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При помощи методов проточной цитометрии и световой микроскопии исследовано влияние 
гипоосмотической нагрузки на морфофункциональные показатели гемоцитов анадары (Anadara 
kagoshimensis). Контрольная группа содержалась при солёности 19.6‰, экспериментальная – при 
14.8‰ и 8.8‰. В гемолимфе контрольной группы идентифицировано два типа клеток – эритроци-
ты и амёбоциты. Эритроциты были преобладающим типом клеток, их доля составила 92.3±3.9%. 
Гипоосмотическая нагрузка изменяла это соотношение: число амёбоцитов снизилось в 2.7 раза, а 
эритроцитов – увеличилось в 7.6 раза. Морфометрические характеристики гемоцитов при этом не 
претерпевали статистически значимых изменений. По мере снижения солёности в гемолимфе по-
вышалось число эритроцитарных теней (в 3.5 раза при солёности 8.8‰), а у гемоцитов отмечалось 
усиление продукции активных форм кислорода (АФК) (в 2.6 раза при солёности 8.8‰).

Ключевые слова: гипоосмотический стресс, анадара, гемоциты, проточная цитометрия, световая 
микроскопия.

Введение 
Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) 

(далее анадара) широко распространена в 
Индо-Пацифике: от Индии и Шри-Ланки до 
Индонезии, и от Японии до северного побе-
режья Австралии [Poutiers, 1998]. В Чёрном 
море она впервые была обнаружена у берегов 
Кавказа в 1968 г. [Киселёва, 1992]. В настоя-
щее время вид представлен вдоль западного и 
восточного побережья Чёрного моря, массово 
распространился в Азовском море [Revkov et 
al., 2008]. Успех инвазии вида в азово-черно-
морском регионе, в целом, определяется его 
эврибионтностью: толерантностью к усло-
виям острой гипоксии и сероводородного за-
ражения [Zwaan et al., 1991, 1992; Soldatov et 
al., 2018], эвритермностью [Лутаенко, 1999], 
эвригалинностью [Rinaldi, 1985; Чихачёв и 
др., 1994]. В настоящее время у черномор-
ской популяции анадары изучены гематоло-
гические характеристики гемолимфы [Koly-
uchkina, Ismailov, 2011], её клеточный состав 

[Novitskaya, Soldatov, 2013; Kladchenko et al., 
2020], определены параметры антиоксидант-
ного ферментного комплекса, качественного 
состава каротиноидов [Soldatov et al., 2017], 
изучены особенности тканевого метаболизма 
в условиях экспериментальной аноксии [Sol-
datov et al., 2009].

Освоение анадарой акваторий Азовского 
моря свидетельствует об успешном решении 
проблемы адаптации к гипоосмотическим 
условиям. Это регион с минимальными зна-
чениями солёности 5–12‰ [Rinaldi, 1985; Ку-
ропаткин и др., 2015]. Однако функциональ-
ные основы толерантности данного вида к 
распреснению изучены слабо. Интерес к дан-
ной проблематике определяется также тем, 
что анадара является перспективным объек-
том культивирования в прибрежных аквато-
риях Чёрного и Азовского морей. Известно, 
что нахождение двустворчатых моллюсков в 
условиях распреснения снижает их устойчи-
вость к болезням, делает более уязвимыми к 
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действию различных патогенов, в частности 
OsHV-1 [Fuhrmann et al., 2016], Vibrio tapetis 
[Reid et al., 2003], Vibrio parahaemolyticus 
[Phuvasate, Su, 2013] и Marteilia sydneyi [Butt, 
Raftos, 2007; Perrigault et al., 2012].

Общераспространённым методом оценки 
влияния стрессового фактора окружающей 
среды на организм моллюсков в настоящее 
время является определение морфологиче-
ских и функциональных показателей, цирку-
лирующих в гемолимфе клеток – гемоцитов. 
Гемоциты принимают участие в транспорте 
веществ, пищеварении и заживлении тка-
ней [Mello et al., 2012; Bachère et al., 2015; 
Matozzo, 2016], и реализации иммунно-
го ответа [Cochennec-Laureau et al., 2003; 
Callewaert, Michiels, 2010; Song et al., 2010; Li 
et al., 2014; Wang et al., 2018].

