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В данной работе продолжено исследование путей гибели клеток морских беспозвоночных в ответ на
холодовой стресс. Анализ изменений, происходящих в клетках мидии Mytilus trossulus после холодо-
вого стресса, проведенный с помощью разных методов, может стать ключом для идентификации
механизмов приспособления морских гидробионтов к изменению условий среды. К сожалению, с
помощью тестируемых ингибиторов апоптоза в культурах клеток личинок этого двустворчатого
моллюска после криоконсервации не удалось уменьшить апоптоз, а также увеличить жизнеспособ-
ность клеток. Возможно, апоптоз в данных культурах был редок или же у моллюсков имеется более
мощная, чем у млекопитающих, антиапоптозная система.
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Развитие методов криоконсервации морских
организмов позволит снять географические, се-
зонные и временные ограничения при проведении
экспериментальных исследований, расширив
идеи классика применения криоконсервации для
сохранения генофонда разных видов гидробион-
тов Б.Н. Вепринцева (Вепринцев, Ротт, 1985).
У прибрежных организмов, включая моллюсков,
программы клеточной смерти могут быть активи-
рованы при резких перепадах температуры
(Sokolova, 2009). Вероятно, морские организмы
должны обладать механизмами противодействия
факторам стресса (Halpin et al., 2002; Lockwood et al.,
2015). Известно, что вещества, содержащиеся в
гемолимфе этих животных, защищают фосфоли-
пидные везикулы от слияния и разрушения
(Loomis et al., 1988). У моллюсков рода Mytilus вы-
сокотемпературный стресс может индуцировать
изменения в экспрессии генов и белков (Lock-
wood et al., 2010). Уровни убиквитированных бел-
ков мидии Mytilus trossulus значительно выше при
тепловой акклимации, чем при холодовой (Buck-
ley et al., 2001). Подтверждением служит установ-
ленная позже толерантность гемоцитов мидий
M. galloprovincialis и M. californianus, по крайней
мере в течение короткого времени, именно к хо-
лодовому стрессу (Yao, Somero, 2012).

При охлаждении клеток важно избежать об-
разования внутриклеточного льда. Вероятно,
поэтому в состав криопротекторных растворов

должны входить вещества, защищающие клетки
от разрушения при холодовом стрессе. Компонен-
ты данных pаcтвоpов обладают способностью
cущеcтвенно изменять фоpму и pазмеpы
микpочаcтиц льда (Андреев и др., 2017). Как пока-
зано ранее, для замораживания клеток личинок
мидии M. trossulus оптимальными условиями явля-
ются использование проникающего через клеточные
мембраны криопротектора 5–10% диметилсуль-
фоксида (ДМСО) на морской воде и многоступен-
чатые режимы с низкими (до 2°C/мин) скоростя-
ми замораживания (Odintsova et al., 2017). Установ-
лено, что клетки мидии погибали в результате
механического разрушения, вызванного процес-
сом замораживания, а также при апоптозе и/или
некрозе, которые развивались в культурах после
оттаивания (Odintsova et al., 2017). Индукцию этих
процессов в значительной части клеток наблюдали
сразу после оттаивания, и она зависела от типа ис-
пользованного криопротектора.

Молекулярные механизмы, отвечающие за
контроль стрессовых условий, у млекопитающих
во многом определены (Wu, 2012), но у моллюс-
ков механизмы холодового повреждения до сих
пор неизвестны. Если ингибиторы апоптоза мог-
ли бы заблокировать апоптоз после заморажива-
ния клеток личинок двустворчатых моллюсков,
это способствовало бы более высокому выходу
жизнеспособных клеток. Однако уменьшить апо-
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птоз после замораживания-оттаивания нам пока
не удалось.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В качестве объектов исследования использо-

вали личинок мидии Mytilus trossulus Gould, 1850
(Bivalvia). Взрослых животных собирали в зал.
Восток Японского моря (Морская биологическая
станция “Восток” ННЦМБ им. А.В. Жирмунско-
го ДВО РАН) в мае 2017–2018 гг., помещали в ван-
ны с проточной морской водой и перед началом
эксперимента два-три раза промывали фильтро-
ванной морской водой, обработанной ультрафи-
олетом. Нерест индуцировали термическим шо-
ком; материал получали в результате искусствен-
ного оплодотворения. Личинок культивировали в
5-литровых аквариумах в термостате при темпе-
ратуре 16–17°С. На стадии трохофоры (22 ч после
оплодотворения при 17°С) личинок собирали на
газ для получения первичных культур клеток, как
описано ранее (Odintsova et al., 2017).

