шприцом из экстрапалиального 

пространства отбирали 1-2 мл гемолимфы. Аликвоту отобранной гемолифы 

цетрифугировали в течение 5 минут при 500g в центрифуге Eppendorf 5810R 

(Германия) и температуре 10 °С. Надосадочную жидкость отбирали для оценки 

осмолярности на осмометре OsmoSpecial 1 (Astori, Италия). Гемоциты 

ресуспензировали, затем дважды отмывали в искусственной морской воде (5 минут, 

500g, 10 °С). Осмолярность искусственной морской воды соответствовала 

осмолярности воды, в которой инкубировались моллюски. Перед дальнейшим 

анализом для удаления агрегатов суспензию гемоцитов фильтровали через фильтр с 

диаметром ячейки 20 мкм. 
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2.3 Идентификация клеточных типов гемолимфы A. kagoshimensis 

 

 

Клетки гемолимфы A. kagoshimensis идентифицировали на основании 

морфометрических (окраска, наличие гранул в цитоплазме, линейные 

характеристики) и функциональных особенностей (способность к продукции АФК, 

мембранный потенциал митохондрий) при помощи метода проточной цитометрии и 

оптической микроскопии. Объем обработанного материала представлен в таблице 2.  

 

Таблица 2 — Объем и характеристика материала, обработанного при идентификации 

клеточных типов в гемолимфе A. kagoshimensis 

Виды 

анализа 

Морфометрический 

анализ 

Цитометрический анализ 

SGI Rh123 DCF-DA PI 
Проба без 

окраски 

Число проб 60 60 15 15 15 15 

Число 

измерений 
36000 180 45 45 45 45 

Число 

клеток 
18000 - - - - - 

Примечание: SGI - ДНК-краситель SYBR Green I; Rh123 – краситель родамин 123; 

DCF-DA – краситель 2-7-дихлорфлуоресцеин-диацетат; PI – краситель йодистый 

пропидий 

 

2.3.1 Метод оптической микроскопии 

 

 

Окраска мазков проводилась по комбинированному методу Паппенгейма 

(Май-Грюнвальд и Романовского-Гимза). Нефиксированный мазок гемолимфы 

помещали в рабочий раствор Май-Грюнвальда на 2 минуты, затем промывали 

дистиллированной водой и помещали в раствор Романовского-Гимза на 15 минут. 

После окрашивания препараты промывали водой и высушивали на воздухе. Мазки 
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анализировались при помощи светового микроскопа (Biomed PR-2 Lum), 

оборудованного камерой (Levenhuk C NG Series). Наибольший диаметр клетки (без 

учета псевдоподий) и ядра измерялся в программе ImageJ 1.44 p, на каждом мазке 

подсчитывали не менее 100 клеток каждого типа. Ядерно-цитоплазматическое 

отношение рассчитывалось по следующей формуле 1 [121]: 

 

ЯЦО = Дя / Дк                                                         (1) 

где ЯЦО – ядерно-цитоплазматическое отношение, 

Дя – наибольший диаметр ядра, 

Дк – наибольший диаметр клетки без учета псевдоподий. 

 

 

2.3.2 Метод проточной цитометрии  

 

 

Анализ проводили на проточном цитометре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, 

США), оборудованном однофазным аргоновым лазером (длина волны 488 нм). Для 

анализа методом проточной цитометрии готовили суспензию с концентрацией 

гемоцитов 1-2∙10
6
 клеток на мл. При оценке цитометрических показателей 

измерение проводилось в 3х проворностях (таблица 3). 

Готовую суспензию гемоцитов окрашивали ДНК-красителем SYBR Green I 

(SGI). Финальная концентрация SGI в пробе - 10 мкмоль/л. Окрашенные клетки 

инкубировали 40 мин в темноте при 4
o
C. Содержание ДНК в гемоцитах анадары 

анализировали на основании гистограмм распределения флуоресценции красителя в 

канале FL1 при помощи программы Flowing Software 5.2. Ось абсцисс на 

гистограмме распределения флуоресценции красителя отображала содержание ДНК 

в клетках, а ось ординат – число клеток. Идентификацию клеточных типов 

проводили среды событий положительных по SGI по показателям FS и SS. 
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Таблица 3 — Объем обработанного материала при оценке влияния осмотического 

стресса на морфологические и функциональные особенности гемоцитов 

Виды 

анализа 

Анализ 

препаратов 

гемолимфы 

Тест 

осмотической 

стойкости 

Цитометрический анализ 

SGI Rh123 DCF-DA PI 

Проба 

без 

окраски 

Число 

проб 
50 50 50 50 50 50 50 

Число 

измерений 
20000 50 150 150 150 150 150 

Число 

клеток 
10000 - - - - - - 

Примечание: SGI - ДНК-краситель SYBR Green I; Rh123 – краситель родамин 123; 

DCF-DA – краситель 2-7-дихлорфлуоресцеин-диацетат; PI – краситель йодистый 

пропидий 

 

Оценка способности гемоцитов к спонтанной продукции активных форм 

кислорода проводилась методом проточной цитометрии по флуоресценции 

красителя 2-7-дихлорфлуоресцеин-диацетата (DCF-DA). 1 мл суспензий гемоцитов 

инкубировали с 10 мкл раствора DCF-DA в течение 40 мин в темноте при 4 ºC. 

Финальная концентрация красителя в пробе составляла 10 мкмоль/л. 

Флуоресценцию красителя анализировалась в канале FL1. 

Смертность гемоцитов определяли при помощи йодистого пропидия (PI). К 

1 мл суспензии гемоцитов добавляли 10 мкл раствора PI (Sigma Aldrich) и 

инкубировали в темноте в течение 40 мин при 4 ºC. Долю мертвых гемоцитов в 

общем числе гемоцитов оценивали по гистограммам флуоресценции PI в канале FL2 

цитометра. 

Влияния гипо- и гиперосмотической нагрузки на мембранный потенциал 

митохондрий клеток гемолимфы оценивали по изменению интенсивности 

флуоресценции гемоцитов, окрашенных красителем родамин 123 (Rh123) (Sigma 

Aldrich). Rh123 является специфическим митохондриальным красителем. Краситель 

широко используется для измерения мембранного потенциала митохондрий [142]. 1 
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мл суспензии гемоцитов инкубировали с 10 мкл/мл Rh123 при 4° C в темноте в 

течение 40 мин. Концентрация красителя в пробе составляла 0,1 мг/мл. Определение 

интенсивности флуоресценции красителя проводили на канале FL1. 

 

 

2.3.3 Метод градиентного центрифугирования 

 

 

Популяции гемоцитов анадары разделяли изопикническим 

центрифугированием в прерывистом градиенте плотности Percoll (Sigma-Aldrich, 

США), в соответствии с протоколом [173], используемым для гемоцитов 

моллюсков. 0,5 мл суспензии гемоцитов наслаивали на 1,5 мл прерывистого 

градиента и центрифугировали при 800 g в течение 10 мин на центрифуге Elmi CM-

80 (Россия). Клетки, сконцентрированные на каждом слое, собирали в отдельные 

пробирки, разбавляли искусственной морской водой и дважды промывали для 

удаления Percoll в течение 5 минут при 500g в центрифуге Eppendorf 5810R 

(Германия) и температуре 10 °С. Аликвоту от полученных суспензий использовали 

для проточного цитометрического анализа и морфометрического исследования 

методом световой микроскопии. Методом проточной цитометрии определяли 

соотношение клеточных типов. На препаратах гемолимфы оценивали линейные 

характеристики гемоцитов. В каждой из выделенных фракций проводили измерение 

линейных характеристик (диаметр ядра и диаметр клетки). 

 

 

2.4 Моделирование гипо- и гиперосмотических условий 

 

 

В течение первых 7 дней двустворчатые моллюски содержались при 

солености 18 ‰ (рисунок 3). Затем моллюсков разделили на 5 групп по 10 особей в 
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каждой. Контрольная группа содержалась при солености 18‰, экспериментальные 

при 8 ‰, 14 ‰, 35 ‰ и 45 ‰.  

 

Рисунок 3 — Схема эксперимента по оценки адаптивного потенциала 

двустворчатого моллюска к изменению солености 

 

Экспериментальное снижение солености (точки 14 ‰ и 8 ‰) достигалось 

путем разбавления морской воды дистиллированной со скоростью 1,3±0,6 % в сутки 

(рисунок 4). Моллюсков выдерживали в заданных экспериментальных условиях 2 

дня. Для достижения солености до 35 ‰ и 45 ‰ в экспериментальные аквариумы 

постепенно добавляли соль (Red sea salt, France). Соленость повышалась со скорость 

2,5±0,7 ‰ в сутки. После достижения солености 35‰ (через 6 дней, без учета 

периода адаптации к лабораторным условиям) и 45 ‰ (еще через 4 дня) экспозиция 

составляла 2 дня. Затем у двостворчатых моллюсков отбиралась гемолимфа, которая 

анализировалась методом оптической микроскопии (см. п.2.3.1) и проточной 

цитометрии (см. п.2.3.2). 
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Рисунок 4 — Моделирование снижения и увеличения солености в условиях 

эксперимента: 

1 – 5 точки отбора проб. (а) – Изменение солености морской воды на протяжении 

периода адаптации к лабораторным условиям и моделирования условий гипер- и 

гипоосмотического стресса. (б) – Осмолярность морской воды в условиях 

эксперимента. 

 

 

2.5 Оценка осмотической стойкости гемоцитов A. kagoshimensis  

 

 

Классический тест на осмотическую хрупкость выполняется 

спектрофотометрическим методом. Степень гемолиза регистрируют в ряде 

гипотонических растворов NaCl [7; 151; 205]. Основным недостатком метода 
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является его трудоемкость. В настоящей диссертационной работе для оценки 

осмотической стойкости клеток и изменений среднеклеточного объема 

использовали метод лазерной дифракции (рисунок 9-10). Объем отработанного 

материла представлен в таблице 3. Измерения проводили на лазерном анализаторе 

микрочастиц (Ласка-T, BioMedSystems, Россия), оборудованном лазерным диодом 

(длина волны - 670 нм) [164; 162; 163; 15; 217]. Рабочий объем кюветы 1 мл, 

термостатирование кюветы в диапазоне 5 – 50ºС, задаваемый диапазон оборотов 

мешалки: 600-4000 об./мин.  

Лазерный свет проходит через кювету с суспензией гемоцитов, и 

интенсивность света, рассеянного клетками (интенсивность лазерного рассеяния, 

LSI), определяется непрерывно при малых (0–4º) и широких (5–12º) углах. 

Увеличение объема клеток характеризуется малоугловым рассеянием, а гемолиз - 

уменьшением обоих углов, малых и широких [162]. Данные, полученные методом 

лазерной дифракции, анализировали с помощью оригинального программного 

обеспечения LaSca_32 v.1498. 

Степень гемолиза определяли на основе регистрации рассеянного частицами 

света под разными углами [162]. Исследование осмотической хрупкости проводили 

путем серийных разведений клеточных суспензий (рисунок 5) дистиллированной 

водой (по 1-2 мл) с постепенным снижением осмолярности и добавлением 

соответствующего объема гемоцитов для поддержания константы концентрации 

клеток.  

