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По данным световой микроскопии гемоциты Crenomytilus grayanus представлены пятью морфотипа-
ми, типичными для двустворчатых моллюсков. В период половой инертности (конец октября) соот-
ношение клеток было следующим: (1) гемобласты (0.2 ± 0.1%), (2) гиалиноциты (1.9 ± 0.3%), а также
(3) базофильные (10.9 ± 1.4%), (4) нейтрофильные (13.3 ± 3.0%) и (5) эозинофильные (74.1 ± 2.9%) гра-
нулоциты. Методом проточной цитометрии гемоциты в соответствии с их размером (FSC) и внут-
ренней структурой (SSC) дифференцировались на четыре группы (R). Корреляционный анализ по-
казал соответствие группы R1 гемобластам, R2 – гиалиноцитам, R4 – гранулоцитам и их эозино-
фильным формам; однако в летний сезон корреляции не выполнялись. Морфология гемоцитов и
количественные отношения между их структурными типами свидетельствуют в пользу гистогенети-
ческой преемственности гиалиноцитов и гранулоцитов в соответствии с моделью гемопоэза Микса.
Расположение клеток на гистограмме светорассеяния (FSC vs. SSC) отражает степень их зрелости,
зависит от функционального статуса и может изменяться при нарушениях митотического цикла.
Популяция гемоцитов C. grayanus характеризуется низкой скоростью обновления и доминировани-
ем эозинофильных гранулоцитов (до 99% от всех клеток в период половой инертности), что пред-
полагает стратегию, направленную на длительное сохранение высокодифференцированных форм
клеток, и согласуется с высокой продолжительностью жизни вида.
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В настоящее время во всем мире двустворча-
тых моллюсков добывают, культивируют, а также
широко используют в качестве биоиндикаторов.
Это определяет важность понимания их нормаль-
ной организации, адаптивных возможностей и
особенностей реагирования на стресс. Одной из
систем Bivalvia, подходящих для биоиндикации,
является гемолимфа. Ее показатели весьма чув-
ствительны к внешнему воздействию и рассмат-
риваются как перспективные биомаркеры состоя-
ния морской среды (см. обзоры: Анисимова, 2013;
Renault, 2015). Применяя гемолимфу в биомони-
торинге, следует учитывать биологию используе-
мых организмов, в первую очередь видовые осо-
бенности гемограммы и саму гистогенетическую
стратегию вида. Соотношение гранулярных и
агранулярных форм клеток в гемолимфе значи-
тельно варьирует у разных представителей класса.
Так, у митилид чаще отмечают преобладание грану-
лоцитов над гиалиноцитами (Carballal et al., 1998;

Wootton et al., 2003; Galimany et al., 2008; Le Foll et al.,
2010; Анисимова, 2012), а у устриц (Allam et al.,
2002; Rebelo et al., 2013) и морских гребешков
(Дзюба, Романова, 1992; Estrada et al., 2013), как
правило, наблюдают обратное соотношение.
Противоположные сведения опубликованы и для
мидий (Andreyeva et al., 2019; Parrino et al., 2019), и
для устриц (Sun et al., 2018), однако эти противо-
речия можно объяснить различием в физиологи-
ческим статусе или условиях обитания моллюс-
ков (см. обзор: Анисимова, 2013). Причины видо-
вых различий нечасто обсуждаются в литературе;
более того, до сих пор отсутствует единое мнение
о классификации и гистогенетических отноше-
ниях гемоцитов Bivalvia. Одна из схем предпола-
гает, что гранулоциты и гиалиноциты – это от-
дельные линии, происходящие из разных камби-
альных источников (Cheng, 1981), согласно
другой схеме все клетки в популяции гемоцитов
представляют единый морфофункциональный
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тип на разных стадиях дифференцировки (Mix,
1976; Ottaviani et al., 1998; Rebelo et al., 2013). Не
исключено, что различия в клеточном составе ге-
молимфы могут отражать особенности видовой
стратегии поддержания тканевого гомеостаза.
Последний обеспечивается быстрым обновлени-
ем клеточных популяций за счет стремительной
пролиферации и апоптоза, как, например, в тка-
нях короткоживущего морского гребешка Aequi-
pecten opercularis, или длительной сохранностью
уже имеющихся клеток за счет эффективной ан-
тиоксидантной защиты при низких темпах репро-
дукции, как у двустворчатого моллюска Arctica is-
landica с продолжительностью жизни до 350 лет
(Strahl, Abele, 2010). Разный подход к поддержа-
нию целостности тканевых систем подразумевает
и разный ответ на стрессовые воздействия, что
необходимо принимать во внимание при исполь-
зовании гемолимфы в качестве биомаркера.

Представители рода Mytilus признаны этало-
ном в биоиндикации состояния прибрежных вод
и включены в глобальную программу мониторин-
га стойких загрязнений “Mussel Watch Program”
(см. обзор: Farrington et al., 2016). На Дальнем Во-
стоке России в качестве объекта морской токси-
кологии нередко используют мидию Грея Creno-
mytilus grayanus (Dunker, 1853). Такие реакции
C. grayanus на загрязнение, как изменение микро-
элементного (Кавун, Шулькин, 2005) и жирно-
кислотного (Ковалев и др., 2019) состава тканей
или структурные перестройки нефроцитов, от-
ветственных за выведение металлов (Kavun et al.,
2020), уже исследованы, в то же время работы,
выполненные на клетках гемолимфы этого мол-
люска, нам неизвестны. Мидия Грея – долгожи-
тель, возраст отдельных особей может достигать
150 лет (Явнов, 2000), что делает данный объект
удобной моделью для изучения гистогенезов у ви-
дов с разной продолжительностью жизни.

