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В условиях эксперимента исследовали влияние сероводородной нагрузки (СН) на морфофункцио-
нальные характеристики эритроидных элементов гемолимфы двустворчатого моллюска Anadara ka-
goshimensis (Tokunaga, 1906). Работа выполнена на взрослых особях с высотой раковины 26–38 мм.
Контрольную группу животных содержали в аквариуме с концентрацией кислорода 7.0–7.1 мг О2/л
(нормоксия). Экспериментальную группу подвергали действию СН, создаваемой при растворении
в воде Na2S до финальной концентрации 6 мг S2–/л. Спустя сутки концентрация кислорода в воде
составляла 1.8 мг О2/л, а сероводород не был обнаружен. Часть моллюсков подвергли повторной се-
роводородной нагрузке, добавив Na2S до конечной концентрации 9 мг S2–/л. К концу вторых суток
в воде регистрировали 1.9 мг S2–/л и следовую концентрацию кислорода 0.03 мг О2/л. Сочетанное
действие сульфидов и гипоксии разной интенсивности вызвало ряд однозначных изменений в
функциональном состоянии эритроидных клеток анадары: увеличился мембранный потенциал ми-
тохондрий при одновременном сокращении их числа в клетках; на фоне повышения продукции ак-
тивных форм кислорода снизилась осмотическая стойкость эритроцитов. В связи с повышением
содержания макроцитов в гемолимфе существенно увеличился среднеклеточный объем. В эритро-
цитах снизилось число содержащих гематин зернистых включений, которые массово перемести-
лись в гемолимфу моллюска. Предполагается, что совокупность этих процессов направлена на ней-
трализацию высоких концентраций сульфидов в среде.
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Нарушение баланса между окислением орга-
нического вещества и поступлением кислорода
приводит к формированию в водной толще
устойчивых во времени редокс-зон (Маслов,
Подковыров, 2018). Для них характерно анаэроб-
ное разложение органического вещества, которое
в сочетании с бактериальным восстановлением
сульфатов приводит к локальному повышению
концентрации сероводорода (Affonso et al., 1998;
Völkel, Berenbrink, 2000). В этом отношении Чер-
ное море является наиболее наглядным приме-
ром (Беляев, Совга, 1991). Его водная толща, за
исключением глубин до 150–200 м, постоянно за-
ражена сероводородом. К подобным акваториям
можно отнести ряд норвежских фиордов, впади-

ну Карьяко в Карибском море и др. (Peterson,
Haug, 2006). Относительно устойчивые зоны с
повышенной концентрацией сульфидов на шель-
фе могут формироваться из-за отсутствия сквоз-
ной вертикальной конвекции и образования ло-
кальных зон гниения мертвого органического ве-
щества (Орехова, Коновалов, 2018). В ряде случаев
причиной этого явления становится апвеллинг,
приводящий к поступлению богатых сульфидами
глубинных вод в прибрежную зону (Орехова, Ко-
новалов, 2018).

Сероводород токсичен для большинства орга-
низмов с аэробным типом дыхания. Это связано с
его способностью ингибировать цитохром-с-ок-
сидазу дыхательной цепи митохондрий клеток

УДК 594.1-111.1-15:546.221.1

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 48  № 6  2022

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 403

(Cooper, Brown, 2008) и переводить гемсодержа-
щие белки (гемоглобин, миоглобин) в сульфид-
производную форму, которая исключает связы-
вание и транспорт кислорода (Bagarinao, 1992;
Grieshaber, Völkel, 1998). Показана способность
сульфидов ингибировать экспрессию транскрип-
ционного фактора, индуцируемого гипоксией
(hypoxic-inducible factor, HIF) (Wu et al., 2012). Од-
нако многие организмы проявляют выраженную
устойчивость к присутствию сероводорода в воде.
К ним можно отнести, например, пресноводных
рыб семейства Poeciliidae из сероводородных ис-
точников на юге Мексики (Tobler et al., 2008,
2011), обитающего в застойных водах Амазонки
сома Hoplosternum littorale (см.: Brauner et al., 1995),
отдельные виды нематод, обнаруженных в зоне
черноморского хемоклина (Sergeeva et al., 2021), а
также ряд двустворчатых моллюсков, толерант-
ных к повышенным концентрациям сульфидов
(Miyamoto, Iwanaga, 2017).

