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Аннотация. Изучение врожденного иммунитета моллюсков необходимо 
для понимания эволюции иммунной системы и разработки стратегии 
борьбы с их паразитами. В данной работе впервые получен и проанализирован 
транскриптом гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus, зараженных 
в естественных условиях трематодой Bilharziella polonica (Schistosomatidae). 
В сборках обнаружены транскрипты, кодирующие все основные группы 
факторов врождённого иммунитета. Наиболее многочисленной группой 
оказались молекулы распознавания патогенов. На основе нуклеотидных 
последовательностей транскриптов предсказана доменная структура 
кодируемых ими белков. Проанализирована структура доменов лектинов, 
толл-подобных рецепторов, молекул адгезии и токсинов. Показано 
большое разнообразие патоген-распознающих молекул гемоцитов 
P. corneus. Полученные данные расширяют знания об иммунных реакциях 
легочных моллюсков на трематодную инвазию и дают возможность 
рассматривать роговую катушку как новый модельный организм для 
изучения их защитных реакций.
Ключевые слова: Planorbarius corneus, Bilharziella polonica, трематодная 
инвазия, гемоциты, иммунные реакции, транскриптом, патогенраспознающие 
молекулы, лектины
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Abstract. Investigations of the innate immunity of molluscs are necessary to 
understand the evolution of the immune system. In this work, for the first 
time, a transcriptome of hemocytes from Planorbarius corneus molluscs 
infected with Bilharziella polonica (Schistosomatidae) trematodes was obtained 
and analyzed. The assemblies were found to contain transcripts encoding all 
major groups of factors of innate immunity. Pathogen recognition molecules 
turned out to be the most numerous groups of immune factors. Based on 
the nucleotide sequences of transcripts, the study allowed to predict the 
domain structure of proteins encoded in them. The analysis covered the 
composition of lectin domains, Toll-like receptors, adhesion molecules, and 
toxins. The hemocyte of Planorbarius corneus molluscs was found to have a 
wide variety of pathogen recognition molecules. The obtained data obtained 
expand the knowledge about the immune responses of mollusсs to trematode 
invasion and make it possible to consider P. corneus a new model organism 
for studying the defense reactions of molluscs.
Keywords: Planorbarius corneus, Bilharziella polonica, trematode invasion, 
hemocytes, immune reactions, transcriptome, pathogen recognition molecules, 
lectins

Амурский зоологический журнал, 2024, т. XVI, № 1
Amurian Zoological Journal, 2024, vol. XVI, no. 1

www.azjournal.ru

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33910/2686-9519-2024-16-1-36-55&domain=pdf&date_stamp=2017-01-14
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=556220
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=556220
https://orcid.org/0000-0002-4451-5124
https://orcid.org/0000-0002-4451-5124
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=36632856500
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=36632856500
https://www.webofscience.com/wos/author/record/1656130
https://www.webofscience.com/wos/author/record/1656130
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=1080173
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=1080173
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=58022267700
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=58022267700
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=87596
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=87596
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=6603785512
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=6603785512


Амурский зоологический журнал, 2024, т. XVI, № 1 37

Введение
Изучение механизмов распознавания 

патогенов в системе врождённого имму-
нитета у животных разных таксонов явля-
ется одним из ключевых направлений со-
временной сравнительной иммунологии. 
Согласно классическим представлениям, 
системы адаптивного и врождённого им-
мунитета различаются по способу распоз-
навания чужеродного (Janeway, Medzhitov 
2002). Клетки системы адаптивного им-
мунитета обладают антиген-распознаю-
щими рецепторами, которые способны 
распознавать уникальные антигенные де-
терминанты. Эта особенность определяет 
специфичность иммунных реакций позво-
ночных животных. Клетки врождённого 
иммунитета распознают так называемые 
патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны (pathogen-associated molecular 
patterns, PAMP) и образы опасности 
(damage-associated molecular patterns, 
DAMP). PAMP и DAPM содержат моти-
вы, общие для больших систематических 
групп патогенных организмов. Такие мо-
тивы идентифицируются паттерн-распоз-
нающими рецепторами (pattern recognition 
receptors, PRRs). 

К группе PRR относят толл-подобные 
рецепторы (toll-like receptors, TLR), лек-
тины, рецепторы нуклеиновых кислот 
(nucleotide-oligimerizing domain receptors, 
NOD), антибактериальные белки, компо-
ненты комплемента (Kumar et al. 2011). 
PRRs выявлены у животных всех основных 
таксонов (Zhang et al. 2010). В запуске им-
мунного ответа беспозвоночных участву-
ют лектины, толл-подобные рецепторы, 
скавенджер-рецепторы, компоненты ком-
племента и др. (Wang et al. 2018). 

Среди беспозвоночных животных мол-
люски обладают одной из наиболее слож-
ных и эффективных систем врождённо-
го иммунитета. Главными участниками 
иммунных реакций моллюсков являются 
форменные элементы гемолимфы — гемо-
циты (van der Knaap 1981;  Ataev et al. 2016). 
Гемоциты обеспечивают не только распоз-

навание, но и элиминацию чужеродных 
объектов (Sminia, van der Knaap 1987).

Протеомы и транскриптомы гемоцитов 
моллюсков модельных видов свидетель-
ствуют о многообразии патоген-распозна-
ющих и цитотоксических молекул в клетках 
моллюсков. Однако большая часть имею-
щихся сведений об иммунитете пульмонат 
получена на моллюсках лабораторных ли-
ний модельных видов — преимуществен-
но представителей рода Biomphalaria, 
которые являются промежуточными хо-
зяевами трематод рода Schistosoma — воз-
будителей опасных заболеваний человека 
(Adema, Loker 2015; Ataev et al. 2020). В то 
же время изучение всего спектра PRR лё-
гочных моллюсков требует расширения 
числа исследуемых моделей и особенно ис-
следования защитных реакций моллюсков 
из природных популяций. 

