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ВВЕДЕНИЕ

Температура – один из важнейших абиоти-
ческих факторов среды, адаптация живых ор-
ганизмов к которому осуществляется через реа-
лизацию различных физиолого-биохимических 
механизмов [10, 27]. Есть немало работ по изу-
чению влияния температурного фактора на ор-
ганизм представителей Teleostei, в целом, и на 
кровь животных этого надотряда, в частности: 
изучены изменения их теплоустойчивости, ди-
намики роста и  жизненного цикла [3, 11, 18], 
в опытах in vitro выявлены особенности физио-
логических и физико-химических свойств кле-
ток крови под действием повышенной и пони-
женной температуры инкубации [14, 15]. Однако 
не изучены вопросы, связанные с ключевыми 
аспектами действия температурного фактора на 
ряд других параметров гемоцитов у представите-
лей костистых рыб.

Цель работы – оценить динамику морфоме-
трических и  физических показателей эритро-
цитов и полиморфно-ядерных лейкоцитов се-
ребряного карася Carassius gibelio при действии 
температурного фактора в опытах in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проведены в  начале осенне-

го периода. В  работе использовали перифе-
рическую кровь серебряного карася C. gibelio 
(32 особи) в возрасте 12 мес, массой 165 ± 15 г. 
Объектами изучения служили эритроциты и по-
лиморфно-ядерные лейкоциты (ПМЯЛ). До взя-
тия крови рыба находилась в водной среде при 
комнатной температуре (20  °С). Забор крови 
у C. gibelio проводили из хвостовой вены. По-
лученную кровь центрифугировали 10 мин при 
400 об/мин. Суспензии эритроцитов и лейкоци-
тов разбавляли изотоническим раствором (0.65% 
NaCl) [5], далее их инкубировали в течение 2 ч, 
используя параллельно три варианта темпера-
турного режима: комнатный (20 °С), понижен-
ный (5 °С) и повышенный (40 °С). По заверше-
нию периода инкубации клеток делали мазки. Из 
каждой серии пробоподготовки методом АСМ 
исследовали по 20–25 эритроцитов и лейкоци-
тов. Гемоциты сканировали на атомно-силовом 
микроскопе ИНТЕГРА Вита (конфигурация на 
базе инвертированного оптического микроско-
па Olympus IX‑71). Морфометрические параме-
тры клеток определяли в режиме полуконтакт-
ного сканирования [12] с  частотой развертки 
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Методом атомно-силовой микроскопии изучена динамика морфометрических и физических 
свойств гемоцитов серебряного карася Carassius gibelio (Bloch) при действии температурного 
фактора в опытах in vitro. Установлено, что при пониженной температуре инкубации (5 °С) по 
сравнению с комнатной температурой (20 °С) изменяются морфометрические показатели у эри-
троцитов, при повышенной температуре (40 °С) – у полиморфно-ядерных лейкоцитов. Низ-
кая температура инкубации уменьшает адгезию и упругость полиморфно-ядерных лейкоцитов 
и эритроцитов C. gibelio, высокая температура инкубации приводит к снижению адгезии у поли-
морфно-ядерных белых клеток крови.
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0.6–0.8 Гц, используя кантилевер серии NSG03 
с  жесткостью 1.1 Н/м и  радиусом закругле-
ния 10 нм [9]. На полученных сканах измеряли 
площадь (S, мкм2), периметр (P, мкм), объем 
(V, мкм3), большой (D, мкм) и малый (d, мкм) 
диаметры клеток. Эти данные использовали для 
построения кривых профиля сканированных 
клеток с помощью программного обеспечения 
“Nova” (NT MDT, Зеленоград, 2009). По кри-
вым оценивали адгезию (нН) клеток. Упругость 
(модуль Юнга, кПа) эритроцитов и ПМЯЛ изме-
ряли с применением программы “Image Analysis 
3.5.0.2070”.

