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Прибрежная акватория Черного моря в районе г. Севастополь активно используется в хозяйственно-
бытовых и промышленных целях и характеризуется повышенным содержанием органических и неорга-
нических загрязнителей. Для определения степени влияния токсикантов на функциональное состояние
организмов, населяющих эту акваторию, были проанализированы изменения морфологии, содержания
ДНК и параметров клеточного цикла гемоцитов двустворчатого моллюска Mytilus galloprovincialis Lam.
на шести станциях, характеризующихся различной степенью антропогенного загрязнения. В качестве
контрольной группы использованы особи с мидийно-устричной фермы (оз. Донузлав, Крым). Между
гемоцитами особей из референтного района и исследуемой акватории установлены достоверные разли-
чия по основным морфофункциональным параметрам (размер, гранулярность, величина ядерно-плаз-
матическое отношение). У мидий из прибрежных вод г. Севастополь выявлены аномалии клеточного
цикла гемоцитов, проявлявшиеся в виде анеуплоидии, увеличения внутрииндивидуальной вариабель-
ности размера генома, увеличения доли клеток с содержанием ДНК 4с до 34.80–65.50%. Последнее, ве-
роятно, соответствует переходу клеток в полиплоидное состояние.
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ВВЕДЕНИЕ
Начиная с середины ХХ в. по настоящее время,

акватория г. Севастополь и Севастопольская бухта,
в частности, подвергались интенсивной антропо-
генной нагрузке со стороны военно-промышлен-
ного комплекса, рекреационных объектов, пред-
приятий бытового и коммунального обслуживания
города (Овсяный и др., 2009). В бассейн акватории
поступают ливневые, промышленные и хозяй-
ственно-бытовые сточные воды (Моисеенко и др.,
2016). Результат такого воздействия – загрязнение
акватории тяжелыми металлами, биогенными эле-
ментами, синтетическими поверхностно-активны-
ми веществами и нефтепродуктами (Овсяный и др.,
2009). Значительно усугубляет ситуацию затруднен-
ный водообмен между бухтой и открытым морем
(Копытов и др., 2010). Показано (Кадошников и др.,
2011; Копытов и др., 2010; Орехова и др., 2011), что в

донных осадках Севастопольской бухты превыше-
ны концентрации нефтепродуктов, мышьяка, фос-
фора, титана, а также тяжелых металлов, среди ко-
торых марганец, олово, цинк, медь, свинец, кад-
мий, хром, никель. Концентрация загрязняющих
веществ в донных осадках максимальна в централь-
ной части бухты, в районе бухты Северная, и сни-
жается по направлению к притоку р. Черная и юж-
ному молу (Копытов и др., 2010; Осадчая и др.,
2004). В результате сброса ливневых стоков в райо-
не Южной бухты (входит в гидрологическую сеть
Севастопольской бухты) и г. Инкерман в поверх-
ностном слое вод повышено содержание биоген-
ных элементов антропогенного происхождения
(Орехова и др., 2011). В донных осадках в районе
пляжа Хрустальный концентрации тяжелых метал-
лов и нефтепродуктов значительно ниже, чем в рай-
оне бухты Северная, но при этом донные осадки со-
держат большое количество свободной органики,
что свидетельствует о полисaпробности этой части
бухты (Миронов и др., 2012).

Двустворчатые моллюски – классический мо-
дельный объект для мониторинговых исследований
морских акваторий (Oehlmann,  Schulte-Oehlmann,