Одним из активно исследуемых в отно-
шении иммунных реакций видов пульмо-
нат является катушка роговая Planorbarius 
corneus (Ataev et al. 2020). Роговые катушки 
обитают на значительной части террито-
рии Евразии и являются промежуточны-
ми хозяевами для трематод из нескольких 
семейств (Faltynkova et al. 2008; Brown et 
al. 2011). Наибольший интерес среди по-
следних представляет Bilharziella polonica 
(сем. Schistosomatidae), которая вызы-
вает церкариозный дерматит человека 
(Żbikowska 2004). Ранее был выполнен ана-
лиз транскриптома гемоцитов моллюсков 
Planorbarius corneus, заражённых тремато-
дами Bilharziella polonica (Orlov et al. 2023). 
В гемоцитах роговых катушек выявлены 
транскрипты относящиеся к основным 
группам факторов врождённого иммуни-
тета. Молекулы, участвующие в распозна-
вании чужеродного, оказались самой раз-
нообразной группой среди выявленных 
иммуноассоциированных белков. Поэтому 
группа транскриптов, кодирующих PRR 
заслуживает отдельного исследования. В 
данном исследовании мы подробно про-
анализировали набор транскриптов PRR в 
гемоцитах моллюсков Planorbarius corneus.
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Материалы и методы

В работе исследованы моллюски 
Planorbarius corneus, собранные из озера 
Финское в окрестностях Санкт-Петербурга 
(60.082, 30.285), заражённые трематодой 
Bilharziella polonica (n=10), а также неза-
раженные особи (n=10). В работе исполь-
зовали моллюсков с диаметром раковины 
от 23 до 27 мм. Гемолимфу забирали сте-
рильной пипеткой Пастера из синуса в об-
ласти головы улиток. Гемоциты осаждали 
центрифугированием и использовали для 
выделения РНК с помощью набора Trizol 
(Invitrogen). 

Секвенирование, сборка и аннотация 
транскриптома подробно описаны в ста-
тье (Orlov et al. 2023). кДНК получали с 
помощью набора Mint-2 (Evrogen). Би-
блиотека секвенирования была подготов-
лена с использованием набора QIAGEN 
QIAseq FX DNA Library Kit. Секвениро-
вание подготовленных библиотек парных 
прочтений со средним размером фраг-
мента приблизительно 450 п. н. и длиной 
прочтений 100 п. н. проводили на приборе 
Illumina HiSeq2500 с использованием на-
бора QIAGEN QIAseq FX DNA Library Kit. 
В ходе предобработки данных у каждого 
прочтения сначала были удалены специ-
фичные для библиотеки адаптеры и по-
лиА-последовательности, неизвестные 
(N base) и низкокачественные основания 
(phred<5) с обоих концов. Эта операция 
обусловлена обнаруженной диспропорци-
ей в доли определённых оснований на кон-
цах прочтения относительно внутренней 
его части. Все прочтения короче 20 п. н. 
отбрасывались. Предобработка прочте-
ний производилась с помощью cutadapt 
(Marcel 2011). Прочтения, полученные в 
результате предыдущего шага, сопостав-
ляли с кластером, кодирующим химерную 
рРНК с помощью hisat2, при этом исполь-
зовали стандартные параметры, и отбра-
сывали все совпадающие прочтения (Kim 
et al. 2015).

Затем была проведена фильтрация тех 
прочтений, которые содержали k-меры 

размера 27 из специально созданной с 
помощью программы BBduk (https://
sourceforge.net/projects/bbmap/) базы 
данных. Эта база данных состояла из по-
следовательностей (геномных, мтДНК, 
рРНК) наблюдаемых контаминирующих 
организмов или видов, тесно связанных с 
ними. Эталонный транскриптом гемоци-
тов P. corneus собрали с помощью de novo 
сборщика Trinity, используя прочтения от 
зараженных и незараженных моллюсков 
(Grabherr et al. 2011). Качество сборки, в 
которую вошли последовательности длин-
нее 200 п.н., оценивали с помощью про-
грамм TransRate  и BUSCO (Smith-Unna 
et al. 2016; Seppey et al. 2019). Получен-
ные полипептидные последовательности, 
идентичные не менее чем на 99% класте-
ризовали (Fu et al. 2012). Для предсказания 
доменов использовали InterProScan (IPS) 
с настройками по умолчанию. С помощью 
скрипта на Python в полученном анноти-
рованном транскриптоме нашли белки, со-
держащие иммуно-релевантные домены. 
Для подсчета количества прочтений каж-
дого транскрипта использовался Salmon 
(Patro et al. 2017). Далее из полученного 
массива данных были выделены транс-
крипты основных групп PRR, а также, была 
получена информация о нормализованной 
экспрессии этих транскриптов, выражен-
ная в TPM (transcripts per million).  

CDS транскриптов, кодирующих поли-
пептиды с доменами характерными для 
TLR, выравнивали используя BioEdit и он-
лайн-сервис BLAST  (Hall 1999). Доменный 
состав предполагаемых аминокислотных 
последовательностей PRR был визуализи-
рован с помощью ресурса аннотации бел-
ковых доменов SMART (Letunic et al.  2021) 
в нормальном режиме.