Известно, что уровень солёности мор-
ской воды влияет на качественные и количе-
ственные показатели гемолимфы моллюсков, 
такие как: процентное соотношение типов 
гемоцитов, способность генерировать актив-
ные формы кислорода (АФК), фагоцитарная 
активность, уровень смертности гемоцитов 
[Gagnaire et al., 2006; Wang et al., 2012; Wu et 
al., 2018]. В условиях высокой солёности по-
вышалось число агранулоцитов в гемолимфе 
американской устрицы (Crassostrea virginica) 
[Fisher, Newell, 1986]. При низкой солёности 
морской воды снижалось общее число ге-
моцитов у мидий (Mytilus coruscus, Mytilus 
edulis, Perna viridis) [Bussell et al., 2008; Wang 
et al., 2012; Wu et al., 2018], морского петуш-
ка Ruditapes philippinarum [Reid et al., 2003] 
и у абалона Haliotis diversicolor supertexta 
[Cheng et al., 2004]. Также регистрирова-
ли снижение фагоцитарной активности ге-
моцитов у мидий (M. coruscus, M. edulis, P. 
Viridis) [Bussell et al., 2008; Wang et al., 2012; 
Wu et al., 2018], устрицы C. gigas [Gagnaire 
et al., 2006], абалона H. diversicolor [Cheng 
et al., 2004] и морского моллюска Chamelea 
gallina [Matozzo et al., 2007]. Влияние низ-
кой солёности на способность генерировать 
АФК было видоспецифично: она возрастала 
у мидии M. coruscus [Wu et al., 2018], устри-
цы C. gigas [Gagnaire et al., 2006] и снижалась 
у мидии P. viridis [Wang et al., 2012], абалона 
H. diversicolor [Cheng et al., 2004], моллюска 

Paphia malabarica [Gajbhiye, Khandeparker, 
2017]. Уровень смертности гемоцитов воз-
растал как в условиях низкой, так и высокой 
солёности [Gagnaire et al., 2006; Gajbhiye, 
Khandeparker, 2017; Wu et al., 2018]. 

Исследованию влияния гипоосмотиче-
ской нагрузки на гемоциты семейства Arcidae 
посвящено сравнительно мало работ [Zhang 
et al., 2019]. Показано, что Anadara granosa 
способна выдерживать низкие концентрации 
солёности морской воды (менее 19‰) благо-
даря закрытию раковины. Однако данная спо-
собность сохраняется не более трёх суток, а 
затем особи погибают [Davenport, Wong, 
1986]. Гибель в условиях низкой солёности 
регистрировали и у такого вида как Anadara 
trapezia [Taylor et al., 2017]. При снижении 
солёности с 30 до 22‰ возрастало общее 
число гемоцитов у Anadara kagoshimensis, 
однако дальнейшее распреснение приводи-
ло к уменьшению числа гемоцитов. Вместе с 
тем, увеличивалась фагоцитарная активность 
гемоцитов и способность к продукции АФК 
[Zhang et al., 2019].

Эксперименты по влиянию соленосного 
стресса на морфофункциональное состояние 
гемоцитов представителей семейства Arcidae 
выполняются преимущественно на мол-
люсках, обитающих в условиях более высо-
кой солёности. Основываясь на имеющихся 
в литературе данных, не представляется воз-
можным получить информацию о влиянии 
гипоосмотической нагрузки на морфофунк-
циональное состояние гемоцитов анадары (A. 
kagoshimensis)  – моллюска-вселенца, успеш-
но освоившего Азово-черноморский регион.

Цель настоящей работы – исследовать в 
условиях эксперимента in vivo влияние гипо-
осмотической нагрузки на морфологические 
и функциональные характеристики клеток 
гемолимфы у двустворчатого моллюска-все-
ленца A. kagoshimensis. 

Материалы и методы
Особей A. kagoshimensis собирали в октя-

бре 2019 г. в прибрежной акватории г. Сева-
стополя. Исследовано 30 экземпляров мас-
сой 17.6±1.9 г и высотой створки 30.5±1.0 
мм. Для адаптации к лабораторным услови-
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ям моллюсков содержали в течение недели в 
ёмкостях с проточной морской водой из рас-
чёта 3–5 л на особь (содержание кислорода 
– 6.77 мг/л; солёность 19.6‰). Контрольную 
группу содержали при солёности 19.6‰. Со-
лёность снижали (до 14.8‰ и 8.8‰) путём 
разбавления морской воды дистиллирован-
ной со скоростью 1.3±0.3‰ в сутки (рис. 1). 
Для удаления метаболитов воду в аквариумах 
меняли ежедневно с сохранением величин 
солёностей. Моллюсков кормили смесью ми-
кроводорослей Dunaliella salina и Diacronema 
lutheri (5–10 мл смеси на каждые 50 л аквари-
умной воды, концентрация клеток 2–3·106 на 
1 мл). 