Настоящая работа посвящена анализу клеточ-
ного состава гемолимфы C. grayanus и оценке па-
раметров митотического цикла у этого вида с це-
лью поиска гистогенетических закономерностей
в структуре и кинетике клеточной популяции ге-
моцитов. Данный подход позволяет охарактери-
зовать гемолимфу мидии Грея как тканевую си-
стему и служит отправной точкой для оценки
перспектив ее использования в биомониторинге.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Сбор моллюсков

Материалом для исследования послужила ге-
молимфа 80 особей двустворчатого моллюска
Crenomytilus grayanus. Для выявления границ нор-
мальной вариабельности параметров в исследо-
вание рандомно взяты три выборки, для которых
общим фактором являлось отсутствие значимой

антропогенной нагрузки на среду обитания мол-
люсков. Материал собирали трижды в разные го-
ды и сезоны в трех фоновых акваториях Примо-
рья (рис. 1). В 2018 г. в середине июля 10 моллюс-
ков с длиной раковины от 30 до 110 мм были
собраны в б. Киевка вблизи Морской биостанции
“Заповедное”, в 2019 г. в начале сентября 40 особей
(26–121 мм) – в прол. Старка зал. Петра Великого и
в 2020 г. в конце октября 30 особей (81–160 мм) – в
прибрежной зоне о-ва Рейнеке зал. Петра Вели-
кого. Половая зрелость у мидии Грея наступает
при длине раковины 60–70 мм (Явнов, 2000). Для
характеристики клеточного состава гемолимфы
выборки не были стандартизованы по размеру
особей, чтобы охватить весь диапазон вариантов
гемограммы. Стандартизацию применяли для рас-
чета средних показателей и их сравнения в раз-
ные сезоны. Возрастную динамику клеточной по-
пуляции гемоцитов C. grayanus планируется рас-
смотреть в следующем сообщении. Нерест у
мидии Грея происходит в июне–августе (Явнов,
2000), поэтому в летних выборках некоторые осо-
би находились в состоянии выброса гамет. В ок-
тябрьской выборке признаков половой активно-
сти не наблюдали, а размер всех особей соответ-
ствовал возрасту половой зрелости. Эту выборку
рассматривали как эталонную для определения
видовой специфики гемограммы; результаты лет-
них сборов использовали для оценки влияния не-
реста на параметры гемограммы.

Сбор и фиксация гемолимфы

У каждой особи отбирали 900 мкл гемолимфы
из заднего мускула-аддуктора с помощью иглы
0.7 мм в диаметре и шприца объемом 1 мл, зара-
нее содержащего 100 мкл 0.3 М раствора натрие-
вой соли ЭДТА на фильтрованной морской воде для
предотвращения агглютинации гемоцитов. Каждый
образец делили на две части – 750 и 250 мкл. К пер-
вой части добавляли 750 мкл 8% забуференного
раствора параформальдегида (ПФА) и перемеши-
вали для получения клеточной суспензии с ко-
нечной концентрацией ПФА 4%. Ко второй части
образца добавляли 700 мкл 96% этилового спирта
и перемешивали для получения клеточной сус-
пензии с конечной концентрацией этанола 70%.

Анализ клеточного состава гемолимфы

Небольшую каплю фиксированной в ПФА
суспензии гемоцитов наносили на предметное
стекло и выдерживали до высыхания. Затем пре-
параты дважды отмывали от фиксатора 0.02 М
фосфатно-буферным солевым раствором (ФБС),
окрашивали 10% раствором красителя Романов-
ского–Гимзы в течение 10 мин, просветляли в
ксилоле, заключали в бальзам и фотографирова-
ли на камеру Axiocam 105 color в световой микро-
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скоп Axioscope (Carl Zeiss, Германия) с использо-
ванием объектива ×100. На микрофотографиях
идентифицировали гемоциты разных морфоти-
пов, определяли их процентное соотношение и
измеряли диаметр клетки с помощью программы
ZEN Blue. В анализ брали по 300 клеток от каж-
дой особи, всего от 80 особей обработано 24 тыс.
гемоцитов. Оставшийся объем фиксированных в
ПФА клеточных суспензий исследовали методом
проточной цитометрии. Анализ проводили на
проточном цитометре Accuri C6 (Becton Dickin-
son, США) с использованием двухпараметриче-
ских гистограмм распределения событий по па-
раметрам прямого (forward lights scattering – FSC)
и бокового (side light scattering – SSC) светорассе-
яния, отражающих соответственно размер и
внутреннюю структуру клеток. Агрегаты гемоци-
тов исключали из зоны анализа на двухпарамет-
рических гистограммах распределения событий
по FSC-A и FSC-H, где А – площадь под сигна-
лом, а Н – высота сигнала. Для каждой из 80 осо-
бей анализировали по 10 тыс. событий в области,
соответствующей синглетам. Оценивали общее
количество клеток, характер их распределения по
размеру и структуре, количество клеток в отдель-
ных размерно-структурных группах (регионах), а
также определяли средние значения FSC и SSC
для всей совокупности гемоцитов и для отдель-
ных регионов.

