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Описано изменение морфометрических показателей гемоцитов 
пиявок в ответ на осмотическую нагрузку. Применение методов свето­
вой микроскопии позволило оценить линейные параметры и поведе­
ние клеток циркулирующей жидкости в растворах с различной осмо- 
лярностью. Получены данные об ответной реакции больших амебоци­
тов, средних амебоцитов и неамебоцитов пиявок на инкубацию 
в гипер- и гипотонической среде.
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В в е д е н и е

П оддержание постоянства внутренней среды является важ ной ф ункцией ж ивой си сте­
мы  на разны х уровнях организации. О собое значение этот процесс им еет для норм альной ж и з­
недеятельности водны х ж ивотных. Сохранение стабильности происходит за счет сбалансиро­
ванной работы  нескольких систем организм а -  это изменение проницаем ости покровов, вы де­
ление излиш них солей, потребление воды  ж ивотны м  при недостатке ж идкости. Н екоторы е из 
этих явлений описаны  для аннелид. Так, Т.Н . Б 1е{г и К.Н. А А агай о в 1970 г описали способ­
ность дож девого червя поддерж ивать постоянство внутренней среды  после пом ещ ения в сб а ­
лансированны й водны й раствор или дистиллированную  воду. При этом  важ ную  роль играли 
процессы  избирательной проницаем ости покровов ж ивотного. Но все же эти м еханизм ы  не я в ­
лялись идеальны ми, и через определенное время черви увеличивались в объеме и массе, после 
чего начиналось активное вы деление ж идкости и солей [1]. Во врем я разбавления или кон цен ­
трирования целом ической ж идкости в ф орменны х элементах происходят определенны е струк­
турны е изменения. М. К. КаввсИаи е{ а1. описали увеличение количества лож нонож ек у  клеток 
дож девого червя, пом ещ енны х в гипертоническую  среду. И зменение концентрации раствора 
способствовало перестройке цитоскелета и влияло на способность клеток к адгезии [2].

А вторам и ранее проведены  исследования и опубликованы  данны е о морф ом етрических 
показателях и типологии гем оцитов различны х представителей аннелид [3, 4]. О днако деталь­
ного исследования влияния изменения тоничности среды на м орф оф ункциональны е свойства 
клеток циркулирую щ ей ж идкости м едицинской и больш ой лож ноконской пиявок ранее не 
проводилось.

Целью данной работы  является изучение динам ики м орф ом етрических показателей 
гем оцитов пиявки м едицинской (Ш ги ёо теёгстаНз) и пиявки больш ой лож ноконской (Н ет о- 
ргз запдигзида) в ответ на осм отическую  нагрузку.

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

И сследования проведены  в течение 2011-2013 годов на базе каф едры  анатомии и ф и ­
зиологии ж ивы х организм ов Ф ГА О У  ВПО «Белгородский государственны й национальны й и с­
следовательский университет».

В эксперим ентах использованы  представители видов Нает оргз запдигзида  и Н ггиёо  
т еёгст аШ  (отряд Ш ги& п от огрка). Видовую  принадлеж ность ж ивотны х определяли с и с­
пользованием  различны х источников [5, 6].

Д ля обездвиж ивания исследуем ы х ж ивотны х использовали кратковрем енное п огруж е­
ние в 10% этиловы й спи рт [7].

Д ля проведения эксперим ента использовали циркулирую щ ую  ж идкость 12 представи­
телей каж дого вида. Гемоциты  получали путем  отбора ж идкости м икропипеткой из брю ш ной 
лакуны  пиявок. Из системы  распределения каж дой особи отобрано и обработано не менее 
100 клеток.

Полученные форменные элементы использовали для изучения морфологии и функцио­
нальной активности. Для этого были проведены исследования нефиксированных клеток с приме­
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нением световой микроскопии (№коп ЕсНрве Т1-Е). Все измерения были выполнены с использова­
нием анализатора изображений «ВидеоТест» (ООО «Микроскоп Сервис», г. Санкт-Петербург).

