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Аннотация. Изучен клеточный состав гемолимфы переднежаберных 
моллюсков Viviparus viviparus. На основании результатов морфометрического 
и цитофлуориметрического анализа в гемолимфе выделены две 
функционально активные популяции клеток, которые отличаются 
размерами и сложностью цитоплазматического компартмента, а также 
по способности образовывать псевдоподии. Кроме основных, выявлена 
переходная популяция, которая представлена клетками, находящимися 
на разных этапах созревания и специализации. Высказано предположение 
о наличии у V. viviparus одной линии дифференцировки клеток гемолимфы. 
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Abstract. The paper discusses cellular composition of the hemolymph 
of  the prosobranch mollusc Viviparus viviparous. The morphometric and 
cytofluorimetric analysis of the hemolymph identified two functionally active 
populations of cells. They differ by cell size, the ability to form pseudopodia 
and the complexity of the cytoplasmic compartment. In addition to the two 
main ones, a transitional population was identified. It is represented by cells 
at different stages of maturation and specialization. It has been suggested that 
prosobranch V. viviparus have one line of differentiation of hemolymph cells.
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Введение
В последнее время заметно увеличился 

интерес к изучению гемолимфы брюхоно-
гих моллюсков. Во многом это обуслов-
лено комплексным изучением различных 
компонентов их внутренней среды, кото-
рые являются маркерами физиологиче-
ского состояния моллюсков. Кроме этого, 
именно в гемолимфе находятся главные 
эффекторные элементы защитной систе-
мы моллюсков — гемоциты.

Наиболее изученными среди гастропод 
являются лёгочные моллюски, однако и 
для них вопрос о клеточном составе гемо-
лимфы во многом остается дискуссионным 
(Атаев и др. 2020; 2023). Но еще более дефи-
цитна информация о клеточном иммуните-
те прозобранхий (особенно пресноводных) 
(Ottaviani 1989; Ottaviani et al. 1992; Ray et al. 
2013; Suwannatrai et al. 2019; 2020). Наше ис-
следование посвящено анализу клеточно-
го состава гемолимфы лужанки Viviparus 
viviparus из природных популяций с ис-
пользованием методов микроскопии и про-
точной цитофлуориметрии.

Материалы и методы
В работе использовались переднежа-

берные моллюски Viviparus viviparus, L., 
1758 (Viviparidae) (n = 100). Сбор моллю-
сков осуществлялся в 2015 и 2021 гг. в реке 
Оредеж в районе пос. Вырица Ленинград-
ской области и в 2022–2023 гг. в Финском 
заливе на территории пос. Лисий Нос Ку-
рортного района Санкт-Петербурга.

В лабораторных условиях моллюски со-
держались в 5–10-литровых аквариумах с 
аэрируемой водой, песчаным грунтом, при 
комнатной температуре (20–25℃). Режим 
освещения составил 12:12. Самцы и сам-
ки лужанок содержались раздельно. Вода 
сменялась 2–3 раза в неделю. Корм улиток 
состоял из предварительно размоченных 
сушеных ивовых листьев.

Зараженность улиток предварительно 
определялась по эмиссии церкарий и уточ-
нялась при вскрытии после забора гемо-
лимфы. Для анализа гемоцитов использо-
вали гемолимфу незараженных моллюсков.

Забор гемолимфы осуществляли из пе-
рикарда улиток. Для этого удаляли край по-
следнего оборота раковины и, придерживая 
моллюска за крышечку, вводили в перикард 
стеклянную пипетку Пастера. Объем гемо-
лимфы, собранный от одного моллюска, ва-
рьировал в зависимости от размера и пола 
моллюсков и составлял в среднем 250 мкл.

Приготовление постоянных цитологи-
ческих препаратов осуществлялось путем 
изготовления мазков свежесобранной ге-
молимфы на предметных стеклах с адге-
зивным полилизиновым покрытием. Затем 
проводили инкубацию гемолимфы в тече-
ние 30 мин во влажной камере при ком-
натной температуре. Мазки фиксировали 
4%-ным параформальдегидом, приготов-
ленным на 1x PBS буфере (рH 7,4). После 
промывки от фиксатора тем же буфером 
препараты окрашивали флуоресцентными 
красителями Rhodamine phalloidin (594 нм) 
и Hoechst 33342 (465 нм). Препараты изу-
чали на микроскопе Lеicа DМi8 в режиме 
флуоресценции.