Гемолимфу для анализа отбирали сте-
рильным шприцом из экстрапаллиальной 
полости, затем трижды отмывали в морской 
воде в течение 5 мин (2500 об./мин) и филь-
тровали через фильтр с диаметром ячейки 
20 мкм. После отмывки часть концентрата 
клеток использовалась для приготовления 
мазков. Мазки окрашивали по комбиниро-
ванному методу Паппенгейма [Золотницкая, 
1987], затем анализировали при помощи све-
тового микроскопа (Biomed PR-2 Lum), обо-
рудованного камерой (Levenhuk C NG Series). 

Рис.1. График акклиматизации анадары к гипоосмоти-
ческим условиям: группа 1 – 19.6‰; группа 2 – 14.8‰; 
группа 3 – 8.8‰. 

Диаметр клетки (без учёта псевдоподий) и 
ядра измеряли по фотографиям в программе 
ImageJ 1.44 p. На каждом мазке подсчиты-
вали 1000 клеток. Ядерно-плазматическое 
отношение (ЯПО) рассчитывалось по следу-
ющей формуле [Carballal et al, 1997]: ЯПО = 
диаметр ядра / диаметр гемоцита.

Оставшиеся клетки ресуспензировали 
в морской воде (концентрация гемоцитов 
1–2∙106 на 1 мл). Для идентификации типов 
клеток на проточном цитометре Beckman 
Coulter FC500 готовую суспензию окраши-
вали ДНК-красителем SYBR Green I (фи-
нальная концентрация в пробе 10 мкмоль л-1, 
время инкубации – 40 мин в темноте). Содер-
жание ДНК в гемоцитах мидий анализиро-
вали на основании гистограмм распределе-
ния флуоресценции красителя в канале FL1 
при помощи программы Flowing Software 
5.2. Ось абсцисс на гистограмме распреде-
ления флуоресценции красителя отображала 
содержание ДНК в клетках, а ось ординат – 
число клеток. 

Способность гемоцитов к спонтанной 
продукции активных форм кислорода оце-
нивали при помощи метода проточной ци-
тометрии по флуоресценции красителя 
2-7-дихлорфлуоресцеин-диацетат (DCF-DA). 
1 мл суспензий гемоцитов инкубировали с 
10 мкл раствора DCF-DA в течение 40 мин в 
темноте. Финальная концентрация красителя 
в пробе составляла 10 мкмоль л-1. Флуорес-
ценцию красителя анализировали в канале 
FL1 (зелёная область спектра).

Смертность гемоцитов определяли 
при помощи флуоресцентного красителя 
propidium iodide (PI). К 1 мл суспензии гемо-
цитов добавляли 10 мкл раствора PI (Sigma 
Aldrich) и инкубировали в темноте в течение 
40 мин при 4 °C. Долю мёртвых гемоцитов 
в общем числе гемоцитов оценивали по ги-
стограммам флуоресценции PI в канале FL4 
цитометра.

Калибровку протоколов для анализа гемо-
цитов проводили при помощи флуоресцент-
ных микросфер следующих диаметров: 0.9, 
2.0, 4.2, 5.7 и 9.0 мкм. 

Достоверность различий оценивали при 
помощи U-критерия Манна – Уитни. Резуль-
таты представлены в виде x̅±SE.



РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ БИОЛОГИЧЕСКИХ ИНВАЗИЙ № 1, 202198

Результаты

1. Идентификация типов клеток в гемо-
лимфе анадары

Проточная цитометрия. Пик флуорес-
ценции красителя SYBR Green I гемоцитов 
был неоднороден и характеризовался отно-
сительно высоким коэффициентом вариации 
(CV) – 21.28±1.09. Доля мёртвых клеток в об-
разцах не превышала 1%. 