Природа устойчивости гидробионтов к при-
сутствию сульфидов в воде до конца не установ-
лена. В некоторых работах рассмотрены участие
сульфидокисляющей микрофлоры, поселяющей-
ся на респираторных поверхностях, и ее роль в
нейтрализации сероводородной нагрузки (Ste-
wart, Cavanaugh, 2006), способность ряда орга-
низмов переводить сульфиды в тиосульфаты
(Bagarinao, Vetter, 1993). В ряде работ отмечено
наличие в гемолимфе гидробионтов особого
транспортного белка и нечувствительных к серо-
водороду гемоглобинов (Arp, Childress, 1981,
1983), а также присутствие в эритроцитах некото-
рых видов зернистых включений, содержащих ге-
матин, которые способны окислять сульфиды
(Vismann, 1993; Holden et al., 1994).

Двустворчатый моллюск Anadara kagoshimensis
(Tokunaga, 1906) – вид-вселенец, появившийся в
Черном море в конце 1960-х годов. В условиях
эксперимента его особи показали устойчивость
не только к острым формам гипоксии и аноксии
(Cortesi et al., 1992), но и к сероводородной на-
грузке (Miyamoto, Iwanaga, 2017; Nakano et al.,
2017). Ранее в эритроцитах этого моллюска опи-
саны зернистые включения и показано их участие
в процессах адаптации анадары к повышенным
концентрациям сульфидов (Солдатов и др., 2018).
В настоящей работе продолжены исследования
по изучению влияния повышенных концентра-
ций сульфидов на эритроидные клетки гемолим-
фы A. kagoshimensis.

Цель работы – при помощи методов проточ-
ной цитометрии, светооптической и конфокаль-
ной микроскопии исследовать особенности мор-
фологии и функционального состояния эритро-
идных клеток гемолимфы A. kagoshimensis в
условиях повышенных концентраций сульфидов

и развивающейся на этом фоне внешней гипо-
ксии разной интенсивности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Исследование выполнено на взрослых особях

Anadara kagoshimensis, собранных в июне 2021 г. в
б. Ласпи (Крым). Высота раковины моллюсков (от
замка до края створки) составляла от 26 до 38 мм.

Схема эксперимента
Контрольную группу моллюсков содержали в

воде с концентрацией кислорода 7.0−7.1 мг О2/л
(нормоксия) (группа 1). Экспериментальную
группу подвергали действию сероводорода. В воде с
моллюсками (группа 2) растворяли Na2S до фи-
нальной концентрации 6 мг S2–/л. Экспозиция
составляла 24 ч. Присутствие в воде сульфид-
иона приводило к ее защелачиванию, которое
компенсировали внесением 0.1н HCl. Значения
рН удерживали на уровне 8.2−8.3. В результате
взаимодействия сульфид-иона с кислородом со-
держание обоих газов в воде аквариума понижа-
лось. Спустя 24 ч концентрация кислорода в воде
составляла 1.8 мг О2/л, а сероводород не был об-
наружен. Через 24 ч у семи моллюсков взяли об-
разцы гемолимфы. Еще 7 особей (группа 3) под-
вергли повторной сероводородной нагрузке.
В воду аквариума вносили Na2S до финальной
концентрации 9 мг S2–/л. Спустя 24 ч в воде аква-
риума были отмечены следы кислорода (0.03 мг
О2/л), а уровень сероводорода составлял 1.9 мг S2–/л.
У моллюсков, подвергшихся повторной серово-
дородной нагрузке, также были отобраны образ-
цы гемолимфы.