Анализ митотического цикла гемоцитов
Для оценки содержания ДНК в ядрах гемоци-

тов использовали проточную цитометрию с внут-
ренним гаплоидным стандартом. В анализ взяли
по 20 мидий из двух выборок – осенней из района
о-ва Рейнеке и летней из прол. Старка. Фиксиро-

ванные этанолом суспензии гемоцитов смешива-
ли с суспензией фиксированных сперматозоидов
C. grayanus, дважды отмывали от фиксатора в
0.02 М ФБС путем центрифугирования в течение
10 мин при 1000 g, окрашивали 0.0001% раствором
DAPI в течение 15 мин и анализировали на про-
точном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter).
Анализ проводили для всей совокупности гемо-
цитов (10 тыс. событий в области синглетов) и для
отдельных групп клеток (регионов), выделяемых
по соотношению FSC и SSC.

Статистический анализ
Соответствие выборок нормальному распре-

делению оценивали с помощью теста Колмогоро-
ва–Смирнова, достоверность различий – с помо-
щью U-критерия Манна–Уитни. Для анализа
взаимосвязей использовали ранговые корреля-
ции Спирмена при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На основании световой микроскопии в гемо-

лимфе мидии Грея выделены пять морфотипов
клеток. К первому морфотипу отнесены гемобла-
сты (малые агранулоциты) диаметром около
5 мкм с узким ободком цитоплазмы (рис. 2а); вто-
рой морфотип определен как гиалиноциты (боль-
шие агранулоциты) диаметром от 5 до 10 мкм с от-
носительно однородной базофильной цитоплаз-
мой (рис. 2б). Остальные три формы были
представлены базофильными (рис. 2в), эозино-
фильными (рис. 2г, 2ж) и промежуточными ней-
трофильными (рис. 2д, 2е) гранулоцитами диа-
метром от 7 до 14 мкм; в последних двух формах
эозинофильные зоны часто располагались поляр-

Рис. 1. Карта-схема районов сбора двустворчатого моллюска Crenomytilus grayanus. 1 – б. Киевка, 2 – прол. Старка, 3 –
о-в Рейнеке.
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но или со смещением на периферию (рис. 2д).
Осенью размер клеток прогрессивно увеличивался
в ряду гемобласт–гиалиноцит–гранулоцит без
значимых различий между разными формами гра-
нулоцитов. Летом по размеру различались только
гемобласты, остальные клетки по этому признаку
не различались из-за укрупнения гиалиноцитов и
уменьшения эозинофильных гранулоцитов (табл.
1).

Самой малочисленной формой в гемолимфе
были гемобласты; осенью их доля не превышала
2%, летом – 8% при медиане 0% в обоих случаях.
Доля гранулоцитов варьировала от 90 до 100%
осенью и от 40 до 100% летом (медианы 98 и 97%
соответственно, р = 0.03); доля эозинофильных
гранулоцитов изменялась от 46 до 99% осенью и
от 27 до 97% летом (медианы 88 и 82 соответственно,
р = 0.008) (табл. 1).

Анализ параметров прямого (FSC) и бокового
(SSC) светорассеяния методом проточной цито-
метрии подтвердил размерно-морфологическую
неоднородность клеточного состава гемолимфы
C. grayanus. Чаще всего на гистограммах FSC vs SSC
дифференцировались четыре группы событий:
регионы R1, R2, R3 и R4 (рис. 2з). Между FSC и
SSC установлена высокая прямая корреляция (r =

= 0.97). Оба параметра коррелировали с количе-
ством событий в регионах: прямо – с R4 (r = 0.81
для FSC и r = 0.80 для SSC) и обратно – с R1, R2,
R3 (r = –0.54, –0.57, –0.50 для FSC и r = –0.44,
–0.73, –0.48 для SSC). Средний показатель SSC
прямо зависел от числа гранулоцитов (r = 0.42) и
обратно – от числа агранулоцитов (r = –0.43),
как гемобластов (r = –0.46), так и гиалиноцитов
(r = –0.41). В осенней выборке у о-ва Рейнеке об-
наружены прямые корреляции между количеством
событий в R1 и числом гемобластов (r = 0.76), R2 и
гиалиноцитов (r = 0.46), R4 и эозинофильных
гранулоцитов (r = 0.62). Количество событий в R2
также показало прямую корреляцию с общим
числом агранулоцитов (r = 0.45) и обратную – с
общим числом гранулоцитов (r = –0.65). Послед-
нее прямо коррелировало с количеством событий
в R4 (r = 0.47), которое, в свою очередь, показало
обратную корреляцию с содержанием агрануло-
цитов (r = –0.46), как гемобластов (r = –0.41), так
и гиалиноцитов (r = –0.46). Количество событий
в R3 не коррелировало ни с одним из морфоти-
пов; количество базофильных и нейтрофильных
гранулоцитов также не обнаружило связи ни с од-
ним из регионов. В этой же выборке обнаружена
прямая корреляция между R1 и R2 (r = 0.37) и об-
ратная – между ними и R4 (r = –0.47 и r = –0.63