На каждой ступени разбавления осмолярность контролировали 

криоскопическим осмометром OsmoSpecial 1 (Astori, Италия). Этапы снижения 

солености в тесте осмотической резистентности представлены на рисунке 6. За 

физиологическую осмолярность принимали осмолярность гемолимфы моллюсков 

каждой из конкретных групп. Таким образом, в контрольной группе моллюсков 

диапазон осмолярности от 461 до 20 мОсм/кг был использован для построения 

классической кривой осмотической хрупкости 
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Рисунок 5 — Оценка осмотической резистентности гемоцитов анадары методом 

лазерной дифракции  

(а) – контрольная группа, (б) – после инкубации моллюсков к 14‰, (в) – 8‰, (г) –

35‰ и (д) –45‰. Стрелками показаны точки снижения солености путем 

одновременного добавления дистиллированной воды (+H2О) и суспензии клеток 

(+К) для сохранения постоянной концентрации гемоцитов в кювете в течении всего 

экспериментального периода 

 

. После предварительной акклимации в гипоосмотических условиях 14 ‰ и 

8 ‰ за физиологическую осмолярность принимали 412 мОсм/кг и 298 мОсм/кг, 
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соответственно. После акклимации в гиперосмотических условиях 35 ‰ и 45 ‰ 

проведение теста на осмотическую хрупкость начиналось при осмолярности 1200 

мОсм/кг и 1500 мОсм/кг. Методика акклимации A. kagoshimensis к гипо- и 

гиперосмотическим условиям представлена в п.2.4. настоящего раздела 

диссертационной работы. 

Процент гемолиза рассчитывали исходя из 100% -ного гемолиза на наиболее 

гипоосмотической стадии теста - 20 мОсм/кг. Для количественного описания 

осмотической хрупкости гемоцитов A. kagoshimensis использовалась точка 50% 

гемолиза (H50), отражающая осмолярность среды, при которой наблюдается лизис 

50% клеток в образце [151]. Кроме этого, оценивали точку 10% гемолиза (H10) и 

90% гемолиза, осмолярность при которой лизировало 10% и 90% гемоцитов, 

соответственно. 

 

 

2.6 Моделирование реакции регуляторного увеличения объема в условия 

гипоосмотической нагрузки 

 

 

Реакцию RVD моделировали по методике, описанной Андреевой А.Ю. [15] и 

модифицированной для двустворчатых моллюсков (рисунок 6). В течение 5 минут 

суспензию инкубировали в кювете при температуре 10 ºС и постоянном 

перемешивании (1500 об./мин). Затем осмолярность морской воды в кювете была 

снижена с 461 мОсм/кг до 216 мОсм/кг путем добавления дистиллированной воды 

(1,5 мл) и соответствующего объема суспензии гемоцитов для поддержания 

постоянной концентрации клеток в экспериментальной кювете (1-2∙10
6
 клеток на мл 

суспензии). После добавления воды осмолярность в кювете контролировали на 

осмометре OsmoSpecial 1 (Astori, Италия). Оценку изменения объема фиксировали 

непрерывно в течение 15 мин. Данные малоуглового светорассеяния при 
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осмолярности 461 мОсм/кг принимались за контрольное значение. Увеличение 

объема определяли как процент от контроля. 

 

Рисунок 6 — Схема моделирования реакции RVD гемоцитов A. kagoshimensis в 

условиях гипоосмотической нагрузки 

 

 

2.7 Моделирование реакции регуляторного снижения объема в условиях 

гиперосмотической нагрузки 

 

 

Реакцию RVI моделировали по методике, описанной Хофман [105], 

модифицированной для двустворчатых моллюсков (рисунок 7). Как и в случае 

моделирования реакции RVD, в течение первых 5 минут суспензия клеток 

выдерживалась при контрольных значениях солености. После истечения времени 

инкубации осмолярность морской воды в кювете была увеличена с 461 мОсм/кг до 

760 мОсм/кг путем добавления концентрированного раствора NaCl. Одновременно 

вместе с солевым раствором в кювету добавляли суспензию клеток для сохранения 

постоянной концентрации в кювете. Изменения фиксировали в течение 15 минут по 

интенсивности лазерного рассеяния на малых углах (0–4º). 
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Рисунок 7 — Схема эксперимента по моделированию реакции RVI гемоцитов  

A. kagoshimensis в условиях гиперосмотической нагрузки 

 

 

2.8 Статистический анализ результатов исследования 

 

 

Нормальность распределения проверяли при помощи теста Колмогорова-

Смирнова. Различия между группами анализировали с помощью программного 

обеспечения RStudio версия 4.1.0 [189]. Данные световой микроскопии и изменения 

объемных характеристик гемоцитов подчинялись нормальному закону 

распределения, поэтому анализировались с использованием дисперсионного анализа 

(ANOVA) для определения значимости данных. Достоверность результатов 

проверяли при помощи критерия Тьюки с доверительным интервалом 95%. 

Распределение функциональных показателей гемоцитов не подчинялся 

нормальному закону распределения, поэтому данные анализировали при помощи 

непараметрического критерия Манна-Уитни. Результаты выражены как среднее 

значение ± стандартная ошибка среднего.
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ГЛАВА 3 КЛЕТОЧНЫЙ СОСТАВ ГЕМОЛИМФЫ A. KAGOSHIMENSIS 

 

 

В настоящей главе диссертационной работы дана классификация гемоцитов 

анадары при помощи методов проточной цитометрии, световой микроскопии и 

градиентного центрифугирования. Охарактеризованы морфологические и 

размерные характеристики выделенных морфотипов клеток. Описаны особенности 

популяций клеток гемолимфы к продукции активных форм кислорода и 

мембранного потенциала митохондрий.  

 

 

3.1 Морфометрическая характеристика клеток гемолимфы 

 

 

На мазках гемолимфы анадары на основании гранулярности цитоплазмы, 

способности к образованию псевдоподий и диаметра клетки и ядра, 

идентифицировано три морфотипа клеток (рисунок 8).  

 

Рисунок 8 — Микрофотографии клеток гемолимфы Anadara kagoshimensis: М1, М2, 

М3 – морфотипы клеток 
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Окраска мазков проводилась по комбинированному методу Паппенгейма. Мазки 

анализировались при помощи светового микроскопа (Biomed PR-2 Lum), 

оборудованного камерой (Levenhuk C NG Series).  

Первый морфотип (М1) клеток характеризовался наименьшим диаметром, в 

сравнении с другими морфологическими типами – 7,8±0,8 мкм (рисунок 9).  

 

Рисунок 9 — Диаметр морфотипов гемоцитов A. kagoshimensis:  

(а) наибольший диаметр клетки без учета псевдоподий, (б) наибольший 

диаметр ядра, (в) ядерно-цитоплазматическое отношение клеток.  

На диаграммах изображен интерквартильный размах диаметров трех 

морфологических типов клеток, среднее значение (красная звездочка), медиана 

метрических характеристик клетки и 95% доверительный интервал. 

 

Ядро диаметром 5,3±0,5 мкм (рисунок 10) занимало большую часть клетки, 

обуславливая высокое значение ЯЦО – 0,7±0,1 (рисунок 11). Цитоплазма М1, как 

правило, была базофильной, реже – эозинофильной, преимущественно без 

включений. М1 имели округлую форму, однако встречались вытянутые клетки с 

ацентричным ядром (рисунок 10). Наиболее крупные клетки – морфотип 3 (М3), со 
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средним диаметром 14,6±0,5 мкм (рисунок 10) были преимущественно 

эллиптической формы, хотя обнаруживались и амебоподобные округлые элементы 

(рисунок 8). 

 

Рисунок 10 — Диаметр ядер, выделенных морфотипов гемоцитов 

A. kagoshimensis 

 

У М3 преобладала базофильная окраска. Цитоплазма содержала до 40 

оптически плотных включений (рисунок 8). Ядра диаметром 5,7±0,4 мкм (рисунок 

10) располагались ацентрично, имели бобовидную или округлую форму. ЯЦО 

данного типа клеток составило 0,4±0,03 (рисунок 11) 

Гемоциты второго морфотипа (М2) имели средний диаметр 13,9±2,0 мкм 

(рисунок 9), в сравнении с М1 и М3. Цитоплазма клеток М2 преимущественно не 

содержала включений и имела эозинофильную окраску (рисунок 8), сравнительно 

крупное ядро (рисунок 12б) с высоким содержанием эухроматина (8,9±1,3 мкм) 

располагалось преимущественно в центре клетки. ЯЦО клеток второго типа в 1,9 раз 

превышал ЯЦО клеток первого типа. 
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.  

Рисунок 11 — Ядерно-цитоплазматическое отношение морфотипов гемоцитов 

A. kagoshimensis 

 

Распределение гемоцитов по размерным характеристикам значительно 

перекрывалось между типами клеток (рисунок 12). На гистограмме распределения 

по метрическим параметрам клеток формируется две основные популяции М1 и М3. 

Распределение М2 практически полностью перекрывается одной из 

морфологических групп. Так, диаметр клетки М1 достоверно отличался от 

диаметров М2 и М3(p<0,05), в то время как достоверных различий между 

последними не зафиксировано. Диаметр ядра М2 достоверно отличался от 

диаметров М1 и М3 (p<0,05). Различия размерных характеристик ядер М1 и М3 

были статистически достоверными. По показателю ЯЦО достоверно отличались М1 

от М3 и М2 от М3 (p<0,05). 
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Рисунок 12 — Распределение размерных характеристик гемоцитов A. kagoshimensis 

по морфологическим типам. 

 (а) – наибольший диаметр гемоцитов; (б) – наибольший диаметр их ядер; (в) – ЯЦО 

клеток: М1, М2, М3 – морфотипы клеток 

 

 

3.2 Идентификация типов гемоцитов методом проточной цитометрии 

 

 

Пик флуоресценции красителя SGI гемоцитов характеризовался относительно 

высоким коэффициентом вариации (CV) – 26,1±1,4 % (рисунок 12а). На основании 

распределения SGI положительных клеток (рисунок 13 а) по FS и SS было 

идентифицировано две субпопуляции клеток (рисунок 13 б) с различным 

относительным размером и уровнем гранулярности (рисунок 15, 16).  

Различия по значениям светорассеяния между субпопуляциями гемоцитов 

были статистически достоверны (p<0,05). В гемолимфе анадары преобладали 

крупные клетки, их количество составляло 85,9±2,8%. 
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Рисунок 13 — Идентификация типов гемоцитов A. kagoshimensis методом проточной 

цитометрии  

(а) Гистограмма содержания ДНК в гемоцитах A. kagoshimensis. Клетки 

инкубировали с SGI в течение 40 мин в темноте (финальная концентрация красителя 

в пробе 10 мкМ). (б) Распределение клеток гемолимфы A. kagoshimensis на 

основании величин FS и SS показывающее две субпопуляции гемоцитов. 

