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ЭРИТРОИДНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ ГЕМОЛИМФЫ  ANADARA INAEQUIVALVIS 

(MOLLUSCA: ARCIDAE) В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ АНОКСИИ: 

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ И МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  

В экспериментальных условиях в течение 3 сут. исследовалось влияние аноксии на морфо-функциональные 

и цитометрические характеристики эритроидных элементов гемолимфы двустворчатого моллюска Anadara 

inaequivalvis (Bruguiere, 1789). Аноксия вызывает гидратацию цитоплазмы и набухание (свеллинг) эритроид-

ных элементов. Об этом свидетельствует характер изменения эритроцитарных индексов (MCV, MCH, MCHC) 

и линейных характеристик клеток. Это сопровождалось лизисом преимущественно старых клеточных форм, 

имеющих более низкую осмотическую стойкость. Разрушение старой эритроцитарной массы приводило к 

относительному росту содержания в гемолимфе клеток более ранних генераций. Последнее определяло уве-

личение среднеклеточного объѐма ядра, содержания базофильных зернистых включений в цитоплазме и по-

вышение устойчивости эритроидных элементов моллюска к осм отическому шоку. 
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Организмы, населяющие зоны экстре-

мальной гипоксии Мирового океана, обладают 

характерными особенностями в организации 

тканевого метаболизма. У них обнаружен 

нескомпесированный тип стехиометрии цито-

хромов в дыхательной цепи митохондрий [3, 

4], ферментативные системы цикла Кребса мо-

гут быть задействованы в анаэробных процес-

сах генерации энергии и позволяют получать 

дополнительный ресурс макроэргов (АТР, 

GТР) без накопления токсичных метаболитов 

[12, 23, 27]. В условиях гипоксии в тканях по-

вышается содержание соединений, несвой-

ственных аэробному обмену (аланин, сукцинат, 

опины, пропионат) [8, 23], усиливается про-

дукция NH4
+ 

[7, 10], растѐт активность
 
амино-

трансфераз [17], активизируются процессы пе-

реаминирования аминокислот [17]. 

Реакции же клеточных систем изучены 

недостаточно. Удобным модельным объектом 

являются ядерные эритроциты низших позво-

ночных и беспозвоночных. У них обнаружены 

митохондрии, ферменты цикла Кребса [9, 22], 

что делает их функционально ближе к клеткам 

соматических тканей. Показано, что эритроци-

ты толерантных к гипоксии костистых рыб 

способны к сбалансированному угнетению 

мембранных и метаболических функций [5], 

при этом наблюдаются закономерные морфо-

логические изменения клеток [2]. 

Особый интерес представляют эритро-

идные элементы беспозвоночных, способных 

продолжительный период времени находиться 

в условиях внешней аноксии. К этой группе 

организмов относятся двустворчатые моллюс-

ки рода Anadara. Присутствие эритроцитарно-

го гемоглобина значительно повышает кисло-

родную ѐмкость их гемолимфы [16]. В отсут-

ствии кислорода, в сравнении с другими вида-

ми (Chamelea gallina L. и Mytilus galloprovin-

cialis Lmk.), они показывают самое высокое 
сохранение энергии (АТР) [26]. Гемолимфа 

анадар, в
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 отличие от других двустворок, содержит не 

три, а четыре типа гемоцитов, среди которых 

наиболее многочисленны эритроидные клетки 

[11, 25]. В них выявлены плотные цитоплазма-

тические гранулы, функциональное 

назначение которых остаѐтся открытым, 

хорошо развитый аппарат Гольджи, неровный 

эндоплазматиче-ский ретикулум, 

непостоянное число митохон-дрий, мелкие 

цитоплазматические микрока-нальца [11]. 

Реакция этих клеток на условия аноксии не 

изучена и представляется интерес-ной, так как 

позволяет судить об адаптивных процессах, 

реализуемых на уровне клеточных систем 

гидробионтов в столь экстремальных 

условиях среды.  

Цель нашей работы – исследовать в 

условиях эксперимента влияние аноксии на 

функциональные и морфометрические харак-

теристики эритроидных элементов гемолимфы 

Anadara inaequivalvis (Bruguiere).  