Результаты и обсуждение
Иммуноассоциированные транскрипты

В результате анализа транскриптома ге-
моцитов моллюсков Planorbarius corneus 
было выявлено 2687 молекул с доменами, 
гомологичными факторам врождённого 
иммунитета (Orlov et al. 2023). Все выяв-
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ленные транскрипты условно можно отне-
сти к трём группам — кодирующие факто-
ры цитотоксичности, кодирующие регуля-
торы иммунных реакций (цитокины и мо-
лекулы внутриклеточной сигнализации) 
и кодирующие молекулы, участвующие в 
распознавании чужеродного. Последняя 
группа оказалась наиболее многочислен-
ной и включала в себя 1776 транскриптов, 
кодирующих PRR. Таким образом, более 
половины всех выявленных иммуноассо-
циированных транскриптов была отнесена 
к молекулам распознавания чужеродного.

Анализ состава PRRs показал их большое 
разнообразие. В гемоцитах роговых катушек 
присутствуют транскрипты PRRs всех ос-
новных групп, ранее описанных при изуче-
нии врождённого иммунитета у животных 
разных таксонов (рис. 1). Самыми многочис-
ленными по представленности оказались 
транскрипты лектинов, члены иммуноглобу-

линового суперсемейства, молекул адгезии 
и толл-подобных рецепторов.  

На основе предсказанных аминокис-
лотных последовательностей выявленных 
транскриптов была определена вероятная 
доменная структура кодируемых ими бел-
ков (рис. 2–6). 

Самой разнообразной группой PRR ге-
моцитов оказались лектины. Лектины обе-
спечивают избирательное распознавание 
углеводных детерминант на поверхности 
патогенов. Также за счёт связывания угле-
водных остатков чужеродных объектов 
они могут выполнять роль опсонинов, 
облегчая процесс фагоцитоза (Kokryakov 
2006). По составу доменов все выявленные 
лектины P. corneus были разделены на не-
сколько групп (Vasta, Ahmed, 2008). 

Около половины транскриптов лекти-
нов были отнесены к фибриногенподоб-
ным белкам (fibrinogen-related proteins, 

Рис. 1. Число доменов патогенраспознающих молекул и молекул адгезии в гемоцитах 
моллюсков Planorbarius corneus по данным BlastP (базы данных NCBI NR, e-value<1e-5)
Fig. 1. The number of domains of pattern recognition molecules and adhesion molecules in 
the hemocytes of Planorbarius corneus molluscs according to BlastP data (NCBI NR database, 
e-value<1e-5)
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FREP). Молекулы этой группы наряду с 
углеводсвязывающим участком содер-
жат различное количество фибрино-
геновых доменов.  Первые FREP были 
описаны у модельного объекта сравни-
тельно-иммунологических исследований 
моллюска Biomphalaria glabrata (Adema 
et al. 1997). FREP биомфалярий помимо 
фибриногеновых доменов, содержат в 
своём составе иммуноглобулиноподоб-
ные домены (immunoglobulin — like, Ig). 
А гены и транскрипты FREP проявляют 
признаки соматической диверсифика-
ции (Hanington et al. 2010a, 2010b,   2012; 
Gordy et al. 2015). Поэтому эти молекулы 
рассматривают в качестве аналога имму-
ноглобулинов позвоночных животных. 
Было установлено, что именно эта группа 
лектинов играет решающую роль в рас-
познавании гемоцитами биомфалярии 
партенит трематод Schistosoma mansoni, 
а моллюски резистентных и чувстви-
тельных к заражению линий отличают-
ся различным конститутивным уровнем 
экспрессии FREP (Pila et al. 2017; Allan et 
al. 2019; Li et al. 2020).

Однако в транскриптоме Planorbarius 
corneus не было выявлено транскриптов 
FREP, содержащих Ig домены. Это может 
быть связано с низкой представленностью 
таких транскриптов в гемоцитах роговых 
катушек. Также можно предположить, что 
FREP не участвуют в распознавании трема-
тод Bilharziella polonica. Ранее было пока-
зано, что местом синтеза FREP у биомфа-
лярий могут быть не только гемоциты, но 
и гепатопанкреас. А изменение экспрессии 
генов FREP у заражённых моллюсков за-
висит от вида патогена и индивидуальных 
особенностей моллюска (Zhang et al. 2008; 
Peterson et al. 2009; Mone et al. 2010).  

Среди FREP роговой катушки выявлен 
вариант рецептора c PAN/Apple-подобным 
доменом (рис. 2a). Такие домены присут-
ствуют в некоторых FREP, содержащих Ig 
домены (Adema et al. 2017). PAN/Apple-
подобные домены выявлены в белках ор-
ганизмов различных таксонов от бактерий 
до млекопитающих. Они опосредуют бе-

лок-белковые или белок-углеводные вза-
имодействия, участвуют в прикреплении 
молекул к клеточной поверхности (Gong 
et al., 2012). Предполагается, что у моллю-
сков молекулы с PAN/Apple-подобными 
доменами выполняют сходную функцию 
(Adema et al 2017). 

Все FREP гемоцитов Planorbarius corneus 
содержат единственный фибриногеновый 
домен, который в большинстве случаев 
ассоциирован с лектиновыми доменами, 
доменами эпидермального фактора роста 
(epidermal growth factor, EGF) или интегри-
новым доменом. Один из транскриптов на-
ряду с фибриногеновым доменом кодирует 
домен SCAN (рис. 2a), который опосредует 
гомотипические и гетеротипические взаи-
модействия между белками (Schumacher et 
al. 2000). Такая структура также подтверж-
дает роль FREP в распознавании углевод-
ных детерминант и процессах адгезии. 