 

Во всех анализируемых образцах присутствовало незначительное количество 

мертвых клеток (положительных по PI), доля которых не превышала 2 % (рисунок 

14).   

 

Рисунок 14 — Пример анализа доли мертвых гемоцитов в суспензии 
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График (рисунок 14) представляет собой наложение гистограмм 

неокрашенной суспензии гемоцитов (негативный контроль, красный график) и 

окрашенной суспензии (красный график). Долю мортвых гемоцитов подсчитывали 

как % относительно общего числа клеток. 

На основании гранулярности цитоплазмы, относительного размера, 

способности к продукции АФК и мембранного потенциала выделено две 

субпопуляции гемоцитов. Субпопуляция 1 (С1) была неоднородна по значениям 

прямого (рисунок 15) и бокового рассеяния (рисунок 16) и имела сравнительно 

низкие значения показателей FS, что соответствовало среднему диаметру клеток 6-7 

мкм, согласно данным калибровки протокола латексными микрочастицами. 

 

Рисунок 15 — Относительный размер клеток в выделенных субпопуляцях 

гемоцитов A. kagoshimensis. 

(а) Гистограмма распределения клеток по относительному размеру (FS), 

показывающая две субпопуляции гемоцитов. 

(б) Различия гемоцитов анадары по показателю относительного размера (FS): 

С1- субпопуляция 1, С2 – субпопуляция 2 

* - различия между субпопуляциями статистически достоверны, p≤ 0,05 (n=15) 
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Субпопуляция 2 (С2) популяция, характеризовалась более высокими 

показателями относительного размера (рисунок 15) и гранулярности (рисунок 16) в 

сравнении с мелкими клетками. Средний диаметр клеток соответствовал 13-14 мкм. 

Вытянутость облака распределения клеток по оси SS свидетельствовала о большом 

разбросе уровня гранулярности клеток в субпопуляции.  

 

Рисунок 16 — Характеристика гемоцитов A. kagoshimensis по показателю 

относительной гранулярности.  

(а) Гистограмма распределения клеток по относительной гранулярности (SS), 

показывающая две субпопуляции гемоцитов. 

(б) Относительная гранулярность выделенных субпопуляций гемоцитов:  

С1- субпопуляция 1, С2 – субпопуляция 2 

* - различия между субпопуляциями статистически достоверны, p≤ 0,05 (n=15) 

 

Обе субпопуляции клеток характеризовались выраженной способностью 

генерировать окислительный взрыв. Флуоресценцией красителя DCF-DA – 547,3 ± 

39,7 у.е. для крупных гранулярных клеток (С2) и 560,4 ± 35,3 у.е. для мелких 

агранулярных клеток (С1) (рисунок 17). Различия во флуоресценции красителя 

статистически не достоверны.  
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Рисунок 17 — Способность гемоцитов A. kagoshimensis к генерации окислительного 

взрыва 

(а) Гистограмма распределения флуоресценции красителя DCF (б) Способность 

гемоцитов к продукции АФК:  

С1 – субпопуляция 1, С2 – субпопуляция 2. Способность гемоцитов к спонтанной 

продукции АФК оценивали по флуоресценции клеток, окрашенных красителем 

DCF-DA. Финальная концентрация красителя в пробе составляла 10 мкмоль/л. 

Флуоресценция красителя анализировалась в канале FL1 (зеленая область спектра). 

 

Популяции клеток значительно различались по флуоресценции красителя 

Rh123 (p<0,05). Митохондриальный потенциал крупных клеток (С2) составлял 

131,0±18,3 у.е. Флуоресценция красителя Rh123 для клеток С1 была в два раза ниже, 

в сравнении с клетками С2, что составило 67,3±9,1 у.е. (рисунок 18). 



57 

 

Рисунок 18 — Характеристика мембранного потенциала митохондрий гемоцитов 

A. kagoshimensis  

(а) Гистограмма распределения выделенных субпопуляций гемоцитов по 

флуоресценции красителя Rh123. (б) Различия в мембранном потенциале 

выделенных субпопуляций: С1 – субпопуляция 1, С2 – субпопуляция 2. 

Мембранный потенциал митохондрий гемоцитов анадары оценивали по 

флуоресценции клеток, окрашенных красителем Rh123. Концентрация красителя в 

пробе составляла 0,1 мг/мл.  

 

 

3.3 Классификация гемоцитов на основе распределения клеток в 

градиенте плотности Перколл 

 

 

В результате центрифугирования в градиенте плотности гемолимфы анадары 

было выделено 3 фракции клеток (рисунок 19). На мазках гемолимфы 

фракционированных клеток оценивали морфометрические параметры выделенных 

ранее морфотипов (рисунок 19 б-ж).  
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Рисунок 19 — Фракционирование гемолимфы A. kagoshimensis: 

(а) – фракции гемолимфы в градиенте плотности Percoll; (б), (в), (г) – препараты 

фракций, показывающие их морфологические особенности; (д) – диаметры клеток в 

выделенных фракциях; (е) – диаметр ядра фракций гемоцитов; (ж) – ядерно-

цитоплазматическое отношение гемоцитов в выделенных фракциях. 

 

М1 и М3 присутствовали во всех выделенных фракциях, М2 встречался только в 

последней фракции. В первой фракции преобладали клетки диаметром 10,8±0,4 мкм 

со сравнительно небольшим ядром (5,2±0,1 мкм), а во второй более крупные клетки 

(12,6±0,5 мкм) с ядром 5,7±0,1 мкм в диаметре. Как следствие, и в первых двух 

фракциях ЯЦО гемоцитов было равно 0,5±0,02. В третьей фракции размеры клеток 

приблизительно соответствовали первой фракции (10,9±0,4 мкм), а ядро было 

значительно крупнее (6,9±0,2 мкм), различия статистически достоверны (p<0,05). 

Кроме этого, клетки третьей фракции имели более высокое ЯЦО – 0,6±0,01 (p<0,05). 

Методом проточной цитометрии по показателям прямого и бокового размера 

оценивали соотношение типов гемоцитов. В каждой из выделенных фракций 
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встречались клетки всех выделенных субпопуляций. По мере возрастания 

концентрации Percoll численность С1 снижалась, а численность С2 возрастала 

(рисунок 20).  

 

Рисунок 20 — Клеточный состав фракций Percoll: 

(а) - распределение SGI положительных клеток фракции 1 по FS/SS;  

(б) - распределение фракции 2 по FS/SS; (в) - распределение клеток фракции 3 

по FS/SS; (г) – распределение С1 по фракциям; (д) – распределение С2 по фракциям 

 

 

3.4 Обсуждение результатов исследования 

 

 

В гемолимфе анадары, в зависимости от метода идентификации, было 

выделено 2-3 типа клеток, что в целом согласуется с аналогичными данными, 

полученных для других видов двустворчатых [27; 59; 193]. По данным калибровки 
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протокола цитометра при помощи микрочастиц, С1 соответствует М1 - типу 

гемоцитов с наименьшим диаметром. Морфологические характеристики М1 

соответствуют амебоцитам анадары, описанным ранее в литературе [122; 107; 53]. 

Неоднородность распределения амебоцитов по FS и SS свидетельствует о наличии в 

популяции нескольких подтипов, которые, однако, невозможно идентифицировать 

на основании использованных методов.  

С2 на гистограмме FS/SS включает в себя клетки М2 и М3. Вероятно, 

вытянутость облака распределения клеток типа по оси SS обусловлена различиями в 

размере ядра между М2 и М3 гемоцитов, а также содержанием большого количества 

включений в клетках М3. По своим морфологическим характеристикам тип клеток 

М3 соответствует гранулярным гемоцитам мидий и устриц или эритроцитам 

анадары, описанным в литературе [122; 107; 53; 177], а М2 схож с гиалиноцитами 

устриц [128; 14]. Известно, что форма и размер гемоцитов моллюсков варьируют в 

достаточно широких пределах [14; 18; 16; 103]. Сравнительный анализ размерных 

характеристик гемоцитов A. kagoshimensis показал, что диаметр М3 (4,1 -12,9 мкм) и 

их ядер (2,8 – 9,3 мкм) сопоставимы с гранулоцитами и гемигранулоцитами, а 

диаметр М1 (7,4 – 21,4 мкм) и их ядер (1,8 – 8,8 мкм) сопоставимы с гемобластами, 

агранулоцитами и гиалиноцитами других видов моллюсков (таблица 4). Даметры 

клеток М2 (9,7-19,5 мкм) сопоставимы с линейными характеристиками 

гиалиноцитов и гранулоцитов, при этом диаметры их ядер (5,3 -13,2 мкм) 

сопоставимы с агранулоцитами и гиалиноцитами. Описанные закономерности так 

же характерны для показателя ЯЦО. Однако, поскольку М2 и М3 нельзя разделить 

методами отличными от световой микроскопии, в настоящей работе они 

рассматриваются исключительно как подтипы С2. 

Морфологические характеристики агранулярных клеток или амебоцитов 

анадары (сравнительно небольшие размеры клеток, большое ядро и ЯЦО) 

полностью соответствуют литературному описанию агранулярных или базофильных 

клеток мидий и устриц [60; 43; 42]. В свою очередь, ацентричное ядро и небольшое 

ЯЦО, наличие включений в цитоплазме и способность к формированию амебоидной 
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формы гранулярных эритроцитов аналогичны характеристикам гранулоцитам 

мидий и устриц [178; 8; 42; 128]. Что согласуется с утверждением о наличии у 

моллюсков двух основных морфотипов гемоцитов – агранулоцитов и гранулоцитов 

[13; 14; 17; 102].  

 

Таблица 4 — Линейные размеры эритроцитов различных видов моллюсков 

Вид Тип клетки 
Диаметр 

клетки 

Диаметр 

ядра 
ЯЦО Источник 

Modiolus 

kurilensis F. R. 

Bernard, 1983 

Гемобласты 6,0 ± 0,3 
Нет 

данных 

Нет 

данных 

[103] 

Агранулоциты 11,4 ± 0,6 
Нет 

данных 

Нет 

данных 

Гемигранулоциты 15,5 ± 0,4 
Нет 

данных 

Нет 

данных 

Гранулоциты 14,5 ± 0,4 
Нет 

данных 

Нет 

данных 

Mytilus 

galloprovincialis 

Lamarck, 1819 

Агранулоциты 8,0±0,1 5,4±0,1 0,7±0,01 

[16] 
Гранулоциты 12,7±0,4 5,5±0,2 0,5±0,02 

Anodonta anatina 

Linnaeus, 1758 

Гранулоциты 13,61±1,55 5,57±0,50 0,41±0,05 
[103] 

Гиалиноциты 10,5±0,7 5,7±0,4 0,6±0,1 

Anodonta cygnea 

Linnaeus, 1758 

Гранулоциты 15,2±2,5 5,84±1,1 0,4±0,1 
[103] 

Гиалиноциты 8,9±1,1 6,4±1,1 0,7±0,1 

Magallana gigas 

Thunberg, 1793 

 

Агранулоциты 9,1±0,1 5,5±0,1 0,6±0,01 

[14] Гиалиноциты 9,7±0,2 4,0±0,1 0,4±0,01 

Гранулоциты 11,1±0,4 3,0±0,1 0,3±0,01 

 

Однако, эритроциты анадары отличаются от гранулоцитов других 

представителей двустворчатых моллюсков наличием гемоглобина. Наличие клеток, 
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содержащих дыхательный пигмент, повышает кислородную емкость гемолимфы и 

позволяет лучше адаптироваться к гипоксическим и аноксическим условиям [122]. 

