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Аннотация: Осмотический гомеостаз является одной из фундаментальных основ выживания гидро-
бионтов, обитающих в прибрежных экосистемах Мирового океана. У двустворчатых моллюсков стресс,
вызванный колебанием солёности воды, может индуцировать секрецию нейромедиаторов, включая
катехоламины. Гемоциты, циркулирующие в гемолимфе двустворчатых моллюсков, имеют на поверх-
ности клеточной мембраны адренорецепторы, но фундаментальные знания о воздействии катехолами-
нов на функции клеток гемолимфы, а также механизмы их осморегуляции изучены слабо. В настоящей
работе было исследовано влияние эпинефрина и активатора растворимой аденилатциклазы—форсколина
на осмотическую стойкость гемоцитов промыслового двустворчатого моллюска средиземноморской мидии
(Mytilus galloprovincialis). Также изучено влияние этих веществ на способность клеток гемолимфы мидий
к регуляторному снижению объёма в ответ на гипоосмотический стресс. В условиях эксперимента in vitro
показано, что стимуляция гемоцитов мидий эпинефрином (25 мкМ) и форсколином (20 мкМ) не оказыва-
ла влияния на данный параметр осмотической стойкости гемоцитов средиземноморской мидии. Установле-
но, что стимуляция форсколином не влияет на скорость и интенсивность регуляторного снижения объёма
гемоцитов в ответ на гипоосмотическое набухание, в то время как инкубация с эпинефрином ингибировала
способность клеток гемолимфы мидий восстанавливать объём в гипоосмотических условиях. Результаты
настоящей работы свидетельствуют о том, что аденилатциклазный сигнальный путь задействован в регуля-
ции процессов восстановления объёма гемоцитов мидий в ответ на гипоосмотический стресс.
Ключевые слова: солёностный стресс, средиземноморская мидия, эпинефрин, форсколин,
осморегуляция

Введение

Прибрежные воды Мирового океана подвержены резким колебаниям абиотических факто-
ров среды [Lange, Klingbeil, Burchard, 2020]. Солёность является одним из ключевых фак-
торов, определяющих выживание гидробионтов в водных экосистемах [Evans, Kültz, 2020;
Tian et al., 2020]. На уровень солёности большое влияние оказывают штормы, приливно-
отливные процессы, особенности гидрологического режима рек и др. Вышеуказанные факторы
приводят к циклическим и резким изменениям солёности воды. В наибольшей степени колебани-
ям солёности прибрежных вод подвержены организмы литоральной зоны, в частности двуствор-
чатые моллюски [Lange, Klingbeil, Burchard, 2020; Pourmozaffar et al., 2020].