Экспериментальные данные обработаны ме-
тодами вариационной статистики с использова-
нием специальных программ на персональном 
компьютере. Цифровые данные представлены 
средней арифметической (М) и стандартным от-
клонением ( ± m). Достоверность различий по-
лученных результатов оценивали с использова-
нием U-критерия Уилкоксона–Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сканы эритроцитов Carassius gibelio, инкубиро-

ванных в условиях разных температур, показаны 
на рисунке А. Поверхность плазмалеммы эритро-
цитов серебряного карася в условиях экспозиции 
при температуре 5 °С шероховатая, выпуклая над 

ядром. Средние величины большого и малого диа-
метров красных клеток крови различаются незна-
чительно, отношение D: d равно 11.2 ± 0.2: 9.1 ± 0.4. 
После инкубации при температуре 20 °С эритро-
циты имеют эллиптическую форму, для них харак-
терно преобладание большого диаметра 15.6 ± 1.7 
над малым 9.2 ± 0.4 (и наличие шероховатости на 
поверхности клетки. При повышенной темпера-
туре инкубации (40 °С) клетки также эллиптиче-
ской формы, значение D: d составляет 13.2 ± 1.0: 
8.9 ± 0.2, а поверхность плазмалеммы эритроцитов 
приобретает более выраженный шероховатый вид.

Сканы полиморфно-ядерных лейкоцитов рыб, 
инкубированных при температурах 5 °С и 20 °С, 
округлой формы с  близкими размерами D:d, 
и шероховатой поверхностью плазматической 
мембраны (см. рисунок Б, а–б). Значение пока-
зателей D: d у ПМЯЛ при пониженной и комнат-
ной температурах инкубации – 6.9 ± 0.6:6.8 ± 0.2 
и 7.2 ± 0.8:6.1 ± 0.1, соответственно. При темпе-
ратуре инкубации 40 °С значительно увеличи-
вается объем клеток при сохранении формы, 
значение D:d – 11.2 ± 1.2:9.7 ± 0.7. Следует от-
метить, что поверхность плазмалеммы лейко-
цитов, так же как и у эритроцитов, при данной 
температуре инкубации приобретает более вы-
раженный шероховатый вид по сравнению с ин-
кубацией клеток при температурах 5 °С и 20 °С. 
(см. рисунок Б, в).
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Рисунок. Эритроциты (А, мкм) и полиморфно-ядерные лейкоциты (Б, мкм) серебряного карася Carassius gibelio после 
инкубации при температуре 5 °С (а), 20 °С (б) и 40 °С (в).
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Повышенная температура инкубации (40 °С) 
вызывает снижение адгезии ПМЯЛ на 19.4% 
и  не оказывает влияния на другие изучаемые 
физические показатели клеток крови.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сравнительная оценка результатов исследова-

ния позволила обнаружить особенности влияния 
температурного фактора на морфометрические 
и физические свойства гемоцитов серебряного 
карася Carassius gibelio в опытах in vitro.

Экспериментально установлено, что при ох-
лаждении клеток до температуры 5 °С и при ком-
натной температуре (20 °С) поверхность плаз-
малеммы эритроцитов и полиморфно-ядерных 
лейкоцитов шероховатая, что характерно для кле-
ток крови низших позвоночных животных [9, 17]. 
При повышенной температуре инкубации (40 °С) 
поверхность клеток крови Carassius gibelio приоб-
ретает более выраженный шероховатый вид. Про-
явление шероховатости на поверхности гемоцитов 
связано с дезорганизацией элементов цитоскеле-
та и формированием актинсвязывающих доменов 
в подмембранном пространстве, определяющих 
образование на плазмалемме впячиваний или вы-
ступов [8, 20, 21, 25].

Анализ морфометрических показателей эри-
троцитов Carassius gibelio позволил выявить, что 
эти параметры у красных клеток крови серебря-
ного карася изменяются и  при повышенной, 
и при пониженной температурах инкубации, что 
характерно также для животных других видов, 
в частности для млекопитающих животных и че-
ловека, эритроциты которых безъядерные [6, 7].