Показано, что в условиях нормоксии (6-7 мгО2 л
-1

) анадара потребляет в 5-6 раз 

меньше кислорода, чем черноморская мидия (M. galloprovincialis), а при аноксии 

активно использует белковые субстраты [211]. 

В нашем исследовании гранулярных клеток мембранный потенциал 

митохондрий был значительно выше, в сравнении с агранулярными. Данный 

результат согласуется с исследованиями, проводимыми на M. lusoria и O. edulis 

[248; 233]. С другой стороны, у M. gigas гемоциты не различались по данному 

показателю [59], а у P. viridis мембранный потенциал гранулярных клеток был 

значительно ниже, в сравнении с агранулярными [60]. Считается, что 

флуоресценция красителя напрямую зависит от количества и активности 

митохондрий [248]. Различие в мембранном потенциале гемоцитов A. kagoshimensis, 

вероятно связано, с наличием в эритроцитах большего числа митохондрий. 

Последнее подтверждается результатами исследования ультраструктуры гемоцитов 

двустворчатых моллюсков [257; 193; 224; 218]. Кроме этого, гранулярные гемоциты 

моллюсков обычно в большей степени способны к фагоцитозу, что также 

обуславливает содержание большего числа митохондрий, в сравнении с 

агранулярными клетками [113]. 

Гемоциты большинства двустворчатых моллюсков продуцируют АФК, 

которые участвуют в неспецифической иммунной защите, проявляя 

цитотоксическую активность [171; 98]. Окислительная активность гемоцитов 

наблюдалась у M. galloprovincialis, A. trapezia, Magallana ariakensis (Fujita, 1913), 

M. gigas [171; 98]. Наши результаты подтверждают наличие окислительной 

активности в гемоцитах A. kagoshimensis. Несмотря на то, что гранулоциты 

двустворчатых моллюсков считаются более эффективными в клеточном иммунном 

ответе по сравнению с агранулоцитами [8], в настоящей работе мы не наблюдали 

значимых различий в флуоресценции DCF-DA между типами гемоцитов. 

Амебоциты, вероятно, разделяют защитные функции с эритроцитами и клетками 
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промежуточного типа. Аналогичные результаты продемонстрировали гемоциты 

A. trapezia [53]. 

 

 

*** 

 

 

Таким образом, методом проточной цитометрии и световой микроскопии 

выделено два основных типа клеток гемолимфы A. kagoshimensis небольшие 

агранулярные и крупные гранулярные. Гемолимфа A. kagoshimensis в основном 

состояла из крупных гранулярных клеток, второй составлял менее 15%. Оба 

исследуемых типа клеток проявляли одинаковую способность к формированию 

окислительного взрыва, но статистически значимо отличались по показателю 

мембранного потенциала митохондрий.  
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ГЛАВА 4 ВЛИЯНИЕ КРАТКОВРЕМЕННОЙ ГИПО- И 

ГИПЕРОСМОТИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ НА МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 

ОСОБЕННОСТИ ГЕМОЦИТОВ A. KAGOSHIMENSIS 

 

 

Двустворчатые моллюски относятся к организмам осмоконформерам, поэтому 

колебание солености оказывает непосредственное воздействие на их клеточные 

системы. Гемоциты выполняют функцию транспорта, питания, заживления тканей, а 

также участвуют в иммунном ответе и в формировании раковины. В настоящей 

главе диссертационной работы приводятся результаты исследования влияния 

краткосрочного гипер- и гипоосмотического стресса на клетки гемолимфы 

двустворчатого моллюска, распространенного в водах с соленостью от 12‰ до 35‰. 

Экспериментальная схема подробно рассмотрена ранее (см. главу 2). Для 

исследования влияния соленостного стресса на морфологические и функциональные 

особенности гемоцитов использовали методы проточной цитометрии и световой 

микроскопии. При характеристике мембранного потенциала митохондрий и 

способности к продукции АФК применяли Rh123 и DCF-DA. Состояние клеточных 

мембран оценивали при помощи красителя PI. В условиях акклимации к 

лабораторным условиям не было зафиксировано гибели моллюсков. Воздействие и 

гипер-, и гипоосмотического стресса также не привело к гибели анадары. 

 

 

4.1 Осмолярность гемолимфы 

 

 

Осмолярность гемолимфы анадары соответствовала осмолярности морской 

воды на протяжении всего эксперимента (рисунок 21). В контрольной группе 

моллюсков (инкубация при солености 18 ‰) осмолярность гемолимфы была равна 
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493,4±1,5 мОсм/кг, при осмолярности морской воды – 470,0 мОсм/кг. 

Гипоосмотические условия приводили к постепенному снижению осмолярности 

гемолимфы, при 8‰ достигали 395,0±298,0 мОсм/кг, в условиях осмолярности 

морской воды 298 мОсм/кг. В гиперосмотических условиях осмолярность 

гемолимфы увеличивалась (в сравнении с контрольными условиями) и при 

максимальной солености (45‰) составил 1446,1±46,2 мОсм/кг. Осмолярность 

морской воды, в которой инкубировали данную группу моллюсков, была равна 1500 

мОсм/кг.  

  

Рисунок 21 — Изменение осмолярности гемолимфы после гипо- и 

гиперосмотического воздействия 

Снижение солености достигалось за счет постепенного разбавления морской 

воды дистиллированной. Уровень солености был увеличен постепенным 

добавлением соли Red Sea salt (Франция). Осмолярность морской воды и 

гемолимфы контролировали с помощью осмометра (OsmoSpecial 1, Astori Tecnica, 

Италия). Соленость контролировали при помощи при помощи портативного 

кондуктометра-солемера sensION 5 HACH (США). В каждой экспериментальной 

группе проводило 10 измерений солености и осмолярности. 
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4.2 Изменения клеточного состава гемолимфы  

 

 

У контрольной группы в гемолимфе преобладали гранулярные клетки 

(91,4±1,64 %), относительное число агранулярных клеток составило 8,6±1,6%. 

Гипоосмотическая нагрузка привела к снижению доли агранулярных клеток 

(рисунок 22), при солености 8 ‰ данный показатель был равен 1,9±0,6 % (р<0,05). 

Доля гранулярных клеток составила 98,2±0,6% (р<0,05). Снижение солености до 

14 ‰ не приводило к изменению клеточного состава гемолимфы. В условиях 

гиперосмотического стресса у моллюсков также снижалась доля агранулярных 

клеток до 3,0±0,6% при увеличении солености до 45‰ (р<0,05). Процентное 

содержание гранулярных клеток составило 97,0±0,6% (р<0,05), соответственно. 

Повышение солености до 35‰ не сопровождалось изменением клеточного состава 

гемолимфы анадары. 

 

Рисунок 22 — Изменение соотношения агранулярных (а) и гранулярных  

гемоцитов в гипо- и гиперосмотических условиях. 

Соотношение клеточных типов оценивали по графику распределения клеток 

по показателям FS и SS. * - достоверно относительно контроля (р≤0,05, n=10). 
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4.3 Морфометрические характеристики гемоцитов 

 

 

На препаратах гемолимфы контрольной группы моллюсков выделено два типа 

клеток – крупные гранулярные клетки (эритроциты) и мелкие агранулярные клетки 

(амебоциты). Морфологические (рисунок 23) и морфометрические (таблица 7) 

особенности гемоцитов соответствовали описанным в главе 3 настоящей работы. 

Амебоциты – наименьший тип клеток, характеризующийся округлой формой и 

отсутствием гранулярных включений. Эритроциты – крумные клетки, в сравнении с 

эритроцитами. Данный тип клеток способен к образованию псевдоподий, а их 

цитоплазма содержит большое число гранулярных включений. 

 

Рисунок 23 — Морфологические особенности гемоцитов контрольной группы 

моллюсков, инкубированных при солености 18 ‰ 

1 – агранулярные клетки (амебоциты), 2 – гранулярные клетки (эритроциты). 

Окраска мазков проводилась по комбинированному методу Паппенгейма. Мазки 

анализировались при помощи светового микроскопа (Biomed PR-2 Lum), 

оборудованного камерой (Levenhuk C NG Series).  
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Гипоосмотический стресс не повлиял на морфологические особенности 

агранулярных клеток (рисунок 24). Вместе с тем, гипоосмотическая нагрузка 

приводила к увеличению числа эритроцитарных теней. В контрольной группе 

моллюсков доля разрушенных клеток не превышала 5% от общего числа гемоцитов. 

В гипоосмотических условиях доля эритроцитарных теней равномерно 

увеличивалась: при солености 8‰ их число было более чем в 3,5 раза выше 

контрольных значений и составило 18,2 ± 0,5% от общего числа гемоцитов. 

 

Рисунок 24 — Изменение морфологических характеристик гемоцитов 

A. kagoshimensis после инкубации в гипоосмотических условиях 8‰ (а) и 14‰ (б),  

1 – агранулярные клетки (амебоциты), 2 – гранулярные клетки (эритроциты), 

3 – эритроцитарные тени. Шкала – 10 мкм 

 

Инкубация в гиперосмотических условиях не сопровождалась увеличением 

доли эритроцитарных теней, но оказала влияние на морфологические 

характеристики гемоцитов. После инкубации моллюсков при солености 35‰ 

гранулярные включения гемоцитов были преимущественно смещены ближе к ядру 

(рисунок 25 а). Дальнейшее повышение солености до 45‰ привело к равномерному 

распределению гранулярных включений по цитоплазме клеток (рисунок 25 б).  
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Рисунок 25 — Изменение морфологических характеристик гемоцитов 

A. kagoshimensis после инкубации в гиперосмотических условиях (а) – гемолимфа 

моллюсков, после инкубации в гиперсоленых условиях - 35‰, (б) – после 

инкубации при 45‰. 

1 – агранулярные клетки (амебоциты), 2 – гранулярные клетки (эритроциты), 

3 – эритроцитарные тени 

 

Размерные характеристики гемоцитов соответствовали морфометрическим 

особенностям клеток, описанным в главе 3. В контрольной группе диаметр 

агранулоцитов составил 7,1±0,2 мкм. Гранулярные клетки контрольной группы 

моллюсков были крупнее, по сравнению с агранулярными (15,8±0,6 мкм). Снижение 

солености не приводило к значительному изменению размерных характеристик 

агранулярных клеток, при солености 14‰ он был равен 7,8±0,2 мкм, а при 8‰ - 

7,2±0,4 мкм (рисунок 26а). Гиперосмотические условия приводили к уменьшению 

диаметра амебоцитов до 6,4±0,2 мкм при солености 35‰ (р<0,05), а при повышении 

солености до 45‰ диаметр клеток вернулся на уровень контрольных значений и 

составил 7,0±0,4 мкм.  

