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АННОТАЦИЯ

Проведена оценка влияния температурного фактора на морфометрические и фи­
зические показатели эритроцитов и полиморфноядерных лейкоцитов белого 

амура Ctenopharyngodon idella методом атомно-силовой микроскопии. Установлено, 
что морфометрические показатели полиморфноядерных лейкоцитов изменяются как 
при пониженной (5оС), так и при повышенной (до 40оС) температурах инкубации, у 
эритроцитов только при повышенной температуре. При снижении температуры ин­
кубации увеличивается упругость красных и белых клеток крови, при повышении 
температуры инкубации повышается их адгезионный показатель.
к
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AbSTRACT

In vitro experiments were conducted to estimate the effect of temperature on morphometric 
and physical peculiarities of erythrocytes and polymorphonuclear Ctenopharyngodon 

idella leucocytes. The results of the present study show that the morphometric peculiarities 
of polymorphonuclear leukocytes were both changed at low (5oС) and high (40oC) 
temperatures, the change of morphometric parameters of erythrocytes was found only at 
elevated temperature. When the temperature of incubation was decreased, the elasticity of 
red and white blood cells increased. When the temperature of incubation was increased, the 
cells’ adhesive indices increased..

ey w ords: erythrocyte, polymorphonuclear leukocytes, morphometric, elasticity, 
adhesion, AFM, temperature.
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В научной литературе достаточно полно 
описана общая картина изменений, проис­
ходящих в организме млекопитающих жи­
вотных и человека при остром перегревании 
[1, 8, 4, 14]. Имеется много работ, в которых 
подробно описано влияние разных факто­
ров на морфологические характеристики ге- 
моцитов рыб [3, 7, 12]. Вместе с тем, вопрос 
о действии температурного фактора на мор­
фометрические показатели эритроцитов и 
полиморфноядерных лейкоцитов рыб иссле­
дован недостаточно. Еще менее изученными 
являются физические показатели красных и 
белых клеток крови рыб в условиях действия 
пониженной и повышенной температур ин­
кубации.

Цель работы: оценка влияния темпера­
турного фактора на морфометрические и фи­
зические показатели, в частности, адгезию и 
упругость Ctenopharyngodon idella в услови­
ях in vitro.

м атери алы
и методы исследования

В работе использовали периферическую 
кровь белого амура Ctenopharyngodon idella. 
Объектами исследования служили ядерные 
эритроциты и полиморфноядерные лейко­
циты (ПМЯЛ).

Забор крови у рыб проводили из хвосто­
вой вены. Для предотвращения свертывания 
крови использовали гепарин в отношении 
10 ед. гепарина на 1 мл крови. Полученную 
кровь центрифугировали 10 мин при отно­
сительной силе центрифугирования равной 
400g. Суспензии эритроцитов и лейкоцитов 
разбавляли изотоническим раствором (0.6% 
NaCl) [7]. Красные и белые клетки крови ин­
кубировали при комнатной (20оС), понижен­
ной (5оС) и повышенной (40оС) температу­
рах (тоС) в течение 2 часов. После инкубации 
клеток делали мазки крови. Методом АСМ 
исследовали по 20-25 клеток в каждой из се­
рий пробоподготовки. Сканирование клеток 
крови проводили на атомно-силовом микро­
скопе ИНТЕГРА Вита (конфигурация на базе 
инвертированного оптического микроскопа 
Olympus IX-71).

Изучение морфометрических параме­
тров выполняли в режиме полуконтактного

сканирования [13] с частотой развертки 0,6­
0,8 Hz, используя кантилевер серии NSG03 
с жесткостью 1,1Н/м и радиусом закругле­
ния 10 нм [11]. На полученных сканах из­
меряли площадь (S, рм2), периметр (P, рм), 
большой (D, рм) и малый (d, рм) диаметры, 
а также объем (V, рм3) клеток. С помощью 
программного обеспечения «Nova» (NT 
MDT, Зеленоград, 2009) строили кривые 
профиля клеток крови, на которых опреде­
ляли их адгезию (нН), с помощью програм­
мы «Image Analysis 3.5.0.2070» измеряли 
упругость (кПа) эритроцитов и ПМЯЛ (мо­
дуль Юнга). Полученные эксперименталь­
ные данные были статистически обработа­
ны. Достоверность различий полученных 
результатов оценивали с использовани­
ем U-критерия Уилкоксон-Манна-Уитни 
(*, р<0 ,0 5 ).

