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Изучена миграционная активность и резистентность ядерных 
эритроцитов у  представителей классов Рыбы, Земноводные и Птицы в 
опытах in vitro. Установлено, что в ряду рыба-птица резистентность 
эритроцитов к гипертермии увеличивается. Показано, что при 
повышенной температуре увеличение времени инкубации ведет к 
снижению локомоционной активности красных клеток крови у всех 
подопытных животных. У  наземных позвоночных, независимо от 
терморегуляторных особенностей, при температуре 42°С наблюдается 
фазовый характер разрушения клеток: первоначально быстрый гемолиз 
эритроцитов сменяется временной его инактивацией с дальнейшим 
нарастанием процесса разрушения клеток по мере увеличения 
длительности инкубации.
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Введение

В настоящее время достаточно полно описана общая картина изменений, происходя
щих в организме млекопитающих животных и человека при остром перегревании [1-4]. Име
ются работы, в которых сообщается о положительном влиянии высокой температуры на фак
торы неспецифической резистентности и иммуногенез [5]. Стимулирующий эффект высокой 
внешней температуры проявляется, главным образом, при кратковременном воздействии на 
организм, то есть отсутствии глубоких нарушений механизмов терморегуляции [3]. Для холод
нокровных животных температура окружающей среды также является одним из важнейших 
факторов, воздействующих на иммунологические процессы. Установлено, что изменение тем
пературы воды до уровня, находящегося выше оптимального, понижает фагоцитарную актив
ность лимфоцитов рыб [6-9]. У  низших позвоночных защитную функцию наряду с лейкоцита
ми выполняют ядерные эритроциты [10]. В современной клеточной биологии активно иссле
дуются цитофизиологические особенности устойчивости эритроцитов к коллоидно
осмотическому лизису, отмечены изменения резистентности клеток в условиях гипоксии и ги- 
перкапнии у  представителей различных филогенетических групп животных [11]. Многочис
ленными экспериментами установлена зависимость между стойкостью красных клеток крови к 
гемолитикам разного генеза и физиологическим состоянием организма [12-14]. Вместе с тем, в 
научной литературе практически отсутствуют сведения об устойчивости вышеназванного пула 
клеток к температурному фактору. Еще менее изученным является вопрос о влиянии темпера
туры и длительности инкубации на один из этапов реализации защитных функций ядерных 
эритроцитов -  локомоционную активность.

Объекты и методы исследования

В опытах in vitro изучали влияние температуры и длительности инкубации на миграци
онную активность и резистентность ядерных эритроцитов у  представителей классов Рыбы, 
Земноводные и Птицы.

В работе использовали периферическую кровь, взятую у  наркотизированных эфиром ж и
вотных: сазана Cyprinus carpio (30 особей), лягушки озёрной Rana ridibunda (30 особей) и ку
рицы домашней Gallus domesticus (11 особей). У  рыб кровь брали из хвостовой вены, у  земно
водных -  из сердца, у  птиц -  путем венопункции. В качестве антикоагулянта использовали ге
парин в количестве 10 ед./мл. Кровь центрифугировали 4 мин при 400 g, отбирали эритроциты 
и подсчитывали в камере Горяева.
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В тесте миграции под агарозой изучали спонтанную локомоционную активность крас
ных клеток крови. За основу был взят классический метод, описанный в многочисленных р а
ботах [15-17] в модификации [18]. В лунки, вырезанные в агарозном геле, нанесенном на пред
метное стекло, помещали по 3 мкл суспензии эритроцитов, разведенной изотоническим рас
твором, содержащей около 1 млн. клеток (у Земноводных, имеющих больший размер эритро
цитов -  около 300 тыс. клеток). Стекла с эритроцитами сазана и лягушки инкубировали в среде 
с 5% содержанием СО2 при комнатной (22°С) и повышенных температурах (37°С и 42°С). Клет
ки крови курицы инкубировали при аналогичных температурах, а также при температуре 45°С, 
рассматривая ее как повышенную. Длительность инкубации клеток составляла 2, 4, 6 и 8 часов. 
По окончании инкубационного периода эритроциты фиксировали в течение часа глутаровым 
альдегидом и окрашивали азур-эозином. Площадь спонтанной миграции клеток измеряли с 
помощью анализатора изображений «Видео тесТ-Размер» 5.0 (ООО «Микроскоп-Сервис»,
г. Санкт-Петербург).