Рис. 2. Структурная характеристика гемоцитов Crenomytilus grayanus. а–е – морфотипы гемоцитов (световая микро-
скопия, окраска по Романовскому–Гимзе, масштабная линейка – 10 мкм): а – гемобласт; б – гиалиноциты; в – базо-
фильные гранулоциты; г, ж – эозинофильные гранулоциты; д, е – нейтрофильные гранулоциты; з – распределение
гемоцитов на размерно-морфологические группы (регионы, R) по значениям прямого (FSC-А) и бокового (SSC-А)
светорассеяния (проточная цитометрия): R1 – мелкие агранулярные клетки, R2 – клетки среднего размера с умерен-
ной гранулярностью, R3 – крупные гранулярные клетки, R4 – крупные гранулярные клетки с повышенным уровнем
структурной сложности. А – площадь под сигналом.
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соответственно). Обратную связь с R4 показал и
R3 (r = –0.65).

Корреляции выявлены и при сравнении числа
клеток разных морфотипов. Количество гемобла-
стов прямо соотносилось с таковым гиалиноци-
тов (r = 0.45), повторяя положительную связь
между R1 и R2. При этом количество гиалиноци-
тов показало прямую корреляцию с таковым ба-
зофильных гранулоцитов (r = 0.56); последнее, в
свою очередь, прямо коррелировало с общим
числом клеток в гемолимфе (r = 0.42). Доля эози-
нофильных гранулоцитов, которая имела четкую
положительную связь с общим количеством гра-
нулоцитов (r = 0.73), находилась в обратной кор-
реляции с содержанием гемобластов (r = –0.44),
гиалиноцитов (r = –0.72) и базофильных грануло-
цитов (r = –0.97), что соответствует отрицатель-
ной связи между числом событий в R4 и во всех
остальных регионах. Обратная корреляция между
числом агранулоцитов и гранулоцитов была абсо-
лютной (r = –1.00).

Таким образом, согласно результатам корре-
ляционного анализа, регион R1 соответствует ге-
мобластам, R2 – гиалиноцитам, R4 – гранулоци-
там и их доминирующей эозинофильной форме.
Регион R3 является смешанным и сочетает в себе
гранулоциты разной аффинности (рис. 2). По ме-
ре изменения соотношения клеток в пользу эози-
нофильных гранулоцитов (рис. 3а1, 3а2) плот-
ность событий действительно смещалась из R3 в
R4 (рис. 3б1, 3б2), однако реальное число эозино-
фильных гранулоцитов иногда существенно пре-
вышало количество событий в R4 (рис. 3а3, 3б3),
а высокая плотность событий в регионах R1 и R2
не соотносилась с низким содержанием гемобла-
стов и гиалиноцитов (рис. 3а, 3б). В некоторых
случаях регион R4 выглядел более протяженным
за счет возрастания SSC (рис. 3б3). При этом ча-
сто прослеживалась зависимость расположения
гемоцитов на гистограммах FSC vs SSC от состо-
яния их ядерного аппарата и содержания ДНК
(рис. 3в,  4). В гемолимфе таких мидий в массовом
количестве встречались клетки с удвоенными яд-
рами обычно разного размера, чаще всего это бы-

ли эозинофильные гранулоциты (рис. 2ж). Про-
точная ДНК-цитометрия гемоцитов не выявила
картин, соответствующих нормальному митоти-
ческому циклу, в том числе в регионе R1 (рис.
4а1). Однако у особей с повышенным содержани-
ем двуядерных гемоцитов (9 случаев из 20 у осо-
бей из прибрежья о-ва Рейнеке и 4 случая из 20 у
моллюсков из прол. Старка) наблюдались муль-
тимодальные распределения клеток по содержа-
нию ДНК (как всех, так и в регионе R1), когда ди-
плоидному пику сопуствовали дополнительные
моды с содержанием ДНК менее и более 2с (рис.
4а2), вплоть до триплоидных значений (рис. 3в3,
рис. 4а3). Выделение клеток с определенным со-
держанием ДНК из общей совокупности гемоци-
тов позволило определить их расположение на ги-
стограммах FSC vs SSC (рис. 4б, 4в, 4г). Располо-
жение диплоидных клеток соответствовало
типичной позиции регионов R1, R2, R3 и R4 при
относительно невысоких для региона R4 значе-
ниях SSC (рис. 4б). Клетки с содержанием ДНК
менее 2с имели заниженные показатели светорас-
сеяния, основная масса клеток располагалась в
зоне R2 (рис. 4в). Гипердиплоидные и полипло-
идные гемоциты имели завышенные показатели
FSC и SSC и располагались в области R3 и R4
(рис. 4г). В этом случае регион R4 часто характеризо-
вался более высокими значениями SSC (рис. 3б3),
что согласуется с наличием двуядерных клеток в
этой категории гемоцитов.

