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Изучены изменения морфометрических показателей, 
способность к осморегуляции и фагоцитарная активность ядерных 
эритроцитов и лейкоцитов сазана (Сурппиз сагрю) и лягушки озёрной 
(Капа Н&Ъипда) в условиях умеренной гипотонии. Показано, что при 
умеренной гипоосмотической нагрузке с увеличением длительности 
инкубации линейные размеры гемоцитов увеличиваются, за 
исключением гранулоцитов, которые проявляют осморегуляторную 
способность. В среде с пониженной осмолярностью фагоцитарная 
активность лейкоцитов С. сагрю и К. пдйЪипйа выше по сравнению с 
эритроцитами. У  опытных животных отмечена более высокая 
поглотительная способность гемоцитов в отношении Зассаготусез 
сегеи131ае и БасШиз зиЪБИз по сравнению с латексом.
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В в е д е н и е

При экстремальных или патологических воздействиях могут происходить различные 
нарушения водного обмена, ведущие к существенным изменениям осмолярности внутренней 
среды организма [1]. Способность гемоцитов регулировать свой объем и форму влияет на их 
функционирование, в частности, на фагоцитарную активность [2]. В поддержании функцио­
нальной активности форменных элементов крови большое значение имеет система саморегу­
ляции объёма клеток [3]. Изучение механизмов, позволяющих клеткам крови изменять и регу­
лировать объем, в последние годы находится в зоне особого внимания исследователей [4]. 
Многочисленными экспериментами установлена зависимость между физиологическим состо­
янием организма и стойкостью эритроцитов к гемолитикам разного генеза, не исключая мета­
болиты. Наиболее полно явление осмотической устойчивости эритроцитов изучено у млекопи­
тающих животных и человека [5]. В научной литературе имеются данные об осмотической ре­
зистентности ядерных эритроцитов некоторых видов рыб [6], лягушек [4]. Показано, что ядер­
ные красные клетки крови, несмотря на четкую функциональную специализацию, сохраняют 
такие архаичные признаки, как способность к фагоцитозу [7] и миграционная активность [8]. 
Способность к осморегуляции, а также морфометрические показатели у ядерных эритроцитов 
и лейкоцитов холоднокровных животных в условиях гипотонии изучены недостаточно, а работ 
по изучению фагоцитарной активности ядерных гемоцитов Сургтиз сагрю  и Капа пёгЪипёа 
при умеренной гипоосмотической нагрузке не проводилось.

О б ъ е к т ы  и  м е т о д ы  и с с л е д о в а н и я

В работе использовали периферическую кровь, взятую у  наркотизированных эфиром 
сазана (С. сагрю) (30 особей) и лягушки озёрной (К. пёгЪипёа) (30 особей). Объектами иссле­
дования служили ядерные эритроциты и лейкоциты. Забор крови у  сазана осуществляли из 
хвостовой вены, у лягушки -  из сердца. В качестве антикоагулянта использовали гепарин 
(10 ед./мл). Полученную кровь центрифугировали 10 мин. при 400 §, собирали слой лейкоци­
тов и обогащённую ими часть плазмы. В пробирке оставляли суспензию эритроцитов.

С целью получения данных по морфометрическим показателям красные и белые клет­
ки крови инкубировали с изотоническим (0.6% для лягушки и 0.8% для сазана) и умеренно­
гипотоническим (0.3% для лягушки и 0.4% для сазана) растворами ЫаС1 в течение 60 с. По ис­
течении времени инкубации готовили мазки. Линейные размеры клеток определяли с помо­
щью анализатора изображений «Видео ТесТ» [9]. У  лейкоцитов, имеющих форму шара, изме­
ряли диаметр, а у эритроцитов, имеющих эллипсоидную форму, -  большую и малую оси. Об 
осморегуляторных реакциях клеток судили по кинетике набухания (60 с в умеренно­
гипотоническом растворе) и способности восстанавливать исходный объём после 30-минутной 
экспозиции в этом же растворе.
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Для исследования поглотительной способности гемоцитов использовали клетки 
дрожжей (Зассатотусвз свгвугзгав), сенную палочку (БасШиз зиЪШз) и агломерированные ча­
стицы латекса диаметром 0.8 мкм [10-14]. Отдельно смесь лейкоцитов и эритроцитов разбав­
ляли умеренно гипотоническим раствором (0.3 и 0.4% раствор №01 для лягушки и карпа соот­
ветственно) в соотношении 1:10. К полученным суспензиям добавляли объекты фагоцитоза в 
соотношении 1:50 и инкубировали при комнатной температуре в течение 30 мин., встряхивая 
пробирку с гемоконцентратом через каждые 5 мин. По окончании инкубации делали мазки, 
фиксировали клетки этанолом, окрашивали азур-эозином по Романовскому. Подсчитывали 
процент фагоцитирующих эритроцитов и лейкоцитов (фагоцитарная активность) [15]. Во из­
бежание неточностей при подсчете поглощенных частиц, связанных с затруднениями в опре­
делении их локализации (внутри или на поверхности клетки), использовали иммерсионное 
увеличение -  объектив х100.