Материал и методы. В работе исполь-

зовали особей A. inaequivalvis (далее анадара) с 

длиной раковины 30 – 33 мм, которых собира-

ли с коллекторных установок рыбодобываю-

щего предприятия «Дон-Комп» (б. Стрелецкая, 

Севастополь). Транспортировку животных 

осуществляли в контейнере насыпью без воды 

в течение 1 ч от момента сбора. Перед прове-

дением исследований моллюсков выдерживали 

в аквариумах с проточной морской водой в те-

чение 2 – 3 сут. для снятия состояния стресса. 

Экспериментальная часть работы вы-

полнена на специально разработанном стенде, 

который позволяет поддерживать заданную 

температуру и концентрацию кислорода в воде. 

В камеру объѐмом 13.5 л помещали 30 особей 

анадары. Содержание кислорода в воде снижа-

ли в течение 2.5 – 3.0 ч с 8.5 – 8.7 до 0 мг л
-1

 

прокачиванием N2. Контроль за величиной РО2 

осуществляли потенциометрически. В работе 

применяли оксиметр ELWRO N 5221 (Поль-

ша). Температуру воды поддерживали на 

уровне 20+1
o
C. Фотопериод – 12 ч день : 12 ч 

ночь. Экспозиция – 3 сут. Контрольная группа 

моллюсков содержалась в аналогичных 

условиях

при концентрации кислорода в воде 8.5 – 8.7 

мг л
-1
 (95 – 97 % насыщения). Ежедневно в 

опыте и контроле в ѐмкостях производили 

полную смену воды для удаления 

метаболитов. 

Образцы гемолимфы получали пункци-

ей из экстрапаллиальной полости. Концентра-

цию гемоглобина в пробах контролировали при 

помощи гемиглобинцианидного метода. При-

меняли стандартный набор реактивов ООО 

«Агат-мед» (Россия). Число эритроидных эле-

ментов подсчитывали в камере Горяева [1]. 

Гематокрит определяли путѐм центрифугиро-

вания образцов гемолимфы в гепаринизиро-

ванных капиллярах (750 g; 30 мин). Центрифу-

гирование проводили в специальном гемато-

критном роторе (центрифуга MPW-310, Поль-

ша). На основании полученных значений рас-

считывали эритроцитарные индексы: средне-

клеточный объѐм (MCV), среднеклеточное со-

держание (MCH) и среднеклеточную концен-

трацию гемоглобина (MCHC) [2]. Расчѐты вы-

полняли по формулам: 

где Hb – концентрация гемоглобина (г л
-1

); Er – 

число эритроидных элементов (шт. мкл
-1

); Ht – 

гематокрит (%). 

Осмотическую резистентность клеток 

оценивали при помощи макроскопического 

метода Лимбека, Рибьера в концентрационном 

диапазоне 0.10 – 0.85 % NaCl [1]. 

Перед изготовлением мазков для цито-

логических исследований эритроидную массу 

трижды отмывали в изотоничном растворе 

NaCl (0.85 %) путѐм центрифугирования (3500 

об мин
-1

 в течение 15 мин). Последнее связано 

с высоким содержанием солей, активно кри-

сталлизующихся при высыхании мазка. Затем 

изготавливали мазки, которые окрашивали по 

комбинированному методу Паппенгейма [1]. 

На мазках изучали морфологические и цито-

метрические характеристики 

эритроидныхэлементов. В работе применяли 
светооптиче-ский микроскоп 
«Биолар» (Польша). 

,10;10; 
Er

Ht
MCV

Ht

Hb
MCHC

Er

Hb
MCH
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При помощи окуляр-микрометра изме-

ряли большой и малый диаметры клеток (С1; 

С2) и их ядер (N1; N2). Измерения проводили 

под иммерсией при увеличении в 1500×. Объѐм 

выборки – 100 клеток на один мазок. На осно-

вании значений N1 и N2 по формуле эллипсоида 

вращения рассчитывали объѐм ядра эритроцита 

(Vn) [6]: 

Для сравнительной оценки изменений 

MCV и Vn определяли индекс Vn/MCV (ядерно-

плазма-тическое отношение). 