Второй по представленности группой 
лектинов у P. corneus оказались галекти-
ны — молекулы, избирательно связываю-
щие β-галактозиды (рис. 2b). Высокий уро-
вень экспрессии галектинов был показан и 
для моллюсков других видов (Seppälä et al. 
2021; Lu et al. 2022). Галектины гемолимфы 
B. glabrata связываются с поверхностью 
спороцист S. mansoni (Yoshino et al. 2008). 
У двустворчатых моллюсков галектины 
участвуют в антибактериальном и проти-
вовирусном иммунитете (Wang et al. 2019; 
Watson et al. 2022). Для позвоночных жи-
вотных установлено их участие в тканевом 
метаболизме и регуляции иммунного от-
вета (Hernandez, Baum 2002; Yoshino et al. 
2008). При этом галектины присутствуют 
как в мембраносвязанной, так и в свобод-
ной форме (рис. 2b), что может свидетель-
ствовать о секреции их в плазму и, воз-
можно, регуляторной роли в иммунном 
ответе (Kim et al. 2008).  

Лектины F-типа (F-type lectins, fucolec-
tins, фуколектины) представляют собой 
фукозосвязывающие белки. Выявленные 
в транскриптоме гемоцитов Planorbarius 
corneus последовательности кодиру-
ют от 1 до 3 доменов FTP (eel-Fucolectin 
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Рис. 2. Варианты предсказанной доменной структуры патогенраспознающих молекул 
гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus. a — фибриногенподобные белки, b — 
галектины, c — F-лектины.
Условные обозначения и сокращения, здесь и далее: горизонтальные красные 
полоски — сигнальный пептид, горизонтальные розовые — область низкой сложности, 
вертикальные синие полоски — трансмембранная область, FBG — фибриногеновый 
домен, FTP — домен фуколектина, EGF — домен эпидермального фактора роста, 
EGF_CA — кальцийсвязывающий EGF-подобный домен, PAN_AP — APPLE-подобный 
домен, SCAN — область, богатая лейцином, GLECT — галактозосвязывающий лектин, 
CLECT — лектин C-типа, Gal-bind — галактозид–связывающий лектин, ML — MD-2-
подробный домен распознавания липидов
Fig. 2. Variants of the predicted domain structure of pattern recognition molecules from 
hemocytes of Planorbarius corneus molluscs. a — fibrinogen-related proteins, b — galectins, 
c — F-lectins.
 Symbols and abbreviations (here and further): horizontal red stripes — signal peptide, 
horizontal pink stripes — a low complexity region, vertical blue stripes — transmembrane 
region, FBG — fibrinogen-related domain, FTP — fucolectin domain, EGF — epidermal growth 
factor-like domain, EGF_CA — calcium-binding EGF-like domain, PAN_AP — APPLE-like 
domain, SCAN — leucine rich region, Apple — APPLE domain, GLECT — galactose-binding 
lectin, CLECT — C-type lectin, Gal-bind — galactoside-binding lectin, ML — MD-2-related 
lipid-recognition domain
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Tachylectin-4 Pentaxrin-1 Domain), которые 
примерно в половине случаев ассоцииро-
ваны с доменами CLECT и EGF (рис. 2с). 
Также выявлена немембранная форма 
F-лектина, содержащая ML-домен (MD-2-
related lipid-recognition) (рис. 2с). Этот до-
мен имеет структуру, напоминающую бе-
та-складки иммуноглобулинов и участвует 
в распознавании липопротеидов низкой 
плотности (Inohara, Nuñez 2002). Таким об-
разом эта предсказанная молекула вклю-
чает одновременно углеводcвязывающий 
и липидсвязывающий домены. 

C-лектины (C-type lectin–related pro-
teins, CLECT) — группа PRR углеводсвя-
зывающая активность которых зависит 
от концентрации ионов Са2+ (Zelensky, 
Gready 2005). CLECT роговой катушки со-
держат от одного до четырёх (в одном из 
случаев — десять) углеводсвязывающих 
доменов С-типа (рис. 3a). В части пред-
сказанных CLECT этот домен сочетается 
с доменами EGF, агглютинина и крингл-
доменами (KD, kringle domain). Последний 
является компонентом белков свёртыва-
ния крови и фибринолитических белков, 
также способен связывать белки и фосфо-
липиды мембран (Clemmensen et al. 1986; 
Graversen et al. 2000). 

В одном из транскриптов, кодирующих 
мембранную форму CLECT, также закоди-
рован домен LINK (рис. 3a). У позвоночных 
этот домен участвует в сборке внеклеточ-
ного матрикса, клеточной адгезии и мигра-
ции (Kohda et al. 1996). Значительная часть 
CLECT содержит домены суперсемейства 
иммуноглобулинов. У моллюсков эта груп-
па белков обозначается как CREP и наряду 
с FREP рассматривается в качестве возмож-
ного аналога иммуноглобулинов позвоноч-
ных животных (Dheilly et al. 2015). 

Коллектины представляют собой груп-
пу С-лектинов, к которым относится 
маннозо-связывающий лектин (mannose-
binding lectin, MBL). В гемоцитах рого-
вой катушки нами выявлен один вариант 
транскрипта MBL, кодирующий 11 до-
менов CLECT (рис. 3b). MBL распознаёт 
остатки маннозы на поверхности патоге-

нов, обеспечивая опсонизацию и фагоци-
тоз, а также участвует в активации ком-
племента по лектиновому пути (Fraser et 
al. 1998; Tenner 1998; Worthley et al. 2005). 
Наличие MBL в гемоцитах показано и для 
моллюсков других видов (Huang et al. 2013; 
Unno et al. 2016). Ранее был выделен и оха-
рактеризован MBL из гемолимфы морской 
улитки Hemifusus pugilinus (Sivakamavalli 
et al. 2021). Описаны случаи как усиления 
экспрессии MBL у моллюсков при имму-
низации, так и ослабления при трематод-
ной инвазии (Hanington et al. 2010b; Lu et 
al. 2022). 