Содержание кислорода в воде контролировали
при помощи оксиметра DO Meter ST300D RU
(Ohaus, США). Значения рН измеряли на рН-метре
InoLab pH 720 (Германия). Концентрацию суль-
фид-иона в воде определяли потенциометриче-
ски с применением сульфидселективного сенсора
“MSBS” (Нидерланды).

Проточная цитометрия
Гемолимфу отбирали стерильным шприцем из

экстрапаллиальной полости моллюска, трижды
отмывали в стерилизованной морской воде в те-
чение 5 мин (500 g) и фильтровали через фильтр с
диаметром ячейки 20 мкм для удаления частиц
неклеточной природы (Зуева и др., 2020; Zeng
et al., 2021). Процедуру выполняли при низкой
температуре (4−5°С), препятствующей образова-
нию агрегатов клеток, и проводили микроскопи-
ческий контроль за процессом агрегирования.
После отмывки часть концентрата клеток ис-
пользовали для приготовления мазков. Оставши-
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еся клетки ресуспензировали в морской воде
(концентрация гемоцитов 1−2 × 106 кл/мл).

Для идентификации типов клеток на проточ-
ном цитометре Beckman Coulter FC500 готовую
суспензию окрашивали ДНК-красителем SYBR
Green I (Sigma Aldrich, США) (финальная концен-
трация в пробе 10 мкмоль/л, время инкубации со-
ставляло 40 мин в темноте при температуре 4°С).
Типы гемоцитов классифицировали на основа-
нии относительного размера (по величине пря-
мого рассеяния FSC) и уровня гранулярности ци-
топлазмы (по величине бокового рассеяния SSC).

Способность гемоцитов к спонтанной продук-
ции активных форм кислорода оценивали по
флуоресценции красителя 2-7-дихлорфлуоресце-
ин-диацетата (DCF-DA, Sigma Aldrich, США).
Для этого 1 мл суспензии гемоцитов инкубирова-
ли с 10 мкл раствора DCF-DA в течение 40 мин в
темноте при температуре 4°С. Финальная кон-
центрация красителя в пробе составляла
10 мкмоль/л. Флуоресценцию красителя анали-
зировали на канале FL1 (экстинкция – 485 нм,
эмиссия – 525 нм).

Изменения мембранного потенциала мито-
хондрий (МПМ) в эритроцитах контролировали,
измеряя интенсивность флуоресценции клеток,
окрашенных родамином 123 (R123) (Molecular
Probes, США). Эритроциты R123 окрашивали в
течение 10 мин. Концентрация красителя в пробе
составляла 2.5 мкл/л. Интенсивность флуорес-
ценции красителя определяли на канале FL1
(экстинкция – 508 нм, эмиссия – 528 нм).

Осмотическая стойкость эритроцитов

Осмотическую резистентность клеток красной
крови оценивали с помощью метода лазерной ди-
фракции (Kladchenko et al., 2022). Для количе-
ственного описания осмотической хрупкости ге-
моцитов A. kagoshimensis использовали точки 10%
(Н10), 50% (H50) и 90% (Н90) гемолиза, отражав-
шие осмолярность среды, при которой наблюдал-
ся лизис 10, 50 и 90% клеток в образце. В работе
использовали лазерный анализатор микрочастиц
LaSca-TM (BioMedSystems, Россия) (Mindukshev
et al., 2016; Миндукшев и др., 2019). Полученную
информацию обрабатывали с помощью ориги-
нального программного обеспечения LaSca_32
v.1498. Величину осмолярности растворов кон-
тролировали, используя криоосмометр OsmoSpe-
cial 1 (Astori, Italy).