Методом микроскопии определяли резистентные и разрушенные эритроциты. На ок
рашенных препаратах выбирали участок площадью 0,1 мм2, подсчитывали процент гемолизи- 
рованных клеток.

Полученные результаты обрабатывали методами вариационной статистики с использо
ванием специальных программ на персональном компьютере. Достоверность различий опре
деляли по t-критерию Стъюдента.

Результаты и их обсуждение

У  представителей класса Рыбы при температуре 22°С площадь миграции эритроцитов 
практически не изменяется, за исключением показателя, полученного при 6-часовой 
инкубацией клеток по сравнению с 4-часовой, где наблюдается его снижение (табл. 1). При 
этом в течение всего изучаемого периода инкубации разрушения эритроцитов при данной 
температуре не наблюдается (рис. 1 а).

Можно предположить, что при 6-часовой инкубации в условиях комнатной 
температуры происходят изменения микровязкости и других характеристик структурной 
организации мембраны эритроцита сазана, приводящие к инактивации клеточной 
подвижности [19], через 8 часов инкубации -  включаются компенсаторные механизмы [20].

Таблица 1
Показатели площади миграции эритроцитов рыбы, мм2

Температура инкубации, °С
Продолжительность инкубации, ч

2 4 6 8
22 2.49±0.18 2.59±0.20 2 .43±0 .09 ^ 2 .54±0.19

37 2.61±0.24 2 .45±0 .15* 2.41±0.1б” 2 .39±0 .19”
42 2.38±0.21° 2 .45±0.19 2.40±0.13 2.31±0.09

Примечание: здесь и в табл. 2-3: достоверность различий по £-критерию Стьюдента (р<0.05):
* -  по сравнению с температурой 22°С,
° -  по сравнению с температурой 37°С,
” -  по сравнению с клетками, инкубированными 2 часа,
•  -  по сравнению с клетками, инкубированными 4 часа.

При температуре 37°С у  сазана отмечается однонаправленная динамика: чем 
продолжительнее период инкубации, тем ниже показатели площади миграции и 
резистентность эритроцитов. По сравнению с 2 часами инкубации через 6-8 часов 
локомоционная активность снижается на 7.7-84^, доля разрушенных клеток увеличивается от 
22% до 90-93^ (рис. 1 б).

При температуре 42°С у  эритроцитов рыбы уже после 2-часовой инкубации регистри
руется 100% термический гемолиз (рис. 1 в).

У  земноводных самый высокий показатель площади локомоций выявлен при 
инкубации клеток в течение 4 часов при температуре 22°С, разница по сравнению с 2-х часовой 
инкубацией составила 9.1% (табл. 2). Через 6 и 8 часов изучаемый показатель при 
вышеназванной температуре снижается по сравнению с 4 часами инкубации. При разной 
длительности инкубации в условиях комнатной температуры гемолиза эритроцитов у  лягушек 
не наблюдается (рис. 2 а).

При 37°С увеличение времени инкубации клеток до 4 и 8 часов ведет к разрушению 
клеток (рис. 2 б) и снижению площади миграции на 5.5% и 8.9% соответственно по сравнению с
2-часовой инкубацией. Через 4 часа после начала инкубации было разрушено 64% клеток, 
через 8 часов -  67%.
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Таблица 2
Показатели площади миграции эритроцитов земноводных, мм2

Температура инкубации, °С
Продолжительность инкубации, ч

2 4 6 8
22 2.60±0.23 2.86±0.36” 2.52±0.20^ 2.41±0Л8^
37 2.68±0.22 2.54±0.21*” 2.56±0.17* 2.46±0.22”
42 2.58±0.20 2.37±0.16”*° 2 .54±0 .14*^ 2.50±0.17

Инкубация клеток при температуре 42°С приводит к фазовым изменениям показателей 
площади миграции и температурного гемолиза эритроцитов. Через 4 часа после начала 
инкубации по сравнению с 2 часами площадь локомоций снижается на 8.9% и регистрируется 
гемолиз эритроцитов (87%) (рис. 2 в). Через 6 часов инкубации первоначально быстрое 
разрушение эритроцитов сменяется временной инактивацией процесса гемолиза и 
увеличением площади локомоций на 6.7% по сравнению с 4 часами. Возможно, при 6-часовой 
инкубации у  животных этого вида происходит временная активация высокостойких клеток 
[11], обусловленная температурной компенсацией метаболизма [20]. Дальнейшее увеличение 
длительности инкубации (до 8 часов) сопровождается тенденцией к снижению показателей 
площади миграции и увеличению процента разрушенных клеток.