Сокращения: ЯПО – ядерно-плазматическое отношение клет-
ки; CV – коэффициент вариации; G0 – стадия покоя; G1 –
активная фаза цикла; G2 – фаза подготовки клетки к деле-
нию; FS – прямое светорассеяние, относительный размер;
M – митоз; S – синтетический период; SS – боковое свето-
рассеяние, относительная гранулярность.
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2003). При этом оценка функционального состоя-
ния моллюсков возможна по морфологическим и
физиологическим показателям клеток, циркулиру-
ющих в гемолимфе, – гемоцитов. Гемоциты счита-
ются основными клетками, осуществляющими фа-
гоцитоз, продукцию растворимых белковых факто-
ров гуморального иммунитета (лизины, опсонины,
агглютинины, антимикробные пептиды), генера-
цию активных форм кислорода и другие реакции
неспецифического иммунитета (Carballal et al., 1997;
Ottaviani et al., 1998). Показано (Ottaviani et al., 1998),
что наличие в воде загрязняющих веществ различ-
ной природы индуцирует изменения в числе и соот-
ношении типов гемоцитов, их жизнеспособности и
показателях неспецифического иммунитета. Также
отмечено (Bihari et al., 2003), что многие токсиканты
оказывают выраженный генотоксический эффект,
вызывая целый комплекс хромосомных нарушений
у моллюсков. В настоящее время для исследования
функционального состояния гемоцитов наиболее
часто применяется метод проточной цитометрии.
Эта технология зарекомендовала себя как наиболее
релевантный способ их классификации, оценки
показателей неспецифического иммунитета и жиз-
неспособности. Широкое применение метод про-
точной цитометрии получил в работах по оценке
содержания ДНК и анализу клеточного цикла. Ин-
тенсивность пролиферации гемоцитов устанавлива-
ется на основании количественного подсчета числа
клеток, находящихся в G0, G1, S, G2 и M. Также ме-
тод позволяет идентифицировать клетки с аномаль-
ным содержанием ДНК (полиплоидные или анеуп-
лоидные) (da Silva et al., 2005; Elston et al., 1990;
Moore et al., 1991; Reno et al., 1994).

Цель работы – провести сравнительный анализ
морфофункциональных показателей и содержания
ДНК гемоцитов средиземноморской мидии Mytilus
galloprovincialis Lam. на различных участках аквато-
рии Черного моря в районе г. Севастополь.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Особей M. galloprovincialis массой 12.9 ± 2.3 г и
размером 57.8 ± 1.8 мм отбирали на шести станци-
ях прибрежных участков Черного моря вблизи
г. Севастополь (табл. 1) в течение лета 2017 г. В ка-
честве контрольной группы использовали особей с
мидийно-устричной фермы (оз. Донузлав, Крым).
Объем выборки для каждой точки был ≥20 особей.
Стадию зрелости гонад определяли стандартным
методом по шкале Любе–Валли (Valli, 1971). Все
исследуемые особи находились на стадии возоб-
новления половой активности (II и III стадии).

Образцы гемолимфы отбирали стерильным
шприцом из мускула-замыкателя, фильтровали
(фильтр с диаметром ячеи 20 мкм) и трижды отмы-
вали в стерильной морской воде путем центрифуги-
рования (500 g, 10 мин). Для анализа использовали
пробы гемолимфы, объединенные из 3–5 особей.
Все работы по отмывке, подготовке клеток для ана-
лиза проводились при температуре +4°С для

предотвращения слипания клеток. Готовые суспен-
зии гемоцитов разводили стерильной морской во-
дой (1–2 × 106 гемоцитов на 1 мл), окрашивали
ДНК-специфичным количественным красителем
SYBR Green I (финальная концентрация в пробе 10
мкМ, инкубация 30 мин в темноте) и анализирова-
ли методом проточной цитометрии на цитометре
Beckman Coulter FC500. Размеры и гранулярность
гемоцитов определяли на двухпараметрических ги-
стограммах распределения клеток по параметрам
светорассеяния –FS и SS, соответственно. Содер-
жание ДНК в гемоцитах измеряли на однопарамет-
рических гистограммах распределения интенсив-
ности флуоресценции SYBR Green I в программе
Flowing Software 5.2. Для анализа клеточного цикла
использовали следующие параметры: количество
пиков флуоресценции SYBR Green I (появление до-
полнительных пиков наряду сo стандартными пи-
ками G0/G1 и G2/M говорит о наличии поли- или
анеуплоидии); коэффициент вариации диплоидно-
го G0/G1 пика (CV) (ширина пика на гистограмме),
число полиплоидных клеток в пробе по стандартно-
му методу путем определения количества клеток в
фазах S, G2 и M (Nunez, 2001). Дискриминацию
клеточных агрегатов проводили на основании ана-
лиза распределения интенсивности флуоресценции
красителя в канале FL2 по амплитуде и широте сиг-
нала (Nunez, 2001).