Молекулы, содержащие домены супер-
семейства иммуноглобулинов (immuno-
globulin superfamily, IgSF). Молекулы IgSF 
являются ключевыми элементами адап-
тивной иммунной системы челюстноро-
тых животных. Этим молекулам уделяется 
особое внимание в поисках филогенетичес-
ких предшественников системы адаптив-
ного иммунитета позвоночных животных. 
В суперсемейство IgSF включают белки, 
имеющие аминокислотную последователь-
ность, которая определяет формирование 
характерной для иммуноглобулинов бе-
та-складчатой структуры доменов. И если 
собственно иммуноглобулины, выполня-
ющие функцию антител в адаптивном им-
мунном ответе, характерны для позвоноч-
ных животных, то молекулы IgSF широко 
распространены у животных, начиная с 
губок (Oreste et al. 2021). Они экспрессиру-
ются клетками многих типов и демонстри-
руют разнообразные функции: участвуют в 
адгезии, тканевом распознавании, презен-
тации антигена, ко-рецепции, формирова-
нии сократительного аппарата мышечных 
клеток (Natarajan et al. 2015). Белки с доме-
нами IgSF были функционально охаракте-
ризованы у модельных беспозвоночных — 
нематоды Caenorhabditis elegans и плодо-
вой мушки Drosophila melanogaster (Vogel 
et al. 2003; Natarajan et al. 2015).

Лектины, содержащие домены IgSF отно-
сят к группе I-лектинов (Angata, Brinkman-
Van der Linden 2002). I-лектины — самая 
многочисленная и разнообразная группа 
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PRR, выявляемых в транскриптоме гемо-
цитов Planirbarius corneus (рис. 1, рис. 4). 
Предсказаны мембранные формы, со-
держащие от 1 до 7 доменов IgSF (рис. 4). 
При этом часть доменов имеют большую 
гомологию с константными доменами им-
муноглобулинов, а часть — с вариабельны-
ми. Во всех случаях константные домены 
представлены С2-доменами. Как и у дру-
гих беспозвоночных, у моллюсков встре-
чается только С2 вариант константного 
домена IgSF (Oreste et al. 2021). 

I-лектины моллюсков относят к не-
скольким группам по набору входящих в 
их состав доменов. IgSF домены впервые 
были обнаружены в белках гемолимфы 
Biomphalaria glabrata, обозначаемых как 
FREP (Adema et al. 1997). Как указано выше, 
мы не нашли каноничных транскриптов 
FREP у Planorbarius corneus. Однако у ро-
говой катушки было выявлено несколько 
вариантов транскриптов, кодирующих од-
новременно IgSF и CLECT домены. Такие 
белки моллюсков относят к семейству лек-

Рис. 3. Варианты предсказанной доменной структуры патогенраспознающих молекул 
гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus. a — C-лектины, b — лектин, связывающий 
маннозу. 
Сокращения (здесь и далее): Agglutinin — домен агглютинина, KR — крингл-домен, 
LDLa — домен рецептора липопротеинов низкой плотности класса А, TPK_B1 — 
пирофосфокиназа тиаминa, LINK — связывающий гиалуронан домен
Fig. 3. Variants of the predicted domain structure of pattern recognition molecules from 
hemocytes of Planorbarius corneus molluscs. a — C-lectins, b — mannose-binding lectin. 
Abbreviations (here and in what follows): Agglutinin — domain of agglutinin, KR — kringle 
domain, LDLa — low-density lipoprotein receptor domain class A, TPK_B1 — thiamin 
pyrophosphokinase, LINK — hyaluronan-binding domain
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тинов CREP (C-type lectin-related protein) 
(Dheilly et al. 2015). 

Ещё одна группа I-лектинов моллю-
сков — лектины, связывающие сиаловую 
кислоту (sialic acid-binding immunoglobulin-
type lectins, Siglecs) (Varki et al. 2022). За 
связывание сиаловой кислоты в этих мо-
лекулах отвечает V-домен IgSF, но одно-
временно присутствуют С2 домены. Среди 
транскриптов P. corneus выявлен только 
один вариант, который можно отнести к 
Siglecs (рис. 4). Помимо IgSF доменов он 
также включает домены CLECT, фибрино-
гена и домен CUB. Этот домен встречается 
во внеклеточных и связанных с плазма-
тической мембраной белках и участвует в 
регуляции межклеточных взаимодействий 
в процессах фагоцитоза, гистогенеза, рас-
познавания субстрата (Blanc et al. 2007). 
Роль Siglec в иммунном ответе доказана 
для моллюсков модельных видов. В част-
ности, экспрессия соответствующего гена 
у устриц Pacific oyster повышается в гемо-
цитах в ответ на иммунизацию бактери-
ей Vibrio splendidus (Liu et al. 2016). А для 

моллюсков Biomphalaria glabrata установ-
лена зависимость между степенью рези-
стентности к трематодной инвазии и спо-
собностью Siglec распознавать гликаны на 
поверхности спороцист трематод (Bridger 
et al. 2018).

Еще одна группа рецепторов, играющих 
значительную роль во врождённом имму-
нитете — скавенджер рецепторы (Scavenger 
receptors, SR). Рецепторы этой группы уча-
ствуют в поглощении собственных повреж-
денных клеток и продуктов их распада, а 
также различных патогенов (Berwin et al. 
2003; Liu et al. 2011). Структура SR крайне 
разнообразна. Помимо скавенджер домена, 
богатого цистеинами, SR содержат боль-
шой набор других доменов. По структуре 
доменов выделяют не менее 10 классов SR 
(Gough, Gordon 2000; Murphy et al. 2005). 