*Работа выполнена в рамках гранта РНФ № 22-26-00165 «Функциональный и иммунный статус двустворчатых
моллюсков — объектов марикультуры в условиях действия факторов глобальных изменений климата» и частично
в рамках государственного задания №1023033000140-3-1.6.16 (FNNZ-2024-0035) «Механизмы функционирования
иммунной системы двустворчатых моллюсков и физиологические основы её адаптации к абиотическим, биотиче-
ским и антропогенным факторам окружающей среды».
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Двустворчатые моллюски являются осмоконформерами, т. е. осмолярность гемолимфы
изменяется в соответствии с колебаниями внешней солёности [Pourmozaffar et al., 2020;
Tan et al., 2022; Medeiros, Faria, Souza, 2020]. Выживание, рост и размножение двустворча-
тых моллюсков в условиях солёностного стресса, в отличие от позвоночных, обеспечивается
за счёт внутриклеточных осморегуляторных механизмов [Pourmozaffar et al., 2020]. Свободно
циркулирующие клетки гемолимфы (гемоциты) играют ключевую роль в иммунной систе-
ме, восстановлении тканей и раковины, пищеварении, дыхании и др. [Ballina et al., 2022].
Колебания осмолярности гемолимфы в условиях солёностного стресса приводят к измене-
ниям объёма гемоцитов за счёт перемещения молекул воды и осмолитов через их клеточ-
ную мембрану [Wu et al., 2020; Pérez-Velasco, Manzano-Sarabia, Hurtado-Oliva, 2022]. Показано,
что гемоциты некоторых двустворчатых моллюсков (Mytilus galloprovincialis [Torre et al.,
2013], M. edulis [Maar et al., 2015], Magallana gigas [Naceur et al., 2016], Crassostrea angulata,
C. virginica [Pourmozaffar et al., 2020], Anadara kagoshimensis [Kladchenko et al., 2022]) обладают
механизмами регуляции объёма для поддержания функций в условиях солёностного стресса.
Процессы, ответственные за восстановление клеточного объёма после осмотического набуха-
ния или сжатия, называются, соответственно, регуляторным уменьшением объёма (regulatory
volume decrease, RVD) и регуляторным увеличением объёма (regulatory volume increase, RVI)
[Larsen, Hoffmann, 2020]. Предыдущие исследования показали, что солёность влияет на функции
гемоцитов двустворчатых моллюсков, что приводит к нарушению иммунного статуса организма
[Pourmozaffar et al., 2020]. Так, в работе Жозейна и коллег [Jauzein, Donaghy, Volety, 2013]
показано, что пониженная солёность вызвала у моллюска Macrocallista nimbosa увеличение
объёма клеток и лизосомальных компартментов, снижение способности к фагоцитозу, разви-
тие окислительного стресса и гибель гемоцитов. Также гипоосмотический стресс ингибировал
фагоцитарную активность, приводил к угнетению активности внутриклеточных эстераз и сни-
жению жизнеспособности гемоцитов у тихоокеанской устрицы M. gigas [Gagnaire et al., 2006].
Бассел с коллегами в работе [Bussell et al., 2008] обнаружили, что солёностный стресс может
привести к значительному снижению числа эозинофильных гемоцитов и ингибированию фагоци-
тарной способности у мидии M. edulis.

Резкое изменение солёности среды сопряжено с развитием классической стресс-реакции
в организме двустворчатого моллюска, что стимулирует выброс нейромедиаторов стресса
[Wei et al., 2022; Coates, Söderhäll, 2021]. Важную роль в регуляции физиологической активности
и повышении индивидуальной адаптивности моллюсков к окружающей среде играют механизмы
реакции на стресс, модулируемые нейроэндокринной системой. Гемоциты имеют специфиче-
ские рецепторы к высвобождаемым нейроэндокринной системой нейромедиаторам, в частности
катехоламинам. Исследования Лакоста и его коллег [Lacoste et al., 2001] показали, что норадрена-
лин (наиболее важный катехоламин у моллюсков) синтезируется гемоцитами двустворчатых мол-
люсков и высвобождается в гемолимфу во время реакции физиологического стресса. Известно,
что у большинства видов животных передача сигнала через β-адренорецепторы осуществляется
путём активации цАМР-зависимой протеинкиназы А, однако внутриклеточные сигнальные пути
в гемоцитах двустворчатых моллюсков исследованы крайне слабо. Неизвестно также, влияет ли
выброс катехоламинов на механические свойства клеточной мембраны гемоцитов, в частности
их осмотическую стойкость. Исследования на низших позвоночных свидетельствуют, что осмо-
тическая стойкость эритроцитов может меняться под воздействием адреналина, а также актива-
торов протеинкиназы А [Andreyeva et al., 2021].

Таким образом, цель настоящей работы заключается в исследовании влияния катехоламинов
и активатора растворимой аденилатциклазы форсколина на осмотическую стойкость и динамику
регуляторного снижения объёма (RVD) в ответ на гипоосмотический стресс у клеток гемолимфы
двустворчатого моллюска M. galloprovincialis.

53



ТКАЧУК А. А., КЛАДЧЕНКО Е. С., АНДРЕЕВА А. Ю.