Для микроскопического анализа из части ге-
молимфы готовили мазки, которые затем окра-
шивали по комбинированному методу Паппен-
гейма (Золотницкая, 1987). После окрашивания
мазки фотографировали на микроскопе БИО-
МЕД ПР-2 ЛЮМ, оборудованном камерой Lev-
enhuk C NG Series, и проводили морфометриче-
ский анализ в программе ImageJ 1.51. У каждого
гемоцита измеряли наибольший диаметр клетки
(без учета псевдоподий), а также диаметр ядра.
По результатам измерений определяли ядерно-
плазматическое отношение клетки (ЯПО) (Car-
ballal et al., 1997):

где Дя – наибольший диаметр ядра клетки, Дк – наи-
больший диаметр клетки без учета псевдоподий.

Нормальность распределения проверяли по
критерию Шапиро–Уилко. Достоверность разли-
чий между группами оценивали при помощи t-кри-
терия Стьюдента при уровне значимости p ≤ 0.05.
Результаты представлены в виде M ± m.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализ распределения гемоцитов по параметрам

FS и SS на проточном цитометре выявил две субпо-
пуляции клеток, характеризующихся разными раз-
мерами и уровнем гранулярности (рис. 1). Различия
между субпопуляциями по обоим показателям бы-
ли достоверны. Относительно мелкие клетки с низ-
ким уровнем гранулярности, классифицированные
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как агранулоциты, преобладали в пробах контроль-
ного района – 78.38 ± 8.97% всех клеток в суспен-
зии. Крупные клетки, размер и гранулярность кото-
рых в >4.5 раза превышали таковые у агранулоци-
тов, идентифицированы как гранулоциты и были
21.58 ± 8.98%. Высокие значения SS, характерные
для клеток данной субпопуляции, свидетельствова-
ли о неоднородности структуры цитоплазмы и на-
личия в ней большого числа включений (гранул). У
мидий, отобранных в различных точках Севасто-
польской бухты, значения FS и SS внутри каждой
субпопуляции гемоцитов были близкими к кон-
трольной группе. Соотношение числа гемоцитов,
принадлежащих разным популяциям, напротив,
варьировало в широких пределах. Наименьшее чис-
ло агранулоцитов обнаружено на ст. 5 (район м. Фи-
олент) – 17.04 ± 2.21%. На ст. 6 (район м. Фиолент)
и ст. 4 (район г. Инкерман) доля агранулярных кле-
ток была также существенно ниже контроля и со-
ставляла 49.49 ± 7.18 и 49.44 ± 10.33% соответствен-
но. В свою очередь, особи, отобранные на ст. 1 (вы-
ход из Севастопольской бухты), характеризовались

самым низким числом гранулоцитов – 6.61 ± 0.60%.
На остальных участках соотношение морфотипов
клеток в гемолимфе мидий соответствовало показа-
телям контрольной группы (агранулоциты – 78.38 ±
± 8.97%, гранулоциты – 21.58 ± 8.98%).

На окрашенных мазках гемолимфы мидий так-
же выделено два морфотипа гемоцитов: агрануло-
циты и гранулоциты. Агранулоциты представляли
собой клетки диаметром 7.95 ± 0.12 мкм со сравни-
тельно крупным ядром и узкой полосой цитоплаз-
мы вокруг него. Гранулоциты имели больший раз-
мер (11.88 ± 0.44 мкм в диаметре), ядра располага-
лись преимущественно ацентрично. Характерная
особенность гранулоцитов – наличие в цитоплазме
базофильно окрашенных гранул, число которых ва-
рьировало в пределах 3–25 шт. У всех мидий, ис-
пользованных в работе, размер и морфология гемо-
цитов были сходными.

В результате морфометрического анализа от-
мечено, что величина ЯПО у агранулоцитов и гра-
нулоцитов контрольной группы мидий достигала
0.68 ± 0.01 и 0.46 ± 0.02 соответственно (рис. 2).

Таблица 1. Географические координаты станций отбора проб

Станция Местонахождение
Координаты

с.ш. в.д.
Контрольная оз. Донузлав 45.346322 33.026841

1 Выход из Севастопольской бухты 44.619188 33.505882
2 Артиллерийская бухта 44.617032 33.516267
3 Северная бухта 44.626547 33.534877
4 Севастопольская бухта 44.612091 33.58094
5 Открытое море вблизи м. Фиолент 44.507909 33.478384
6 То же 44.626547 33.534877