На основании распределения частиц по 
прямому (FS) и боковому (SS) рассеянию 
было идентифицировано две субпопуляции 
клеток с различным относительным разме-
ром и уровнем гранулярности (рис. 2). Раз-
личия по значениям светорассеяния между 
субпопуляциями гемоцитов были статисти-
чески достоверны. В гемолимфе анадары 
преобладали крупные клетки, их количество 
составляло 92.3±3.9%. Субпопуляция 1, ха-
рактеризовалась более высокими показате-
лями относительного размера и гранулярно-
сти в сравнении с субпопуляцией 2 (табл. 1). 

Рис. 2. Характеристика типов гемоцитов Anadara kagoshimensis по показателям относительного размера и уров-
ня гранулярности. A – График отношения прямого рассеяния (FSC) и бокового рассеяния (SSC), показывающий 
две популяции гемоцитов гемолимфы; Б – Гистограмма распределения гемоцитов по относительному размеру 
(FSC); В – Гистограмма распределения гемоцитов по относительной гранулярности (SSC): 1 – субпопуляция 1; 
2 – субпопуляция 2.

Средний диаметр клеток соответствовал 15–
16 мкм. Вытянутость облака распределения 
клеток по оси SS свидетельствовала о боль-
шом разбросе уровня гранулярности клеток в 
субпопуляции. 

Субпопуляция 2 была неоднородна по 
значениям прямого и бокового рассеяния и 
имела сравнительно низкие значения данных 
показателей. Значения FS соответствовали 
среднему диаметру клеток 7–8 мкм, согласно 
данным калибровки протокола латексными 
микрочастицами (табл. 1). 

Обе субпопуляции клеток характеризова-
лись выраженной флуоресценцией красителя 
DCF-DA – 935.0±66.2 у. е. для крупных кле-
ток и 822.1±110.2 у. е. для мелких (табл. 1). 
Различия во флуоресценции красителя стати-
стически были не достоверны. 

Светооптическая микроскопия. На пре-
паратах гемолимфы анадары идентифици-
ровано 2 типа клеток: эритроциты и амё-
боциты. Эритроциты представляли собой 
крупные клетки (рис. 3 А), размеры которых 
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Таблица 1. Характеристика субпопуляций гемоцитов анадары

FS, у.е. SS, у.е. DCF, у.е.
Субпопуляция 1 1622.4±46.1 196.4 ±12.4 935.0±66.2
Субпопуляция 2 596.9±49.5* 134.1±17.7 * 822.1±110.2

Примечание: * – различия между субпопуляциями статистически достоверны, p≤0.01 (n=10).

колебались от 10.4 мкм до 23.8 мкм (табл. 2). 
Они имели округлую форму с небольшим 
ацентричным ядром, обладающим плотной 
структурой. Светлая цитоплазма содержала 
большое число базофильных гранулярных 
включений, количество которых достигало 
23.6±2.1 единиц на клетку.

Амёбоциты – более мелкие клетки, диа-
метр которых составлял 7.1±0.3 мкм, окру-
глой или вытянутой формы, способные к об-
разованию псевдоподий. Бобовидное ядро, 
размером 4.3±0.1 мкм, располагалось ацен-
трично, часто прилегало к одной из сторон 
цитоплазматической мембраны (рис. 3 Б). 
Цитоплазма была окрашена в светлые оттен-
ки, гранулярные включения отсутствовали. 
Поверхность клеток имела неровный контур. 
Также на мазках наблюдали эритроцитарные 
тени – элементы, которые образовались в ре-

Рис. 3. Микрофотографии клеток гемолимфы Anadara kagoshimensis. А – эритроциты; Б – амёбоциты; В – эри-
троцитарные тени.

Таблица 2. Морфометрический анализ гемоцитов Anadara kagoshimensis

Типы клеток Диаметр клетки (мкм) Диаметр ядра (мкм) ЯПО
x̅±SE min max  x̅±SE min max  x̅±SE min max

Эритроциты 15.8±0.8 10.4 23.8 4.3±0.1 2.1 7.93 0.3±0.01 0.1 0.5
Амёбоциты 7.1±0.3* 3.9 12.0 4.3±0.1 2.5 6.29 0.6±0.01* 0.4 0.8

Примечание: * – различия между субпопуляциями статистически достоверны, p≤0.01 

зультате разрушения эритроцитов. Они вы-
глядели как розоватые пятна, у которых от-
сутствовали чёткие контуры (рис. 3 В). 