Материалы и методы

Средиземноморские мидии M. galloprovincialis (размер (84,7 ± 1,5) мм, вес (31,2 ± 2,8) г,
n = 70) были получены на марикультурнойферме в районе г. Севастополя (ООО «Марикультура»).
Для адаптации к лабораторным условиям (концентрация кислорода 7–8 мг‧л-1, рН = 8,2,
температура 18–20 ℃) моллюсков содержали в пластиковых аквариумах ёмкостью 50–70 л,
оборудованных системой аэрации и фильтрации воды, в течение недели. Далее из синуса заднего
мускула-замыкателя раковины у моллюсков стерильным шприцем отбирали пробу гемолимфы
(0,5–2,0 мл). Клетки гемолимфы трижды отмывали в стерильной морской воде на рефрижера-
торной центрифуге Eppendorf 5430R (500 g, 5 мин). После первой отмывки брали пробу надоса-
дочной жидкости (100 мкл) для оценки осмолярности гемолимфы на осмометре OsmoSpecial 1
(Astori, Италия). По окончании отмывки гемоциты ресуспендировали в стерильной морской воде
(концентрация клеток от 2·106 до 4·106 кл‧мл-1) для анализа методом лазерной дифракции.

Регистрация процесса лизиса гемоцитов и изменений их объёма при осмотической стимуля-
ции проводилась в измерительной кювете лазерного анализатора Ласка-ТМ («Биомедсистемс»,
Россия) при температуре 13 ℃. Осмотический тест гемоцитов проводили путём серийных
разведений суспензий гемоцитов в стерильной морской воде (1 мл) дистиллированной водой
(по 1–2 мл) с постепенным снижением осмолярности суспензии и добавлением соответствующего
объёма гемоцитов для поддержания постоянной концентрации клеток. За физиологическую
осмолярность принимали осмолярность гемолимфы моллюсков (солёность 18 ‰, осмоляр-
ность (460,0 ± 2,0) мОсм‧л-1). Осмотический тест проводился в диапазоне осмолярности от 460
до 20 мОсм‧л-1. Для количественного анализа кривой осмотической стойкости (регистрация
в течение 30 мин) на программном обеспечении лазерного анализатора «Ласка-ТМ» проводили
анализ параметров Н10, Н50 и Н90, соответствующих величине осмолярности среды, при кото-
рой происходил лизис 10, 50 и 90 % клеток в суспензии соответственно [Kladchenko et al., 2022;
Kladchenko et al., 2023; Makhro et al., 2016].

Для определения способности гемоцитов мидий регулировать свой объём после
осмотического набухания в условиях in vitro проводили моделирование гипоосмотического
стресса. Анализ кинетики регуляторных изменений объёма гемоцитов в условиях осмотиче-
ского стресса проводили при помощи метода лазерной дифракции. Инициация реакции RVD
в ответ на гипоосмотическое набухание осуществлялась следующим образом: осмолярность
среды в 1 мл суспензии гемоцитов моллюсков (концентрация клеток от 2·106 до 4‧106 кл‧мл-1,
осмолярность (460,0 ± 2,0) мОсм‧л-1) резко снижали до (216,0 ± 4,0) мОсм‧л-1 путём добавления
дистиллированной воды (1 мл) и эквивалентного количества клеток (для сохранения постоян-
ства их концентрации в измерительной кювете). Далее изменения объёма клеток в суспензии
контролировали в течение 60 мин.

Для определения роли аденилатциклазного сигнального пути в регуляции осмотически
зависимых изменений объёма гемоцитов применяли стимуляцию гемоцитов мидий (in vitro) эпи-
нефрином (финальная концентрация в пробе 25 мкМ [Andreyeva et al., 2021]) и форсколином
(финальная концентрация в пробе 20 мкМ [Andreyeva et al., 2021]).

Расчёт объёма гемоцитов и доли лизированных клеток в суспензии проводили с использова-
нием программного обеспечения лазерного анализатора LaSca_32.