Рис. 1. Морфотипы гемоцитов и их соотношение в гемолимфе мидий акватории г. Севастополь: (а) пример распреде-
ления клеток методом проточной цитометрии на основании прямого и бокового рассеяния; (б) соотношение морфо-
типов клеток в гемолимфе на контрольной станции (К) и ст. 1–6. 1 – агранулоциты, 2 – гранулоциты.
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Сравнение данных со ст. 1–6 с контрольными пока-
зателями выявило, что агранулоциты имели мень-
ший разброс в значениях ЯПО, чем гранулоциты.
Минимальная величина ЯПО (0.53 ± 0.03 для агра-
нулоцитов и 0.27 ± 0.01 для гранулоцитов) отме-
чена у мидий, обитающих в Артиллерийской бух-
те (ст. 2), максимальная (0.67 ± 0.01 для агрануло-
цитов и 0.44 ± 0.02 для гранулоцитов) – в
Северной бухте (ст. 3).

Контрольная группа мидий характеризовалась
нормальным распределением гемоцитов по содер-
жанию ДНК. Случаи деления гемоцитов выявле-
ны в двух пробах из шести, доля делящихся клеток
не превышала 8.50%. Гистограммы распределения
флуоресценции красителя SYBR Green I имели
стандартный вид, диплоидные пики были однород-
ны, значение CV составляло 9.96 ± 0.77. Случаев
анеуплоидии не выявлено (табл. 2).

У особей, отобранных на ст. 1–6, отмечались
разнообразные нарушения в распределении гемо-
цитов по содержанию ДНК (табл. 2). Среди них
наиболее частыми были следующие: увеличение
числа пиков флуоресценции красителя, раздвое-
ние и неоднородность диплоидного пика, увели-
чение числа клеток в фазах S, G2 и М. Также у ге-
моцитов мидий из разных станций преобладали
различные отклонения в структуре ДНК-профиля
(рис. 3). У всех мидий на ст. 1–6 диплоидный пик
флуоресценции красителя имел более высокие
значения CV по сравнению с контрольной группой
(табл. 2). Минимальное увеличение показателя (в
1.2 раза) отмечено на ст. 2 и 4, максимальное (в
1.9 раза) – на ст. 1. На ст. 2–4, 6 у особей наблюда-
лось интенсивное деление гемоцитов. Наиболь-
шее количество проб с делящимися клетками ге-
молимфы зарегистрировано на ст. 2, где клетки в
семи из девяти проб имели ДНК-профиль, соот-
ветствующий большому числу полиплоидных кле-
ток (48.36 ± 6.97%). В точках, расположенных в от-
крытом море, случаев деления гемоцитов либо не
обнаруживали (ст. 1, 5), либо они составляли
(35.80 ± 5.42%) и встречались не более чем в трех
пробах из 10 (ст. 6). Число делящихся гемоцитов в
пробах, как правило, было велико и превышало
контрольные значения в 4–7.7 раза. На ст. 4 отмече-
но появление в пробах полиплоидных гемоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изменение концентрации гемоцитов, а также

соотношения морфотипов клеток в гемолимфе дву-
створчатых моллюсков часто используется в каче-
стве индикатора при оценке качества водной среды.
У особей, обитающих в контрольном районе
(оз. Донузлав), преобладающим морфотипом гемо-
цитов были агранулоциты, их доля превышала 75%
всех клеток в клеточной популяции. В точках отбо-
ра мидий из Севастопольской акватории увеличе-
ние числа гранулоцитов отмечено на ст. 4–6 (Сева-
стопольская бухта, район м. Фиолент). При этом
участки, расположенные в открытом море вблизи
м. Фиолент (ст. 5, 6), характеризуются относитель-
но невысоким уровнем загрязнения, в то время как
Севастопольская бухта (ст. 4), напротив, испытыва-
ет на себе значительную антропогенную нагрузку.
Таким образом, сопоставление доли гранулоцитов в
гемолимфе мидий с уровнем загрязнения среды на
станциях не позволяет сделать вывод об однознач-
ном влиянии интегрального загрязнения на клеточ-
ный состав гемолимфы. Вероятно, изменение кле-
точного состава гемолимфы происходит при дей-
ствии конкретных токсикантов, что требует
дополнительного исследования в лабораторных
условиях. Известно, что по сравнению с агрануло-
цитами, циркулирующие гранулоциты моллюсков
в бóльшей степени отвечают за реализацию клеточ-
ного иммунного ответа, осуществляя фагоцитоз,
продукцию факторов гуморального иммунитета и
генерацию окислительного взрыва (Aladaileh, 2007).
Повышение доли гранулоцитов в гемолимфе сви-