Контрольные незамороженные клетки личи-
нок мидии и клетки после замораживания-оттаи-
вания культивировали при концентрации 120–
150 × 103 клеток/на лунку в стерильной морской
воде с 2% эмбриональной сывороткой коров (Sig-
ma, США) в присутствии антибиотиков
(100 U/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептоми-
цина) в 6-луночных плато (TPP, Швейцария) при
17°C в течение 4–48 ч. Для индукции апоптоза
клетки инкубировали со стауроспорином (STS,
1–5 мкM), растворенным в ДМСО (1 мM) и хра-
нившимся при температуре –20°C. Для индукции
окислительного стресса к клеткам добавляли пе-
рекись водорода до конечной концентрации
125 мкM. Чтобы уменьшить уровень апоптоза по-
сле цикла замораживания-оттаивания, клетки
моллюсков инкубировали с ингибиторами апо-
птоза, хорошо известными для клеток млекопитаю-
щих (указана конечная концентрация, все ингиби-
торы получены из Sigma): Y-27632 (10–50 мкM, Y),
циклический пифитрин-α (5 мкM, Альфа) или
CHIR99021 (1–5 мкM, CHIR). В качестве поло-
жительного контроля для анализа эффектов ин-
гибиторов апоптоза (для подтверждения их ак-
тивности и методов оценки) использовали клетки
млекопитающих (первичную культуру мышиных
эмбриональных фибробластов и опухолевые
клетки человека линии HCT 116, Sigma, Герма-
ния). Эти клетки инкубировали либо только с ин-
гибиторами апоптоза, либо с ингибиторами апо-
птоза в присутствии STS. Эффекты ингибиторов
апоптоза для клеток млекопитающих описаны ра-
нее (Mehlen et al., 1996; Pirnia et al., 2002; Marión
et al., 2009; Peh et al., 2015).

Приготовленная на стерильной морской воде
(соленость 34‰) криопротекторная смесь содер-
жала лишь ДМСО (Sigma-Aldrich, США). В опытах
использовали трехступенчатый режим с низкими
скоростями замораживания (Odintsova et al., 2017).

Жизнеспособность клеток оценивали тремя
способами: с помощью теста по исключению кра-
сителя трипанового синего с прямым подсчетом
клеток в камере Горяева; колориметрическим
МТТ-методом (Mosmann, 1983), основанным на
измерении метаболической активности митохон-
дриальных ферментов в жизнеспособных клет-
ках; окраской флуоресцентным красителем DAPI
с последующим анализом на проточном цитомет-
ре CytoFlex (Beckman-Coulter, США).

Чтобы определить возможное изменение
клеток и оценить уровень апоптоза в культурах
клеток моллюсков до и после замораживания-
оттаивания, использовали проточную цитомет-
рию. Цитометрический анализ клеток, окра-
шенных зелеными флуоресцентными красками
H2DCFDA-, FLICA®- или YO-PRO™-1 (лазер с
длиной волны 488 нм) и ультрафиолетовой крас-
кой DAPI (лазер с длиной волны 405 нм) прово-
дили в течение 20 мин после окраски. В каждом
образце оценивали не менее 20000 событий. Ана-
лиз клеточных образцов, проведенный с помо-
щью двух разных комбинаций окраски: FLICA–
DAPI и YO-PRO-1–DAPI, отражал количество
клеток на стадии раннего и позднего апоптоза, а
также количество мертвых клеток в культурах кле-
ток моллюсков. Временное окно для детекции апо-
птоза за счет связывания с FLICA-реагентом или
окраски YO-PRO-1 было намного шире, чем при
оценке связывания с обычно применяемым мар-
кером апоптоза аннексином V (Pozarowski et al.,
2003; Wlodkowic et al., 2011). Идентификацию ти-
пов клеток и контроль их состояния проводили с
помощью световой и электронной микроскопии,
используя инвертированный микроскоп Axiovert
200 (Carl Zeiss, Германия) и трансмиссионный
электронный микроскоп Zeiss Libra 120 (Carl
Zeiss), в Центре коллективного пользования
“Дальневосточный центр электронной микроско-
пии” ННЦМБ им. А.В. Жирмунского ДВО РАН.

Для электронной микроскопии образцы кле-
ток моллюсков, взятые через 30 мин и 4 ч после
оттаивания, центрифугировали при 600 g в тече-
ние 5 мин. Полученные осадки вкалывали в ку-
сочки агарозы (0.8%, 3–5 мм3) и после промывки
морской водой фиксировали в течение 2 ч при
16°C в растворе промывающего буфера (ПБ), со-
держащем 2% глютаральдегид (Sigma), 100 мM
HEPES-KOH (pH 7.4), 350 мM NaCl и 140 мM
маннитол, затем снова несколько раз промывали
в ПБ. Осмотичность растворов для фиксации и
промывок соответствовала осмотичности мор-
ской воды (34‰). Полученные на ультрамикротоме
Leica EM UC6 (Leica Microsystems, Германия) уль-
тратонкие срезы красили уранил ацетатом с по-
следующей обработкой цитратом свинца, как
описано ранее (Yakovlev, 2016).