В летних выборках, как и в осенней, общие по-
казатели FSC и SSC прямо коррелировали друг с
другом (r = 0.92) и с количеством событий в реги-
оне R4 (r = 0.80 и r = 0.84 соответственно),
обратно – с количеством событий в R1 (r = –0.71
и r = –0.78 соответственно); регионы R1 и R2 также
находились в обратных отношениях с R4 (r = –0.61
и r = –0.50 соответственно). Однако значимых
корреляций между количеством событий в регио-
нах и числом клеток ожидаемых морфотипов вы-
явить не удалось. В частности, из-за резкого не-
совпадения данных световой микроскопии и
проточной цитометрии в образцах, засоренных
спермой, не обнаружена связь между количе-

Таблица 1. Характеристика клеточного состава гемолимфы двустворчатого моллюска Crenomytilus grayanus

Примечание. Для расчета средних значений использовали по 20 особей половозрелых мидий с длиной раковины 80–120 мм
из двух наиболее репрезентативных выборок.

Место и время 
сбора 

моллюсков

Морфотипы гемоцитов

гемобласты гиалиноциты базофильные 
гранулоциты

нейтрофильные 
гранулоциты

эозинофильные 
гранулоциты

мкм % мкм % мкм % мкм % мкм %

О-в Рейнеке, 
осень

4.2 ± 0.2 0.2 ± 0.1 6.5 ± 0.3 1.9 ± 0.3 8.3 ± 0.4 10.9 ± 1.4 8.6 ± 0.2 13.3 ± 3.0 9.4 ± 0.3 74.1 ± 2.9

Прол. Старка, 
лето

5.3 ± 0.5 0.6 ± 0.3 8.3 ± 0.1 2.7 ± 0.7 8.5 ± 0.3 19.4 ± 2.7 8.2 ± 0.3 8.6 ± 2.9 8.4 ± 0.2 68.7 ± 3.1
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ством событий в R1 и содержанием гемобластов,
а у мидий из прол. Старка количество событий в
R2 прямо коррелировало с содержанием грануло-
цитов (r = 0.40) и обратно – с содержанием агра-
нулоцитов (r = –0.38).

ОБСУЖДЕНИЕ
В полном соответствии с общепринятой мор-

фологической классификацией гемоцитов Bival-
via (см. обзоры: Mix, 1976; Cheng, 1981; Sminia, van

der Knaap, 1987; Анисимова, 2013) и, в частности,
митилид (Carballal et al., 1997, 1998; Ottaviani et al.,
1998; Wootton et al., 2003; Galimany et al., 2008;
Le Foll et al., 2010; Анисимова, 2012; Andreyeva et al.,
2019; Parrino et al., 2019), клеточный состав гемо-
лимфы мидии Грея Crenomytilus grayanus по данным
световой микроскопии представлен гемобластами,
гиалиноцитами, базофильными, нейтрофильными
и эозинофильными гранулоцитами. Согласно
предложенной Миксом (Mix, 1976) модели гемопо-

Рис. 3. Сопоставление параметров гемограммы Crenomytilus grayanus, определенных методами световой микроскопии
(а) и проточной цитометрии (б), с учетом содержания ДНК в ядрах гемоцитов (в). 1–3 – примеры индивидуальных
распределений гемоцитов по исследованным параметрам; приведены данные по трем особям: 1 – половозрелая особь
из летней выборки, прол. Старка; 2, 3 – половозрелые особи из осенней выборки, о-в Рейнеке; а – распределение кле-
ток по морфотипам: бл – гемобласты, гиал – гиалиноциты, баз гр – базофильные гранулоциты, нейтр гр – нейтро-
фильные гранулоциты, эоз гр – эозинофильные гранулоциты; б – распределение клеток по регионам (R1, R2, R3, R4)
в соответствии со значениями прямого (FSC-А) и бокового (SSC-А) светорассеяния; в – распределение клеток по со-
держанию ДНК, с (DAPI-A). А – площадь под сигналом.
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эза, перечисленные в этом порядке структурные ти-
пы гемоцитов формируют единый гистогенетиче-
ский ряд, а их морфология отражает последова-
тельность событий в ходе созревания клеток
фагоцитарного типа. Гиалиноциты Bivalvia име-
ют признаки молодой клеточной формы – круп-
ное ядро и хорошо развитый аппарат белкового
синтеза (ШЭР и комплекс Гольджи), в то время
как у гранулоцитов выражены черты терминаль-
ной дифференцировки – компактное ядро, оби-
лие лизосом и секреторных гранул (Sminia, van de
Knaap, 1987; Rebelo et al., 2013). В функциональ-
ном смысле гранулоциты также проявляют себя
как зрелые клетки, демонстрируя максимально
высокий уровень иммунологической активности
(Carballal et al., 1997; Wootton et al., 2003; García-
García et al., 2008; Le Foll et al., 2010; Andreyeva
et al., 2019; Sendra et al., 2020). Часто в гемолимфе
митилид выделяют еще один промежуточный
структурный тип клеток, так называемые полу-
гранулоциты (Ottaviani et al., 1998; García-García
et al., 2008; Le Foll et al., 2010; Анисимова, 2012;
Sendra et al., 2020). Такие же клетки обнаружены