 

 



70 

Изменение солености не оказало влияния на диаметр гранулярных клеток 

(рисунок 26 б).  

 

Рисунок 26 — Изменение диаметра клетки агранулярных (а) и гранулярных (б) 

гемоцитов после акклимации в условиях гипер- и гипоосмотической нагрузки 

*-достоверно относительно контроля (р≤0,05). 

 

Диаметр ядра агранулярных клеток контрольной группы составил 4,3±0,1 мкм. 

Гипоомотическая нагрузка не оказала влияния на размер ядер амебоцитов (рисунок 

27 а). При солености 8‰ данный показатель соответствовал уровню контроля и 

составлял 4,4±0,1 мкм. Снижение солености до 14‰ индуцировало увеличение 

диаметра ядер гранулярных клеток с 4,3 ± 0,1 мкм (контроль) до 4,8 ± 0,1 мкм 

(р<0,05). Повышение солености привело к снижению размерных характеристик ядра 

агранулярных клеток (рисунок 27 а). 

У группы моллюсков, инкубированных в условиях солености 35‰, диаметр 

ядра равен 3,7 ± 0,1 мкм (р < 0,05), а у группы 45‰ диаметр ядра статистически не 

отличался от контроля (3,9 ± 0,2 мкм). Повышение солености до 35‰ не привело к 

статистически значимым различиям в размерных характеристиках диаметра ядра 

гранулярных клеток. Дальнейшее повышение солености сопровождалось 

увеличением линейных параметров данного показателя (рисунок 27 б), при 45‰ 

диаметр ядер гранулярных клеток был равен 4,9 ± 0,1 мкм (р < 0,05). 
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Рисунок 27 — Изменение диаметра ядер агранулярных (а) и гранулярных (б) 

гемоцитов анадары после воздействия гипо- и гиперосмотической нагрузки:  

*-достоверно относительно контроля (р≤0,05) 

 

Все изменения диаметра агранулярных клеток и их ядер имели, в основном, 

прямопропорциональную зависимость, что определило отсутствие статистически 

значимых изменений ЯЦО (рисунок 28 а).  

 

Рисунок 28 — Изменение ядерно-цитоплазматического отношения агранулярных (а) 

и гранулярных (б) гемоцитов анадары после гипер- и гипоосмотического стресса. 

ЯЦО клеток оценивалось как отношение наибольшего диаметра ядра к 

наибольшему диаметру клетки без учета псевдоподий. *-достоверно относительно 

контроля (р≤0,05). 
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Вместе с тем, при снижении солености до 14‰ ЯЦО гранулярных клеток было 

на 17% (рисунок 28 б) выше в сравнении с уровнем контроля (р<0,05). Дальнейшее 

снижение солености до 8 ‰ сопровождалось восстановлением данного показателя 

до уровня контрольных значение. 

 

 

4.4 Способность гемоцитов генерировать окислительный взрыв 

 

 

Снижение солености привело к увеличению общей способности гемоцитов к 

продукции АФК (рисунок 29).  

 

Рисунок 29 — Влияние засоления и снижения солености на общий уровень 

внутриклеточных АФК в гемоцитах A. kagoshimensis 

Способность гемоцитов к спонтанной продукции АФК оценивали по 

флуоресценции клеток, окрашенных красителем DCF-DA. Финальная концентрация 

красителя в пробе составляла 10 мкмоль/л. Флуоресценция красителя 

анализировалась в канале FL1 (зеленая область спектра). 

*-достоверно относительно контроля (р≤0,05, n=10).  
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При солености 8‰ данный показатель был выше контрольных значений более 

чем в 3 раза. Повышение солености до 35‰ привело к подавлению способности 

гемоцитов анадары продуцировать активные формы кислорода: общая 

флуоресценция DCF-DA снизилась в 1,6 раза и составила 447,5 ± 39,1 у.е. После 

повышения солености до 45‰ общая флуоресценция DCF-DA соответствовала 

уровню контроля – 825,2 ± 40,2 у.е. Описанные закономерности были характерны 

как для гранулярных, так и для агранулярных гемоцитов. Вместе с тем, повышение 

солености оказывало более выраженное действие на способность к продукции АФК 

агранулярных гемоцитов (рисунок 30).  

 

Рисунок 30 — Влияние засоления и снижения солености на уровень 

внутриклеточных АФК в гемоцитах A. kagoshimensis:  

(а) – уровень внутриклеточных АФК в агранулярных гемоцитах,  (б) – уровень 

внутриклеточных АФК в гранулярных клетках. *-достоверно относительно 

контроля (р ≤ 0,05, n=10).  

 

Повышение солености до 35‰ привело к снижению уровня флуоресценции 

DCF-DA агранулярных клеток более, чем в 6,5 раза (p<0,05). Не смотря на 

значительное увеличение уровня АФК при дальнейшем повышении солености (в 2,8 

раза по сравнению с соленостью 35‰), данный показатель остался ниже 
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контрольных значений в 1,4 раза (p<0,05). У моллюсков, содержащихся при 

солености 35‰, уровень флуоресценции DCF-DA гранулярных клеток снизился в 

1,5 раза в сравнении с уровнем контроля (p<0,05). Вместе с тем, у группы 

моллюсков, содержащихся при солености 45‰, данный показатель соответствовал 

уровню контроля. 

 

 

4.5 Мембранный потенциал митохондрий 

 

 

У контрольной группы моллюсков флуоресценция Rh123 была равна 

124,3±15,5 у.е. Гипоосмотическая нагрузка сопровождалась увеличением 

мембранного потенциала митохондрий гемоцитов анадары (рисунок 31).   

 

Рисунок 31 — Влияние осмотического стресса на мембранный потенциал 

митохондрий гемоцитов A. kagoshimensis, оцениваемый по флуоресценции 

красителя Rh123. Концентрация красителя в пробе составляла 0,1 мг/мл. 

Флуоресценция красителя анализировалась в канале FL1. 

*-достоверно относительно контроля (р≤0,05, n=10). 
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Наиболее выраженный эффект зафиксирован у группы моллюсков, 

содержащийся при солености 8‰, флуоресценция Rh123 увеличилась более, чем в 

1,2 раза и составила 169,0±9,3 у.е. Гиперосмотическая нагрузка также приводила к 

усилению общей флуоресценции Rh123 (рисунок 31), при солености 45‰ данный 

показатель составил 319,6±16,2 у.е. Тенденция изменений общего мембранного 

потенциала соответствовала направлению изменений данного показателя у 

отдельных типов гемоцитов (рисунок 32).  

 

Рисунок 32— Влияние осмотического стресса на мембранный потенциал 

митохондрий гемоцитов A. kagoshimensis, оцениваемый по флуоресценции Rh123 (а) 

- общая флуоресценция Rh123, (б) – мембранный потенциал агранулярных клеток, 

(в) – мембранный потенциал гранулярных клеток. 

*-достоверно относительно контроля (р≤0,05, n=10). 

 

Снижение солености до 14‰ не сопровождалось изменениями интенсивности 

флуоресценции Rh123, дальнейшее снижение до 8‰ привело к ее увеличению в 2 

раза для агранулярных (рисунок 32 а), и в 1,2 раза для гранулярных клеток (рисунок 

32 б). У группы моллюсков, содержащийся при солености 35‰ мембранный 

потенциал митохондрий статистически не отличался от контрольной группы. 

Повышение солености до 45‰ привело к увеличению мембранного потенциала 
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митохондрий агранулярных клеток в 3,5 раза (рисунок 32 а) и в 2,2 раза – 

гранулярных (рисунок 32 б). 

 

 

4.6 Уровень смертности клеток 

 

 

Соленостный стресс, исследованный в настоящем эксперименте, не оказал 

существенного влияния на уровень смертности гемоцитов, изменения носили 

характер тенденции (рисунок 33).  

 

Рисунок 33 — Влияние осмотического стресса на уровень смертности 

гемоцитов A. kagoshimensis. 

Уровень смертности оценивали по флуоресценции клеток, окрашенных PI 

 

Относительное число клеток, положительных по PI, не превышало 3% от 

общего числа клеток. У контрольной группы моллюсков зафиксировано 2,0±0,4% 

клеток с поврежденной мембранной. При солености 35‰ данный показатель 

незначительно снизился и составил 1,2±0,2 %. Наибольший уровень смертности 
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гемоцитов зафиксирован при солености 45‰ – 2,5±0,7 % от общего числа клеток. В 

гипоосмотических условиях уровень солености в среднем составил 2 %. 

 

 

4.7 Обсуждение результатов исследования  

 

 

Изменение солености в настоящем эксперименте не сопровождалось гибелью 

двустворчатых моллюсков. 100 % выживаемость свидетельствует об акклимации 

анадары к непродолжительному соленостному стрессу. В естественной среде 

моллюски выдерживают кратковременные колебания солености за счет закрытия 

створок и сохранения постоянства осмолярности внутренней среды [160; 210; 45; 

42]. Маловероятно, что в нашем исследовании отсутствие смертности объясняется 

акклимацией за счет прекращения водообмена с окружающей средой, поскольку 

осмолярность гемолимфы всех экспериментальных групп соответствовала 

осмолярности морской воды, в которой содержались моллюски. Данный результат 

согласуется с исследованием влияния гиперосмотической нагрузки на 

эвригалинного моллюска Brachidontes pharaonis (P. Fischer, 1870). B. pharaonis 

сохранял фильтрационную активность при повышении солености с 37 до 55 ‰ 

[199]. Можно предположить наличие у анадары механизмов соленостной адаптации, 

позволяющих сохранять водообмен с окружающей средой и выдерживать 

непродолжительное изменение солености. Вместе с тем, осмотический стресс 

привел к ряду морфологических и функциональных характеристик гемоцитов.  

В результате изменения солености в настоящем эксперименте изменилось 

соотношение типов гемоцитов. Снижение доли амебоцитов может 

свидетельствовать об их меньшей осмотической стойкости, в сравнении с 

эритроцитами. С другой стороны, мы не зафиксировали увеличения уровня 

смертности гемоцитов. Последнее может объясняться способностью гемоцитов 

двустворчатых моллюсков к фагоцитозу и удалению из гемолимфы мертвых или 

поврежденных клеток [134].  
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В нашем исследовании изменение солености не оказало влияния на 

морфологические особенности гемоцитов. О влиянии солености на 

морфологические особенности гемоцитов моллюсков известно относительно мало. 

Было показано, что при повышении солености до 45 ‰ происходили 

множественные нарушения на уровне цитоскелета гемоцитов у Haliotis rufescens 

(Swainson, 1822) и Haliotis cracherodii (Leach, 1814). Форма клетки при этом 

изменялась, появлялись многочисленные ложноножки, ядро становилось 

ацентричным [155]. У некоторых видов двустворчатых наблюдали изменения 

фагоцитарной активности гемоцитов и снижение их подвижности [190; 76], что 

также свидетельствует о перестройке цитоскелета. Не смотря на отсутствие 

морфологических изменений гемоцитов, в нашем исследовании зафиксированы 

незначительные изменения диаметра клеток. Так, гиперосмотическая нагрузка 

привела к уменьшению размера агранулярных клеток при солености 35 ‰, а затем к 

восстановлению размера при солености 45 ‰. Адаптация к соленостному стрессу у 

осмоконформеров осуществляется за счет клеточных механизмов осморегуляции. 