В исследуемом транскриптоме гемо-
цитов роговой катушки нами выявлены 
нуклеотидные последовательности, коди-
рующие четыре варианта SR (рис. 5). Наи-
более простую структуру имеет рецептор 
с двумя SR доменами. Такой вариант со-

Рис. 4. Варианты предсказанной доменной структуры лектинов с иммуноглобулино-
выми доменами из гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus.
Сокращения (здесь и далее): IG — иммуноглобулиновый домен, IgC2 — иммуноглобулин 
C-2 типа, IG-like — иммуноглобулиноподобный домен
Fig. 4. Variants of the predicted domain structure of lectins with immunoglobulin domains 
from hemocytes of Planorbarius corneus mollusсs.
Abbreviations (here and in what follows): IG — immunoglobulin, IgC2 — immunoglobulin 
C-2 type, IG-like — immunoglobulin-like domains
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ответствует классу I SR млекопитающих. 
Другие варианты SR Planorbarius corneus 
имеют неканоничную структуру. В одном 
из предсказанных SR, присутствуют 10 бо-
гатых цистеинами доменов SR и домен, го-
мологичный белкам промежуточных фи-
ламентов. Известно, что в состав SR класса 
A входят домены, гомологичные коллаге-
ну, который, как и белки промежуточных 
филаментов относится к фибриллярным 
белкам (Prabhudas et al. 2014). Другой вари-
ант наряду с SR доменами содержит домен 
СLECT и домен, гомологичный трипсин-
подобным сериновым протеазам. В выпол-
ненном ранее исследовании по поиску SR 
у морского гребешка Chlamys farreri было 
выявлено 4 варианта SR (Liu et al. 2011). И 
также, как у роговой катушки, только один 
из вариантов структуры соответствует ка-
ноничному SR. Остальные варианты уни-
кальны и не могут быть классифицирова-
ны. Таким образом, вероятно, как и лекти-
ны, SR моллюсков очень разнообразны. 

Толл-подобные рецепторы. Одним из 
наиболее универсальных путей распозна-
вания чужеродного в системе врождённо-
го иммунитета считается распознавание 
через TLR (Hashimoto et al. 1988; Lemaitre 

et al. 1996). TLR представляют собой транс-
мембранные белки, которые могут быть 
расположены как на поверхности клет-
ки, так и на везикулах в цитоплазме. Вне-
клеточный домен TLR содержит богатые 
лейцитом повторы (leucine rich repeats, 
LRR), количество которых значительно ва-
рьирует. Именно этот домен отвечает за 
способность распознавать определённые 
PAMP. Внутриклеточный домен TIR (toll-
interleukin-1 receptor homology domain) в 
свою очередь передаёт сигнал внутрь клет-
ки через адаптерные белки (Bowie, O’Neill 
2000). Именно TIR домен является наибо-
лее консервативной частью молекулы, по-
этому его последовательности чаще всего 
используют для классификации TLR.

В транскриптоме гемоцитов моллюсков 
P. corneus нами было выявлено 369 транс-
криптов, содержащих LRR, из которых 139 
транскриптов содержали так же TIR до-
мен. Из 40 полноразмерных транскриптов 
с данными доменами только 11 уникальных 
транскриптов были идентифицированы как 
TLR, одновременно кодирующие оба доме-
на и имеющие трансмембранную область. 

Длина последовательности 11 полных 
кДНК TLR P. corneus варьирует   от 1180 до 

Рис. 5. Варианты предсказанной доменной структуры скавенджер-рецепторов 
гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus. 
Сокращения (здесь и далее): SR — богатый цистеином домен скавенджер-рецептора, 
Filament — домен промежуточного филамента, TSP1 — повторы тромбоспондина типа 
1, KR — крингл-домен, LDLa — домен рецептора липопротеинов низкой плотности 
класса А
Fig. 5. Variants of the predicted domain structure of scavenger receptors from hemocytes of 
Planorbarius corneus molluscs. 
Abbreviations (here and in what follows): SR — scavenger receptor Cys-rich domain, 
Filament — intermediate filament protein, TSP1 — thrombospondin type 1 repeats, KR — 
kringle domain, LDLa — low-density lipoprotein receptor domain class A
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2688 п.н., а кодируемых ими полипептидов 
от 360 до 896 аминокислот. Предсказанные 
TIR-домены включают от 137 до 191 ами-
нокислот. Сходство между выявленными 
последовательностями TLR составляет от 
22 до 31% (в среднем 27%). Предсказан-
ные полипептиды были обозначены как 
PcTLR 1–11. По структуре все PcTLR мож-
но отнести к шести группам. На рисунке 6 
представлена их предсказанная доменная 
структура. 

Полученные результаты показывают 
значительное разнообразие структуры 
PcTLR гемоцитов (рис. 6). Следует отме-
тить, что выявленные варианты PcTLR яв-
ляются результатами поиска рецепторов 
с каноничной структурой. По данным ис-

следований геномов у моллюсков могут 
присутствовать нетипичные варианты 
TLR (Kron 2022). Так у устриц из более чем 
100 описанных TLR менее четверти имеют 
типичную доменную структуру, у аплизий 
4 из 17 вариантов TLR имеют уникальную 
конфигурацию доменов (Kanzok et al. 2004; 
Kron 2022). Также показано возможное 
участие в распознавании и иммунном от-
вете молекул c LRR, но не содержащих TIR 
домен (Zhao et al. 2018). Вопрос о возмож-
ности включения этих молекул в группу 
TLR остаётся открытым.

Молекулы адгезии. Многие из вышео-
писанных лектинов проявляют свойства 
молекул адгезии, участвуя в процессах 
клеточной миграции, фагоцитоза и ин-

Рис. 6. Варианты предсказанной доменной структуры толл-подобных рецепторов 
гемоцитов моллюсков Planorbarius corneus.
Сокращения: LRR — повтор, богатый лейцином, LRR TYP — богатый лейцином повтор 
типичного домена подсемейства, LRR CT — богатый лейцином C-концевой домен, 
LRR NT — богатый лейцином N-концевой домен, TIR — TIR-домен
Fig. 6. Variants of the predicted domain structure of Toll-like receptors from hemocytes of 
Planorbarius corneus molluscs.
Abbreviations: LRR — leucine-rich repeat, LRR TYP — leucine-rich repeat of a typical 
subfamily domain, LRR CT — leucine-rich C-terminal repeat domain, LRR NT — leucine-
rich N-terminal repeat domain, TIR — TIR domain
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капсуляции (Wang et al. 2018). Однако от-
дельно нами были выделены транскрипты, 
кодирующие классические варианты моле-
кул адгезии — интегрины, селектины, мо-
лекулы CAM (рис. 7).  