и у других Bivalvia, например, у Mercenaria merce-
naria и Ruditapes phillipinarum, где эти клетки упо-
минаются как слабогранулярные гранулоциты
(Allam et al., 2002). Мы не выделяли полугрануло-
циты мидии Грея в отдельный морфотип, хотя и
использовали данный подход ранее для класси-
фикации гемоцитов Modiolus kurilensis (см.: Ани-
симова, 2012). Исходя из концепции одного кле-
точного типа, которая подразумевает наличие пе-
реходных форм (Mix, 1976; Ottaviani et al., 1998;
Rebelo et al., 2013), мы относили такие клетки к
гиалиноцитам либо к базофильным гранулоци-
там. Альтернативная точка зрения о независимом
происхождении гранулоцитов и гиалиноцитов
предлагает рассматривать слабогранулированные
клетки как опустевшие в результате дегрануляции
зрелые гранулоциты (Cheng, 1981). Независимо от
взглядов на гистогенетическую преемственность
гиалиноцитов и гранулоцитов обе гипотезы схо-
дятся в том, что созревание гранулярных клеток
сопровождается замещением незрелых базофиль-
ных гранул зрелыми эозинофильными.

Рис. 4. Оценка влияния содержания ДНК на характер распределения гемоцитов Crenomytilus grayanus по значениям
прямого и бокового светорассеяния. а1–а3 – примеры индивидуальных распределений гемоцитов по содержанию
ДНК, с (DAPI-A) (приведены данные по трем особям из осенней выборки, о-в Рейнеке, светло-серым цветом показа-
ны все гемоциты, темно-серым цветом – только клетки региона R1); б–г – закономерности распределения гемоцитов
с разным содержанием ДНК, с (DAPI-A) по значениям прямого (FSC-A) и бокового (SSC-A) светорассеяния (приве-
дены данные по особи № 2). А – площадь под сигналом.
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В исследованных нами выборках мидии Грея
гранулоцитов, как правило, было значительно
больше, чем агранулоцитов; доля гранулоцитов в
циркуляции составляла от 40 до 100% летом и от
90 до 100% осенью при медианах более 95% в обо-
их случаях. Судя по литературным данным, пре-
обладание гранулоцитов типично для митилид
(Carballal et al., 1998; Wootton et al., 2003; Galimany
et al., 2008; Le Foll et al., 2010; Анисимова, 2012),
хотя имеются и противоположные данные (An-
dreyeva et al., 2019; Parrino et al., 2019), что можно
объяснить различием условий, при которых были
изучены моллюски. Пропорция гранулярных и
агранулярных клеток может радикально изме-
няться в зависимости от свойств воды – темпера-
туры, солености, pH, уровня растворенного кис-
лорода и наличия ксенобиотиков, при этом уве-
личение доли гиалиноцитов наблюдали в менее
благоприятных условиях (Parrino et al., 2019).
У отдельных особей мидии Грея, особенно в лет-
них выборках, было снижено содержание эози-
нофильных гранулоцитов, хотя, как правило,
именно они составляли большинство (медианы
82% летом и 88% осенью), иногда абсолютное (до
99%). В известных нам примерах эозинофильные
гранулоциты не преобладали над остальными
формами клеток. Так, в отношении Mytilus gallo-
provincialis сообщалось о 47.90 ± 0.72% эозино-
филов при общем содержании гранулоцитов
84.48 ± 0.43% (Carballal et al., 1998); по другим
данным у этого же вида большинство гранулоци-
тов имели базофильные гранулы (Andreyeva et al.,
2019). В гемолимфе Mytilus edulis базофильные и
эозинофильные гранулоциты были распределе-
ны в пропорции 47.57 ± 4.32 и 43.01 ± 4.65% соот-
ветственно (Wootton et al., 2003), по другим дан-
ным – 20–25 и 35–65% (Le Foll et al., 2010) или до
60% эозинофильных клеток в норме (Galimany
et al., 2008). Для сравнения, у мидии Грея доля ба-
зофильных, нейтрофильных и эозинофильных гра-
нулоцитов в осенней выборке составляла 10.93 ± 1.37,
13.27 ± 2.98 и 74.10 ± 2.89% соответственно. Таким
образом, на фоне других митилид C. grayanus де-
монстрирует рекордное преобладание высоко
дифференцированных форм клеток. Отмеченное
у некоторых особей уменьшение доли гранулоци-
тов, в том числе эозинофильных, может быть свя-
зано с миграцией зрелых фагоцитов в очаги пора-
жения (Galimany et al., 2008) или в нерестовые го-
нады (Анисимова и др., 2017).

Методом проточной цитометрии гемоциты
мидии Грея дифференцировались на четыре
группы, обозначенные нами как регионы R1, R2,
R3 и R4, которые различались размером (FSC) и
гранулярностью (SSC) составляющих их клеток.
Факт сильной прямой корреляции между FSC и
SSC еще раз свидетельствует в пользу гипотезы
Микса о последовательном созревании гиалино-
цитов в гранулоциты, отражая структурные