В отличие от эритроцитов, как уже было ска-
зано, у полиморфно-ядерных лейкоцитов при 
пониженной температуре инкубации уменьша-
ется только площадь, тогда как при повышен-
ной – увеличиваются все изученные морфоме-
трические показатели. Известно, что инкубация 
клеток в  условиях повышенной температуры 
(40  °C) вызывает стремительную экспрессию 
белков теплового шока (БТШ), которые выпол-
няют множество важных защитных функций 
в клетке [4, 16, 22, 23, 26], в том числе препят-
ствуют стресс-индуцированной денатурации 
других белков [19, 24]. Экспрессия БТШ обыч-
но запускается через несколько минут после на-
чала действия тепловой нагрузки на клетки [27], 
при этом некоторые БТШ связаны с  белками 
цитоскелета [28]. Данная связь предполагает 
вовлечение БТШ в  организацию цитоскелета 
в процессе и/или после тепловой нагрузки [1]. 

Морфометрические показатели эритроцитов 
и лейкоцитов Carassius gibelio, полученные после 
инкубации при разных значениях температуры, 
представлены в табл. 1.

У  эритроцитов при снижении температуры 
инкубации с 20 °С до 5 °С на фоне уменьшения 
площади и периметра на 28.3% и 18.7% наблюда-
ется увеличение объема на 54.3%, а повышение 
температуры инкубации с 20 °С до 40 °С спо-
собствует снижению периметра красных клеток 
крови на 17.3%.

У полиморфно-ядерных лейкоцитов при по-
ниженной температуре инкубации изменяется 
только площадь (уменьшается на 28.5%), при по-
вышенной – увеличиваются все изученные мор-
фометрические показатели: площадь (на 112.8%), 
объем (на 84.7%), периметр (на 106.8%).

Показатели, характеризующие сдвиги физиче-
ских свойств эритроцитов и полиморфно-ядер-
ных лейкоцитов после инкубации при разных 
температурах, представлены в табл. 2.

Пониженная температура инкубации вызыва-
ет снижение физических показателей гемоцитов 
по сравнению с комнатной температурой: адге-
зия красных и белых клеток крови уменьшается 
на 25.6% и 38.1%, упругость – на 63.7% и 61.2%, 
соответственно.

Таблица 1. Морфометрические характеристики кле-
ток крови Carassius gibelio при действии различных 
температур инкубации

Показатель 5 °С 20 °С 40 °С
Площадь, 
мкм2

74.2 ± 3.8**
26.9 ± 5.0*

103.5 ± 19.1
37.6 ± 7.3

  95.2 ± 6.5  
80.0 ± 15.4*

Объем, 
мкм3

167.7 ± 46.1*
45.6 ± 14.9

108.7 ± 23.0
36.1 ± 7.4

104.2 ± 34.0
66.6 ± 22.5*

Периметр, 
мкм

36.6 ± 1.6**
21.3 ± 2.5

45.0 ± 5.1
22.0 ± 1.9

 37.2 ± 6.9* 
45.6 ± 7.0*

Примечание. Здесь и в табл. 2 над чертой – эритроци-
ты, под чертой – полиморфно-ядерные лейкоциты.
*р ≤ 0.05;**р ≤ 0.01.

Таблица 2. Изменение физических показателей гемо-
цитов у Carassius gibelio при действии температурного 
фактора

Показатель 5 °C 20 °C 40 °C
Адгезия, 
нН

18.9 ± 4.1*
15.6 ± 1.9*

25.4 ± 2.6
25.2 ± 2.6

  23.8 ± 5.0  
20.3 ± 5.0*

Упругость, 
кПa

15.8 ± 2.9*
15.7 ± 2.4*

43.5 ± 2.9
40.5 ± 3.1

41.7 ± 6.5
41.8 ± 8.3

*р ≤ 0.05.
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По-видимому, подобные реакции восстанов-
ления белковой фракции клетки способны по-
влечь за собой увеличение ее морфометрических 
показателей по истечении даже незначительного 
периода времени после окончания влияния эк-
зогенного перегревания.