Конфокальная микроскопия

Для оценки количества митохондрий в
эритроидных клетках использовали конфокаль-
ный микроскоп Stellaris 5 (Leica, Germany). Кле-
точную суспензию окрашивали красителем R123,

инкубация длилась 30 мин. Препараты просмат-
ривали при длине волны лазера 530 нм. Число ми-
тохондрий оценивали как количество светящихся
точек, приходившихся на одну клетку. При этом
учитывали размеры очага свечения. Крупные
точки рассматривали как скопление двух мито-
хондриальных единиц. На каждом препарате
просматривали не менее 500 эритроидных кле-
ток. На основании полученных данных определя-
ли среднее число митохондрий, приходившихся
на один эритроцит.

Светооптическая микроскопия
Мазки гемолимфы окрашивали комбиниро-

ванным методом Паппенгейма (Золотницкая,
1987) и анализировали при помощи светового
микроскопа PR-2 Lum (Biomed, Russia), оборудо-
ванного камерой C NG Series (Levenhuk, China).
Большой и малый диаметры клеток (С1 и С2) и
ядер (N1 и N2) измеряли по фотографиям в про-
грамме ImageJ 1.44 p у 100 клеток на каждом мазке.
На основании полученных значений по извест-
ным алгоритмам рассчитывали среднеклеточный
объем (Vc) (Houchin et al., 1958), объем ядра (Vn)
(Ташкэ, 1980) и толщину клетки (h) (Чижевский,
1959):

Одновременно на мазках гемолимфы из расче-
та на 1000 клеток определяли число макроцитов и
клеток с низким содержанием гранулярных
включений (менее 30 единиц на клетку).

Статистические сравнения выполнены на ос-
нове непараметрического критерия Манна−Уит-
ни. Результаты представлены как M ± m. В работе
использовали стандартный пакет Grapher (версия 11).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проточная цитометрия

По относительному размеру клеток и уровню
гранулярности в гемолимфе моллюска выделены
два типа гемоцитов: эритроциты и амебоциты
(рис. 1). Эритроциты явно преобладали, на их до-
лю приходилось более 85% клеточной массы. По-
вышение интенсивности флуоресценции DCF-DA
(рис. 2) подтвердило, что сероводородная нагрузка
вызвала увеличение продукции активных форм
кислорода эритроцитами. Рост наблюдался уже в
первые сутки эксперимента (группа 2) и стано-
вился еще более выраженным после повторной
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сероводородной нагрузки (группа 3). Прирост
интенсивности флуоресценции DCF-DA по срав-
нению с таковой в контрольной группе моллюс-
ков в целом составил 33−34% (p < 0.05).

О величине МПМ эритроцитов судили по ин-
тенсивности флуоресценции родамина R123 (рис. 2).
Основное увеличение МПМ отмечено на вторые
сутки эксперимента (группа 3). Его значения в 2.3
раза (p < 0.01) превышали контрольные величи-
ны. В первые сутки (группа 2) различия были вы-
ражены слабо.

Осмотическая стойкость

Популяция эритроидных клеток по признаку ос-
мотической стойкости в гемолимфе анадары была
сравнительно гетерогенна. Первые признаки лизи-
са (Н10) были отмечены при 145.9 ± 23.3 мОсм/кг, а
завершение (Н90) – при 39.2 ± 4.5 мОсм/кг (табл. 1).
Диапазон резистентности варьировал в пределах
79−134 мОсм/кг. Основная масса клеток разру-
шалась (Н50) при 72.3 ± 19.2 мОсм/кг.

Рост значений Н10 показал, что под влиянием
сероводородной нагрузки осмотическая стой-

Рис. 1. Соотношение гемоцитов в гемолимфе анадары: а – распределение клеточных типов по показателю относитель-
ного размера (FS Log) и относительной гранулярности (SS Log); б – зависимость относительного числа амебоцитов в
гемолимфе от величины сероводородной нагрузки; в – зависимость относительного числа эритроцитов в гемолимфе
от величины сероводородной нагрузки; группа 1 – контроль; группа 2 – сутки после внесения Na2S; группа 3 – двое
суток после внесения Na2S.
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кость клеток в первые сутки эксперимента (груп-
па 2) понижалась. При этом увеличивалось число
высоко устойчивых к осмотическому шоку эрит-
роцитов (Н90). Полный лизис происходил при
13.4 ± 3.0 мОсм/кг, что в 3 раза (p < 0.05) ниже кон-
трольных значений. Диапазон осмотической рези-
стентности был более широким (145−181 мОсм/кг),
это отражало рост гетерогенности эритроидной
популяции клеток в присутствии сероводорода.