Вероятно, морфометрические изменения гемоцитов A. kagoshimensis, наблюдаемые 

в настоящем эксперименте, могли быть следствием внутриклеточных перестроек, 

связанных с клеточной адаптацией к гиперосмотической среде. Аномальный 

клеточный объем может влиять на форму гемоцитов и их адгезионные свойства, и, 

как следствие, снижать их способность к иммунному ответу [15]. Регулирование 

объема клеток в гипер и гипоосмотических условиях необходимо для стабильного 

функционирования гемоцитов в условиях соленостного стресса. Клетки, 

попадающие в гиперосмотическую среду, сжимаются и активируют RVI. При 

попадании в гипоосмотическую среду клетки набухают, затем активируется реакция 

RVD. Наличие RVI и RVD у клеток двустворчатых моллюсков все еще остается 

предметом обсуждения [195]. В случае отсутствия у моллюсков механизмов 

корректировки клеточного объема, после сжатия или набухания может произойти 

апоптоз или лизис клеток [34]. Известно, что норадреналин может вызывать апоптоз 

в гемоцитах в ответ на стрессовые факторы окружающей среды, например, 
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изменение солености [119]. Так, гиперосмотический стресс привел к снижению 

общего числа гемоцитов и увеличению апоптотических клеток в гемолимфе Haliotis 

discus hannai (Ino, 1953) [253]. Данное утверждение согласуется с исследованием М. 

Годкен и соавторов, в котором повышение осмолярности индуцировало увеличение 

частоты апоптоза у C. virginica и Argopecten irradians (Lamarck, 1819) [84; 213; 214].  

Снижение солености до 14‰ не повлияло на мембранный потенциал 

митохондрий и способность к продукции АФК гемоцитами. Дальнейшее снижение 

солености (до 8‰), в свою очередь, индуцировало увеличение мембранного 

потенциала митохондрий. Согласно концепции Соколовой с соавторами [208] 

отсутствие изменений мембранного потенциала митохондрий характеризуется как 

оптимальное энергетическое состояние организма. Увеличение данного показателя 

свидетельствует о компенсаторном ответе и умеренном стрессе на изменения 

солености, а снижение характерно для физиологического угнетения. Отсутствие 

изменений мембранного потенциала митохондрий при солености 14‰ может 

характеризоваться как оптимальное состояние организма. Изменения при солености 

8‰ характерны для умеренного стресса. На фоне увеличения мембранного 

потенциала митохондрий растет флуоресценция DCF-DA. Данное изменение 

закономерно, поскольку считается, что митохондрии являются основным 

источником АФК в гемоцитах моллюсков [207]. Способность к генерации 

окислительного взрыва играет ключевую роль в иммунном ответе двустворчатых 

моллюсков [226; 148; 79]. Вместе с тем избыточная продукция АФК, превышающая 

антиоксидантную защиту, приводит к окислительному повреждению клеток [48; 89; 

246]. Вследствие этого, стрессовые факторы окружающей среды часто 

ассоциированы с повышенным риском повреждения клеток [100] и нарушениями их 

функций. Показано, что соленостный стресс приводит к уменьшению общего числа 

гемоцитов у двустворчатых моллюсков [245; 39; 241; 190; 48; 79].  

Изменения, происходящие при повышении солености, также характерны для 

умеренного стресса. Соленость 35‰ не оказала влияния на мембранный потенциал 

митохондрий, вместе с тем, значительно снизилась способность гемоцитов к 
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генерации окислительного взрыва. Данный результат согласуется с исследованием 

[79], в котором не обнаружили значительной разницы в способности продукции 

АФК между 25 и 35 ‰. С другой стороны, гиперосмотический стресс приводил к 

увеличению продукции АФК гемоцитами моллюсков Veneridae [45]. Вероятно, в 

нашем исследовании снижение способности гемоцитов к генерации окислительного 

взрыва носит характер адаптации за счет подавления энергозатратных иммунных 

функций. Последнее утверждение согласуется со снижением устойчивости 

моллюсков к патогенам в условиях осмотического стресса [75; 190; 186; 40; 185; 79]. 

Дальнейшее повышение солености индуцировало увеличение мембранного 

потенциала митохондрий, и, как следствие, восстановлению способности гемоцитов 

к генерации окислительного взрыва. Следовательно, если при солености 35‰ 

покрытие дополнительной потребности в энергии осуществлялось за счет снижения 

энергетических затрат, то при повышении солености до 45‰ функция иммунного 

ответа не подавляется, а усиливается мембранный потенциал митохондрий. 

 

 

*** 

 

 

Адаптивная реакция A. kagoshimensis на солевой стресс связана со сдвигами в 

функциональном состоянии гемоцитов. В настоящей работе мы оценили клеточный 

состав гемолимфы и морфологию гемоцитов анадары, подвергшейся солевому 

стрессу. Показано, что солевой стресс сопровождался изменением клеточного 

состава гемолимфы, а также влиял на форму и диаметр гемоцитов. Отмеченные 

изменения наблюдались на фоне усиления продукции АФК, как следствие развития 

окислительного стресса и повышения риска повреждения клеток. 

Гиперосмотические условия подавляли способности гемоцитов к генерации 

окислительного взрыва. В свою очередь, увеличение мембранного потенциала 

митохондрий в условиях гипо- и гиперосмотического стресса, свидетельствует об 
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умеренном соленостном стрессе. Результаты настоящей работы наглядно 

демонстрируют широкий адаптивный потенциал анадары к гиперосмотическому 

стрессу.
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ГЛАВА 5 КЛЕТОЧНЫЕ РЕАКЦИИ НА ИЗМЕНЕНИЕ СОЛЕНОСТИ 

МОЛЛЮСКА A. KAGOSHIMENSIS  

 

 

Клеточные механизмы, ответственные за устойчивость к изменениям 

солености, остаются неясными для двустворчатых моллюсков несмотря на то, что 

этот вопрос является критически важным для коммерчески культивируемых или 

перспективных для марикультуры видов. Такие виды двустворчатых моллюсков 

часто интродуцируют в регионы, отличающиеся от естественной среды обитания 

режимом солености. В настоящей главе диссертационной работы методом лазерной 

дифракции был проведен анализ изменения объема гемоглобинсодержащих 

гемоцитов анадары (A. kagoshimensis) после гипо- и гиперосмотической акклимации. 

Так же была оценена осмотическая стойкость гемоцитов у моллюсков, после 

инкубации в гипо- и гиперосмотических условиям. 

 

 

5.1 Осмотическая стойкость клеток 

 

 

Постепенное снижение осмолярности среды приводило к набуханию 

гемоцитов (рисунок 34). В контрольной группе максимальное набухание гемоцитов 

перед лизисом было равно 115,0±3,5 % при солености 272,2±23,1 мОсм/кг. 

Предварительная акклимация в гипосмотических условиях не оказала влияния на 

показатель максимального набухания гемоцитов. После акклимации к солености 

14‰ максимальная степень набухания составила 108,3±4,9 % (при солености 

269,0±13,7 мОсм/кг). Воздействие солености 8‰ в эксперименте in vivo так же не 

оказало существенного влияния на данный показатель. Максимальная степень 

набухание перед лизисом составила 111,9±4,8% при осмолярности 
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281,3±14,8 мОсм/кг. После предварительной акклимации в гиперосмотических 

условиях процент набухания гемоцитов перед лизисом был больше контрольных 

значений. В группе, инкубированной при солености 35‰, максимальная степень 

набухания клеток составила 180,3±4,9 % (при осмолярности 853,8±27,1 мОсм/кг), а 

после 45‰ – 162,3±11,3 % (при осмолярности 1011,0±16,2 мОсм/кг). 

 

Рисунок 34 — Максимальное набухание гемоцитов перед лизисом 

Максимальное набухание гемоцитов представлено в проценте от объема 

клеток в условиях физиологической осмолярности гемолимфы для каждой из 

конкретных групп. Осмолярность контролировали на каждом этапе разбавления с 

помощью осмометра (OsmoSpecial 1, Astori Tecnica, Италия). * - статистически 

значимые различия при p <0,05. 

 

Дальнейшее снижение солености приводило к постепенному лизису 

гемоцитов (рисунок 35). В контрольной группе H50 (42,3±3,1 мОсм/кг) был в 11,7 

раза ниже осмолярности плазмы моллюсков (493,4±1,5 мОсм/кг). Полный лизис 

гемоцитов анадары происходил при осмолярности 20 мОсм/кг. 
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Рисунок 35 — Осмотическая стойкость гемоцитов A. kagoshimensis, 

содержащейся при солености 18‰ 

За контрольные условия принималась осмолярность гемолимфы 461 мОсм/кг. 

Красной стрелкой указана осмолярность, при которой лизировало 50% клеток 

 

Инкубация моллюсков в гипоосмотических условиях значительно снижала 

осмотическую хрупкость клеток (рисунок 36), другими словами, повышала 

жесткость гемоцитов. Н50 для моллюсков, инкубированных при солености 14‰, 

составил 33,2±5,0 мОсм/кг (р>0,05), а при 8‰ – 15,7±2,0 мОсм/кг (р<0,05).  

 

Рисунок 36 — График осмотической хрупкости гемоцитов A. kagoshimensis 

после инкубации моллюсков в условиях гипоосмотического стресса при 8‰(а) и 

14‰ (б) 

За контрольные условия принималась осмолярность гемолимфы моллюсков, 

инкубированных при солености14‰ и 8‰ - 426 и 395 мОсм/кг, соответственно 
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После воздействия гиперосмотических условий (солености 35 и 45‰), 

гемоциты были более осмотически хрупкими (рисунок 37), в сравнении с контролем 

(р<0,05). В экспериментальной группе, инкубированной при солености 35‰, Н50 

был равен 93,6±10,4 мОсм/кг, а после воздействия солености 45‰ – 

124,0±9,1 мОсм/кг. 

 

Рисунок 37 — График осмотической хрупкости гемоцитов A. kagoshimensis 

после инкубации в гиперосмотических условиях, 35‰ (а) и 45‰ (б). 