У  кур при температурах 22°С и 37°С, независимо от длительности инкубации, 
активность миграции клеток крови изучаемого пула примерно одинакова (табл. 3). 
Разрушенных эритроцитов не выявлено (рис. 3 а, б).

Таблица 3
Показатели площади миграции эритроцитов птицы, мм2

Температура инкубации, °С
Продолжительность инкубации, ч

2 4 6 8
22 2.63±0.16 2.66±0.11 2.76±0.21 2.79±0.28”
37 2.80±0.22* 2 .76±0.33 2.72±0.21 2.72±0.19
42 2.61±0.17 2.49±0.11”*° 2.67±0.15^ 2.58±0.21*

Можно было бы предположить, что температура 42°С, соответствующая температуре 
тела птиц, будет оптимальной для миграции клеток. Однако выявленные у  кур изменения 
показателей площади локомоции эритроцитов при 42°С оказались аналогичными 
земноводным: через 4 часа инкубации по сравнению с 2 часами площадь миграции снижается 
на 4.6%, через 6 часов повышается на 7.2% по сравнению с 4 часами, через 8 часов отмечается 
тенденция к снижению. Через 4-8 часов гемолиз составил 25-54^. Можно предположить, что 
при 6-часовой инкубации у кур происходит временное включение компенсаторных 
механизмов [20]. Согласно исследованиям некоторых авторов [19, 21], повышение
функциональной активности клеток при гипертермии происходит вследствие увеличения 
активности интегральных мембранных ферментов Na+/K+ - АТФазы и Ca2+/Mg2+ - АТФазы.

При повышении температуры до 45°С увеличение времени инкубации эритроцитов 
птиц до 4-8 часов способствует снижению площади локомоций на 1.2-4.0т- по сравнению с 2 ча
сами. По результатам микроскопии у эритроцитов кур через 4 часа после начала инкубации 
при температуре 45°С регистрируется температурный гемолиз клеток (95%) (рис. 3 в), ведущий 
к необратимым структурно-функциональным преобразованиям как плазматической мембра
ны, так и клетки в целом.

Таким образом, в результате проведенных исследований установлено, что с увеличени
ем температуры инкубации снижается резистентность и локомоционная активность эритроци
тов у всех подопытных животных. У  рыбы и курицы при повышении температуры уменьшается 
время, затрачиваемое на разрушение эритроцитов и инактивацию их локомоционной активно
сти. В ряду рыба-птица устойчивость эритроцитов к действию гипертермии повышается, что 
может косвенно указывать на совершенствование терморегуляторных механизмов в процессе 
эволюции.
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Рис. 1. Эритроциты сазана (Х400), инкубированные при температуре а -  22°С, б -  37°С, в -  42°С. 

Здесь и на рис. 2-3: Н -  неразрушенные, Р -  разрушенные эритроциты
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Рис. 2. Эритроциты лягушки (Х400), инкубированные при температуре а -22°С, б -37°С,

в -  42°С
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Рис. 3. Эритроциты курицы (Х400), инкубированные при температуре а -  22°С, б -  37°С,

в -  45°С
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INFLUENCE OF INCUBATION TEMPERATURE AND LENGTH ON MIGRATORY ACTIVITY 
AND RESISTANCE OF FISH, FROGS AND BIRDS NUCLEAR ERYTHROCYTES

Nuclear erythrocytes migratory activity and resistance of Fish, Frogs 
and Birds specimens have been studied in vitro experiments. The increase 
in erythrocytes resistance to hyperthermia has been determined in Fish- 
Bird chain. The increase of incubation time at high temperature leads to the 
decrease of locomotion activity of red blood cells among all of the experi
mental animals. Terrestrial vertebrates demonstrate the phase way of blood 
cells collapse at 42°С regardless of thermoregulatory features: the swift ini
tial haemolysis of red blood cells is changed by its temporary inactivation 
followed by the growth of cells collapse with the increase of incubation time.

Keywords: migratory activity, nuclear erythrocytes, erythrocytes re
sistance, temperature factor, temperature haemolysis.
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