Различия между контрольной и экспериментальной группами оценивались с помощью
непараметрического U-критерия Манна — Уитни. Данные были представлены как среднее
значение ± стандартная ошибка. Результаты считались статистически значимыми, если вероят-
ность ошибки первого рода (P) была меньше 0,05.
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Результаты

Осмолярность гемолимфы мидий соответствовала осмолярности морской воды при 18 ‰
и составила (460,0 ± 2,0) мОсм‧л-1. Постепенное снижение осмолярности среды приводило
к набуханию гемоцитов. Лизис гемоцитов начинался при среднем уровне осмолярности среды
(141,9 ± 10,4) мОсм‧л-1, когда лизировало 10 % гемоцитов мидий (параметр Н10), достигнув
максимального объёма набухания клеток (рисунок 1, а, б). Лизис 50 % клеток в суспензии
(рисунок 1, а, в) наблюдался при средней осмолярности в (114,7 ± 8,8) мОсм‧л-1. Полный лизис
гемоцитов (параметр Н90), соответствующий лизису 90 % клеток в суспензии (рисунок 1, а, г),
наступал при осмолярности среды (92,7 ± 7,5) мОсм‧л-1. Стимуляция гемоцитов мидий эпинеф-
рином (25 мкМ) и форсколином (20 мкМ) не оказывала достоверного влияния на параметры
их осмотической стойкости по сравнению с контрольной группой, а также не влияла на ширину
распределения кривой осмотической стойкости (параметр W) (рисунок 1, д).

Рис. 1. Стимуляция гемоцитов средиземноморской мидии эпинефрином (25 мкМ) и форско-
лином (20 мкМ) не влияет на их осмотическую стойкость: (а) — кривая осмотической стойкости
контрольной группы (отсутствие стимуляции клеток), (б) — лизис 10 % клеток (параметр Н10),
(в) — лизис 50 % клеток (параметр Н50), (г) — лизис 90 % клеток (параметр Н90), (д) — ширина
распределения кривой осмотической стойкости (параметр W). Различия между контрольной и экспе-
риментальной группами оценивались с помощью непараметрического U-критерия Манна — Уитни.
Данные были представлены как среднее значение ± стандартная ошибка (n = 10)
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При моделировании реакции RVD в ответ на гипоосмотическое набухание снижение осмоляр-
ности среды с (460,0 ± 2,0) до (216,0 ± 4,0) мОсм‧л-1 приводило к резкому (в течение 1–2 мин)
набуханию гемоцитов мидий –– средний объём клеток составлял (161,95 ± 4,25) % относительно
их исходного объёма (p < 0,05). Спустя 4 минуты набухания объём гемоцитов начинал постепенно
снижаться и по истечении периода записи (60 мин) составлял (149,9 ± 2,0) % относительно исход-
ного объёма (рисунок 2, а). Таким образом, хотя объём гемоцитов не восстановился до исходных
значений (до набухания), он достоверно снизился (p < 0,05). Это свидетельствует о наличии
у гемоцитов мидий способности к RVD, что является классическим ответом на гипоосмотиче-
ский стресс, присущим клеткам животных.

В условиях стимуляции эпинефрином (концентрация в пробе 25 мкМ) гипоосмотиче-
ский стресс также приводил к резкому (в течение 2 мин) росту объёма гемоцитов мидий
на (150,8 ± 7,5) % относительно исходного объёма клеток (рисунок 2, б). Далее объём гемо-
цитов достоверно не снижался и в конце экспериментального периода (60 мин) составлял
(167,2 ± 13,3) % относительно исходного объёма.

Стимуляция гемоцитов мидий форсколином не влияла на динамику процесса RVD
у гемоцитов мидий (рисунок 2, в). В течение первых двух минут после снижения осмолярно-
сти до (210,3 ± 6,2) мОсм‧л-1 клетки гемолимфы резко увеличились в объёме до (160,0 ± 5,2) %
относительно уровня нормальной осмолярности. Затем объём гемоцитов начинал постепенно сни-
жаться и в конце 60-минутной записи составлял (143,2 ± 8,3) % (p < 0,05). Таким образом, показа-
тели динамики процесса восстановления объёма гемоцитов мидий не отличались от контрольных
параметров.

