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Аннотация: В настоящее время актуальным направлением исследований в области физиологии водных
организмов является оценка потенциального негативного воздействия последствий глобальных изменений
климата на различные виды гидробионтов. Среди ключевых факторов, оказывающих прямое воздействие
на водные организмы, обитающие в прибрежной зоне Мирового океана, на клеточном и молекулярном
уровнях, доминирующая роль принадлежит гипоксии. В настоящей работе исследовано влияние кратко-
временной (24 ч) и длительной (72 ч) гипоксической нагрузки на клеточный состав гемолимфы, мор-
фологию гемоцитов и внутриклеточное содержание активных форм кислорода (АФК) у промыслового
двустворчатого моллюска анадары Броутона (Anadara broughtonii). В условиях эксперимента in vivo по-
казано, что гипоксическая нагрузка не приводит к изменению клеточного состава гемолимфы анадар,
а также не оказывает воздействия на морфологию гемоцитов. Вместе с тем кратковременная гипоксия
(24 ч) приводит к снижению уровня продукции АФК гемоцитами. Продолжительный недостаток кисло-
рода был сопряжён с восстановлением уровня АФК в амёбоцитах анадары, в то время как в эритроцитах
уровень продукции АФК оставался ниже показателей контроля. Результаты настоящей работы свидетель-
ствуют о наличии у анадары Броутона механизмов компенсации нехватки кислорода, которые позволяют
поддерживать эффективность клеточных иммунных реакций гемоцитов за счёт восстановления способно-
сти к генерации АФК в период длительной гипоксии.
Ключевые слова: гипоксия, двустворчатые моллюски, гемолимфа, гемоциты, активные формы
кислорода.

Введение

В настоящий момент распространение гипоксии в Мировом океане считается одним
из основных факторов, определяющих снижение биологического разнообразия прибрежных
экосистем. Наиболее существенным является формирование периодических или перманент-
ных гипоксических акваторий в шельфовой континентальной зоне, поскольку она интенсив-
но используется для рыбного промысла и ведения аквакультурного хозяйства [Díaz, 2010;
Turner at al., 2016]. Шельфовые макроорганизмы, среди которых многие имеют важное промыс-
ловое значение, как правило, характеризуются низкой степенью устойчивости к дефициту кисло-
рода. Около 50 % прибрежных морских видов животных гибнут при содержании растворённого
кислорода менее ∼ 70 мкмоль∙кг-1 [Vaquer-Sunyer, Duarte, 2008].
*Работа проводилась в рамках госзадания № 121102500161-4 «Закономерности организации иммунной системы про-
мысловых гидробионтов и исследование влияния факторов внешней среды на функционирование их защитных си-
стем».
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Двустворчатые моллюски являются основными объектами массового выращивания в аква-
культуре, многие виды считаются промысловыми и активно добываются в шельфовой зоне морей
России и мира [Wijsman et al., 2019]. При этом, учитывая особенности их местообитания (ли-
тораль, небольшие глубины прибрежной зоны), а также прикреплённый образ жизни, данная
группа организмов считается потенциально уязвимой для гипоксии [Tan, Zhang, Zheng, 2020].
Вместе с тем для многих промысловых видов двустворчатых моллюсков границы адаптивно-
го потенциала к изменениям содержания растворённого кислорода остаются неисследованны-
ми. Устойчивость организма к гипоксии, как правило, ассоциирована со снижением биосинтеза
белка, угнетением активности ферментов цикла Кребса и истощением запасов и продукции АТФ
[Gorr et al., 2010]. Как следствие — дефицит кислорода может приводить к ослаблению пита-
ния моллюсков, снижению скорости роста личинок и взрослых особей. Пониженные концентра-
ции растворённого кислорода негативно отражаются на выживаемости и скорости метаморфоза
у личиночных стадий моллюсков [Welker et al., 2013]. Гипоксические условия зачастую ассоци-
ированы с повышенным риском повреждения клеток [Hermes-Lima et al., 2015] и нарушениями
их функций [Hermes-Lima et al., 2015]. Вышеуказанные эффекты отмечены у различных видов
мидий (Perna viridis, Mytilus coruscus) и хамелий (Chamelea gallina) [Wang et al., 2012; Wang
et al., 2014; Sui et al., 2016; Pampanin et al., 2002]. Показано, что глобальные изменения кли-
мата способствуют распространению и возникновению очагов заболеваний среди гидробионтов
[Marcogliese, 2008]. Причиной снижения иммунитета двустворчатых моллюсков считается ухуд-
шение их функционального состояния: изменение клеточного состава гемолимфы, уменьшение
способности гемоцитов генерировать активные формы кислорода (АФК), ингибирование их фа-
гоцитарной активности, рост смертности гемоцитов [Gagnaire et al., 2006; Wang et al., 2012].