На вторые сутки эксперимента (группа 3) по-
пуляция эритроидных клеток была более однород-
ной. Первые признаки лизиса (Н10) зарегистриро-
ваны при 130.2 ± 11.1 мОсм/кг. Доля высокоустой-
чивых к лизису клеток (Н90) оставалась на уровне,
отмеченном в первые сутки (19.4 ± 2.8 мОсм/кг),
т.е. диапазон резистентности был более узким –
97−125 мОсм/кг. При этом устойчивость к осмоти-
ческому шоку основной группы клеток (Н50) остава-
лась низкой – 49.6 ± 5.1 мОсм/кг, что составляло
лишь 32% от контрольных значений.

Конфокальная микроскопия
Окраска клеточной взвеси эритроцитов рода-

мином R123 позволила визуализировать мито-
хондриальные единицы в клетках (рис. 3). В кон-
трольной серии (группа 1) на один эритроцит в
среднем приходилось 7.2 ± 0.3 митохондрий. Се-
роводородная нагрузка оказала негативное влия-
ние на состояние эритроидных клеток. Число ми-
тохондрий в них равномерно понижалось: 4.4 ± 0.1
(группа 2) и 3.5 ± 0.1 (группа 3).

Светооптическая микроскопия
Эритроциты гемолимфы анадары представля-

ют собой крупные округлые клетки (рис. 4а). Про-
дольный (С1) и поперечный (С2) диаметры имеют
близкие значения: 18.9 ± 0.6 и 16.1 ± 0.5 мкм. Сред-
ний объем клетки (Vc) составляет 678.5 ± 52.0 мкм3.
Ядро компактное, с высокой долей гетерохрома-
тина, что отражает низкую функциональную ак-
тивность данной структуры. Форма ядра эллип-
соидная (N1 = 5.5 ± 0.1 мкм; N2 = 4.1 ± 0.1 мкм),
объем Vn = 50.1 ± 3.1 мкм3; обычно оно располо-

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции DCF-DA (а) и R123 (б) эритроцитарных взвесей анадары. Группа 1 – контроль,
группа 2 – сутки после внесения Na2S, группа 3 – двое суток после внесения Na2S.
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Таблица 1. Показатели осмотической стойкости эритроидных клеток в норме и в условиях сероводородной на-
грузки

Степень лизиса
Длительность эксперимента

контроль (группа 1) 24 ч (группа 2) 48 ч (группа 3)

Н10 145.9 ± 23.3 176.3 ± 15.1 130.2 ± 11.1
Н50 72.3 ± 19.2 47.8 ± 7.7 49.6 ± 5.1
Н90 39.2 ± 4.5 13.4 ± 3.0 19.4 ± 2.8
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жено в центре клетки. Цитоплазма ацидофиль-
ная с высоким содержанием гемоглобина и
большим числом мелких зернистых включений.
Внесение Na2S в воду аквариума, где содержа-
лись моллюски, привело к значительному росту
объема клетки и ее ядра (группа 2) (рис. 5). Уве-
личение составило 24.3 и 30.1% (p < 0.05). На вто-
рые сутки эксперимента (группа 3) картина была
противоположной.