Рис. 2. ЯПО агранулоцитов (а) и гранулоцитов (б) у
гемоцитов мидий, обитающих в местах с различной
антропогенной нагрузкой. Остальные обозначения,
как на рис. 1.
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детельствует об интоксикации организма (Giron-
Pérez, 2010). Увеличение количества гранулоцитов
часто наблюдается у моллюсков, обитающих в за-
грязненных акваториях (Seiler, Morse, 1988). Анало-
гичные результаты получены при эксперименталь-
ном воздействии поверхностно-активных соедине-
ний, тяжелых металлов и других поллютантов на
Ostrea edulis Linnaeus, 1758 и Mytilus galloprovincialis
(Giron-Pérez, 2010). Показано также, что увеличе-
ние доли гранулоцитов носит дозозависимый ха-
рактер и наблюдается при воздействии умеренных
концентраций токсических веществ, в то время как
многократное превышение предельно допустимых
концентраций приводит к снижению доли грануло-
цитов и общего числа клеток в гемолимфе (Giron-
Pérez, 2010). Среди возможных объяснений наблю-
даемого повышения количества гранулоцитов мож-
но предположить активизацию иммунного ответа
моллюсков. Кроме того, учитывая, что гранулоци-

ты обладают высокой фагоцитарной активно-
стью, их увеличение может быть обусловлено
повышением содержания взвешенных в воде ча-
стиц и связанной с этим необходимостью их
элиминации из организма моллюска-фильтра-
тора. Таким образом, изменение клеточного со-
става гемолимфы в сторону увеличения доли
гранулоцитов у мидий, отобранных на открытом
участке Севастопольской акватории (ст. 5, 6),
позволяет нам предположить наличие неких
факторов, усиливающих фагоцитарную актив-
ность гемоцитов.

Отдельного внимания заслуживают различия в
величине ЯПО гемоцитов мидий, отобранных на
разных участках Севастопольской акватории. Наи-
большие различия между станциями по этому пока-
зателю были характерны для гранулоцитов. В осно-
ве снижения данной величины, как показано в ряде
работ (Hoher et al, 2012; Seiler, Morse, 1988; Sung et al,

Таблица 2. Отклонения в содержании ДНК мидий прибрежной акватории г. Севастополь

Примечание. CV – коэффициент вариации; “–” – данные отсутствуют.

Станция
Число 

отобранных
проб

CV диплоидного 
пика

Множественные пики 
содержания ДНК

Деление 
гемоцитов Доля делящихся 

гемоцитов, %
Число проб гемолимфы

Контроль 6 9.96 ± 0.77 – 2 8.50 ± 0.05
1 11 19.48 ± 1.48 7 – –
2 9 12.30 ± 1.25 2 7 48.36 ± 6.97
3 8 18.03 ± 1.7 3 4 34.80 ± 7.93
4 8 12.69 ± 1.59 2 5 65.50 ± 5.47
5 6 15.05 ± 2.88 6 – –
6 10 15.65 ± 1.83 – 3 35.80 ± 5.42

Рис. 3. Типичные гистограммы распределения гемоцитов по содержанию ДНК у мидий, отобранных на станциях К,
1–6. 1, 4 – распределение ДНК с высоким CV; 2, 3 – деление гемоцитов и/или полиплоидия; 5 – анеуплоидия; 6 – ано-
малии отсутствуют.
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2003), может лежать несколько механизмов: гипер-
вакуолизация цитоплазмы, округление клеток, уве-
личение объема цитоплазмы, появление псевдопо-
дий, увеличение количества и размера гранул у гра-
нулоцитов. Достоверные различия в ЯПО
гранулоцитов контрольного района и Севастополь-
ской акватории позволяют использовать его в каче-
стве одного из критериев биоиндикации.