Статистическую обработку результатов выполняли с применением пакета программ 
«81аЙ5Йса 7.0». Цифровые данные в таблицах при условии, что все величины имеют нормаль­
ное распределение, представляли средней арифметической (М) и ошибкой средней ( т ) .  Досто­
верность различий определяли по 1-критерию Стъюдента (р<0.05).

Р е з у л ь т а т ы  и  и х  о б с у ж д е н и е

Анализ морфометрических показателей ядерных гемоцитов подопытных животных по­
казал, что у  эритроцитов сазана после 60 с инкубации в умеренно-гипотоническом растворе 
диаметр большой полуоси увеличился на 21%, малой -  на 18% по сравнению с аналогичными 
показателями, полученными при инкубации в изотоническом растворе (табл. 1). После 30- 
тиминутной экспозиции в условиях пониженной осмолярности среды линейные размеры 
красных клеток крови С. сатрго также превышали значения, полученные при инкубации в 
условиях изотонии: размер большой полуоси на 23%, малой -  на 19%.

Таблица 1
Морфометрические показатели эритроцитов, мкм

Раствор, время инкубации Большая полуось Малая полуось
Сурггпиз сатрго

Изотонический, 60 с 10.46±0.13 7 .51±0.14
Умеренно-гипотонический, 60 с 12.65±0.14* 9 .17±0 .13*
Умеренно-гипотонический, 30 мин 12.81±0.18* 8 .9 4 ±0 .14*

Капа тгйгЪипйа
Изотонический, 60 с 20.86±0.10 14.08±0.11
Умеренно-гипотонический, 60 с 22.79±0.20* 14.70±0.20*
Умеренно-гипотонический, 30 мин 2 4 .17±0 .37* 16.73±0.31*

Примечание. Здесь и в табл. 2 представлены значения М ± т ; * -  достоверность различий по срав­
нению с изотоническим раствором по 1-критерию Стъюдента (р<0.05).

После 60 с пребывания в умеренно гипотоническом растворе показатель большой по­
луоси эритроцитов лягушки превышал показатель, полученный при инкубации в изотониче­
ском растворе, на 9%, малой -  на 4%. После 30 мин. инкубации в гипоосмотической среде 
большая полуось красных клеток крови К. пёгЪипёа увеличилась на 16%, малая -  на 19% 
(см. табл. 1).

Диаметр лимфоцитов сазана и лягушки после 60 с инкубации в умеренно­
гипотоническом растворе увеличился на 37 и 4%, после 30 минут -  на 44 и 18% соответственно 
по сравнению с инкубацией в условиях изотонии (табл. 2).

Таблица 2
Д и а м е т р  л е й к о ц и т о в , и н к у б и р о в а н н ы х  в  р а с т в о р а х  р а з л и ч н о й  о с м о л я р н о с т и

Вид животного
Раствор, время инкубации

Изотонический Умеренно­
гипотонический, 60 с

Умеренно-гипотонический, 
30 мин

Лимфоциты
С. сатрго 4 .3 4 ±0 .0 8 5 .93 ±0 .11* 6.25±0.11*
К. тгйгЪипйа 10.43±0.09 10.88±0.19* 12.27±0.19*

Г ранулоциты
С. сатрго 10.06±0.14 10.87±0.15* 10.17±0.16
К. тгйгЪипйа 15.18±0.10 17.40±0.18* 16.54±0.27*
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После 60 с инкубации в среде с пониженной осмолярностью диаметр гранулоцитов са­
зана увеличился на 9% по сравнению с инкубацией в изотонии, а через 30 мин. -  отмеченное 
повышение изучаемого показателя нивелировалось. У  лягушки показатели диаметра грануло- 
цитов при гипотонии увеличились на 15% после 60 с инкубации и на 9% после 30 мин. по срав­
нению с изотонией (см. табл. 2).

В условиях пониженной осмолярности среды фагоцитарная активность лейкоцитов 
С. сагрю  к 8. сегеьЫ ае  была на 40% выше по сравнению с эритроцитами (табл. 3).