преобразования клеток в ходе гемопоэза. Скорре-
лировав результаты световой микроскопии и
проточной цитометрии, мы предлагаем следую-
щую схему позиционирования клеток на гисто-
граммах FSC vs SSC: гемобласты располагаются в
регионе R1, гиалиноциты – R2, эозинофильные
гранулоциты – R4 либо R3, в зависимости от их
размера и функционального состояния. Сопо-
ставление данных в каждом отдельном случае за-
ставляет предполагать, что регионы R2 и R3 явля-
ются смешанными, регион R3, по-видимому,
представлен гранулоцитами всех сортов, а регион
R2 помимо гиалиноцитов содержит переходные
формы клеток, в которых гранулы немногочис-
ленны либо не визуализируются. С большой
вероятностью, в регион R2 попадают упомянутые
выше полугранулоциты, которые при микроско-
пическом анализе могли быть учтены как базо-
фильные гранулоциты. При аналогичном распре-
делении гемоцитов M. galloprovincialis на четыре
“субпопуляции” авторы определили составляю-
щие их клетки как: R1 – большие гранулярные
клетки, R2 – большие полугранулярные клетки,
R3 – малые полугранулярные клетки, R4 – малые
агранулярные (или гиалиновые) клетки (García-
García et al., 2008). В других работах в гемолимфе
этого же вида удавалось выделить три структурных
типа клеток: R1 – эозинофильные гранулоциты,
R2 – базофильные полугранулоциты и R3 – гиа-
линоциты (Le Foll et al., 2010; Sendra et al., 2020) или
только два типа – гранулоциты и гиалиноциты
(Andreyeva et al., 2019; Parrino et al., 2019). Гемоци-
ты M. kurilensis также разделялись преимуще-
ственно на три группы при следующем соответ-
ствии: R1 – гиалиноциты (малые и большие),
R2 – полугранулоциты и R3 – гранулоциты (Ани-
симова, 2012). Похожие результаты получены для
M. mercenaria и R. philippinarum: к группе А преиму-
щественно были отнесены гранулоциты (с приме-
сью больших вакуолизированных агранулоцитов),
к группе В – агранулоциты (с примесью слабограну-
лярных гранулоцитов), а промежуточная группа С
содержала микс из слабогранулярных гранулоци-
тов и наиболее крупных вакуолизированных
агранулоцитов (Allam et al., 2002). Очевидно, что
во всех этих работах разными терминами обозна-
чены одни и те же клетки. С одной стороны, по-
скольку гранулы развиваются постепенно, моло-
дые гранулоциты на гистограммах FSC vs SSC
ожидаемо заполняют пространство между агра-
нулярными и гранулярными клетками. С другой
стороны, эту область могут занимать и вполне
зрелые гранулоциты, находящиеся в состоянии
дегрануляции (Allam et al., 2002; Mateo et al., 2009;
Rebelo et al., 2013). Так, перемещение гранулоци-
тов в облако гиалиноцитов наблюдали у Mya are-
naria в ответ на воздействие патогенных микроор-
ганизмов, вызывавших дегрануляцию и умень-
шение количества лизосом (Mateo et al., 2009).
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Высвобождение гранул сопровождалось их сме-
щением в периферическую область цитоплазмы
(Foley, Cheng, 1977), что было отмечено нами в
некоторых нейтрофильных и эозинофильных
гранулоцитах мидии Грея. Перед экзоцитозом
гранулы могут сливаться (Rebelo et al., 2013), что
также меняет физические свойства цитоплазмы
гранулоцитов. Следовательно, положение грану-
лоцитов на графиках светорассеяния является
динамичным и определяется индивидуальным
иммунным статусом моллюска. Следует отме-
тить, что наибольшее число корреляций между
содержанием клеток определенных морфотипов
и количеством событий в определенных регионах
было получено в осенней выборке мидий. Летние
выборки показали высокую степень смешанно-
сти регионов и перемещение части гранулоцитов
в область R2, что приходится объяснять более вы-
сокой иммунологической активностью гемоци-
тов в этот период, а также увеличением числа мо-
лодых клеточных форм. Кроме того, сперматозо-
иды, присутствующие в летних пробах
гемолимфы, оккупируют регион R1, смешиваясь
в его составе с гемобластами. Впрочем, и в осен-
них образцах при крайне низком содержании ге-
мобластов регион R1 был выражен отчетливо,
что, скорее всего, можно объяснить наличием в
пробах клеточных фрагментов и/или недоучетом
малых клеток на микроскопических препаратах в
условиях небольшой выборки.

Оценка содержания ДНК в ядрах гемоцитов
мидии Грея не выявила признаков значимой про-
лиферации, в том числе и среди гемобластов, ко-
торые, как было показано для R. philippinarum
(Matozzo et al., 2008; Cima, Matozzo, 2018), спо-
собны к размножению в гемолимфе даже в отсут-
ствие иммунной стимуляции. Роль “пролифератив-
ного компартмента” клеточной популяции гемоци-
тов Bivalvia традиционно отводится агранулоцитам
со времен классических работ Микса (Mix, 1976) с
применением тимидиновой авторадиографии; на
этом была основана его модель гемопоэза с одним
клеточным типом. В то же время, у M. edulis на-
блюдали включение меченых предшественников
синтеза ДНК исключительно в базофильные гра-
нулоциты (Renwrantz et al., 2013). В любом случае
отсутствие митозов при малом количестве бласт-
ных форм в гемолимфе мидии Грея может гово-
рить либо о низких темпах обновления клеточной
популяции гемоцитов, либо о нарушении про-
цесса пролиферации в связи с какими-то небла-
гоприятными факторами. В настоящей работе
были исследованы мидии из фоновых акваторий,
однако во многих образцах клетки всех размеров
и всех уровней гранулярности формировали рас-
пределения, соответствующие патологиям мито-
тического цикла – анеуплоидии и полиплоидии,
что подтверждалось картинами двуядерности, в
том числе в терминально дифференцированных