О сморегуляторны е реакции ф орм енны х элементов исследовали с пом ощ ью  проб с ги ­
потоническим и и гипертоническим и нагрузками. О смолярность растворов хлорида натрия, 
использовавш ихся в эксперименте, составляла 273,7 м осм оль/л для ф изиологического раство­
ра хлорида натрия (0,8% № С1), 136,8 мосмоль/л для гипотонического раствора хлорида натрия 
(0,40% № С1) и 374,5 мосм оль/л для гипертонического раствора хлорида натрия (1,2% ЫаС1) [7, 
8]. И нкубацию  гем оцитов в растворах разной осмолярности осущ ествляли в течение 30 м инут 
при тем пературе 24оС.

П олученны е данны е обработаны  при пом ощ и м етодов вариационной статистики.

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

Анализ клеточного состава гем оцитов м едицинской пиявки позволил разделить все ге- 
м оциты  Н . теёгстаНз на 3 типа (таблица 1).

Таблица 1
М ор ф о м етр и ч ески е п о к азател и  гем оц и тов  Н . т ед\ст а1г&, и н к уб и р о в ан н ы х 

в  р а ств о р ах  р азл и ч н о й  о см о л я р н ости

Тип клеток
Линейные размеры 
клетки по длинной 

оси (р т)

Линейные размеры 
клетки по короткой 

оси (р т)

Линейные размеры 
ядра по длинной 

оси (р т)

Линейные размеры 
ядра по короткой 

оси (р т)
Изотоническая среда

БА 10 .9 3 ±3.13 6 .5 ±3.27 3 .11±0.57 2.55±0.б1

СА 4.30±1.22 4 .6 ±0 .99 2.66±0.73 1.81±0.37

НА 6.13±1.72 7.1±1.42 3 .17±0 .42 2.84±0.29
Гипотоническая среда

БА 12.39±1.32 12.91±1.31* 4.б1±0.б5* 2.42±0.48

СА 7.84±1. 41* 7 .21±0 .97* 4 .2 5 ±0 .3 2 * 1.94±0.2б

НА 8.11±0.47* 8 .9 5±0.72 5 .97±0 .3 8 * 2.01±0.б7
Гипертоническая среда

БА 7.52±2.01 6.31±2.17 4 .51±0 ,72* 2 .13±0 .54

СА 3 .8 2 ±2.55 2.59±0.18* 3.12±0.41 1.75±0 .38

НА 6.17±0.31 4.25±0.11* 4 .71±0 .3 4 * 2.11±0.7б

Примечание: БА -  Большие Амебоциты; СА -  Средние Амебоциты; НА -  Не Амебоциты; * -  досто­
верность различий между значениями линейных параметров в изотонических условиях и в условиях изме­
ненного осмотического давления (р<0,05); достоверность различий оценивали по ^-критерию Стьюдента.

Больш ие Ам ебоциты  (БА) -  крупны е клетки, которы е при приж изненном  наблю дении 
дем онстрировали бы строе изменение ф ормы  и направленное перемещ ение к чуж еродном у 
объекту. Ц итоплазм а содерж ит вакуоли, а так ж е больш ое количество светлы х и тем ны х гра­
нул, которы е, возмож но, являю тся ф агоцитированны м  материалом. Гемоциты  перемещ аю тся 
посредством образования ш ироких лобоподий и соверш енно не способны  к образованию  ф и- 
лоподий. Я дро им еет небольш ие разм еры  и заним ает полож ение, близкое к центральному. По 
мере перемещ ения клетки, полож ение ядра меняется. БА появляю тся в системе циркуляции в 
ответ на повреж дение целостности покровов. Эти клетки отсутствую т в гемолимф е пиявки, у  
которой пробу отбираю т впервы е, и, видимо, являю тся тканевы м и м акроф агам и, которы е вы ­
ходят в лакуны  для остановки кровопотери и защ иты  организма.

В условиях гипотонии БА сниж аю т двигательную  активность, клетки адгезирую т к п о д ­
лож ке и другим  гем оцитам . Этот тип клеток уплощ ается в дорзо-вентральном  направлении и 
растекается по субстрату. М ембрана образует на поверхности многочисленны е складки, ц и то­
плазма вакуолизируется.

В условиях повы ш енного осмотического давления линейны е разм еры  клеток ум ен ь­
ш аю тся. Д вигательная активность БА сниж ается, м ембрана образует больш ое количество скла­
док и вы пячиваний на дорзальной поверхности.