Особенности состава молекул адгезии 
влияют на эффекторные функции клеток 
иммунитета. У двустворчатых моллюсков 
11 вариантов интегринов, которые нерав-

номерно представлены на гемоцитах раз-
ных популяций. Определённые интегрины 
избирательно участвуют в фагоцитозе, ми-
грации и инкапсуляции гемоцитов. Инте-
ресно, что у устриц именно β-интегрины 
опосредуют иммунные реакции, в то вре-
мя как у млекопитающих в активации кле-
ток иммунитета в основном участвуют αI-
содержащие интегрины (Lv et al. 2020).

Рис. 7. Варианты предсказанной доменной структуры молекул адгезии гемоцитов 
моллюсков Planorbarius corneus. 
Условные обозначения и сокращения: 1–3 — β-интегрины, 4–5 — α-интегрины, 
6–7 — селектины, 8–11 — молекулы семейства САМ (сell adhesiom molecues), INB — 
субъединицы β-интегрина, IntegrinBcyt — цитоплазматический домен β-интегрина, 
CY — цистатиноподобный домен, Int alpha — домен α-интегрина, FN3 — домен 
фибронектина типа 3, CCP — домен контроля комплемента 
Fig. 7. Variants of the predicted domain structure of adhesion molecules from hemocytes of 
Planorbarius corneus molluscs. 
Symbols and abbreviations: 1–3 — β-integrins, 4–5 — α–integrins, 6–7 — selectins, 
8–11 — molecules of the СAM family (cell adhesion molecules), INB — β-integrin subunits, 
IntegrinBcyt — cytoplasmic domain of β-integrin, CY — cystatin-like domain, Int alpha — 
α-integrin domain, FN3 — fibronectin type 3 domain, CCP — complement control protein 
domain
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Анализ экспрессии. Нами не было обна-
ружено достоверных различий в экспрес-
сии генов PRRs между заражёнными и не-
заражёнными моллюсками. В то же время, 
для других факторов такие различия нами 
обнаружены (Orlov et al. 2023). Таким об-
разом, можно думать, что в гемоцитах за-
ражённых и незаражённых P. corneus гены 
основных групп PRRs экспрессируются на 
одном уровне. 

Для более подробного выявления воз-
можных эффектов инвазии на экспрес-
сию генов PRRs, мы осуществили ана-
лиз относительной представленности 
транcкриптов на основе метрики TPM, 
дающей информацию о соотношении 
транскриптов разных групп внутри одной 
выборки. Были выявлены различия в от-
носительной представленности для лек-
тинов нескольких групп. У заражённых 
моллюсков выше относительная пред-
ставленность хилектинов, Н-лектинов и 

F-лектинов, чем у незаражённых. При этом 
относительное количество транскриптов 
С-лектинов, галектинов и калнексина у за-
ражённых моллюсков, напротив ниже, чем 
у незаражённых. Наибольший ингибирую-
щий эффект заражения был отмечен для 
коллектинов. Представленность соответ-
ствующих им транскриптов в 2 раза ниже 
у заражённых моллюсков, по сравнению с 
незаражёнными (рис. 8).  

Другая группа транскриптов, представ-
ленность которых отличается у заражён-
ных B. polonica и незаражённых моллю-
сков Planorbarius corneus — транскрипты 
TLR. В частности, относительное число 
транскриптов PcTLR2 и PcTLR7 выше в ге-
моцитах незаражённых улиток, а PcTLR3, 
PcTLR10 и PcTLR11 — у заражённых мол-
люсков (рис. 8).

Наиболее существенные различия в 
представленности транскриптов между 
заражёнными незаражёнными моллюска-

Рис. 8. Относительная представленность транскриптов патогенраспознающих 
рецепторов в гемоцитах моллюсков Planorbarius corneus, заражённых трематодами 
Bilharziella polonica (I) и незаражённых особей (N)
Fig. 8. Relative number of transcripts of pattern recognition receptors from hemocytes 
of Planorbarius corneus molluscs infected with Bilharziella polonica trematodes (I) and 
uninfected individuals (N)
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ми были выявлены для антимикробных 
пептидов и токсинов. У заражённых мол-
люсков в 15 раз возрастает доля транс-
криптов мацина и заметно падает коли-
чество транскриптов биомфализина, по 
сравнению с незаражёнными. В то же вре-
мя, у биомфалярий именно биомфализины 
принимают участие в антитрематодном 
иммунном ответе. Биомфализины мол-
люсков Biomphalaria glabrata способны 
связываться с поверхностью спороцист, 
бактериями и дрожжами (Li et al. 2020). У 
иммунизированных биомфалярий форми-
руются многочисленные варианты транс-
криптов биомфализина, в зависимости от 
природы (особенностей) паразита (Pinaud 
et al. 2019). Но также для биомфалярий 
показано усиление выработки мацина 
при инвазии мирацидиями Schistosoma 
mansoni (Ittiprasert   et al. 2010). 

Можно предположить, что у моллю-
сков Planorbarius corneus именно мацины 
участвуют в антитрематодном иммун-
ном ответе. Ранее роль в иммунитете ма-
цинов была показана для пиявок Hirudo 
medicinalis и моллюсков Physella acuta 
(Schikorski et al. 2008; Schultz   et al. 2018). 
Кроме того, хирудомацин обладает регене-
рирующим и иммуномодулирующим дей-
ствием (Jung et al. 2012; Du et al. 2023).