Цитофлуориметрический анализ про-
водили непосредственно после забора ге-
молимфы. Для оценки жизнеспособности 
клеток к цельной гемолимфе добавляли 
раствор йодистого пропидия (PI) в финаль-
ной концентрации 5 мкг/мл. Анализ образ-
цов выполнялся непосредственно после их 
окрашивания на проточных цитофлуори-
метрах Accuri™ C6 (BD Biosciences, США), 
Navios (Backman Coulter, США) и CytoFlex 
(Backman Coulter, США). При этом оцени-
вали параметры прямого (FSC, пропорци-
онально размеру клетки) и бокового (SSC, 
характеризует сложность структуры клет-
ки, в частности гранулярность цитоплаз-
мы) светорассеяния и интенсивность флу-
оресценции PI. В каждой пробе анализиро-
вали не менее 50 мкл гемолимфы. Анализ 
образцов производился для каждой особи 
отдельно, пулирование образцов гемолим-
фы не производилось.

Распределение гемоцитов по параме-
трам прямого и бокового светорассеяния 
было сходным на всех цитограммах, полу-
ченных с помощью разных проточных ци-
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тометров (рис. 1). Это позволило объеди-
нить полученные данные за все годы при 
расчете относительного числа гемоцитов 
разных популяций и уровня их жизнеспо-
собности. Для расчета числовых значений 
прямого и бокового светорассеяния, харак-
терных для гемоцитов разных популяций, 

использовали только данные, полученные 
в 2015 г. с использованием проточного ци-
тометра Accuri C6. Это объясняется несо-
вместимостью числовых значений одних 
и тех же параметров у разных приборов, а 
также особенностями режима их техниче-
ского обслуживания.

Рис. 1. Гистограммы распределения гемоцитов по показателям прямого и бокового 
светорассеяния, полученные в разные годы с разных проточных цитометров. 1 – 
Accuri C6 (2015 г.), 2 – Navios (2021 г.), 3 – CytoFlex (2021 г.), 4 – Accuri C6 (2023 г.). По 
оси Х – интегральный сигнал бокового светорассеяния (side scattering, SSC, SS), по оси 
Y – интегральный сигнал прямого светорассеяния (forward scattering, FSC, FS).
Fig. 1. The histograms of hemocyte distribution according to forward and side light scattering, 
obtained in different years from different flow cytometers. 1 – Accuri C6 (2015), 2 – Navios 
(2021), 3 – CytoFlex (2021), 4 – Accuri C6 (2023). X – integrated side scattering signal (side 
scattering, SSC, SS), Y – integrated forward scattering signal (forward scattering, FSC, FS)
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Обработку результатов проводили в 
программном обеспечении Kaluza™ v.2.0 
(Beckman Coulter, США). Статистическую 
обработку проводили в пакетах программ 
MS Excel (Microsoft, США) и GraphPad 
Prism 6.01 (GraphPad Software Inc, США). 
Нормальность распределения в получен-
ных выборках оценивали при помощи кри-
терия Колмогорова — Смирнова. Резуль-
таты представляли в виде медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха (Q25, Q75). 
Для сравнения парных количественных 
значений использовали непараметриче-
ский критерий Манна — Уитни с поправ-
кой Бонферрони.

Результаты и обсуждение
Морфологический анализ показал ва-

риабельность циркулирующих клеток 
V. viviparus. Гемоциты отличаются по раз-
мерам, способности образовывать псев-
доподии разного типа, наличию гранул и 
вакуолей в цитоплазме и др. 

В результате микроскопического анали-
за было выявлено три основных морфоло-
гических типа клеток (рис. 2). Клетки пер-
вого типа отличаются мелкими размера-
ми — в среднем 6,7 мкм (5,7; 7,6) × 6,1 мкм 
(5,2; 7,1), отсутствием псевдоподий, гранул 
и вакуолей в цитоплазме. Их ядро имеет 

округлую форму диаметром 4,0 мкм (3,4; 
4,4) × 2,8 мкм (2,6; 3,7). 