В последние годы внимание исследователей сконцентрировано на оценке негативных послед-
ствий воздействия гипоксии на функциональное состояние коммерчески значимых видов дву-
створчатых моллюсков [Turner at al., 2016; Mackenzie et al., 2014]. Анадара Броутона (Anadara
broughtonii) интенсивно выращивается в Китае, Японии и Корее [Wang at al., 2021]. В России ана-
дара Броутона добывается на Дальнем Востоке и экспортируется в страны Азии [Афейчук, 2020].
Анадары населяют относительно стабильные по условиям сублиторальные зоны, где зарываются
в песчаные и мягкие грунты. Аналогично другим бентосным организмам анадары часто испыты-
вают периодический или стабильный дефицит кислорода вследствие интенсивной антропогенной
нагрузки на прибрежные воды [Silina, 2006]. Особенностью этого вида моллюсков является нали-
чие в гемолимфе гемоглобинсодержащих гемоцитов — эритроцитов [Kim et al., 2020]. Очевидно,
что гемоглобин играет ключевую роль в процессе дыхания гемоцитов, что делает анадару Броу-
тона интересным объектом исследования в области изучения особенностей клеточной адаптации
к гипоксии.

Целью настоящей работы было исследование влияния гипоксии различной продолжительно-
сти на клеточный состав гемолимфы и морфофункциональные показатели гемоцитов анадары
Броутона (A. broughtonii).

Материалы и методы

В работе использовали взрослых особей анадары (A. broughtonii, Schrenck, 1867) обоих полов
(длина створки 90,5 ± 8,0 мм; масса с учётом раковин 226,6 ± 10,9 г; n = 35). Моллюсков отлав-
ливали в прибрежной акватории Амурского залива (г. Владивосток, 43°11’58.4”N 131°55’09.4”E)
в июне 2021 г. В период акклимации к лабораторным условиям (1 неделя) моллюсков помещали
в 50-литровые аквариумы с искусственной морской водой (солёность 33,0 ± 0,5 ‰), температуре
20 ± 1 °C, рН 8,0 и концентрации растворённого кислорода 7,8‒8,3 мг О2∙л-1. Во время акклима-
ционного периода моллюсков ежедневно кормили смесью микроводорослей.
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Для моделирования экспериментальной гипоксии моллюсков разделили случайным обра-
зом на 3 группы по 10 особей. Контрольную группу содержали в аквариумах при условиях,
соответствующих периоду акклимации. Экспериментальную гипоксию создавали в 80-литровых
герметичных пластиковых аквариумах (плотность посадки 3‒5 особей на 10 л воды). Кон-
центрацию растворённого кислорода в аквариумах с моллюсками снижали путём барботажа
газообразным азотом в течение 10‒15 мин до достижения уровня 1,5‒1,9 мг∙л-1. Время инку-
бации в условиях гипоксии составляло 24 ч и 72 ч. Концентрацию кислорода в воде контроли-
ровали в течение всего экспериментального периода при помощи кислородомера Ohaus Starter
300 D (США) и поддерживали на постоянном уровне за счёт периодической аэрации. Каждые 24 ч
в экспериментальных аквариумах производили замену не менее половины воды для удаления
продуктов обмена. По окончании экспериментального периода воздействия гипоксии проводили
забор гемолимфы.