Анализ содержания ДНК гемоцитов мидий, ото-
бранных на станциях вблизи г. Севастополь, проде-
монстрировал нарушения плоидности клеток. Кле-
точная популяция гемоцитов контрольной группы
характеризовалась нормальным распределением
клеток по содержанию ДНК, о чем свидетельство-
вали следующие показатели: небольшое число деля-
щихся гемоцитов (<9%), а также отсутствие допол-
нительных анеуплоидных пиков. У особей, ото-
бранных в исследуемых участках акватории,
отмечалась высокая внутрииндивидуальная вариа-
бельность размера генома, проявлявшаяся в увели-
чении CV диплоидного пика или его раздвоении.
Для гемоцитов моллюсков небольшие количествен-
ные различия в размере генома (CV < 9%) допусти-
мы и укладываются в границы нормы (Bihari et al.,
1999; Rodriguez, et al., 1996). Вариабельность дипло-
идного пика у контрольных особей превышала уста-
новленные пределы. Причины подобного явления в
настоящей работе не были определены и требуют
дальнейших уточнений, но, по-видимому, влияние
антропогенного фактора на этот показатель исклю-
чено. Следует учитывать также, что на всех исследо-
ванных участках, кроме Артиллерийской бухты (ст.
2) и станции в Севастопольской бухте (ст. 4), зареги-
стрировано увеличение CV по сравнению с контро-
лем. Это, в свою очередь, может свидетельствовать о
присутствии в гемолимфе субпопуляций анеупло-
идных клеток и клеток с хромосомными аберрация-
ми (Bihari et al, 2003). Показано, что высокий CV ди-
плоидного пика (>9%) может быть следствием фраг-
ментации хромосом в результате токсического
воздействия или указывать на другие хромосомные
аберрации, вызываемые, в частности, кластогенны-
ми агентами (Lowcock et al.,1997). Также обнаруже-
но, что увеличение CV наблюдается при химическом
и радиационном воздействии. Кроме того, измене-
ния плоидности циркулирующих гемоцитов могут
возникать вследствие развития у мидий гемопоэти-
ческой неоплазии (Elston et al., 1990). Данное забо-
левание выявлено у 15 видов двустворчатых мол-
люсков и характеризуется широкой географией
распространения. Среди возможных причин
возникновения гемопоэтической неоплазии следу-
ет рассматривать и загрязнение окружающей среды
(Aladaileh et al., 2007), хотя в последнее время все
больше подтверждений находит гипотеза о горизон-
тальном переносе гемопоэтической неоплазии – пу-
тем вирусной инфекции (Renault, Novoa, 2014) или
даже прямой клональной трансмиссии раковых
клеток от больных моллюсков к здоровым (Metzger
et al., 2015, 2016). Вместе с тем, однозначно говорить
о наличии неоплазии у мидий, использованных на-
ми в анализе, некорректно, поскольку диагностика

заболевания требует применения дополнительных
методов исследования.

У мидий, обитающих в исследуемой части аква-
тории, отмечалось увеличение количества полип-
лоидных гемоцитов. Известно, что циркулирующие
гемоциты способны к делению, однако, допусти-
мой нормой считается 5–8% пролиферирующих
клеток (Aladaileh et al., 2007; Delaporte et al., 2008). У
мидий, отобранных на всех станциях, кроме тех, что
расположены на выходе из Севастопольской бухты
(ст. 1) и открытого участка вблизи м. Фиолент (ст.
5), отмечено >30% полиплоидных гемоцитов с со-
держанием ДНК 4с, что позволяет предполагать пе-
реход гемоцитов на полиплоидизирующий митоз.
Наибольшее число делящихся и/или полиплоид-
ных клеток (34.80–65.50%) обнаружено у особей из
Севастопольской бухты (ст. 2–4), которая по дан-
ным работ (Кадошников и др., 2011; Копытов и др.,
2010; Моисеенко и др., 2016; Овсяный и др., 2009)
отличается повышенным содержанием органиче-
ских и неорганических загрязнений. Вероятно, уве-
личение числа полиплоидных гемоцитов обуслов-
лено наличием в спектре загрязняющих веществ
агентов, обладающих генотоксическим эффектом.
Известно, что многие водные поллютанты вызыва-
ют разрывы цепей ДНК, нарушения работы систе-
мы репарации и появление микроядер (Bihari et al.,
1999). Инкубация мидий в воде, содержащей пести-
циды, индуцировала дозозависимые нарушения
клеточного цикла, проявляющиеся в усилении их
деления и/или блокировке премитотической и ми-
тотической фаз деления (Mičić  et al., 2004).