Рис. 2. Эпинефрин блокирует способность гемоцитов к регуляторному снижению объёма
(RVD) при гипоосмотическом стрессе: (а) –– контрольная динамика RVD, (б) –– RVD при стиму-
ляции клеток эпинефрином (25 мкМ), (в) –– RVD при стимуляции клеток форсколином (20 мкМ).
Различия между контрольной и экспериментальной группами оценивались с помощью непараметри-
ческого U-критерияМанна ––Уитни. Данные были представлены как среднее значение ± стандартная
ошибка (n = 10)
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Обсуждение

Широкий диапазон солёностной толерантности двустворчатых моллюсков обеспечивается
преимущественно клеточными механизмами адаптации [Velez et al., 2016; Carregosa et al., 2014;
Pourmozaffar et al., 2020]. В нашем предыдущем исследовании мы показали, что гемоциты ана-
дары (Anadara kagoshimensis) более устойчивы к гипоосмотическому стресс-тесту в сравнении
с эритроцитами низших позвоночных [Kladchenko et al., 2023]. В настоящей работе параметры
кривой осмотической стойкости мидий были выше по значениям, чем у позвоночных живот-
ных [Andreyeva et al., 2021], однако отличались меньшей стабильностью в сравнении с анада-
рой. В контрольной группе лизис 50 % гемоцитов наступал при снижении осмолярности среды
в 4–5 раз, в то время как 50 % гемоцитов анадары подвергалось лизису при снижении осмоляр-
ности среды в 10–12 раз [Kladchenko et al., 2023]. С другой стороны, для эритроцитов водных
позвоночных H50 наблюдался при снижении осмолярности примерно в 4 раза [Andreyeva et al.,
2018; Demanche, 1980; Andreyeva et al., 2019]. Следовательно, хотя средиземноморская мидия
имеет схожий с анадарой солёностный ареал, гемоциты мидии обладают меньшей осмотической
стойкостью по сравнению с гемоцитами анадары. Это, вероятно, может свидетельствовать о более
высокой чувствительности данного вида двустворчатых моллюсков к кратковременным колебани-
ям солёности среды.

В ответ на изменения солёности двустворчатые моллюски демонстрируют классический
стресс-ответ, который включает также изменение концентрации катехоламинов в гемолимфе
[Pankhurst, 2011]. Вместе с тем роль эпинефрина в регуляции механических свойств мем-
бран гемоцитов, т. е. стабильности, эластичности, текучести, изучена относительно слабо.
У позвоночных воздействие эпинефрина на эритроциты инициируется его связыванием
с β-адренорецепторами с последующей активацией аденилатциклазы [Pretini et al., 2019].
Мы обнаружили, что стимуляция эпинефрином и форсколином не влияла на осмотическую ста-
бильность гемоцитов мидий. В то время как у карася (Carassius carassius) аналогичная инку-
бация эритроцитов с эпинефрином и форсколином приводила к изменению их осмотической
стабильности [Andreyeva et al., 2021]. Роль катехоламин-зависимой передачи сигналов в регу-
ляции свойств мембран эритроцитов была также показана у млекопитающих, где воздействие
агонистов β-адренорецепторов вызывало существенные сдвиги в текучести и эластичности мем-
бран [Tuvia et al., 1999; Muravyov et al., 2011]. В настоящей работе мы обнаружили, что осмо-
тическая стабильность гемоцитов мидии не зависит от активации протеинкиназы А, поскольку
клетки, обработанные форсколином и эпинефрином, не демонстрировали существенных изме-
нений по всем четырём параметрам кривой осмотической стабильности (H10, H50, H90 и W)
по сравнению с контрольной группой.