Результаты  исследования
и их обсуждение

На рис. 1 представлены сканы эритроци­
тов Ctenopharyngodon idella, полученных при 
АСМ-сканировании мазков после инкубации 
в условиях разных температур.

Как видно на рисунке 1а, после инкуба­
ции при температуре 5оС поверхность клет­
ки выпуклая в центре (в зоне ядра), бли­
же к краю она вогнутая, на самом крае -  с 
мелкими складками, клетка имеет круглую 
форму.

При комнатной (20оС) температуре ин­
кубации (см. рис. 1б) эритроциты эллипти­
ческой формы с выпуклой поверхностью в 
области ядра и складчатостью плазматиче­
ской мембраны, что типично для красных 
клеток крови низших позвоночных живот­
ных [6, 5].

В условиях повышенной температуры 
инкубации (см. рис. 1в), равной 40оС, коли­
чество складок меньше и выпуклость эри­
троцитов слабее по сравнению с температу­
рой 20оС, форма клетки ближе к округлой.

Общеизвестно, что для лейкоцитов, в 
том числе ПМЯЛ, которые являются клетка­
ми с высокой активностью [10], характерно 
то, что любое изменение температуры ин­
кубации также воздействует на их морфоло­
гию [7, 9].
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Рис. 1. Эритроцит белого амура Ctenopharyngodon idella после инкубации при температуре:
а -5 оС; б -20оС; в -40оС.

Fig. 1. Erythrocytes Ctenopharyngodon idella after incubation at temperature of:
а -5 оС; б -20оС; в -40оС.

На рис. 2 представлены сканы полимор­
фноядерных лейкоцитов белого амура, полу­
ченные при разных температурах инкубации. 
Как видно из рисунков, по внешнему виду 
ПМЯЛ не сильно различаются. Все клетки 
имеют шероховатую форму, характерную для 
гранулоцитов [7].

В таблице 1 представлены морфометри­
ческие показатели эритроцитов и ПМЯЛ 
Ctenopharyngodon idella, полученные после 
инкубации при разных температурах.

Как видно из таблицы, снижение темпе­
ратуры инкубации до 5оС не влияет на мор­
фометрические характеристики эритроцитов 
по сравнению с температурой 20оС. Повыше­

ние температуры до 40оС приводит к умень­
шению объема на 28,1% (p < 0,05) и увели­
чению периметра на 5,4% (p < 0,05) красных 
клеток крови по сравнению с комнатной тем­
пературой.

При пониженной температуре инкубации 
площадь, объем и большой диаметр ПМЯЛ 
возрастают на 43,5%, 17,3% и 15,9% соответ­
ственно по сравнению с инкубацией при тем­
пературе 20оС. Повышение температуры ин­
кубации до 40оС также вызывает увеличение 
морфологических показателей полиморфно­
ядерных лейкоцитов -  площади (на 62,3%), 
объема (на 129,3%), периметра (на 5,4%) по 
сравнению с комнатной температурой.
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Рис. 2. Полиморфноядерные лейкоциты белого амура Ctenopharyngodon idella 
после инкубации при температуре: а -  5оС; б -  20оС; в -  40оС.
Fig. 2. Polymorphonuclear leukocytes of Ctenopharyngodon idella 

after incubation at temperature of: а -5°С; б -  20оС; в -  40оС.

Имеются разные литературные данные о 
толерантности к температуре у Ctenopharyn- 
godon idella. Согласно исследованиям Vovk 
P.S. (1979) и Svedentsov E. P. (2006), фрай и 
мальки белого амура выдерживают темпера­
туру воды от 0 до 40оС. Chilton E.W.II. и Mu- 
oneke M.I. (1992) установили, что верхний 
летальный диапазон температур для молоди 
находится в пределах 33-41оС, а для двухле­
ток -  35-36оС. Bettoli и другие (1985) доку­
ментировали, что верхняя граница темпера­
туры для Ctenopharyngodon idella -  39,3оС,

а оптимальная температура -  25,3оС. В на­
шем эксперименте установлено, что низкая 
температура инкубации 5оС, находящаяся в 
зоне толерантности, не оказывает влияния 
на морфометрические показатели красных 
клеток белого амура, хотя их внешняя фор­
ма отличается от клеток, инкубировавшихся 
при комнатной температуре. При температу­
ре 40оС, являющейся критической, наблюда­
ем изменение морфологических показателей 
эритроцитов.
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Таблица 1
м орф ом етрические показатели клеток крови Ctenopharyngodon idella  при