Таблица 3
П о к а з а т е л и  ф а г о ц и т а р н о й  а к т и в н о с т и  г е м о ц и т о в  к  к л е т к а м  д р о ж ж е й

в  у с л о в и я х  г и п о т о н и и , %

Объект фагоцитоза Эритроциты Лейкоциты
Сургппиз сагрю

Дрожжи 9.40±1.86 15.67±1.45 °
Сенная палочка 10.31±2.08 9.28±1.00*
Латекс 4 .75±1.0 3 "* 6 .51±2 .53"*

Капа пИЪипйа
Дрожжи 5 .5 0 ±1.19 11.25±2.02°
Сенная палочка 4 .3 3 ±0 .8 8 9 .67 ±0 .33 °
Латекс 2.10±0.03"* 8.01±0.01"*°

Примечание: * -  по сравнению с дрожжами, " -  по сравнению с сенной палочкой, ° -  ФА эритро­
цитов по сравнению с лейкоцитами по 1-критерию Стьюдента (р<0.05).

К клеткам дрожжей и сенной палочке ФА красных клеток крови сазана была на 50 и 
54%, белых -  на 58 и 30% соответственно выше, чем к частицам латекса. В свою очередь, по­
глотительная способность лейкоцитов сазана к 8. сегепЫае была на 41% выше по сравнению с
B. зиЫШз.

Поглотительная способность белых клеток крови К. пёгЪипёа в отношении дрожжевых 
клеток, сенной палочки и латекса была на 51, 55 и 74% выше, чем у  красных (см. табл. 3). Эрит­
роцитами лягушки дрожжи и сенная палочка поглощались на 62 и 52% активнее, чем частицы 
латекса, лейкоцитами -  на 28 и 17% соответственно.

З а к л ю ч е н и е

Таким образом, согласно полученным результатам, с увеличением длительности инку­
бации в умеренно-гипотоническом растворе (до 30 мин.) линейные размеры эритроцитов и 
лимфоцитов подопытных животных увеличиваются. Гранулоциты сазана и, в несколько мень­
шей степени, клетки данного пула лягушки более устойчивы к умеренной гипоосмотической 
нагрузке. После 30 мин. инкубации в условиях умеренной гипотонии гранулоциты опытных 
животных практически возвращаются к размерам, полученным при инкубации в изотонии. 
Последнее допустимо рассматривать как результат действия осморегуляторных механизмов, 
направленных на сохранение нормальных параметров и функциональной активности клетки. 
По-видимому, именно благодаря гранулоцитам, у  опытных животных отмечается более высо­
кая фагоцитарная активность лейкоцитов по сравнению с эритроцитами. В свою очередь, более 
высокая ФА гемоцитов подопытных животных к 8ассаготусе§ сегепш ае и ВасШш §иЫШ$ по 
сравнению с латексом может быть обусловлена присутствием на поверхности клеточной стенки 
дрожжей таких белков как галактоманнан, зимозан и других, которые могут связываться с ре­
цепторами мембран лейкоцитов [16], а также наличием у  Сургт ш  сагрю  и Капа пёгЪипёа ви­
дового иммунитета к сенной палочке, которая широко распространена в естественной среде 
обитания изучаемых видов животных [10].
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СЬапдез т  тогрЬо1о§1са1 апй !ипс1юпа1 сЫагас1епзйсз, аЬШ1у 1о 
озтоге§и1айоп апй рЫадосуйс асйу11у о! пис1еа1е4  егу1Ьгосу1ез апй 1еи- 
косуГез о! сагр (Сургтиз сагрю) апй тагзЬ  !год (Капа НдйЪипйа) ипйег 
тойега1е Ыуро1епзюп Ыауе Ьееп зШсНеД II Ьаз Ьееп зЬотеп 1Ьа1 Ьаето- 
су[ез тсгеазе т  1Ье1г Нпеаг (Нтепзюпз тейЫ дготеГЫ о! тсиЬайоп Й те т  
тойега1е Ыуро1ошс сопЗМопз, §гапи1осу[ез зЬотоей 1Ье1г аЬШ1у 1о озто- 
ге§и1айоп аз ап ехсерйоп- Iп а т е й ш т  тейЫ 1оте о зто 1ап1у 1Ье рЫадосуйс 
асйу11у о! 1еикосу1ез о! йзЬ апй атрЫЫап Ьаз Ьееп то ге  т 1епз1уе 1Ьа1 
опе о! егу[Ыгосу[ез- Iп 1Ые ехрептеп1а1 ап1та1з 1Ые Ы§Ыез1 рЫадосуйс ас- 
11У11у о! Ыаетосу1ез Ьаз Ьееп по1ей !ог Зассаготусез сегеигзгае апй Басй- 
1из зиЪБНз 1Ыап опе !ог 1а1ех-
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