Средние Ам ебоциты  (СА) -  это наиболее м ногочисленны й тип клеток в гем олим ф е Н. 
теёгстаНз, клетки округлой ф ормы  с однородной цитоплазм ой и равном ерно окраш енны м  
ядром, см ещ енны м  к периф ерии клетки. Д анны й тип гем оцитов не способен к активном у л и ­
нейном у передвиж ению , но за счет длинны х филоподий, нередко происходит поворот клеток и
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небольш ое спонтанное см ещ ение. Ц итоплазма вакуолизирована, присутствую т гранулы . К лет­
ки способны  вы пускать длинны е ф илоподии и ф агоцитировать чуж еродны е объекты.

П осле инкубации клеток в условиях пониж енного осм отического давления отметили 
увеличение разм еров гемоцитов. Л ож нонож ки ф орм ирую тся в м еньш ем  количестве по сравн е­
нию  с клеткам и в изотонии, они им ею т вид тонких нитевидны х образований. М ембрана р а з­
глаж ивается и не образует складок. Гемоциты  приобретаю т тороидальную  ф орм у -  с углубле­
нием  в центральной части клетки и приподнятой периф ерией.

П овы ш ение осмотического давления способствовало сниж ению  двигательной активно­
сти, клетки практически полностью  прекращ аю т образовы вать филоподии. Гем оциты  при об­
ретаю т угловатую  ф орму, на поверхности появляю тся крупны е впадины  и возвы ш ения.

Клетки, не способны е к сам остоятельном у передвиж ению , не ам ебоциты  (НА) -  клетки 
круглы е или овальны е с четким и контурам и, которы е в зависим ости от разм ера бы ли п оделе­
ны  на два подтипа, больш ие -  с крупны м  ядром  и меньш ие по разм еру -  с небольш им  ядром. 
Это гемоциты  с увеличенны м  ядерно-цитоплазматическим  отнош ением, ядро обы чно смещ ено 
к периф ерии клетки, цитоплазм а м ож ет содерж ать гранулы  и вакуоли. В условиях изм ен ен но­
го  осмотического давления явны х м орф ологических изменений у  данного типа гем оцитов не 
отметили. Размеры  увеличиваю тся как при инкубации в гипотонических, так  и в гипертониче­
ских условиях.

Клеточный состав циркулирую щ ей ж идкости больш ой лож ноконской пиявки объеди ­
няет три типа клеток (таблица 2).

Больш ие амебоциты  (БА) представляю т собой крупны е клетки, которы е активно п ер е­
мещ аю тся в гем олим ф е. БА содерж ат крупное ядро, которое см ещ ено к периф ерии. Ц итоплаз­
ма им еет зернисты й ви д и заполнена гранулам и и вакуолями. Гемоциты  способны  к  активному 
ф агоцитозу. Клетки вы пускаю т длинны е лож нонож ки, которы е при объединении нескольких 
клеток переплетаю тся м еж ду собой и образую т тяж и до 15 р т .  БА м ассово появляю тся после 
повреж дения целостности эндотелия лакун пиявки, что, видим о, является защ итной реакцией.

В гипотонической среде этот тип гем оцитов увеличивается в размерах. Клетки образу­
ю т складки и немногочисленны е ф илоподии по краю.

П овы ш ение осмотического давления увеличивает подвиж ность клеток этого типа, ге- 
м оциты  ф орм ирую т длинны е псевдоподии.

Таблица 2
М о р ф о м етр и ч ески е п о к азател и  гем оц и тов  Н . .чапдиг.чида, и н к уб и р о в ан н ы х 

в  р а ств о р ах  р азл и ч н о й  о см о л я р н ости

Тип
клеток

Линейные раз­
меры клеток по 

длинной оси 
(р т)

Линейные раз­
меры клеток по 

короткой оси 
(р т)

Линейные раз­
меры ядра по 
длинной оси 

(р т)

Линейные раз­
меры ядра по 
короткой оси 

(р т)

Линейные раз­
меры псевдопо­

дий (р т)

Изотоническая среда
БА 6.о6±о.44 6.б1± 0.42 1.4 4 ±0 .0 7 1.07±0.27 4.02±1.23
СА 4 .9 4 ±0 .63 3 .8 з±0 .67 0 .51±0.13 1.42 ±0.29 2.5Ы0.72
МА 2 .75±0.32 2 .4 3 ±0.27 0.79±0.16 0.42±0.18 3 .35±0 .96