Второй тип объединяет гемоциты, наи-
более вариабельные по морфологическим 
характеристикам. Они могут образовы-
вать псевдоподии разной формы, в их 
цитоплазме заметны небольшие гранулы 
и везикулы. Размеры клеток этого типа 
составляют в среднем 8,7 мкм (7,7; 10,0) 
× 7,1 мкм (6,5; 8,3). Размеры их округлых 
ядер составляют в среднем 4,9 мкм (4,1; 
5,7) × 4,0 мкм (3,4; 4,9).

Третий тип гемоцитов представлен са-
мыми крупными клетками. У них хорошо 
выражена способность распластываться 
на субстрате, формируя длинные и много-
численные псевдоподии. Размер клеток без 
учета псевдоподий составляет в среднем 
18,6 мкм (14,3; 21,5) × 11,6 мкм (9,5; 13,2). В 
цитоплазме содержится большое количе-
ство вакуолей. Овальное ядро имеет разме-
ры 8,9 мкм (7,9; 11,7) × 5,8 мкм (5,2; 6,2).

При проведении цитофлуориметриче-
ского анализа в первую очередь оценивали 
относительный размер и сложность струк-
туры клеток. Эти параметры определяют-
ся при помощи показателей прямого и бо-
кового светорассеяния. FSC характеризует 
размер клетки — чем больше клетка, тем 
выше данная величина. В свою очередь, 

Рис. 2. Гемоциты моллюсков V. viviparus, окрашенные флуоресцентными красителями 
Rhodamine phalloidin (красный) и Hoechst 33342 (синий)
Fig. 2. The hemocytes of V. viviparus stained with fluorescence dyes Rhodamine phalloidin 
(red) and Hoechst 33342 (blue)
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чем сложнее устроена клетка, чем крупнее 
ядро, больше гранул, сложнее мембранные 
компоненты, тем выше показатель SSC. 
Комбинированная оценка этих двух пара-
метров позволила отделить клетки от де-
бриса и разделить общий пул циркулирую-
щих клеток на отдельные популяции. 

На первом этапе работы рассчитывали 
концентрацию клеток гемолимфы. У сам-
цов данная величина оказалась достовер-
но выше (р = 0,0073), чем у самок, и состав-
ляла 385 (268; 533) и 283 (214; 381) клеток 
в микролитре гемолимфы соответственно.

Также проводилась оценка популяцион-
ного состава гемоцитов. Визуальный ана-
лиз файлов показал значительную степень 
вариативности популяций между особями, 
не зависящую от года и места сбора моллю-
сков. Примеры распределения циркулиру-
ющих клеток по параметрам FSC и SSC для 
разных особей приведены на рисунке 3. 

В результате проведенного анализа на 
основании параметров FSC и SSC общий 
пул гемоцитов моллюсков V. viviparus был 
разделен на четыре группы клеток, в даль-
нейшем называемых популяциями (рис. 4). 

Рис. 3. Примеры распределения на гистограммах гемоцитов разных особей по 
параметрам прямого (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния, характеризующим размер 
и структуру клеток. Данные получены в 2015 г. на проточном цитометре Accuri C6
Fig. 3. The examples of FSC vs. SSC histograms from different snails. FSC characterizes the 
size of the cell, SSC characterizes the structure of the cell. The data was obtained in 2015 using 
Accuri C6 flow cytometer
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Клетки популяции «А» обладают низ-
кими параметрами прямого и бокового 
светорассеяния, что свидетельствует о 
небольших размерах и сравнительно про-
стой структуре этих клеток, в то время как 
крупные клетки популяции «В» характери-
зуются наибольшими значениями обоих 
параметров. Между этими популяциями 
находится область перехода, обозначенная 
нами как популяция «АВ». Составляющие 
ее клетки имеют промежуточные значения 
светорассеяния. 

Небольшое количество клеток с отно-
сительно невысокими значениями прямо-
го светорассеяния и, напротив, высокими 

значениями бокового светорассеяния по-
падают в отдельно выделенную область 
«С» (рис. 5).

Ранее у представителей этого же рода — 
моллюсков V. ater был описан только один 
тип гемоцитов (Ottaviani 1989; Ottaviani 
et al. 1992). При этом морфология клеток, 
по мнению авторов, полностью совпадает 
с гранулярными гемоцитами других видов 
моллюсков.