Мы также показали, что объём гемоцитов мидий в гипоосмотических условиях достоверно
снижался, однако полного восстановления исходных размеров клеток в период эксперимента
не произошло. Спустя 60 мин реализации ответа RVD объём гемоцитов снизился на 10–12 %.
Степень восстановления объёма после гипоосмотического набухания гемоцитов мидий в ответ
на гипоосмотический стресс была наименее выраженной в сравнении с гемоглобинсодержащими
гемоцитами двустворчатых моллюсков [Kladchenko et al., 2022] и низшими позвоночными
[Andreyeva et al., 2019; Andreyeva et al., 2018]. Вместе с тем наибольшее снижение объёма,
как и в случае с эритроцитами низших позвоночных, происходило в течение первых 15–20 мин
после гипоосмотического набухания, а в дальнейшем процесс замедлялся [Andreyeva et al., 2019;
Andreyeva et al., 2018]. Механизмы, лежащие в основе реакции RVD у моллюсков, до конца
неясны. Бреганте с соавторами предположили, что процесс RVD в гемоцитах M. galloprovincialis
может осуществляться так же, как и в эритроцитах низших позвоночных, — за счёт активации
K+-Cl- котранспортера [Bregante et al., 2016].
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Хотя добавление эпинефрина и форсколина не повлияло на осмотическую стабильность
гемоцитов мидий, некоторые клеточные реакции осморегуляции, в частности регуляторное сни-
жение объёма в ответ на гипоосмотический стресс, по всей видимости, чувствительны к катехо-
ламинам. Форсколин не оказывал значимого влияния на динамику и продолжительность реакции
RVD, в то время как эпинефрин ингибировал реакцию RVD в гемоцитах мидий. Эти различия,
вероятно, связаны с тем фактом, что эпинефрин активирует только рецепторсвязывающие адени-
латциклазы, в то время как форсколин, в свою очередь, способствует активации всех клеточных
аденилатциклаз. Интересно, что у C. carassius реакция RVD эритроцитов в гипоосмотической
среде не зависела ни от наличия эпинефрина, ни форсколина в среде [Andreyeva et al., 2021].
Дифференцированный ответ гемоцитов мидий при стимуляции эпинефрином и форсколином
свидетельствует о том, что внутриклеточная регуляция процессов восстановления объёма клеток
гемолимфы в гипоосмотических условиях имеет также другие пути активации и ингибирования.
Однако для точного их определения необходимы дальнейшие исследования.

Выводы
Таким образом, результаты проведенной серии экспериментов позволили сделать вывод,

что аденилатциклазный сигнальный путь задействован в регуляции процессов восстановления
объёма гемоцитов мидий в ответ на гипоосмотический стресс, однако не влияет на их осмотиче-
скую стойкость. Стимуляция клеток гемолимфы моллюсков эпинефрином останавливала процесс
RVD. Дальнейшее исследование механизмов нейроэндокринной регуляции функций в организме
двустворчатых моллюсков и роли этого пути в адаптации их к колебаниям солёности может
помочь в развитии аквакультуры двустворчатых моллюсков, поскольку расположение ферм в при-
брежной зоне предполагает возможность резких колебаний условий и сопряжённое с этим возник-
новение стресса у посадочного материала.
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Abstract: Osmotic homeostasis is one of the fundamental bases for the survival of hydrobionts living in coastal
ecosystems of the world ocean. In bivalves, stress induced by fluctuations in water salinity can induce the secretion
of neurotransmitters, including catecholamines. Hemocytes circulating in the hemolymph of bivalves have
adrenoreceptors on the cell membrane surface, but the basic knowledge of the effects of catecholamines
on hemolymph cell functions as well as their osmoregulatory mechanisms is poorly understood. In the present
study, the effects of epinephrine and the soluble adenylate cyclase activator forskolin on the osmotic resistance
of hemocytes from the commercial bivalve molluscMytilus galloprovincialis were investigated. The effect of these
substances on the ability of bivalve hemolymph cells to undergo a regulatory volume reduction in response
to hypoosmotic stress was also studied. It was shown in vitro that stimulation of mussel hemocytes with epinephrine
(25 μM) and forskolin (20 μM) had no effect on this parameter of osmotic resistance of Mediterranean mussel
hemocytes. It was found that forskolin stimulation did not affect the rate and intensity of the regulatory decrease
in hemocyte volume in response to hypoosmotic swelling, whereas incubation with epinephrine inhibited the abil-
ity of mussel hemolymph cells to restore volume under hypoosmotic conditions. The results of the present work
indicate that the adenylate cyclase signaling pathway is involved in the regulation of mussel hemocyte volume
restoration in response to hypoosmotic stress.
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