Анализ морфологических особенностей эрит-
роцитов показал значительный рост числа макро-
цитов в гемолимфе моллюска (p < 0.05) в условиях
сероводородной нагрузки (первые сутки экспе-
римента, группа 2) (рис. 4б, 6). Одновременно по-

вышалось и число клеток с низким уровнем зер-
нистых включений (рис. 4в, 6), однако эти разли-
чия были статистически незначимы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Внесение в воду аквариума Na2S привело к су-
щественной модификации условий водной сре-
ды, в которой находились особи анадары. Снача-
ла сероводородная нагрузка была нейтрализована
присутствием кислорода. Спустя 24 ч (группа 2)
сульфиды в воде не были обнаружены, а содержа-
ние кислорода понизилось до 1.8 мг О2/л, что со-
ответствовало условиям умеренной гипоксии

Рис. 3. Число митохондрий в эритроидных элементах гемолимфы анадары: а – изменение числа R123-положительных
митохондрий в условиях сероводородной нагрузки (группа 1 – контроль, группа 2 – сутки после внесения Na2S, груп-
па 3 – двое суток после внесения Na2S); б – флуоресцентная микроскопия эритроидных элементов гемолимфы, окра-
шенных R123 (стрелка указывает на функционально активную митохондрию).
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Рис. 4. Морфологические особенности эритроидных элементов гемолимфы анадары: а – общий вид; б – макроцит;
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(Rosenberg et al., 2001). Повторное внесение Na2S
привело практически к полному исчезновению
кислорода в воде (0.03 мг О2/л) с сохранением
сульфидов на уровне 1.9 мг S2–/л (группа 3).

Из представленной информации следует, что
организму анадары приходилось адаптироваться
сначала к условиям кратковременного действия
Na2S и умеренной гипоксии, а затем к условиям
аноксии и продолжительному действию сульфидов.

Анализ функционального состояния митохон-
дрий эритроидных клеток гемолимфы анадары
показал отсутствие каких-либо значимых изме-
нений в состоянии органоида в условиях умерен-
ной гипоксии (группа 2). Значения МПМ факти-
чески совпадали с контрольными величинами.
При аноксии (группа 3) значения МПМ увеличи-
лись более чем в 2 раза, что отражает явное функ-
циональное напряжение. Такая реакция вполне

Рис. 5. Объем эритроцитов (а) гемолимфы анадары и их ядер (б). Группа 1 – контроль; группа 2 – сутки после внесения
Na2S; группа 3 – двое суток после внесения Na2S.
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Рис. 6. Содержание макроцитов (а) и клеток с низким содержанием гранулярных включений (б) в гемолимфе анадары.
Группа 1 – контроль; группа 2 – сутки после внесения Na2S; группа 3 – двое суток после внесения Na2S.
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ожидаема. Известно, что анадара длительный пе-
риод времени способна находиться в условиях
аноксии (Zwaan, Babarro, 2002; Солдатов и др.,
2009) и удерживать норму потребления кислорода
при крайне низком его содержании в среде (Cor-
tesi et al., 1992). Последнее возможно лишь при
наличии высокого сродства к кислороду у цито-
хромоксидазы, что свойственно толерантным к
острым формам гипоксии видам (Pierron et al.,
2012). Не следует исключать из внимания тот
факт, что митохондрии видов, устойчивых к суль-
фидам, способны использовать эти соединения в
качестве субстрата окисления для продукции
АТФ, что может привести к росту значений
МПМ, как это показано для калифорнийского
фундулюса Fundulus parvipinnis (см.: Bagarinao,
Vetter, 1990). Процесс утилизации Na2S протекает
только при его относительно низкой концентра-
ции, что в принципе совпадает с условиями на-
ших экспериментов.