действии температурного ф актора
Table 1

The m orphom etric param eters o f blood cells Ctenopharyngodon idella  under the
influence o f the tem perature factor

тоС Типы
клеток S V P D х d

5 oC
Э 60,138 ± 3,389 55.183 ± 

12.694 33,510  ± 1,149 9,952  ± 0,576 x 7,950 ± 0,411

п м я л
42,658 ± 

2 ,0 5 4 *
17,728 ± 
1,583* 25,161 ± 1,503 7,786 ± 0,316* x 6,354 ± 0,313

20oC
Э 56,890 ± 5,723 67,361 ± 

12,922 32,047 ± 1,154 9,805 ± 0,607 x 7,593 ± 0,381

п м я л 29,722 ± 3,467 15,259 ± 3,224 25,306 ± 1,658 6,716 ± 0,349 x 6,098 ± 0,577

40oC
Э 61,384 ± 4,179

48 ,433  ±
6 ,552*

33,765  ±
0 ,7 0 0 *

11,088 ± 0,895* x 7,968 ±
0,301

п м я л 29,524 ± 4,419 11,988 ± 
2 ,6 9 0 *

29,345  ± 
1,766* 6,610 ± 0,171 x 5,882 ± 0,161

Известно, что морфология клеток крови тесно связана со структурно-механическими свой­
ствами клеточных поверхностей, которые характеризуются упруго-эластическими свойствами 
[11]. В таблице 2 представлены показатели, характеризующие функциональную активность эри­
троцитов и ПМЯЛ Ctenopharyngodon idella под влиянием температурного фактора.

Таблица 2
П оказатели адгезии и упругости гемоцитов у  Ctenopharyngodon idella  

при действии температурного фактора
Table 2

Indicators o f adhesion and elasticity o f hem ocytes in  Ctenopharyngodon idella  
under the influence o f the tem perature factor

тоС Типы
клеток Адгезия (нН) Упругость (k n a)

5 oC
Э 25,451 ± 5,553 32,209 ± 4,164 *

п м я л 28.601 ± 5.250 33,611 ± 2,083 *

20oC
Э 24,887 ± 2,928 29,580 ± 2,567

п м я л 26,651 ± 3,109 29,079 ± 3,282

40oC
Э 29,593 ± 2,465 * 30,664 ± 2,885

п м я л 29,776 ± 3,416 * 30,441 ± 2,961

Установлено, что при пониженной темпе­
ратуре инкубации (5оС) упругость эритроци­
тов и ПМЯЛ белого амура на 8,9% (р < 0,05) 
и 15,6% (р < 0,05) выше по сравнению с тем­
пературой 20оС. Повышенная температура 
увеличивает показатель адгезии у эритроци­
тов на 18,9% (р < 0,05), полиморфноядерных

лейкоцитов -  на 11,7% (р < 0,05). Получен­
ные результаты соответствуют литературным 
данным [2], согласно которым адаптация 
белковых молекул к снижению температуры 
осуществляется за счет их лабилизации, что, 
по-видимому, ведет к увеличению упругости 
цитоплазматической мембраны.

с е р и я  Физиология



До Хыу Кует, Чернявских С.Д., Во Ван Тхань

ДЕЙСТВИЕ ТЕМПЕРАТУРНОГО ФАКТОРА НА МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ И
ФИЗИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЭРИТРОЦИТОВ И  ПОЛИМОРФНОЯДЕРНЫХ
ЛЕЙКОЦИТОВ CTENOPHARYNGODON IDELLA

Н А
а у ч н ы и
РЕЗУЛЬТАТ

Сетевой научно-практический журнал

24

заклю чение
Методом атомно-силовой микроскопии 

изучено действие температурного фактора на 
морфометрические и физические показатели 
эритроцитов и полиморфноядерных лейко­
цитов Ctenopharyngodon idella. Установлено, 
что при пониженной температуре инкубации 
(5оС) морфометрические показатели эритро­
цитов белого амура не изменяются, при повы­
шенной температуре -  увеличивается боль­
шой диаметр, периметр красных клеток крови

и уменьшается их объем. Снижение темпера­
туры инкубации (до 5оС) приводит к увеличе­
нию большого диаметра, объема и площади 
ПМЯЛ Ctenopharyngodon idella, повышение 
температуры (до 40оС) ведет к увеличению их 
периметра и снижению объема. Кроме этого, 
при снижении температуры инкубации уве­
личивается упругость эритроцитов и ПМЯЛ, 
при повышении температуры инкубации по­
вышается адгезионный показатель клеток.
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