Гемоциты мидий, отобранных на исследуемых
станциях, обладали специфическим профилем от-
клонений в пропорции морфотипов, структурных
характеристиках, а также содержании ДНК. По-ви-
димому, преобладание определенных аномалий
обусловлено спектром загрязняющих веществ и их
концентрации в месте отбора проб. Согласно име-
ющимся работам (Кадошников и др., 2011;
Копытов и др., 2010; Моисеенко и др. 2016;
Овсяный и др., 2009) станции отбора мидий ранжи-
рованы по уровню загрязнения в следующем по-
рядке 3 > 2 ≥ 4 > 1 > 5 ~ 6. Данные экологического
мониторинга коррелировали с исследованными
показателями. Наиболее существенные нарушения
в содержании ДНК (массовое деление гемоцитов,
высокий CV диплоидного пика) характерны для са-
мых загрязненных участков Севастопольской бухты
(ст. 2, 3). Нарушения в процессе деления гемоцитов
мидий, отобранных в Артиллерийской бухте (ст. 2),
сопровождались изменениями величины ЯПО. У
особей, отобранных в Севастопольской бухте (ст. 4),
отмечены значительные отклонения в количестве
гранулоцитов, интенсивности деления клеток ге-
молимфы, а также значениях ЯПО. В свою очередь,
распределение клеток по интенсивности флуорес-
ценции ДНК-красителя у особей, собранных за
пределами г. Севастополь (ст. 5, 6), оказалось наи-
более близким к контрольной группе, но доля гра-
нулоцитов была значительно выше. Следует учиты-
вать, что морфофункциональные особенности ге-
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моцитов определяются не только присутствием
экотоксикантов в морской воде, но и комплексом
абиотических и биотических факторов, среди кото-
рых наиболее существенны следующие: температу-
ра воды, содержание растворенного в ней кислоро-
да, а также стадия жизненного цикла моллюска (не-
рест) (Анисимова, 2013; Delaporte et al., 2008). В
настоящей работе использовали моллюсков, со-
бранных на всех станциях в течение короткого про-
межутка времени, характеризующегося постоян-
ством температуры. Нерестовые процессы также
были исключены.

Выводы. У мидий из различных участков аква-
тории г. Севастополь выявлены аномалии в содер-
жании ДНК и морфологических характеристиках
гемоцитов. Наиболее существенные отклонения
клеточного цикла – анеуплоидия, полиплоидия,
внутрииндивидуальная вариабельность размера
генома. Аномалии в содержании ДНК, изменение
величины ядерно-плазматического отношения ге-
моцитов и клеточного состава гемолимфы мидий
соотносились со степенью антропогенной нагруз-
ки на среду в районе отбора проб. Максимальное
количество делящихся/полиплоидных клеток, от-
клонения ЯПО и число гранулоцитов в гемолимфе
обнаружено у мидий, обитающих в Севастополь-
ской бухте, характеризующейся высокими кон-
центрациями загрязняющих веществ.
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Analysis of Cell Cycle, Morphological and Functional Anomalies
of Mytilus galloprovincialis Lam., 1819 (Bivalvia) Hemocytes

from Coastal Ecosystems Near Sevastopol, Crimea
A. Yu. Andreyeva1, *, E. S. Efremova1, T. A. Kukhareva1, and E. G. Sakhon1

1Kovalevsky Institute of Marine Biological Research of the Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russia
*e-mail: andreevaal@gmail.com

Coastal Black Sea waters near Sevastopol are intensively used for domestic and industrial purposes and are char-
acterized by high anthropogenic pressure. To investigate the level of environmental toxic impact on the organism
functional state we have analyzed changes in hemolymph cell composition, morphology, DNA content and cell
cycle parameters of bivalve mollusk Mytilus galloprovincialis from 6 experimental sites. The mollusks from mussel
farm (Donuzlav lake, Crimea) has been chosen as referent group. We have demonstrated significant differences be-
tween mussels from referent region and coastal waters near Sevastopol in main morphological and functional pa-
rameters (cell size, granularity, nucleo-cytoplasmic ratio) Mussels from Sevastopol area are characterized with an-
euploidy enhanced hemocytes proliferation and the increase in intraindividual variability of genoma size. The level
of cells with 4c DNA content up to 34.80–65.50% most likely is caused by cells polyploidy.

Keywords: mussels, hemocytes, DNA, genotoxic effect, cell cycle, aneuploidy, polyploidy
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