Согласно результатам, полученным при помо-
щи конфокальной микроскопии, токсическая се-
роводородная нагрузка значительно сокращала
число митохондрий в эритроцитах анадары как на
первом, так и на втором этапах эксперимента
(группы 2 и 3). Показано, что сульфиды способны
связываться с цитохромоксидазой, ограничивая
ее взаимодействие с кислородом (Сooper, Brown,
2008; Cao et al., 2011). Данный процесс фактиче-
ски блокирует клеточное дыхание и останавлива-
ет функционирование дыхательной цепи мито-
хондрий (гистотоксическая гипоксия). Послед-
нее может сопровождаться лизисом органоидов,
что, по-видимому, и наблюдалось. Однако, как
следует из результатов настоящей работы, это за-
трагивало не все митохондрии, часть из них про-
должала функционировать, о чем свидетельство-
вало увеличение их мембранного потенциала.
Следовательно, организм анадары способен ча-
стично компенсировать СН.

Сероводородная нагрузка приводит к увеличе-
нию продукции активных форм кислорода
(АФК) в эритроидных клетках анадары, что под-
тверждалось усилением интенсивности флуорес-
ценции DCF-DA. Необходимо отметить, что
эритроидные клетки наряду с выполнением газо-
транспортной функции являются важным ком-
понентом системы иммунитета моллюска. Уро-
вень АФК в них присутствует постоянно (Kim
et al., 2020; Kladchenko et al., 2020). Известно, что
сульфиды индуцируют образование метгемогло-
бина у рыб (Affonso et al., 2002), которое сопро-
вождается генерацией супероксидного анион-ра-
дикала. Данный механизм, возможно, присут-
ствует и у анадары, в гемолимфе которой
достаточно высокое содержание эритроцитарно-
го гемоглобина (Новицкая, Солдатов, 2011). АФК
должны усиливать процессы перекисного окис-
ления липидов в мембранных структурах эритро-

цитов. Косвенным подтверждением этого стало
снижение осмотической стойкости клеток в пер-
вые сутки эксперимента (Н10). Сероводород нару-
шает состояние цитоплазматических мембран
эритроидных форм, о чем свидетельствует агреги-
рование эритроцитов. Для анадары это показано
нами ранее в условиях экспериментальной серо-
водородной нагрузки (Солдатов и др., 2018).

Сульфидная нагрузка сопровождалась значи-
тельным увеличением объема эритроидных кле-
ток и их ядер (более 20%). Можно допустить, что
это следствие развития внешней гипоксии: вна-
чале умеренной (группа 2), затем острой (группа 3).
Подобная реакция в условиях дефицита кислоро-
да отмечена у многих видов костистых рыб (Ni-
kinmaa et al., 1987; Holk, 1996; Jensen et al., 1998;
Новицкая, Солдатов, 2011). Она получила назва-
ние “swelling” (набухание) и определяется выбро-
сом адреналина в систему циркуляции (Salama,
Nikinmaa, 1990; Val et al., 1998). Последний связы-
вается с β-адренорецепторами клеток и активи-
зирует Na+/H+-антипорт, позволяющий стабили-
зировать величину внутриклеточного рН. Однако
подобную схему интерпретации полученных дан-
ных невозможно принять в качестве окончатель-
ного объяснения, так как этот механизм опреде-
ляет рост объема клетки не более чем на 5−6%
(Nikinmaa et al., 1987). В нашем случае увеличение
объема превысило 20% и происходило на фоне
роста содержания в гемолимфе макроцитов диа-
метром более 22 мкм. Появление этих клеточных
форм, по-видимому, и определило столь значи-
тельное увеличение объема эритроидных клеток.

Появление макроцитов в гемолимфе моллюс-
ка в условиях сульфидной нагрузки, вероятно,
определяется снижением осмотической стойко-
сти и, как следствие, гидратацией цитоплазмы и
набуханием клеток. В дальнейшем это может
привести к лизису клеток, как отмечено ранее у
анадары в условиях повышенных концентраций
сульфидов в воде (Солдатов и др., 2018), или стать
началом апоптотических изменений, в результате
которых клетка после набухания распадается на
отдельные фрагменты (апоптотические тельца)
(Манских, 2007). В обоих случаях это должно при-
водить к освобождению зернистых включений.