Файлы, полученные с помощью программно-
го обеспечения CytExpert v.2.0 (Beckman-Coulter,
США), анализировали в программе Kaluza v.2.1.
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Статистическую обработку результатов выполня-
ли с применением ANOVA и с последующим мно-
жественным сравнением с помощью программы
Excel 2013 (Microsoft, США). Каждый экспери-
мент выполнен не менее трех раз. Результаты
представлены как среднее значение ± стандарт-
ное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Замораживание в жидком азоте культур кле-

ток, полученных из соматических тканей мол-
люсков, позволяет сохранить жизнеспособными
более 75–80% клеток (Odintsova, Tsal, 1995; Poncet
et al., 2002; Poncet, Lebel, 2003; Hanquet-Dufour et al.,
2006; Walker et al., 2009; Stickle et al., 2010).
В отличие от соматических клеток, клетки ран-
них стадий развития гидробионтов намного чув-
ствительнее к низким температурам (Roux et al.,
2008; Przeslawski et al., 2015). После заморажива-
ния-оттаивания сохраняется не более 15–20%
клеток личинок моллюсков, замороженных при
тех же условиях, что и их соматические клетки
(Odintsova, Tsal, 1995; Naidenko, 1997). Эти про-
блемы при сохранении личиночного материала
моллюсков заставили искать новые подходы.

Для контрольных незамороженных клеток ли-
чинок мидии Mytilus trossulus характерна высокая
жизнеспособность. Согласно нашим данным,

жизнеспособность клеток после замораживания-
оттаивания значительно различалась в зависимо-
сти от методов воздействия и оценки (рис. 1).
Стауроспорин после замораживания достоверно
увеличивал количество клеток, находящихся в
апоптозе (рис. 1а), тогда как ингибиторы апопто-
за не снижали это количество и не увеличивали
число жизнеспособных клеток.

Несмотря на все преимущества проточной ци-
тометрии, стандартом для конечной классифика-
ции путей гибели клеток считают трансмиссион-
ную электронную микроскопию (Pozarowski et al.,
2003). На этом основании мы провели уль-
траструктурный анализ морфологии клеток ми-
дии после замораживания-оттаивания (рис. 2).
На обоих сроках тестирования (30 мин и 4 ч после
оттаивания) морфология клеток в культурах ми-
дии была сходной, поэтому мы представляем ре-
зультаты, полученные в культурах клеток личи-
нок мидии через 30 мин после оттаивания. Как и
в предыдущей работе (Odintsova et al., 2017), в пре-
паратах мидии после замораживания-оттаивания
присутствовали четыре основные популяции кле-
ток: живые клетки (рис. 2а); мертвые клетки, погиб-
шие в результате процесса замораживания (рис. 2б)
или некроза (рис. 2в); редко встречающиеся апо-
птозные клетки (рис. 2г) (Odintsova et al., 2017).

Мы надеялись, что доля культивируемых кле-
ток мидии, погибающих путем апоптоза после за-

Рис. 1. Жизнеспособность клеток личинок мидии Mytilus trossulus до и после замораживания-оттаивания (30 мин),
определенная с помощью проточной цитометрии (а) и колориметрического MTT-метода (б). Ключ обработок: кон-
трольные незамороженные клетки (C); среда без клеток (C-); незамороженные клетки после воздействия индуктора
химического апоптоза стауроспорина (C + STS); незамороженные клетки после воздействия окислительного стресса
(C + H2O2); клетки после замораживания-оттаивания: в присутствии 7% ДМСО (FR), в присутствии STS (1 мкM) и инги-
биторов апоптоза: CHIR (1 мкM), Альфа (5 мкМ), Y (10 мкM). Уровень значимости выбран как *P < 0.05 и **P < 0.01.
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мораживания-оттаивания, может быть снижена за
счет введения ингибиторов апоптоза. Однако таким
способом нам не удалось повысить жизнеспособ-
ность клеток мидии после цикла замораживания-
оттаивания, возможно, потому, что апоптоз в этих
культурах был редок, или благодаря наличию у мол-
люсков более мощной, чем у млекопитающих, ан-
тиапоптозной системы (Zhang et al., 2012).
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Cultivated Cells of the Mytilus trossulus Gould, 1850: Effect of Cold Stress
N. A. Odintsova

National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690041, Russia

This study continues our previous work on the death pathways of marine invertebrate cells in response to cold
stress. An analysis of changes in molluscan cells after cold stress, carried out with the use of various methods,
can be the key to revealing the mechanisms of adaptation of marine hydrobionts to changes in environmental
conditions. Unfortunately, using tested apoptosis inhibitors, we could not get either a decrease in apoptosis or an
increase in cell viability in primary cell cultures of bivalve larvae after the freeze-thaw cycle. Probably, apoptosis is
rare in these cell cultures or mollusks possess a more powerful anti-apoptotic system than that of mammals.
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