Статистическая обработка и графиче-

ское оформление полученных результатов про-

ведены с применением стандартного пакета 

Grapher (версия 1.25). Результаты представле-

ны в виде xSx  . Достоверность различий 

оценивали при помощи t-критерия Стьюдента. 

О нормальности распределения судили по со-

поставлению абсолютных величин средней 

арифметической и моды. 

Результаты.  Влияние аноксии на ор-

ганизм анадары изучали на уровне циркулиру-

ющей гемолимфы и отдельных эритроидных 

клеток.  

Гематологические исследования. Кон-

центрация гемоглобина, число эритроцитов и 

гематокрит у контрольной группы моллюсков 

составляли соответственно 21.1+3.1 г л
-1

, 

53.5+12.8 (10
3
) клеток мкл

-1
, 4.79+1,07 %. В 

условиях экспериментальной аноксии они не 

претерпевали существенных изменений. Отме-

чалась лишь некоторая тенденция понижения-

значений первых двух показателей и рост по-

следнего (рис 1). Однако различия статистиче-

ски не выражены. 

Рис. 1 Гематологические характеристики и эритроцитарные индексы анадары в условиях (1) нормоксии 

(объѐм выборки – 10 особей) и (2) аноксии (объѐм выборки – 13 особей) 

Fig. 1  Hematological parameters and erythrocyte indexes of Anadara inaequivalvis under (1) normoxic (n – 10 spec-

imens) and (2) anoxia conditions (n – 13 specimens)  
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Расчѐт же эритроцитарных индексов, 

проведѐнный на основе гематологических ха-

рактеристик гемолимфы анадары, напротив, 

показал наличие значимых изменений (рис. 1). 

Среднеклеточный объѐм (MCV) увеличивался 

на 18.4 % (p<0.01) и составил 1085+70 мкм
3
. 

Это происходило на фоне снижения МСНС при 

сохранении значений МСН. Такое соотноше-

ние показателей предполагает набухание кле-

ток (свеллинг). 

Осмотическая стойкость эритроидных 

элементов. Первые признаки лизиса эритроид-

ных клеток у контрольной группы животных 

отмечали при 0.52+0.02 % NaCl (минимальная 

резистентность). Полное разрушение наблюда-

ли при 0.18+0.01 % NaCl (максимальная рези-

стентность) (рис. 2).  

Рис. 2  Осмотическая резистентность эритроцитов

анадары в условиях (1) нормоксии (объѐм выборки 

– 10 особей) и (2) аноксии (объѐм выборки – 13 осо-

бей): I – минимальная,   II – максимальная 

Fig. 2  Osmotic resistance of  Anadara inaequivalvis 

erythrocyte under (1) normoxic (n – 10 specimens) and 

(2) anoxia conditions (n – 13 specimens): I – minimal, 

II – maximal 

Диапазон резистентности был сравни-

тельно широк и составлял 0.34+0.01 % NaCl, 

что отражает достаточно высокую степень ге-

терогенности циркулирующей эритроцитарной 

массы в отношении данных характеристик. 

В условиях аноксии наблюдался значи-

тельный рост значений минимальной рези-

стентности клеток красной крови. Начало ли-

зиса эритроидных элементов происходило при 

более низких концентрациях NaCl – 0.40+0.02 

%, что на 23.1 % (p<0.001) ниже значений, от-

меченных для контрольной группы моллюсков. 

Значения же максимальной резистентности 

сохранялись на уровне контрольных величин. 

Одновременно уменьшался и диапазон рези-

стентности на 22.4 % (p<0.01), то есть эритро-

идная популяция клеток становилась более го-

могенной. 

Морфометрические характеристики 

эритроидных элементов. Эритроидные элемен-

ты гемолимфы моллюска имеют слегка эллип-

соидную форму (рис. 3).  

Рис. 3  Эритроидные элементы гемолимфы анадары 

(масляная иммерсия, 1500×) 

Fig. 3  Erythroid elements of Anadara inaequivalvis 

hemolymph (oil immersion, 1500×) 

Большой (C1) и малый (C2) диаметры 

клетки у контрольной группы особей состави-

ли 11.3+0.3 и 10.2+0.3 мкм соответственно 

(табл. 1). Зависимость между C1 и C2 хорошо 

описывается уравнением линейной регрессии 

(рис. 4) с достаточно высоким коэффициентом 

детерминации – 0.68+0.06, что свойственно 

клеткам, имеющим округлую форму (табл. 1).  