Гемолимфу (2‒4 мл) отбирали из экстрапалиальной полости стерильным пластиковым шпри-
цем объёмом 1 мл с иглой 22-го калибра. В работе использовали индивидуальные образцы клеток.
После забора образцы гемолимфы немедленно помещали в стерильные пластиковые пробирки.
Все манипуляции с клетками проводили при температуре 4 °С для предотвращения склеивания
и агрегации гемоцитов. Образцы гемолимфы были отфильтрованы от крупных фрагментов и агре-
гатов (диаметр ячейки фильтра 20 мкм) и отцентрифугированы на рефрижераторной центрифуге
Eppendorf 5430R (500 g, 5 мин). Клетки трижды отмывали от плазмы в эквивалентном объёме
стерильной морской воды. По окончании отмывки часть концентрированных клеток гемолимфы
моллюсков (1‒2 мкл) использовали для приготовления мазков. Оставшуюся часть гемоцитов ре-
суспензировали в стерильной морской воде (концентрация клеток 2‒4∙106 кл.∙мл-1) для анализа
методом проточной цитометрии.

Мазки клеток гемолимфы фиксировали и окрашивали по комбинированному методу Пап-
пенгейма (Мая — Грюнвальда и Романовского — Гимзы) [Золотницкая, 1987]. Идентификацию
клеток гемолимфы, а также их морфометрический анализ проводили на флуоресцентном мик-
роскопе Biomed PR-2 Lum (Россия) в проходящем свете. Клетки фотографировали на камеру
Levenhuk CNGSeries и анализировали с использованием компьютерной программы ImageJ 1.44p.
Для каждого гемоцита проводили измерение наибольшего диаметра (без учёта псевдоподий),
а также диаметра ядра. На каждом мазке проанализировано не менее 1000 клеток. Ядерно-
цитоплазматическое отношение (ЯЦО) рассчитывали по следующей формуле (1):

ЯЦО = диаметр ядра / диаметр гемоцита. (1)

Измерения цитометрических показателей гемоцитов моллюсков, а также определе-
ние клеточного состава гемолимфы проводили на проточном цитометре Cytomics FC500
(Beckman Coulter, США), оборудованном однофазным аргоновым лазером (длина волны 488 нм).
Для определения типов гемоцитов в гемолимфе моллюсков суспензию клеток окрашивали флу-
оресцентным зондом SYBR Green I (Merck, Germany). Финальная концентрация красителя
в пробе составляла 10 мкМ, время окрашивания— 30 мин в темноте при 4 ⁰С. Клеточный состав
гемолимфы определяли на основании распределения клеток по величине условного размера
(прямое светорассеяние, FS) и уровня гранулярности (боковое светорассеяние, SS).

Уровень спонтанной (нестимулированной) продукции АФК гемоцитами моллюсков анализи-
ровали на основании интенсивности окрашивания клеток 2, 7-дихлорофлуоресцеин диацетатом
(DCF-DA) (Merck, Germany). Рабочий раствор DCF-DA готовили путём разведения в диметил-
сульфоксиде (концентрация красителя 1 мМ∙л-1) и хранили при температуре ‒20 °С. Суспен-
зию гемоцитов (1 мл) инкубировали с раствором DCF-DA (финальная концентрация красителя
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в пробе 10 мкМ∙л-1) в течение 30 минут в темноте при 4 °С. Величину флуоресценции оценивали
на однопараметрической гистограмме в канале FL1 цитометра (зелёный спектр флуоресценции).

Уровень смертности гемоцитов определяли при помощи окрашивания клеток йодистым про-
пидием (PI). Для окрашивания гемоцитов 10 мкл рабочего раствора PI (200 мкМ∙л-1) (Sigma
Aldrich, Germany) добавляли к 1 мл суспензии клеток и инкубировали в течение 30 мин в темноте
при 4 °С. Доля мёртвых клеток в суспензии определялась на однопараметрической гистограмме
флуоресценции красителя в канале FL2 проточного цитометра (жёлтая область спектра).