За контрольные условия принималась осмолярность гемолимфы моллюсков, 

инкубированных при солености 35‰ и 45‰ - 1055 и 1446 мОсм/кг, соответственно 

 

В зависимости от солености, в которой инкубировались моллюски, отличалось 

начало лизиса клеток и конец лизиса (рисунок 38, 39). Снижение солености до 14‰ 

не оказало влияния на данный показатель, Н10 для данной группы моллюсков 

составил 161,8±23,3 мОсм/кг. У моллюсков, инкубированных при солености 8‰, 

лизис клеток начинался при меньшей осмолярности - Н10 был равен 

77,7±19,4 мОсм/кг. Инкубация в условиях гиперсолености приводила к началу 

лизиса при большей осмолярности, так Н50 у моллюсков после воздействия 

солености 35‰ был равен 247,1±25.5 мОсм/кг, а после 45‰ – 268,9±15,6 мОсм/кг.  
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Рисунок 38 — Влияние инкубации двустворчатых моллюсков в условиях гипо- 

и гиперсолености на осмотическую хрупкость гемоцитов:  

(а) – оценка эффектов снижения и увеличения солености в точке Н10, (б) – в 

точке Н50  

* - статистически значимые различия, по сравнению с контролем, при p <0,05 

 

В контрольной группе моллюсков Н90 было равно 15,4±3,3 мОсм/кг (рисунок 

39 а). Гипоосмотический стресс приводил к снижению данного показателя, при 

солености 14‰ он был равен 7,7±1,9 мОсм/кг, а при 8‰ – 3,4±0,7 мОсм/кг. 

Обратная тенденция наблюдалась в группе моллюсков, инкубированных в 

гиперосмотических условиях. После воздействия солености 35 и 45‰ Н90 было 

равно 36,6±6,2 мОсм/кг и 58,5±8,9 мОсм/кг (рисунок 39 а). Вместе с тем, снижение 

солености в условиях in vivo эксперимента не оказывала статистически значимого 

воздействия на ширину распределения графика осмотической хрупкости (W) 

(рисунок 39 б). У группы моллюсков, инкубированных в гиперосмотических 

условиях, данный показатель был в 1,8 раза выше (210,5±24,2 мОсм/кг – для 35‰ и 

210,4±19,9 мОсм/кг – для 45‰), по сравнению с контролем (114,7±20,5 мОсм/кг). 
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Рисунок 39 — Влияние инкубации двустворчатых моллюсков в условиях гипо- 

и гиперсолености на осмотическую хрупкость гемоцитов:  

(а) – оценка эффектов снижения и увеличения солености  

в точке Н90, (б) – оценка ширины распределения графика осмотической 

хрупкости.   * - статистически значимые различия, по сравнению с контролем, при p 

<0,05 

 

 

5.2 Регуляторное снижение объема гемоцитов A. kagoshimensis в 

гипоосмотических условиях 

 

 

На снижение осмолярности среды в экспериментальной кювете с 461 мОсм/кг 

(физиологическая осмолярность у моллюсков при солености 18 ‰) до 216 мОсм/кг 

(гипоосмотический шок) гемоциты A. kagoshimensis ответили быстрым набуханием 

и последующим снижением объема (рисунок 40). Увеличение объема гемоцитов 

было статистически значимо (р<0,05). Максимальный размер гемоцитов был на 
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71,5 ± 15,2% от контроля выше исходного уровня. Затем объем клеток снизился: в 

конце экспериментального периода (15 минут) объем гемоцитов составил 

37,3±10,5% от контроля. В конце экспериментального периода гемоциты 

восстановили объем более чем на 30%, изменения статистически достоверны 

(р<0,05). 

 

Рисунок 40 — Способность гемоцитов A. kagoshimensis к регуляторному 

снижению объема в условиях осмотического стресса:  

(а) – оригинальная запись кинетики изменения объема гемоцитов, (б) – график 

реакции RVD гемоцитов анадары в условиях гипоосмотического стресса. Изменения 

объема проводили на лазерном анализаторе микрочастиц Ласка-ТМ по изменению 

интенсивности светорассеяния в 1,57
о
 в течении 15 минут. Увеличение сигнала 

соответствует увеличению объема гемоцитов, а снижение – уменьшению их объема. 

 

 

5.3 Регуляторное увеличение объема гемоцитов A. kagoshimensis в 

условиях гиперосмотической нагрузки 

 

 

Увеличение осмолярности морской воды с 461 мОсм/кг (физиологическая 

осмолярность у моллюсков при солености 18 ‰) до 760 мОсм/кг 
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(гиперосмотический шок) гемоциты моллюсков ответили быстрым сжатием 

(рисунок 41). При максимальном сжатии размер гемоцитов составил 67,5±2,4 % от 

уровня контроля. 

В течение 15 минут инкубации при сохранении осмолярности на уровне 

760 мОсм/кг клетки постепенно восстанавливали объем, в конце 

экспериментального периода размер клеток составил 79,8±4,2 % от контроля. В 

течение экспериментальной экспозиции после гиперосмотической стимуляции 

гемоциты анадары восстановили среднеклеточный объем на 15‰ от контроля, 

изменения статистически достоверны (р<0,05). 

 

Рисунок 41 — Способность гемоцитов A. kagoshimensis к регуляторному увеличению 

объема в условиях осмотического стресса:  

(а)– запись кинетики изменения объема гемоцитов, (б) – график реакции RVI 

гемоцитов анадары в условиях гиперосмотического стресса. 

 

 

5.4 Обсуждение результатов исследования 

 

 

Результаты эксперимента свидетельствуют о том, что гемоциты анадары более 

осмотически стойкие клетки, в сравнении с эритроцитами лягушек, морских и 
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пресноводных рыб [15]. Физиологическая осмолярность гемолимфы анадары при 

солености 18 ‰ (460-500 мОсм/кг) была почти равна морской воде (461 мОсм/кг), в 

отличие от низших позвоночных, у которых осмолярность плазмы существенно 

ниже (230-290 мОсм/кг у пресноводных костистых рыб и 300-350 мОсм/кг у 

морских рыб) [15]. Величина H50 гемоцитов A. kagosimensis контрольной группы 

была в 10 раз ниже нормальной осмолярности гемолимфы. В то время как для 

эритроцитов позвоночных H50 наблюдался при снижении физиологической 

осмолярности примерно в 4 раза [15].  

Содержание моллюсков в условиях гипо- и гиперосмотического стресса 

привело к сдвигу кривой осмотической стойкости клеток. Данный результат, 

вероятно, свидетельствует о наличии механизмов переключения стратегии 

соленостной адаптации. Известно, что эвриганные рыбы имеют молекулярные 

сенсоры, чувствительные к изменению солености, которые запускают механизмы 

корректировки осморегуляторной стратегии [125; 90]. К таким молекулярным 

сенсорам относится акцептор транскрипции осмотического стресса 1 (OSTF1), 

сигнальные пути фосфолипазы С (PLC) и митоген-активируемая протеинкиназа 

(MAPK) [125]. Исследования траскриптомов жабр C. sinensis и мантии двух видов 

мидий (M. galloprovincialis и Xenostrobus securis Lamarck, 1819) после воздействия 

низкой солености также подтверждает наличие осмотических сенсоров у 

двустворчатых моллюсков [174; 254].  

Результаты нашей работы показывают, что набухание гемоцитов анадары в 

ответ на гипоосмотический стресс сопровождается частичным регуляторным 

снижением объема. Регуляция объема гемоцитов у двустворчатых моллюсков до 

конца не выяснена. Вместе с тем, известно, что клетки жабр способны снижать свой 

объем в условиях осмотического стресса [170, 228, 172]. Бреганте с соавторами 

предположили, что реакция RVD в гемоцитах M. galloprovincialis может 

осуществляться за счет активации K
+
-Cl

-
 котранспорта [37]. Многие авторы 

предполагают, что реакция RVD у двустворчатых моллюсков осуществляется за 

счет органических осмолитов, таких как таурин и бетаин [117; 228]. Вместе с тем, 
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Торре А. с соавторами не зафиксировали различий в спектрах ЯМР 

M. galloprovincialis между контрольной группой клеток и после инкубации в 

гипоосмотических условиях [228].  

Согласно результатам настоящей работы, гемоциты анадары способны 

регулировать свой объем в условиях осмотичееского стресса. При повышении 

осмолярности гемоциты быстрее сжимаются, но при этом реакция RVI протекает 

медленнее, чем реакция RVD. Более низкая скорость восстановления объема в 

гиперосмотических условиях, в сравнении с гипоосмотическими, показана для 

нематоцитов Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831) [154]. Авторы предполагают, что 

различия в скорости протекания данных реакций связаны с активацией механизмов 

фосфорилирования при RVI [154]. Во многих клетках регуляция объема 

контролируется протеинкиназами, простагландинами, лейкотриенами, 

компонентами цитоскелета и Ca
2+

[105]. Вместе с тем для нематоцитов A. mutabilis 

показано, что способность к RVI не зависит от содержания внешнего Ca
2+

, в то 

время как после связывания внутриклеточного Ca
2+

 происходило ингибирование 

RVI [154].  

 

 

**** 

 

 

Инкубация моллюсков в условиях соленостного стресса привела к сдвигу 

кривой осмотической стойкости гемоцитов. Данный результат свидетельствует о 

способности гемоцитов A. kagoshimensis изменять стратегию соленостной 

адаптации. В ходе эксперимента показано, что гемоциты анадары способны к 

частичному восстановлению клеточного объема, как в условиях гипоосмотического 

стресса, так и в условиях гиперосмотического стресса. Механизмы коррекции 

клеточного объема требуют дальнейшего изучения.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

Настоящая работа проведена с целью исследования диапазона осмотической 

толерантности эвригалинного двустворчатого моллюска, перспективного для 

марикультуры в черноморском регионе – A. kagoshimensis. Влияние соленостного 

стресса оценивали по изменениям, происходящим на уровне клеток гемолимфы – 

гемоцитов. На основании морфологических характеристик, размера и гранулярности 

цитоплазмы выделено два основных типа клеток – небольшие агранулярные клетки 

(амебоциты) и большие гранулярные клетки (эритроциты). Основным типом клеток 

в гемолимфе анадары являлись эритроциты. Как для агранулярных, так и для 

гранулярных гемоцитов характерна выраженная способность к генерации 

окислительного взрыва. Кроме этого, эритроциты анадары обладали более высоким 

мембранным потенциалом митохондрий. Гемоциты большинства двустворчатых 

моллюсков продуцируют АФК, которые участвуют в неспецифической иммунной 

защите, проявляя цитотоксическую активность. Наши результаты подтверждают 

наличие окислительной активности в гемоцитах A. kagoshimensis. Несмотря на то, 

что гранулоциты двустворчатых моллюсков считаются более эффективными в 

клеточном иммунном ответе по сравнению с агранулоцитами, в настоящей работе 

мы не наблюдали существенных различий во флуоресценции DCF-DA между 

типами гемоцитов. Таким образом, амебоциты, вероятно, разделяют защитные 

функции с эритроцитами.  

Обнаружено, что снижение солености до 8 ‰ и увеличение до 45 ‰ не 

вызывает гибель моллюсков, но приводит к ряду характерных изменений 

морфофункциональных характеристик гемоцитов: 

1. Происходит постепенное увеличение метаболической активности 

гемоцитов. 

2. Изменяется способность к продукции АФК гемоцитами.  

3. Предварительная акклимация в гипо- и гиперосмотических условиях 

приводит к сдвигу кривой осмотической стойкости гемоцитов.  
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4. В условиях осмотического стресса гемоциты анадары способны к 

восстановлению объема. 