Цитоплазма ацидофильная, что отража-

ет присутствие гемоглобина. Она также содер-

жит зернистые базофильные включения в ко-

личестве 21.8+0.7 единиц на клетку. На мазках 

обнаруживаются разрушенные клетки – эрит-

роцитарные тени. Их количество не превышает 

14 % от общей клеточной массы.  

Клетки содержат небольшое ядро эл-

липсоидной формы. Продольные (N1) и попе-

речные (N2) размеры этой структуры – 

3.79+0.09 и 3.09+0.11 мкм (табл. 1). 
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Табл. 1  Цитометрические и морфо-функциональные характеристики эритроидных элементов гемолимфы 

анадары в условиях нормоксии (объѐм выборки – 10 особей) и аноксии (объѐм выборки – 13 особей) 

Table 1 Cytometrical parameters of Anadara inaequivalvis erythroid elements of hemolymph under normoxic (n – 

10 specimens) and anoxia conditions (n – 13 specimens)  

Показатели Контроль Аноксия 

С1, мкм 11.34±0.24 11.56±0.13 

С2, мкм 10.20±0.26 10.55±0.13 

N1, мкм 3.93±0.10 4.13±0.05 

N2, мкм 3.18±0.07 3.46±0.03 

(С1-С2), мкм 1.14±0.06 1.01±0.03 

(N1-N2), мкм 0.75±0.06 0.67±0.02 

Число зѐрен, шт 21.8 ± 0,7 29.8 ± 0,6 

Повреждѐнные клетки, % 13.3 ± 2.1 56.3 ± 5.0 

Коэффициент a 2.53±0.53 0.85±0.23 

Коэффициент b 0.86±0.05 1.02±0.02 

Коэффициент R
2

0.68±0.06 0.84±0.02 

Рис. 4 Зависимость С1 от С2 у отдельных осо-

бей анадары в условиях нормоксии (верхний 

ряд) и аноксии (нижний ряд) (объѐм выборки – 

100 клеток) 

Fig. 4 Dependence С1 from С2 at single individuals 

of Anadara inaequivalvis under normoxic (upper 

series) and anoxic (lower series) conditions  (n – 

100 cells) 

Объѐм ядра (Vn), рассчитанный по фор-

муле эллипсоида вращения, составил 19.3+1.9 

мкм
3
. Распределение величин Vn носило слож-

ный характер (рис. 5). Ранжирование выбороч-

ной совокупности с величиной классового 

промежутка 20 мкм
3
 позволило показать, что 

основная масса клеток (более 40 %) имели ядра 

объѐмом менее 20 мкм
3
. Содержимое ядра 

компактное, с высоко концентрированным 

хроматином, цвет резко базофильный, что от-

ражает низкую функциональную активность 

данной структуры. Об этом же свидетельству-

ют пониженные значения ядерно-плазмати-

ческого отношения (Vn/MCV) – 0.023+0.002.  

Аноксия сопровождалась ростом ли-

нейных размеров клеток красной крови и их 

ядер. Продольное и поперечное сечение эрит-

роцитов (C1, C2) относительно контрольной 
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группы животных увеличивалось соответ-

ственно на 5.5 и 8.0 % (p<0.05) (табл. 1). Клет-

ки становились более округлыми. Разница C1-

C2 уменьшалась на 18.3 % (p<0.05). Зависи-

мость между C1 и C2 становилась более выра-

женной. Об этом свидетельствовал рост значе-

ний коэффициента b в уравнении линейной 

регрессии на 18.6 % (p<0.001) и увеличение 

значений R
2
 на 23.5 % (p<0.001) (рис. 4, табл. 

1). Существенно возрастало и число зернистых 

включений в цитоплазме на 36.7 % (p<0.001) 

(табл. 1). Количество разрушенных клеток бы-

ло в 4.2 раза выше, чем в гемолимфе моллюс-

ков контрольной группы. 