Гипотоническая среда
БА 8.61±о .67* 7.48±о.28* 0.81±0.14* 0.93±0.21 3 .5 б±1.71
СА 7 .9 5 ±0 .31* 5 .37±0 .24* 0 .75±0 .0 5 * 1.12±0.11* 2 .5 4 ±0.32
МА 2 .9б±0.55 2 .5 3 ±0.35 1.05±0.19 1.31±0.21* 3 .4 8 ±1.64

Гипертоническая среда
БА 7.7Ы0.41* 6.53±0.26 0.95±0.28* 0 .6з±0 .49 3 .8 8 ±о.97
СА 3.68±о .67 4 .4 4 ±0 .97 0.96±о .17* 0.91±0.23 2 .14±о.54
МА 2.78±0.31 2.34±0.22 0 .9 4 ±0.31 0 .5 3±0.15 1.61±о .47*

Примечание: БА -  Большие Амебоциты; СА -  Средние Амебоциты; МА -  Малые Амебоциты; * -  
достоверность различий между значениями линейных параметров в изотонических условиях и в услови­
ях измененного осмотического давления (р<0,05); достоверность различий оценивали по {-критерию 
Стьюдента.

Средние амебоциты (СА) немногочисленны, клетки имеют округлую ф орму и правильный 
контур. Клетки среднего размера с небольшим ядром. Цитоплазма светлая, иногда присутствуют 
гранулы. Клетки способны образовывать длинные, короткие псевдоподии по типу филоподий, к 
активному передвижению не способны, но перемещаются пассивно с током жидкости и не распла­
стываются. Амебоциты не фагоцитируют, и, видимо, выполняют запасающую функцию.

В условиях измененного осмотического давления СА  увеличивались в размерах.
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М алые амебоциты  (М А) это наиболее м ногочисленны й тип среди ф орменны х элем ен­
тов больш ой лож ноконской пиявки, численность клеток составляю т 98-99%  всей клеточной 
популяции. Клетки им ею т круглую  форму, линейны е разм еры  клеток значительно варьирую т. 
М А способны  образовы вать длинны е псевдоподии, которы е по ф орме являю тся ф илоподиями 
и достигаю т длины  до 6 д т .  Клетки этого типа способны  к активном у перемещ ению , которое 
они осущ ествляю т за счет движ ения лож нонож ек. Н екоторы е малы е амебоциты  содерж ат 
больш ое количество вакуолей и вклю чений в цитоплазме, что говорит об их способности к ф а­
гоцитозу. В гипотонических условиях наблю дали образование складок м ембраны, которы е за ­
нимали как дорзальное, так и латеральное полож ение. О тдельные клетки распласты вались на 
подлож ке с образованием  циркулярной лам еллоплазмы . Д анны е м орф ологические изменения 
отраж аю тся на м икрорельеф е клетки.

П овы ш ение осмотического давления вы зы вает сниж ение двигательной активности 
клеток. Гем оциты  приобретаю т угловаты е очертания, цитоплазма вакуолизируется.

З а к л ю ч е н и е
Реакция гем оцитов на изменение осмотических условий несколько отличается у  и зу­

ченны х представителей подкласса Ш гиёт еа.
Все гем оциты  Н . теёгстаНз в условиях пониж енного осмотического давления дем он­

стрировали увеличение линейны х размеров. О дноврем енно ф иксировали сниж ение дви га­
тельной активности.

Гемоциты  типа БА одноврем енно с увеличением  разм еров сохраняли способность обр а­
зовы вать филоподии. Реакция клеток Н . запдш зида  на сниж ение осм отического давления ока­
залась идентичной. П оэтом у м ож но отметить хорош ую  приспособленность гем оцитов Н . т е- 
йгстаНз и Н . запдш зида  к  гипотоническим  условиям. Э тот ф акт объясняет эврибионтность м е­
дицинской и больш ой лож ноконской пиявок. П редставители этих видов легко переносят м ас­
ш табны е пересы хания водоемов.

Увеличение солености среды  вы зы вает уменьш ение линейны х параметров гемоцитов
Н . теёгстаНз, при этом, ф орменные элементы  гем олим ф ы  Н . запдигзида  реагировали на ги ­
пертонические условия увеличением  размеров.
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