Анализ параметров светорассеяния и 
относительного количества гемоцитов 
разных популяций проводился раздельно 
для самцов и самок, полученные значения 
отражены в таблице 1. Стоит отметить, что 

Рис. 4. Пример разделения гемоцитов по популяциям на основании параметров 
прямого и бокового светорассеяния. Данные получены в 2015 г. на проточном 
цитометре Accuri C6
Fig. 4. The example of gating strategy based on forward and side scattering signals. The data 
was obtained in 2015 using Accuri C6 flow cytometer
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достоверных различий по представлен-
ным параметрам выявлено не было.

На следующем этапе работы с исполь-
зованием раствора PI выявляли долю жи-
вых и мертвых гемоцитов среди общего 
пула клеток, а также в рамках каждой по-
пуляции. Данный краситель не обладает 

способностью проникать через интактную 
мембрану живых клеток, однако при ее по-
вреждении в ходе апоптоза или некроза 
легко проникает в клетку и связывается с 
нуклеиновыми кислотами. Таким образом, 
по уровню флуоресценции PI хорошо раз-
деляются живые и мертвые клетки. 

Рис. 5. Различия между популяциями гемоцитов V. viviparus по параметрам FSC и 
SSC и доли популяций (А–С) от общего числа живых гемоцитов. Уровень значимости 
различий: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
Fig. 5. The differences between hemocytes populations in V. viviparus and frequency of 
populations (A–C) from all alive cells pool. Statistical significance levels: * p < 0.05, ** p < 
0.01, *** p < 0.001

Таблица 1
Показатели прямого и бокового светорассеяния клеток разных популяций и 

доли гемоцитов этих популяций от общего числа одиночных клеток в гемолимфе 
самцов и самок V. viviparus

Table 1
Proportion and side scattering in different hemocyte populations and frequency 
of hemocytes populations in all single cells pool in male and female individuals 

of  V. viviparus

A AB B C
Прямое 
светорассеяние Самки 1,55*10-6 

(1,49*10-6; 
1,63*10-6)

2,48*10-6 
(2,35*10-6; 
2,64*10-6)

3,01*10-6 
(2,95*10-6; 
3,10*10-6)

1,48*10-6 
(1,42*10-6; 
1,55*10-6)

Самцы 1,62*10-

6  (1,49*10-6; 
1,73*10-6)

2,47*10-6 
(2,35*10-6; 
2,79*10-6)

2,98*10-6 
(2,90*10-6; 
3,13*10-6)

1,51*10-6 
(1,44*10-6; 
1,63*10-6)

р 0,188 0,563 0,580 0,410
Боковое 
светорассеяние Самки 1,23*10-5 

(1,11*10-5; 
1,32*10-5)

2,21*10-5 
(2,04*10-5; 
2,31*10-5)

4,82*10-5 
(4,44*10-5; 
5,22*10-5)

4,08*10-5 
(3,69*10-5; 
4,17*10-5)

Самцы 1,26*10-5 
(1,18*10-5; 
1,37*10-5)

2,19*10-5 
(2,05*10-5; 
2,41*10-5)

4,70*10-5 
(4,31*10-5; 
5,29*10-5)

3,94*10-5 
(3,73*10-5; 
4,34*10-5)

р 0,223 0,546 0,912 0,667
Доля от общего 
числа одиночных 
клеток

Самки 19,92 
(16,69;25,53)

20,72 
(15,93;24,95)

41,67 
(35,18;49,41)

14,27 
(10,04;22,38)

Самцы 20,65 
(15,56;23,46)

18,37 
(14,82;26,22)

46,16 (37,93; 
49,87)

13,03 
(6,77;20,04)

р 0,819 0,480 0,213 0,416

Клеточный состав гемолимфы моллюсков Viviparus viviparus (Gastropoda: Prosobranchia)



Амурский зоологический журнал, 2024, т. XVI, № 2 291

Среди гемоцитов, в целом, доля живых 
клеток составила 84,40% (75,25; 89,20) у 
самцов и 80,42% (71,66; 88,94) у самок, од-
нако эти различия не были достоверны 
(р = 0,208). Анализ доли живых гемоцитов 
в рамках каждой отдельной популяции от-
ражен в таблице 2. 