Снижение адгезии и упругости эритроцитов 
и полиморфно-ядерных лейкоцитов при понижен-
ной температуре инкубации по сравнению с ком-
натной температурой косвенно свидетельствует 
о включении адаптивных механизмов, направ-
ленных на существенное уменьшение функци-
ональной активности клеток и замедление про-
цессов метаболизма, как механизмов выживания 
в условиях, неблагоприятных для жизнедеятельно-
сти гемоцитов. Учитывая, что ведущие факторы, 
вызывающие изменения физических и физиоло-
гических свойств клеток крови, – свойства плаз-
малеммы [13, 15], можно предположить, что сни-
жение показателей ее адгезии и упругости после 
инкубации эритроцитов серебряного карася при 
температуре 5 °C в течение 120 мин происходит 
вследствие изменения микровязкости билипид-
ного слоя, фазового распределения в нем липидов, 
микроокружения белков, белок-липидных взаимо-
действий и ряда других особенностей структурной 
организации мембраны [15], проявляющихся ше-
роховатостью на поверхности.

Стабильность параметров упругости у крас-
ных и  белых клеток крови, а  также адгезии 
у эритроцитов при температуре инкубации 40 °C 
согласуется с литературными данными, соглас-
но которым [2], серебряный карась относится 
к группе наиболее теплолюбивых рыб. Верхняя 
летальная температура этих рыб 37–41°С. При 
предварительной акклиматизации серебряного 
карася к температуре >30 °С его верхняя леталь-
ная граница жизнедеятельности увеличивается 
до 43.4 °С [1]. Кроме того, в условиях инкубации 
при повышенной температуре (40 °С) отклоне-
ния значений адгезии и упругости клеток кро-
ви от их средних значений в 2 раза выше, чем 
при 20 °С, что свидетельствует о значительных 
колебаниях физических свойств эритроцитов 
и ПМЯЛ серебряного карася, подтверждая их 
высокую функциональную активность в усло-
виях, оптимально благоприятных для жизнедея-
тельности данного вида рыб.

Выводы. При повышенной температуре ин-
кубации (40  °С) поверхность плазматической 
мембраны эритроцитов и полиморфно-ядерных 
лейкоцитов Carassius gibelio приобретает более 
выраженный шероховатый вид по сравнению 
с клетками, инкубированными при комнатной 

(20  °С) и  пониженной (5  °С) температурах. 
У эритроцитов Carassius gibelio морфометриче-
ские показатели изменяются при пониженной 
температуре инкубации (5 °С), у полиморфно-я-
дерных лейкоцитов – при повышенной (40 °С) 
по сравнению с комнатной температурой (20 °С). 
При температуре инкубации 5 °С уменьшается 
адгезия и упругость полиморфно-ядерных лей-
коцитов и эритроцитов Carassius gibelio, при тем-
пературе 40 °С снижаются показатели адгезии 
у полиморфно-ядерных белых клеток крови.
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In vitro experiments have been conducted to estimate the effect of temperature on morphometric and 
physical properties of hemocytesin the Prussian carp Carassius gibelio by atomic-force microscopy. 
The results show that at a low temperature (5 °C) morphometric properties of erythrocytes change 
compared to room temperature (20 °C), a high temperature (40 °C) causes changes of the morphometric 
properties of polymorphonuclear leucocytes. The low temperature may reduce adhesion and elasticity 
of polymorphonuclear leukocytes, and erythrocytes in Carassius gibelio, whereas the high temperature 
of incubation results only in the reduction of adhesion of polymorphonuclear white blood cells.
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