Снижение солености до 14‰ не оказало влияния на морфологические, 

морфометрические и функциональные параметры гемоцитов A. kagoshimensis 

(соотношение клеточных типов, способность к генерации окислительного взрыва и 

мембранный потенциал митохондрий). Как показали полученные результаты, 

наиболее выраженное влияние на исследованные показатели оказала соленость 8‰: 

выявлено повышение митохондриального потенциала и существенный рост уровня 

АФК в гемоцитах. Наблюдаемый нами рост мембранного потенциала 

свидетельствует об интенсификации клеточного дыхания в гемоцитах и повышении 

уровня энергообеспечения в этих условиях. Вероятно, гемоциты повышают ресурс 

энергии, обеспечивая развитие компенсаторного ответа на гипоосмотический 

стресс. Как отмечают Соколова с соавторами [208], в стрессовых условиях 

окружающей среды моллюски могут увеличивать свои энергетические затраты в 

качестве механизма клеточной защиты, позволяя организму успешно 

адаптироваться к таким условиям. Рост уровня АФК на фоне увеличения 

мембранного потенциала митохондрий  является закономерным процессом, 

поскольку митохондрии считаются основным источником АФК в гемоцитах [220]. 

Повышение солености до 35‰ привело, в отличие от гипоосмотических 

условий, к подавлению способности гемоцитов анадары продуцировать АФК на 

фоне сохранения мембранного потенциала митохондрий. Вероятно, для 

поддержания нормального метаболизма нет необходимости в росте мембранного 

потенциала митохондрий и интенсификации обмена веществ. 

С дальнейшим ростом солености до 45‰ мембранный потенциал 

митохондрий увеличился в несколько раз, что свидетельствует о наращивании 

энергии в клетке для преодоления действия гиперсоленостного стресса. Столь 

значительный рост мембранного потенциала митохондрий при 45‰, вероятно, 

способствовал, стабилизации энергетического статуса анадары. Последнее  

утверждение подтверждается восстановлением способности гемоцитов к продукции 



94 

АФК. Вероятно, засоление среды до 45‰, в отличие от гипосоленостных условий 

(8‰), не вызывает у анадары выраженного стрессового состояния, о чем 

свидетельствует рост энергетического потенциала в гемоцитах моллюска, 

стабилизация уровня АФК. Вероятно, засоление среды до 45‰, в отличие от 

гипосоленостных условий (8‰), не вызывает у анадары выраженного стрессового 

состояния, о чем свидетельствует рост энергетического потенциала в гемоцитах 

моллюска, стабилизация уровня АФК. 

Известно, что физиологический стресс как неспецифическая реакция 

организма возникает при действии любых неблагоприятных факторов среды, и 

выражается, как правило, в образовании таких АФК, как супероксидный анион и 

перекись водорода [112]. В частности, изменение солености как один из видов 

стресса, также может способствовать увеличению выработки АФК. Вместе с тем, 

увеличение мембранного потенциала, следовательно, и поддержание процессов 

аэробного метаболизма, позволяет предположить, что выявленные нами реакции в 

ответ на пониженную, так и повышенную соленость, являются адаптивной реакцией 

на осмотический стресс.  

Широкий диапазон соленостной толерантности двустворчатых моллюсков 

обеспечивается преимущественно клеточными механизмами адаптации [120]. Так, 

известно, что гемоциты анадары более осмотически стойкие клетки в сравнении с 

эритроцитами низших позвоночных [120]. В настоящем исследовании показано, что 

предварительная акклимация в условиях гипоосмотического стресса приводит к 

сдвигу осмотической кривой в сторону жесткости гемоцитов, а гиперосмотичские 

условия - в сторону осмотической хрупкости гемоцитов. Наряду с этим, ряд авторов 

считает, что условия пониженной солености приводят к дисбалансу в производстве 

АФК и их атаке на липидные мембраны, и, следовательно, вызывают окислительное 

повреждение клеток [235, 236]. Известно, кислородные радикалы способны 

повреждать фосфолипиды и белки, и следовательно влиять на структуру мембран 

[114; 139]. Именно в гипоосмотической среде нами выявлен значительный рост 

уровня АФК в гемоцитах. Известно, что АФК способны повреждать фосфолипиды 
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клеточной мембраны и белки, и, следовательно, влиять на их свойства [139; 114]. В 

нескольких исследованиях показано, что окислительный стресс влияет на гомеостаз 

катионтов эритроцитов и как следствие, снижает деформируемость мембран [166]. 

Согласно данной теории выявленный нами окислительный стресс при солености 8‰ 

должен приводить к снижению осмотической стойкости гемоцитов. Вместе с тем, в 

нашем исследовании увеличение уровня внутриклеточных АФК не сопровождалось 

увеличением хрупкости эритроцитов. Н50 был в 10-12 раз ниже осмолярности 

гемолимфы в каждой из исследуемых групп. Кроме этого, в группе моллюсков, 

содержащихся в условиях низкой солености, увеличение уровня АФК не 

сопровождалось снижением показателя максимального набухания перед лизисом. 

Следовательно, изменение показателей осмотической стойкости в нашем 

исследовании не связаны с окислительным стрессом. Отсутствие изменений в 

свойствах мембраны может объясняться нейтрализацией АФК антиоксидантной 

системой гемоцитов. В свою очередь, сдвиг кривой осмотической стойкости связан 

с изменением солености окружающей среды, в которой инкубировались моллюски. 

Вероятно, гемоциты анадары способны адаптироваться к осмотическому стрессу на 

клеточном уровне, изменяя свойства мембраны в зависимости от солености 

окружающей среды. Механизмы переключения процессов соленостной адаптации 

известны и хорошо исследованы для эвригалинных рыб. Эвриганные рыбы имеют 

молекулярные сенсоры, чувствительные к изменению солености, которые запускают 

механизмы корректировки осморегуляторной стратегии [125; 90]. Вместе с тем, в 

отличии от двустворчатых моллюсков, рыбы адаптируются за счет переноса ионов в 

жабрах и других важных осморегуляторных органах [203]. При этом, инкубация рыб 

в условиях низкой солености приводит к снижению осмотической стойкости 

эритроцитов [21; 12].  Способность двустворчатых моллюсков переключать 

механизмы соленостной адаптации слабо изучена. Вместе с тем, исследования 

транскриптома жабр C. sinensis и мантии двух видов мидий (M. galloprovincialis и X. 

securis) после воздействия низкой солености также подтверждает наличие 

осмотических сенсоров у двустворчатых моллюсков [174; 254]. Вероятно, 
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организмы осмоконформеры (моллюски) имеют схожие с осморекуляторами 

(рыбами) молекулярные сенсоры, позволяющие переключать стратегию 

соленостной адаптации. Однако, в случае рыб, данные сенсоры активируют 

системные механизмы соленостной адаптации, а у моллюсков – клеточные. 

Таким образом, в настоящей работе впервые описаны морфологические и 

функциональные особенности клеточных типов гемолимфы A. kagoshimensis. 

Исследованы изменения морфологических и функциональных особенностей 

гемоцитов после акклимации к гипо- и гиперосмотическим условиям. Впервые 

показано, что эластичность мембраны гемоцитов, и как следствие, их осмотическая 

стойкость, зависят от условий солености, в которой инкубировали моллюсков. 

Данный результат свидетельствует о способности изменять стратегию соленостной 

адаптации после предварительной акклимации в условия гипо- и 

гиперосмотического стресса. Кроме этого, показано, что в основе широко диапазона 

соленостной адаптации A. kagoshimensis лежат клеточные механизмы коррекции 

объема. Результаты настоящей работы обеспечивают основу, которая значительно 

расширит понимание влияние солености на функциональный статус клеток 

гемолимфы. Будущие исследования могут быть сосредоточены на изучении 

механизмов реализации RVI и RVD гемоцитами двустворчатых моллюсков.
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ВЫВОДЫ 

 

 

1. Выделено два основных типа клеток гемолимфы A. 

kagoshimensis небольшие агранулярные (амебоциты) и крупные гранулярные 

(гемоглобин содержащие эритроциты). Гемолимфа A. 

kagoshimensis преимущественно состояла из крупных гранулярных клеток, второй 

тип клеток составлял менее 15%.  

2. Амебоциты и эритроциты анадары обладают способностью к спонтанной 

продукции АФК, при этом эритроциты характеризуются более высокой 

интенсивностью клеточного дыхания. 

3. Соленостный стресс не оказал существенного влияния на морфологические 

и размерные характеристики гемоцитов A. kagoshimensis.  

4. Гипоосмотический стресс был ассоциирован с интенсификацией процессов 

лизиса гемоцитов A. kagoshimensis, на фоне развития окислительного стресса в 

клетках. Гиперосмотические условия среды, напротив, приводили к снижению 

внутриклеточной концентрации АФК в гемоцитах.  

5. Снижение и повышение солености среды повышали мембранный потенциал 

митохондрий, что отражает усиление процессов окислительного метаболизма в 

гемоцитах A. kagoshimensis. 

6. Осмотическая стойкость гемоцитов A. kagoshimensis зависит от солености 

окружающей среды. У моллюсков, адаптированных к гипоосмотическим условиям, 

лизис клеток происходит при более низкой осмолярности. Акклимация к 

гиперосмотическим условиям, напротив, снижает осмотическую стойкость клеток. 

Процессы лизиса клеток развиваются при более высокой осмолярности 

инкубационной среды. 

7. Гемоциты двустворчатого моллюска A. kagoshimensis способны 

корректировать клеточный объем в условиях осмотического стресса. Hb-

содержащие гемоциты реагируют на гипосмотические условия активацией ответа 
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RVD. Гиперосмотические условия приводят к активации ответа RVI.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 
 

 

CV – коэффициент вариации 

DCF-DA - 2-7-дихлорфлуоресцеин-диацетат 

FL1 - зеленой область спектра, 525 нм 

FSC – forward scattering channel (канал прямого светорассеивания) 

H10 – точка 10% гемолиза 

H50 – точка 50% гемолиза 

H90 – точка 90% гемолиза 

MAPK - митоген-активируемая протеинкиназа 

OsHV-1 – Остридовирус герпеса 

OSTF1 - акцептор транскрипции осмотического стресса 1 

PI – йодистый пропидий 

PLC - сигнальные пути фосфолипазы 

Rh123 – родамин 123 

RVD – регуляторное увеличение объема 

RVI – регуляторное снижение объема 

SGI - SYBR Green I 

SSC – side scattering channel (канал бокового светорассеивания) 

АФК – активные формы кислорода 

Дк – наибольший диаметр клетки без учета псевдоподий 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

Дя – наибольший диаметр ядра 

М1 – морфологический тип 1 

М2 – морфологический тип 2 

М3 – морфологический тип 3 

С1 – субпопуляция 1 
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С2 – субпопуляция 2 

СА – свободные аминокислоты 

у.е. – условные единицы измерения 

ЯЦО – ядерно-цитоплазматическое отношение 

W – ширинa распределения графика осмотической хрупкости 
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