Было показано, что популяции «А», 
«АВ» и «В» представлены в основном жи-
выми клетками, не окрашенными PI, в то 
время как популяция «С» на 70% состоит 
из мертвых клеток. Три популяции живых 
клеток также были выявлены ранее у мол-
люсков Pila globosa и Bellamya bengalensis 

(Ray et al. 2013), Bithynia funiculata, 
B. siamensis siamensis и B. siamensis 
goniomphalos (Suwannatrai et al. 2019; 2020). 
Возможно, эти популяции соответствуют 
типам гемоцитов, описанным ранее у раз-
ных легочных моллюсков (Ataev et al. 2016; 
Pila et al. 2016; Прохорова и др. 2018; Атаев 
и др. 2023 и др.).

Также стоит отметить тенденцию к 
большему количеству живых гемоцитов 

в циркуляции самок, чем самцов. Однако 
использование в расчетах поправки Бон-
феррони не позволяет рассматривать эти 
особенности как значимые. 

В связи с выявленными различиями 
уровня жизнеспособности клеток были 
рассчитаны доли гемоцитов разных попу-
ляций от общего числа живых клеток. Дан-
ные представлены в таблице 3.

Заключение
В результате проведенного морфоло-

гического и цитометрического анали-
за циркулирующих гемоцитов лужанок 

V. viviparus были выявлены четыре основ-
ные популяции клеток. При этом их со-
отношение значительно варьирует между 
особями (независимо от их пола). Доля 
популяций гемоцитов от общего числа 
живых клеток в циркуляции составляет 
23,09% (18,64; 27,60) для популяции «А», 
23,98% (18,83; 29,47) для популяции «АВ», 
46,52% (38,84; 52,25) для популяции «В» и 
4,97% (3,11; 8,12) для популяции «С». Таким 

Таблица 2
Доля живых клеток в рамках разных популяций гемоцитов в гемолимфе самцов и 

самок V. viviparus
Table 2

Proportion of alive cells in every hemocytes population in male and female individuals 
of V. viviparus

A AB B C
Живые клетки Самки 97,90 

(94,65;98,72)
99,17 

(97,55;99,55
90,62 

(84,32;94,36)
29,61 

(24,46;37,55)
Самцы 93,65 

(77,50;98,40)
97,39 

(86,40;99,54)
86,32 

(75,05;92,08)
31,67 

(22,07;39,01)
р 0,025 0,029 0,064 0,706

Таблица 3
Доля гемоцитов разных популяций от общего числа живых (PI-) клеток в 

гемолимфе самцов и самок V. viviparus
Table 3

Proportion of haemocytes populations in all alive cells pool in male and female 
individuals of V. viviparus

A AB B C
Доля от общего 
числа живых 
клеток 

Самки 23,25 
(18,40;29,90)

24,32 
(19,91;29,05)

45,04 
(36,21;51,72)

4,95 
(3,33;8,20)

Самцы 23,07 
(18,17;27,06)

22,62 
(17,34;29,91)

48,89 
(42,96;53,22)

4,97 
(2,84;8,18)

р 0,591 0,455 0,229 0,647
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образом, только три популяции представ-
лены функционально активными живыми 
клетками. Популяция «АВ» выявляется 
только у части моллюсков и занимает про-
межуточное положение между популяция-
ми «А» и «В». Эта дифференциация может 
быть обусловлена различным физиологи-
ческим состоянием животных. Вероятно, 
популяция «АВ» является переходной и 
содержит клетки, находящиеся на разных 
этапах специализации. 

В случае подтверждения этого пред-
положения можно будет рассматривать 
все клеточные элементы гемолимфы 
V. viviparus как единую линию дифферен-
цировки из одного типа прогемоцитов. 
Ранее подобный вариант был показан для 
легочных моллюсков Planorbarius corneus 
(Serebryakova et al. 2022), у которых выде-
лено два основных типа гемоцитов — гиа-

линоциты и гранулоциты. При этом гиали-
ноциты находятся на более раннем этапе 
дифференцировки и способны дифферен-
цироваться в гранулоциты. Такой вывод 
подтверждают результаты работ, получен-
ных при изучении морских представите-
лей прозобранхий — моллюсков Littorina 
littorea (Gorbushin, Iakovleva 2006). Авторы 
описывают одну основную популяцию ге-
моцитов, находящихся на разных стадиях 
созревания.

Изучение клеток гемолимфы Viviparus 
viviparus также позволяет предположить, 
что популяцию «А» составляют гиалино-
циты, а «В» — гранулоциты. 
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