Зернистые включения эритроидных клеток в
значительном количестве содержат гематины
(Vismann, 1993; Holden et al., 1994), которые обла-
дают выраженной окислительной способностью,
позволяющей им вступать в реакцию с сероводо-
родом (Vismann, 1993). Продуктом данного взаи-
модействия может быть образование нестойкого
сульфида трехвалентного железа, который в при-
сутствии кислорода окисляется с образованием
атомарной серы:

+ −+ →3 2
2 32Fe 3S Fe S ,
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Показано, что толерантные к сероводородной
нагрузке морские беспозвоночные могут накап-
ливать атомарную серу (Powell et al., 1980). Подоб-
ный процесс, вероятно, происходит и в организме
анадары. Следует также обратить внимание на со-
держание в гемолимфе анадары эритроидных
клеток с пониженным числом зернистых включе-
ний. Их количество увеличивалось в присутствии
в воде сульфидов. Это позволяет допустить, что
эритроциты способны целенаправленно выво-
дить зерна гематина в гемолимфу для нейтрализа-
ции Na2S.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Функциональные эффекты присутствия суль-
фидов в воде развиваются у анадары на фоне
внешней гипоксии разной интенсивности. Они
выражаются в увеличении мембранного потенци-
ала митохондрий при одновременном сокращении
их числа в эритроидных клетках. Снижается осмо-
тическая стойкость эритроцитов на фоне повыше-
ния продукции активных форм кислорода. Повыше-
ние содержания макроцитов в гемолимфе приводит
к существенному увеличению среднеклеточного
объема. В эритроидных клетках снижается число
содержащих гематин зернистых включений, так
как они массово поступают в гемолимфу моллюс-
ка. Допускается, что данная совокупность про-
цессов направлена на нейтрализацию высоких
концентраций сульфидов в воде.
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ческого проекта № 121121700318-1.
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Morphofunctional Characterisitics of Erythroid Cells of the Hemolymph of the Bivalve 
Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) under Hydrogen Sulfide Load

A. A. Soldatova, b, E. S. Kladchenkoa, V. N. Rychkovaa, T. A. Kukharevaa,
A. O. Lantushenkob, and Ya. V. Megerb

aA.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, RAS, Sevastopol 299011, Russia
bSevastopol State University, Sevastopol 299053, Russia

The effect of hydrogen sulfide load (HSL) on the morphological and functional characteristics of erythroid
elements of the hemolymph of the bivalve mollusk Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) was studied un-
der experimental conditions. The experiment was performed on adults with a shell height of 26–38 mm. The
control group of animals was kept in an aquarium with an oxygen concentration of 7.0–7.1 mg О2/L (nor-
moxia). The experimental group was exposed to the action of HSL created by dissolving Na2S in water to a
final concentration of 6 mg 6 мг S2–/L. A day later, the oxygen concentration in the water was 1.8 mg S2–/L,
and hydrogen sulfide was not detected. Some of the mollusks were re-stressed with hydrogen sulfide by ad-
ding Na2S to a final concentration of 9 mg S2–/L. By the end of the second day, 1.9 mg S2–/L were recorded
with a trace oxygen concentration of 0.03 mg O2/L in water. The combined effect of sulfides and hypoxia of
varying intensity caused a number of unambiguous changes in the functional state of erythroid cells of the ark
clams: the membrane potential of mitochondria increased, while the number of mitochondria in cells de-
creased; against the background of increased production of reactive oxygen species, the osmotic resistance of
erythrocytes decreased. Due to the increase in the content of macrocytes in the hemolymph, the average cell
volume increased significantly. In erythrocytes, the number of hematin-containing granular inclusions de-
creased, they massively moved into the hemolymph of the mollusk. It is assumed that the combination of
these processes is aimed at neutralization of high concentrations of sulfides in the environment.

Keywords: mollusks, Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906), hydrogen sulfide, hemolymph, erythroid el-
ements
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