2. Влияние соленосного стресса
Проточная цитометрия. Гипоосмотиче-

ская нагрузка существенно повлияла на соот-
ношение типов гемоцитов (рис. 4). Снижение 
солёности с 19.6 до 14.8‰ привело к умень-
шению доли амёбоцитов в более чем 2.7 раза 
и увеличению числа эритроцитов (с 92.3 до 
97.2%) (p≤0.05). При дальнейшем понижении 
солёности доля амебоцитов снизилась в 7.6 
раза в сравнении с контролем (p≤0.01). Число 
эритроцитов, соответственно, возросло. Доля 
мёртвых клеток в образцах осталась на уров-
не контроля (<1%).

Снижение солёности с 19.6 до 14.8‰ не 
оказало воздействия на способность гене-



РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ БИОЛОГИЧЕСКИХ ИНВАЗИЙ № 1, 2021100

рировать АФК. У группы моллюсков, со-
держащихся при солёности 8.8‰, напротив, 
зафиксировано увеличение флуоресценции 
красителя DCF в 2.6 раза (p≤0.01). Описан-
ные закономерности были характерны как 
для эритроцитов (рис. 5 А), так и для амебо-
цитов (рис. 5 Б).

Светооптическая микроскопия. В ходе 
эксперимента было установлено, что гипоо-
смотическая нагрузка не оказала существен-
ного влияния на размерные характеристики 
гемоцитов анадары. При солёности 14.8‰ 
размер эритроцитов составлял 15.3±0.4 мкм, 
а амёбоцитов – 7.8±0.2 мкм, а при дальней-
шем понижении до 8.8‰ диаметры гемоци-

Рис. 4. Соотношение типов гемоцитов: группа 1 – 19.6‰; группа 2 – 14.8‰; группа 3 – 8.8‰.

Рис. 5. Влияние гипоосмотического стресса на способность гемоцитов генерировать АФК. А – эритроциты, Б – 
амёбоциты: группа 1 – 19.6‰; группа 2 – 14.8‰; группа 3 – 8.8‰.

тов соответствовали 17.2±0.1 мкм и 7.2±0.5 
мкм. 

Размер ядер эритроцитов при снижении 
солёности с 19.6 до 14.8‰ увеличился на 14% 
(p≤0.01), но при 8.8‰ оставался на уровне 
контрольных значений (рис. 6 А). Что каса-
ется величины диаметра ядра амёбоцитов, то 
она не претерпевала статистически значимых 
изменений (рис. 6 Б). 

Увеличение ЯПО отмечалось для эритро-
цитов анадары при снижении солёности с 
19.6 до 14.8‰ на 17% (р≤0.01). Дальнейшее 
уменьшение солёности не оказало суще-
ственного воздействия на значения ЯПО у 
этого типа гемоцитов (рис. 7 А). Осмотиче-
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ский стресс не повлиял на изменение ядер-
но-плазматического отношения у амёбоцитов 
(рис. 7 Б). При снижении солёности с 19.6 до 
8.8‰ значения ЯПО оставались на уровне 
контрольных значений 0.6±0.01 у. е. 

В эритроцитах моллюсков, которые со-
держались при солёности 14.8‰, отмечалось 
увеличение числа гранулярных включений 
на 25% (p≤0.05), но при дальнейшем умень-
шении солёности до 8.8‰ их количество 
возвращалось на прежний уровень 28.29±2.9 
единиц.

Уровень солёности водной среды влиял на 
процентное соотношение типов гемоцитов в 
гемолимфе анадары. При низкой солёности 
(8.8‰) значительно (в 3.5 раза, р≤0.05) воз-

Рис. 6. Морфометрические характеристики ядер клеток при снижении солёности. А – эритроциты, Б – амёбоциты: 
группа 1 – 19.6‰; группа 2 – 14.8‰; группа 3 – 8.8‰.

Рис. 7. Ядерно-плазматическое отношение (ЯПО) при изменении солёности. А – эритроциты, Б – амёбоциты: 
группа 1 – 19.6‰; группа 2 – 14.8‰; группа 3 – 8.8‰.