Рис. 5 Распределение эритроидных элементов гемолимфы анадары в соответствии с объѐмом ядра в условиях 

нормоксии (объѐм выборки – 1000 клеток) и аноксии (объѐм выборки – 1300) (слева – фактическое распреде-

ление; справа – распределение после ранжирования; 1 – до 20 мкм
3
, 2 – 20 – 29 мкм

3
, 3 – 30 – 39 мкм

3
, 4 –

более 40 мкм
3
)

Fig. 5 Erythroid elements distribution of Anadara inaequivalvis hemolymph according to nucleus volume under 

normoxic (n – 1000 cells) and anoxia conditions (n – 1300 cells) (left – fact distribution; right – distribution after 

ranking; 1 – below 20 µm
3
, 2 – 20 – 29 µm

3
, 3 – 30 – 39 µm

3
, 4 – over 40 µm

3
) 

Параллельно увеличивались и линей-

ные размеры клеточных ядер (N1, N2) на 3 – 8 % 

(табл 1). Особенно заметен был рост объѐма 

ядра – 22.5 % (p<0.05). Среди эритроидных 

клеток возрастало число эритроидных элемен-

тов с объѐмом ядра 20 – 30 мкм
3
 (рис. 5). Уве-

личение же размеров данной структуры было 

пропорционально росту объѐма клетки (табл. 

1). Ядерно-плазматический индекс Vn/MCV не 

изменялся. 

Обсуждение. Из представленных ре-

зультатов следует, что аноксия вызывает ряд 

однозначных изменений в функциональном 

состоянии, морфологии и размерных характе-

ристиках эритроидных элементов гемолимфы 

анадары: 

 увеличение линейных и объѐмных характе-

ристик клеток и их ядер;

 лизис значительной части эритроидных

элементов на фоне роста их стойкости к
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осмотическому шоку; 

 повышение числа базофильных включений

в цитоплазме.

Следует отметить, что рост среднекле-

точного объѐма (MCV) в условиях внешней 

аноксии происходил на фоне снижения средне-

клеточной концентрации гемоглобина (МСНС) 

при сохранении абсолютного содержания дан-

ного соединения в эритроците (МСН). Такое 

соотношение показателей возможно только 

при гидратации цитоплазмы клетки, которое 

приводит к еѐ набуханию (свеллингу). Эта за-

кономерность отмечена в работах многих авто-

ров [13, 21] и описана нами ранее для ядерных 

эритроцитов скорпены [2].  

Известно, что гипоксия у костистых 

рыб сопровождается выбросом катехоламинов 

(адреналина, норадреналина) в циркулирую-

щую кровь [13, 20]. Связываясь в β-

адренорецепторами эритроцитарных мембран 

эти соединения индуцируют трансмембранный 

Na
+
/H

+
 обмен [13, 18]. Натрий, как осмотиче-

ски активный катион повышает содержание 

воды в цитоплазме, что и приводит к увеличе-

нию объѐма клетки в целом. Можно допустить, 

что данный механизм в условиях аноксии реа-

лизуется и в эритроидных элементах гемолим-

фы анадары.  

Гидратация цитоплазмы и, как след-

ствие, набухание клеток должны сопровож-

даться их частичным лизисом, что в действи-

тельности и имело место. Число эритроцитар-

ных теней (разрушенные клетки) на мазках ге-

молимфы опытной группы моллюсков повы-

шалось более чем в 4 раза. Лизису, по всей ви-

димости, подвергались наиболее старые клет-

ки, для которых характерна низкая эластич-

ность мембранных структур и пониженная 

устойчивость к осмотическому шоку [15]. Это 

должно было приводить к относительному ро-

сту содержания в гемолимфе эритроидных 

элементов более ранних генераций. Действи-

тельно, клеточная масса гемолимфы анадары в 

ходе эксперимента приобретала ряд морфоло-

гических и функциональных свойств, прису-

щих молодым клеткам: повышались средне-

клеточный объѐм и линейные характеристики 

ядер, увеличивалось число базофильных вклю-

чений в цитоплазме, росла устойчивость эрит-

роидных элементов к осмотическому шоку. 

Омоложение циркулирующей эритро-

цитарной массы гемолимфы моллюска может 

быть также связано с повышенной продукци-

онной активностью его кроветворной ткани. 