Нормальность распределения признаков проверяли при помощи теста Колмогорова —
Смирнова. Различия между группами анализировали с помощью программного обеспечения
RStudio версии 4.1.0 (R Core Team, 2021). Распределение функциональных и морфометриче-
ских показателей гемоцитов не подчинялось нормальному закону распределения, поэтому данные
анализировали при помощи непараметрического критерия Манна — Уитни. Различия считали
достоверными при p ≤ 0,05. Данные представлены в виде среднего ± ошибка среднего (M ± SE).

Результаты

В гемолимфе анадары присутствуют 2 типа клеток: крупные гранулярные эритроциты и мел-
кие агранулярные амёбоциты (рис. 1). Клетки с наименьшим диаметром (6,2 ± 0,1 мкм), амёбо-
циты, характеризовались высоким ЯЦО (0,60 ± 0,01), были округлой или неправильной формы,
крупное ядро (3,7 ± 0,1 мкм) располагалось ацентрично и занимало большую часть базофильной
цитоплазмы (рис. 1а). У некоторых клеток цитоплазма имела эозинофильную окраску. У данного
типа клеток гранулы в цитоплазме не визуализировались.

Рис. 1. Клеточный состав гемолимфы анадары Броутона (A. Broughtonii);
(а) — морфология гемоцитов: 1 — амёбоциты различной афинности, 2 — гемоглобинсодержащие
эритроциты различной формы, линейка 10 мкм; (б) — распределение гемоцитов методом проточной

цитометрии по относительному размеру и уровню гранулярности

Наиболее крупные клетки гемолимфы (средний диаметр 16,1 ± 0,1 мкм), эритроциты,
содержали гемоглобин, имели овальную, округлую либо амебоидную форму, в базофильной
цитоплазме присутствовали многочисленные (до 40 штук) гранулы. Эритроциты формировали
большинство гемоцитов в суспензии, их доля составляла 95,6 ± 0,9 % от общего числа клеток.
Доля амёбоцитов в гемолимфе не превышала 7,2 % и составляла в среднем 4,3 ± 0,8 %.

В результате воздействия гипоксии (24 ч и 72 ч) в гемолимфе A. broughtonii отмечалась
тенденция к снижению доли амёбоцитов в суспензиях клеток, однако различия между экспери-
ментальными группами были недостоверны (рис. 2).
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Рис. 2. Клеточный состав гемолимфы анадары Броутона (A. broughtonii) в условиях недостатка
кислорода: (а) — доля амёбоцитов, (б) — доля эритроцитов; К — нормоксия, 1 — 24 ч гипоксии,

2 — 72 ч гипоксии

Анализ клеток гемолимфы анадар, подвергшихся воздействию недостатка кислорода,
не засвидетельствовал выраженного эффекта на морфометрические характеристики гемоцитов.
Размеры эритроцитов и амёбоцитов, а также значения ЯЦО соответствовали значениям клеток
моллюсков контрольной группы (табл. 1).

Таблица 1

Морфометрические характеристики гемоцитов A. broughtonii
в условиях ранжированной гипоксии

Группа Эритроциты Амёбоциты
Диаметр

клетки, мкм
Диаметр
ядра, мкм

ЯЦО Диаметр
клетки, мкм

Диаметр
ядра, мкм

ЯЦО

контроль 16,1 ± 0,1 3,90 ± 0,02 0,200 ± 0,002 6,1 ± 0,1 3,7 ± 0,1 0,60 ± 0,01
24 ч 18,0 ± 0,1 4,50 ± 0,02 0,300 ± 0,001 6,3 ± 0,1 4,2 ± 0,1 0,70 ± 0,01
72 ч 16,7 ± 0,1 4,10 ± 0,02 0,200 ± 0,001 6,6 ± 0,2 3,7 ± 0,1 0,60 ± 0,01

В условиях нормоксии доля мёртвых гемоцитов составила 3,9 ± 0,7 %. Инкубация в условиях
гипоксии не приводила к увеличению смертности гемоцитов в гемолимфе: доля мёртвых клеток
в пробах составляла 1,8 ± 1,1 % и 3,8 ± 0,6 % спустя 24 ч и 72 ч дефицита кислорода соответ-
ственно.