растала доля эритроцитарных теней (рис. 8 
В). Это приводило к относительному пони-
жению числа эритроцитов в образцах гемо-
лимфы: при 19.6‰ их доля составляла 87.2% 
от общего числа форменных элементов (эри-
троцитов, амёбоцитов и эритроцитарных те-
ней), тогда как при 8.8‰ – 78.9% (рис. 8 А). 
Доля амёбоцитов также снижалась: с 7.7% 
при 19.6‰ до 2.9% при 8.8‰ (рис. 8 Б). Од-
нако эти изменения не были статистически 
значимы.

Обсуждение
В гемолимфе анадары при помощи мето-

дов проточной цитометрии и световой ми-
кроскопии выделено 2 типа клеток. Согласно 
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результатам калибровки протокола цитометра 
микрочастицами, Субпопуляция 1 на гисто-
грамме FS/SS соответствовала эритроцитам 
анадары, Субпопуляция 2 включала в себя 
амёбоциты. Морфометрические характери-
стики эритроцитов и амёбоцитов, описанные 
в нашем исследовании, в целом, согласова-
лись с описанием клеток анадары других 
авторов [Holden et al., 1994; Kolyuchkina, 
Ismailov, 2011; Dang et al., 2013; Novitskaya, 
Soldatov, 2013]. Кроме этого, морфология 
эритроцитов и амёбоцитов анадары соответ-
ствовала гранулоцитам и агранулоцитам дру-
гих видов двустворчатых моллюсков [Holden 
et al., 1994; De Zwaan et al., 1995; Dang et al., 
2013]. Последнее подтверждает предполо-
жение о том, что в гемолимфе двустворча-
тых моллюсков присутствует два основных 
типа клеток – агранулярные и гранулярные 
[Cajaraville, Pal, 1995; Barcia et al., 1999; 
Donaghy et al., 2009]. Интересно, что у эритро-
цитов и амёбоцитов анадары отсутствовали 
статистические различия во флуоресценции 
DCF-DA. В то время как гранулярные клетки 
двустворчатых моллюсков, в частности ми-
дий и устриц, в большей степени способны к 
генерации АФК, пролиферации, фагоцитозу и 
продукции защитных пептидов в сравнении с 
агранулярными [Hegaret et al., 2003; Nakahara 
et al., 2009; Andreyeva et al., 2019].

Известно, что у моллюсков изменение со-
лёности окружающей среды приводит к из-
менению осмолярности внутренних сред и, 
как следствие, изменению клеточного объёма 
[Bregante et al., 2016]. В нашем исследова-

Рис. 8. Соотношение типов гемоцитов в гемолимфе Anadara kagoshimensis в зависимости от уровня солёности 
водной среды. А – доля эритроцитов, Б – доля амёбоцитов, В – доля эритроцитарных теней: группа 1 – 19.6‰; 
группа 2 – 14.8‰; группа 3 – 8.8‰.

нии не обнаружено различий в метрических 
характеристиках клеток. Возможно, это свя-
зано со способностью клеток восстанавли-
вать свой объём в анизоосмотических усло-
виях – реакцией регуляторного снижения 
объёма (RVD). У низших позвоночных RVD 
осуществляется за счёт выведения из клеток 
ионов калия и хлора вместе с осмотически 
связанной водой через K+–Cl– симпорт и K+–
H+ антипорт [Cossins, Gibson, 1997]. Реакция 
RVD у моллюсков остаётся предметом обсуж-
дения и требует дополнительных исследова-
ний [Torre et al., 2013; Bregante et al., 2016]. 
Вместе с тем, в условиях гипоосмотической 
нагрузки определённая часть эритроцитов 
подверглась разрушению. Об этом свиде-
тельствовал рост числа эритроцитарных те-
ней в гемолимфе моллюска. Процесс лизиса, 
скорее всего, затронул старые эритроидные 
формы, для которых характерна низкая ос-
мотическая стойкость, такая закономерность 
описана для низших позвоночных [Иванов, 
2003; Андреева, Рябцева, 2011].