У моллюсков описано большое количе-
ство антимикробных пептидов, участвую-
щих в реакциях врождённого иммунитета 
(Wu   et al. 2021). Эта группа белков выполня-
ет роль не только PRR, но и токсинов и регу-
ляторов иммунного ответа. Антимикробные 
пептиды накапливаются в гранулах фагоци-
тов и участвуют в элиминации фагоцитиро-
ванных патогенов, а также в процессах вне-
клеточной цитотоксичности (Galinier   et al. 
2013; Tetreau   et al. 2017; Li et al. 2020). Боль-
шое разнообразие антимикробных пепти-
дов моллюсков, может быть, одним из адап-
тационных механизмов к обитанию в средах 
с разным набором патогенов. 

Заключение
Aнализ транскриптов показал большое 

разнообразие PRR в гемоцитах моллю-

сков Planorbarius corneus. Предсказанная 
структура рецепторов роговых катушек 
часто отличается от каноничной структу-
ры PRR позвоночных животных. Реперту-
ар и разнообразие PRR радикально отли-
чается у моллюсков разных видов (Wang 
et al. 2018). У брюхоногих моллюсков та-
кое разнообразие рецепторов может быть 
связано с тем, что развитие иммунитета 
гастропод в большой степени связано с 
эволюционно сложившимися паразито-
хозяинными системами «трематоды–мол-
люски» (Ataev, Polevshchikov 2004; Loker et 
al. 2004; Adema, Loker 2015). Каждый вид 
(или даже популяция) улиток сталкива-
ется с определёнными видами патогенов. 
Взаимодействие с конкретным набором 
патогенов приводит к формированию уни-
кального для данного вида набора PRR. В 
целом среди беспозвоночных наблюдается 
большее разнообразие PRR, по сравнению 
с позвоночными (Wang et al. 2018; Saco et 
al. 2023). При отсутствии специфических 
антигенраспознающих молекул расшире-
ние репертуара распознаваемых лигандов 
достигается за счёт увеличения количе-
ства вариантов PRR. Генотипически задан-
ный набор PRR — характеристика вида. 
Исходя из этого, генотипически заданный 
репертуар PRR может рассматриваться как 
один из факторов, определяющих совме-
стимость в системе паразит-хозяин. 

Мы не выявили достоверных различий 
в экспрессии PRR между заражёнными 
трематодами и незаражёнными моллю-
сками (Orlov et al. 2023). Отсутствие суще-
ственных изменений экспрессии PRR при 
трематодной инвазии может быть связа-
но с разными причинами. Прежде всего, 
PRR являются рецепторами врождённого 
иммунитета, которые конститутивно экс-
прессируются в гемоцитах. Поэтому набор 
и количество рецепторов каждого класса 
определяются типом клетки и этапом её 
дифференцировки и специализации. Из-
менение набора и интенсивности экспрес-
сии отдельных PRR может быть связано с 
дифференцировкой гемоцитов в ходе им-
мунного ответа, когда изменяется соотно-
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шение типов клеток, обладающих разной 
функциональной активностью (Donaghy 
et al. 2010; Adema, Loker 2015; Serebryakova 
et al. 2022). При анализе общего набора 
транкриптов всех гемоцитов такие разли-
чия уловить сложно. В настоящее время 
развиваются технологии секвенирования 
клеток отдельных пулов и даже единичных 
гемоцитов, которые, возможно, позволят 
выявить отличия между транскриптомами 
клеток на разных этапах специализации 
(Li et al. 2022).  

Кроме того, иммунные реакции мол-
люсков на заражение трематодами имеют 
четкую временную динамику. Ряд авто-
ров описывают усиление экспрессии PRR 
у моллюсков при трематодной инвазии, 
но через небольшое время после зараже-
ния (Wang et al. 2019; Ren et al. 2021; Chen 
et al. 2022). В нашей работе мы использова-
ли особей, зараженных в природной среде 
обитания со зрелым заражением и точные 
сроки инвазии нам неизвестны. PRR обес-
печивают распознавание паразита и повы-
шения активности соответствующих им 
генов, возможно, следует ожидать в начале 
инвазии. 

Важной особенностью PRR является 
способность рецепторов отдельных групп 
реагировать на целый набор лигандов. 
Спектры лигандной специфичности PRR 
разных групп перекрываются. Отсутствие 
строгой специфичности может «стирать» 
чёткую картину изменения экспрессии 

PRR при иммунном ответе моллюсков на 
различные патогены. 

В то же время, именно изменение на-
бора PRR в ходе иммунного ответа может 
лежать в основе такого явления как «тре-
нированный иммунитет». Известно, что 
повторное заражение моллюсков трема-
тодами часто приводит к более быстрой и 
эффективной элиминации патогена (Ataev 
et al. 2020). В качестве одного из механиз-
мов тренированного иммунитета рассма-
тривается «врождённая гуморальная па-
мять», проявляющаяся в более интенсив-
ной выработке факторов гуморального 
иммунитета, нейтрализующих патогены 
(Portela et al. 2013; Pinaud et al. 2016). Одна-
ко вторичный иммунный ответ начинает-
ся с распознавания патогена. Изменение 
спектра или интенсивности экспрессии 
PRR в клетках, которые уже ранее стал-
кивались с патогенами может приводить 
к более эффективному распознаванию и, 
соответственно, к более быстрому запуску 
клеточных и гуморальных реакций. Такие 
специализированные в ходе первично-
го контакта с патогеном гемоциты могут 
обеспечивать запуск реакций тренирован-
ного иммунитета. 
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