У амёбоцитов и эритроцитов (р ≤ 0,05) анадары (A. broughtonii), находящейся под воздей-
ствием кратковременной гипоксии (24 ч), отмечалось значительное снижение уровня флуорес-
ценции DCF-DA. При этом эритроциты оказались более чувствительными к гипоксическому
воздействию, поскольку у них изменения во внутриклеточной концентрации АФК были более
выраженными в сравнении с амёбоцитами. Спустя 72 ч воздействия недостатка кислорода уро-
вень спонтанной продукции АФК в амёбоцитах и эритроцитах вернулся к уровню нормоксии
(рис. 3).
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Рис. 3. Спонтанная продукция АФК гемоцитами A. broughtonii в условиях ранжированной гипоксии:
(а) — уровень АФК в амёбоцитах, (б) — уровень АФК в эритроцитах, * — различия достоверны
при р < 0,05. Анадары находились в условиях гипоксии (1,5‒1,9 мг О2∙л-1) в течение 24 ч и 72 ч.
На оси абсцисс представлены опытные группы: К — контроль (нормоксия), 1 — гипоксия 24 ч,

2 — гипоксия 72 ч

Обсуждение

Известно, что колебания условий водной среды, возникающие вследствие глобальных
изменений климата, могут приводить к существенным сдвигам клеточного состава гемолимфы
двустворчатых моллюсков [Matozzo, Marin, 2011]. В частности, многочисленные лабораторные
исследования свидетельствуют о влиянии гипоксии на соотношение типов гемоцитов в гемолим-
фе двустворок. Так, в условиях экспериментальной гипоксии (24 ч при 2,6 мг О2∙л-1) происходило
увеличение доли агранулоцитов в гемолимфе Magallana gigas [Sussarellu et al., 2010]. В противо-
положность этим результатам экспериментальная гипоксия (24 ч при 0,3 мг О2∙л-1) приводила
к снижению доли агранулоцитов и увеличению доли гранулоцитов у мидий M. galloprovincialis
[Andreyeva, Efremova, Kukhareva, 2019]. В отличие от перечисленных видов моллюсков, в гемо-
лимфе представителей рода анадар, в частности A. kagoshimensis, помимо амёбоцитов, присут-
ствует ещё один клеточный тип— эритроциты, содержащие гемоглобин [Kladchenko et al., 2020].
Однако, по результатам настоящего исследования, у анадары Броутона гипоксия не индуцировала
изменений клеточного состава гемолимфы и не оказывала влияния на морфологические харак-
теристики клеток, о чём свидетельствуют размерные характеристики гемоцитов, а также сходные
значения ЯЦО у контрольной и экспериментальной групп. В литературе отсутствует информация
о механизмах прямого воздействия недостатка кислорода на размеры и форму клеток беспозво-
ночных, хотя у устрицM. gigas отмечались нарушения формы гемоцитов при гипоксии (24 ч и 72 ч
при 2,2 мг О2∙л-1) [Andreyeva et al., 2021]. Вероятно, наблюдаемые изменения размеров клеток
гемолимфы моллюсков, а также клеточного состава гемолимфы при гипоксическом воздействии
являются следствием системных перестроек организма, а также вторичными процессами, возни-
кающими в самих клетках в условиях нехватки кислорода. Принимая во внимание это предпо-
ложение, очевидно, что реакция организма анадары на недостаток кислорода не была сопряжена
с генерализованными изменениями функционального состояния моллюска, приводящими к сдви-
гам в системе гемолимфы.
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Вместе с тем снижение способности гемоцитов к спонтанной продукции АФК, наблюдаемое
спустя 24 ч экспериментальной гипоксии у всех клеток гемолимфы анадар, может свидетель-
ствовать об уменьшении эффективности клеточного иммунного ответа в условиях кратковре-
менного недостатка кислорода, поскольку индукция окислительного взрыва является основным
механизмом нейтрализации патогенов у двустворок [Nappi, Ottaviani, 2000; Ghiselli et al., 2021].
Ранее было показано, что длительная гипоксия может приводить к уменьшению фоновой про-
дукции АФК в гемоцитах мидий P. viridis [Wang et al., 2012]. При этом авторы отмечали угне-
тение остальных маркеров иммунного статуса гемоцитов, таких как способность к фагоцитозу,
эстеразная активность и уровень лизосомальных ферментов. Однако, по данным настоящего экс-
перимента, более длительное (72 ч) нахождение в воде с низким содержанием кислорода, напро-
тив, привело к восстановлению спонтанной продукции АФК и в эритроцитах, и в амёбоцитах
анадар. При этом известно, что АФК в гемоцитах двустворчатых моллюсков образуются в ре-
зультате деятельности дыхательной цепи митохондрий [Heise et al., 2003]. Между интенсивно-
стью дыхания в клетках гемолимфы и способностью к генерации АФК отмечена прямая взаи-
мосвязь [Donaghy et al., 2015]. Очевидно, что гипоксическая нагрузка сопряжена с угнетением
клеточного дыхания, что, вероятно, обусловило снижение уровня спонтанной продукции АФК
в гемоцитах анадары в первые сутки эксперимента. С другой стороны, известно, что предста-
вители рода Anadara в условиях дефицита кислорода способны задействовать альтернативные
источники энергии, позволяющие компенсировать потребности метаболизма на фоне снижения
окислительного фосфорилирования [Солдатов и др., 2009]. Результаты настоящего исследования
косвенным образом согласуются с этими данным, поскольку снижение уровня спонтанной продук-
ции АФК эффективно компенсировалось у всех типов клеток гемолимфы при продолжительной
гипоксии.