В настоящем исследовании снижение со-
лёности до 8.8‰ индуцировало продукцию 
АФК гемоцитами в сравнении с контролем. 
Аналогичный результат получен в исследова-
нии Zhang с соавторами при инкубации ана-
дары в гипоосмотических условиях [Zhang et 
al., 2019]. Генерация окислительного взры-
ва играет важную роль в защите от микро-
организмов, поскольку АФК в сочетании с 
лизосомальными ферментами принимают 
участие в реакции фагоцитоза, способствуя 
уничтожению условно патогенных объектов 
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[Hegaret et al., 2003]. С другой стороны, АФК 
также способны окислять внутриклеточные 
молекулы, такие как ДНК, белки и липиды 
клеток. Известно, что факторы среды могут 
выступать в качестве стрессорных агентов, 
что повышает риск повреждения клеточных 
структур и сопровождается нарушением их 
функций [Hermes-Lima et al., 2015]. В нашем 
случае это, по-видимому, и имело место, так 
как рост продукции АФК происходил на фоне 
увеличения числа эритроцитарных теней в 
гемолимфе. Известно, что гипоосмотический 
стресс приводит к уменьшению общего чис-
ла гемоцитов у двустворчатых моллюсков 
вследствие их разрушения [Reid et al., 2003; 
Cheng et al., 2004; Bussell et al., 2008; Wang 
et al., 2012; Gajbhiye, Khandeparker, 2017; Wu 
et al., 2018]. Это совпадает с результатами, 
представленными в настоящей работе.

Следует отметить, что рост эритроцитар-
ных теней в гемолимфе моллюска в услови-
ях гипоосмотической нагрузки не коррели-
ровал с интенсивностью флуоресценции PI, 
который позволяет регистрировать мёртвые 
клетки. Отсутствие совпадений определяется 
спецификой действия данного красителя. По-
казано, что PI способен встраиваться в ДНК 
клеток с повреждённой мембраной. Эритро-
цитарные же тени представляют собой разру-
шенные клетки, в которых отсутствуют ядра. 
Их пигментация определяется присутствием 
мембраносвязанного гемоглобина [Wong, 
2004].

В результате гипоосмотического стрес-
са изменилось соотношение типов гемоци-
тов. Это важный диагностический показа-
тель функционального состояния организма. 
Считается, что реализация клеточного им-
мунного ответа у моллюсков в большей сте-
пени осуществляется гранулярными гемоци-
тами [Cajaraville, Pal, 1995; Barcia et al., 1999; 
Donaghy et al., 2009]. Функциональные осо-
бенности эритроцитов и амёбоцитов анадары 
до конца не ясны [Dang et al., 2013]. Однако 
снижение доли амёбоцитов может свидетель-
ствовать о меньшей стойкости данного типа 
клеток при воздействии стрессовых факторов 
окружающей среды, в сравнении с эритроци-
тами. Следует также отметить, что обнару-
жить тени амёбоцитов на препаратах невоз-

можно в отличие от эритроцитов, которые 
содержат мембранно-связанный гемоглобин 
и поэтому окрашиваются.

Заключение
В гемолимфе анадары идентифицировано 

два типа клеток – эритроциты и амёбоциты. 
Соленосный стресс не оказал существенного 
влияния на морфометрические характеристи-
ки гемоцитов, однако индуцировал измене-
ния в соотношении типов клеток. В резуль-
тате гипоосмотического стресса в гемолимфе 
анадары существенно возросло число эри-
троцитарных теней. Отмеченные изменения 
наблюдались на фоне усиления продукции 
АФК, как следствие развитие окислительно-
го стресса и повышение риска повреждения 
клеток.
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IMPACT OF LOW SALINITY ON HEMOCYTES MORPHOLOGY 
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Impact of low salinity on morphology and function of hemocytes in ark clam species Anadara kagoshi-
mensis was investigated using light microscopy and flow cytometry. In control group the water salinity was 
adjusted to 19.6‰, and experimental group was maintained at 14.8‰ and 8.8‰. Two cell types, amebocytes 
and erythrocytes, were identified in control group of ark clams. Erythrocytes constituted the main type of 
the cells, and amounted to 92.3±3.9 %. Hyposalinity changed that proportion: the number of amebocytes 
decreased 2.7 times and number of erythrocytes increased 7.6 times. Morphometric characteristics of hemo-
cytes didn’t show statistically significant changes. As far as salinity decreased, the number of erythrocyte 
shades in hemolymph increased (3.5 times at salinity 8.8‰) and, in hemocytes, the reactive oxygen species 
(ROS) production grew (3.5. times at salinity 8.8‰). 

Key words: hyposalinity stress, ark clam, hemocyte, flowing cytometry, light microscopy.