эозинофильных гранулоцитах. Теоретически та-
кие картины могли быть отражением протекаю-
щей телофазы, однако других митотических фи-
гур не было обнаружено. Клетки сохраняли черты
дифференцировки и не имели признаков атипии,
поэтому мы склонны расценивать двуядерность
как следствие давнего незавершенного митоза.
Гемоциты с увеличенным содержанием ДНК
имели более высокие показатели бокового свето-
рассеяния, что можно объяснить повышением
уровня структурной сложности клеток в связи с
удвоением ядра. Гемоциты с содержанием ДНК
менее 2с, напротив, теряли в показателях свето-
рассеяния. Таким образом, появление в популя-
ции гемоцитов с измененным состоянием гене-
тического аппарата может влиять на плотность и
позицию отдельных регионов. Эти эффекты было
бы полезно рассмотреть с точки зрения поиска
биомаркеров для массового скрининга на анеуп-
лоидию, которая часто ассоциирована с геноток-
сическим действием среды (Piló et al., 2017).

Интересными оказались некоторые корреля-
ции, полученные при сопоставлении количества
клеток разных структурных типов. На отрезках
“гемобласт (R1) – гиалиноцит (R2)” и “гиалино-
цит (R2) – базофильный гранулоцит (R3)” выяв-
лены прямые корреляции, что демонстрирует ки-
нетику обратной положительной связи на этапе
ранней дифференцировки клеток. Обратные же
корреляции содержания эозинофильных грану-
лоцитов и остальных (базофильных) форм клеток
по отдельности, всех гранулоцитов и гемобла-
стов, а также клеток в регионе R4 и во всех осталь-
ных регионах, судя по всему, объясняются обрат-
ной отрицательной связью, по принципу которой
регулируется тканевой гомеостаз. Описанные
корреляции могут отражать соотношение про-
цессов репродукции и дифференцировки клеток
в популяции гемоцитов мидии Грея и подтвер-
ждают схему гемопоэза с одним клеточным ти-
пом (Mix, 1976; Ottaviani et al., 1998; Rebelo et al.,
2013). Чем больше терминально дифференциро-
ванных клеток в популяции, тем меньше в ней
молодых клеточных форм и, вероятно, тем ниже
скорость ее обновления. Повышение количества
базофилов, напротив, должно указывать на ак-
тивное обновление популяции, что подтвержда-
ется прямой корреляцией между содержанием
базофильных гранулоцитов и общим количе-
ством клеток в гемолимфе. В этой связи напом-
ним, что у M. edulis базофильные гранулоциты об-
наруживали способность к репликации ДНК
(Renwrantz et al., 2013), а в гемолимфе мидии Грея
ни один из структурных типов клеток не показал
митотическую активность, хотя в отдельных слу-
чаях наблюдали картины незавершенного асим-
метричного митоза.

На основании результатов исследования мож-
но предположить, что вид C. grayanus реализует
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стратегию, направленную на длительное сохране-
ние клеток, что согласуется с высокой продолжи-
тельностью жизни моллюска и может быть связано
с эффективной антиоксидантной защитой
(Strahl, Abele, 2010). Развитие данного предполо-
жения мы видим в анализе возрастной динамики
клеточной популяции гемоцитов.
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Composition and Kinetics of Hemocyte Population in the Mussel Crenomytilus grayanus 
(Dunker, 1853)

A. A. Anisimovaa, M. N. Diagilevaa, O. A. Karushevaa, A. V. Sinenkoa, and I. A. Dmitrievaa
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Vladivostok 690922, Russia

Based on light microscopy data, hemocytes of Crenomytilus grayanus are classified into five morphological
types common for Bivalvia. In the stage of sexual inertia (late October), the proportions of the cell types are
as follows: (1) hemoblasts (0.2 ± 0.1%), (2) hyalinocytes (1.9 ± 0.3%), and also (3) basophilic (10.9 ± 1.4%),
(4) neutrophilic (13.3 ± 3.0%), and (5) acidophilic (74.1 ± 2.9%) granulocytes. All hemocytes are divided into
four groups on the basis of their size (FSC) and complexity (SSC) by f low cytometry. A correlation analysis
has shown that R1 corresponds to hemoblasts, R2 to hyalinocytes, and R4 to granulocytes and their acido-
philic forms. However, these correlations are not observed in the summer season. The hemocyte morphology
and quantitative relationships between their structural types confirm the Mix’s hematopoietic model which
postulates a histogenetic continuity of hyalinocytes and granulocytes. The arrangement of cells in the light-
scatter dot plots (FSC vs. SSC) indicates their maturity stage, depends on functional status, and may change
with disturbances of the mitotic cycle. The hemocyte population in C. grayanus shows a low rate of renewal
and a dominance of acidophilic granulocytes (up to 99% of all cells in the sexual inertia stage), which suggests
a strategy targeted at long-term maintenance of highly differentiated cells and is consistent with high life ex-
pectancy of the species.

Keywords: hemocytes, hematopoiesis, histogenesis, Crenomytilus grayanus, Mytilidae, Bivalvia



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