Как видно из данных, гипоксическая нагрузка не оказывала влияния на размерные характери-
стики клеток гемолимфы анадары Броутона, а также не приводила к изменениям её клеточного
состава. Отсутствие выраженных изменений в системе гемолимфы моллюсков свидетельствует
об умеренном уровне испытываемого стресса в результате воздействия недостатка кислорода.
Вместе с тем гипоксическая нагрузка, очевидно, была сопряжена с угнетением клеточного иммун-
ного ответа в условиях кратковременного недостатка кислорода и стабилизацией уровня АФК
в гемоцитах при длительной гипоксии. Последнее, вероятно, сопряжено с наличием у анадары
Броутона механизмов компенсации недостатка кислорода, обеспечивающих поддержание функ-
ций клеток в период дефицита кислорода.
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Abstract: Investigation of negative consequences of significant climate change on various types of aquatic organ-
isms is an actual area of physiological research. Among key factors directly influencing aquatic organisms inhab-
iting coastal waters of the World Ocean at cellular and molecular levels, hypoxia plays a major role. In the present
work, we studied the effect of short-term (24 h) and long-term (72 h) hypoxia on hemolymph cellular composi-
tion hemocyte morphology, and intracellular reactive oxygen species (ROS) content in the commercial bivalve
(Anadara broughtonii). Under the experiment in vivo, we showed that hypoxia is not associated with shifts
in the hemolymph cellular composition of the ark shell, and also does not affect the morphology of hemocytes.
At the same time, short-term hypoxia (24 h) lead to a decrease in the level of ROS production by hemocytes.
Results of the present work indicate that ark shell possesses mechanisms that compensate oxygen deficiency; these
mechanisms allow maintaining the efficacy of hemocyte cellular immune reactions by recovery of the level of spon-
taneous ROS production under prolonged hypoxia.
Keywords: hypoxia, bivalves, hemolymph, hemocytes, reactive oxygen species.
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