Известно, что гипоксия (аноксия) индуцирует 

выработку эритропоэтинов в почках гидробио-

нтов и тем самым усиливает процессы проли-

ферации в эритроидном ряду клеток [14, 24]. 

Однако в нашем случае этого, по всей видимо-

сти, не было. Мы не отмечали появления в ге-

молимфе анадары в условиях аноксии мало-

дифференцированных эритроидных элементов, 

имеющих базофильную цитоплазму и крупные 

ядра с низкоконденсированным хроматином. 

Значения индекса Vn/MCV не претерпевали ста-

тистически значимых изменений. Следует так-

же принять во внимание и продолжительность 

эксперимента – 3 суток. Даже при активной 

генерации клеток кроветворной тканью этого 

времени будет недостаточно для существенно-

го обновления клеточной массы молодыми 

клетками. 

Таким образом, свеллинг и лизис части 

старой эритроцитарной массы являются основ-

ными процессами, которые влияют на морфо-

логические и цитометрические характеристики 

эритрограммы  гемолимфы анадары в условиях 

внешней аноксии. 

Выводы. 1. Аноксия вызывает гидра-

тацию цитоплазмы и набухание (свеллинг) 

эритроидных элементов в гемолимфе анадары. 

Это сопровождается лизисом преимуществен-

но старых клеточных форм, имеющих более 

низкую осмотическую резистентность. 2. Раз-

рушение старой эритроцитарной массы приво-

дит к относительному росту содержания в ге-

молимфе клеток более ранних генераций. По-

следнее определяет увеличение среднеклеточ-
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ного объѐма ядра, содержания базофильных 

зернистых включений в цитоплазме и повыше-

ние устойчивости эритроидных элементов 

моллюска к осмотическому шоку. 
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Еритроїдні елементи гемолімфи Anadara іnaequіvalvіs (Mollusca: Arcidae) в умовах експериментальної 

аноксії: функціональні і морфометричні характеристики. В. М. Новицька, О. О. Солдатов. В експери-

ментальних умовах на протязі 3 діб досліджено вплив аноксії на морфо-функціональні і цитометричні харак-

теристики еритроїдних елементів гемолімфи двостулкового молюска Anadara іnaequіvalvіs (Bruguіere, 1789). 

Аноксія викликає гідратацію цитоплазми і набрякання (свеллинг) еритроїдних елементів. Про це свідчить 

характер зміни еритроцитарних індексів (MCV, MCH, MCHC) і лінійних характеристик клітин. Це супрово-

джувалося лізисом переважно старих клітинних форм, які мають нижчу осмотичну стійкість. Руйнування 

старої еритроцитарної маси приводило до відносного росту вмісту в гемолімфі клітин більш ранніх генера-

цій. Останнє обумовлювало збільшення середньоклітинного об’єму ядра, вмісту базофільних зернистих 

включень у цитоплазмі і підвищення стійкості еритроїдних елементів молюска до осмотичного шоку. 

Ключові слова:  аноксія, Anadara іnaequіvalvіs , гемолімфа, еритроцити, морфологія, цитометрія, осмотична 

резистентність 

Erythroid elements of hemolymph in Anadara inaequivalvis (Mollusca: Arcidae) under conditions of experi-

mental anoxia: functional and morphometric characteristics. V. N. Novitskaja, A. A. Soldatov. Influence of 

anoxia (exposure – 3 days) on functional, morphologic and cytometrical characteristics of hemolymph erythroid el-

ements of bivalve mollusc Anadara inaequivalvis (Bruguiere, 1789) was investigated in experimental conditions  

Anoxia caused the hydration of cytoplasm and swelling of erythroid elements. The pattern of changes in erythrocyte 

indices (MCV, MCH, MCHC) and geometric parameters of cells  confirmed that phenomenon. It was accompanied by 

a lysis of predominantly old cellular forms with lower osmotic resistance. Destruction of old erythroid forms resulted 

in relative increase in content of cells of earlier generation in the hemolymp which led to an increase in mean cell 

volume of a nucleus, content of basophilic granular inclusions in cytoplasm and stability  of erythroid elements of the 

mollusc to osmotic shock. 

Key words:  anoxia, Anadara inaequivalvis, hemolymph, erythrocyte morphology, cytometry, osmotic resistance  




