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Аннотация. Методами растровой электронной и световой микроскопии выявлена способность 
ядерных эритроцитов холоднокровных к фагоцитозу микроорганизмов. Установлена более высокая 
фагоцитарная активность красных клеток крови лягушки озерной к Saccaromyces cerevisiae по 
сравнению с Bacillus subtilis и Clostridium pasteurianum. Показано, что фагоцитарный индекс и 
фагоцитарное число в отношении дрожжевых клеток у  ядерных эритроцитов Rana ridibunda выше, чем у  
Cyprinus carpio.

Resume. By scanning electron and light microscopy, the ability o f nuclear erythrocytes to phagocytose 
microorganisms in poikilotherms was revealed. It’s been established the highest ability o f Rana ridibunda red 
blood cells to phagocytose Saccaromyces cerevisiae in comparison with Bacillus subtilis and Clostridium  
pasteurianum. It’s been shown that phagocytic index and phagocytic number o f digested yeast cells is higher for 
nuclear red blood cells o f Rana ridibunda than Cyprinus carpio .
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Введение

Согласно представлениям общей и эволю ционной физиологии, распределение 
функций между клетками крови сводится к тому, что эритроциты обеспечивают 
транспорт кислорода, а лейкоциты  играют защ итную роль [Заварзин, 1953; Исабаева, 
Пономарева, 1981; Иржак, 1983; Ерюхин и др., 1989; Федорова, 2001]. Н еспециф и
ческая защ ита против чуж еродных агентов осущ ествляется фагоцитирую щ ими клет
ками -  макрофагами и полиморфноядерными лейкоцитами [Friemel, Brock, 1986].

Для реализации фагоцитарной функции у  белых клеток крови имеется 
мембранный резерв, заложенный в складчатости плазмалеммы [Головко, 2010]. 
Резерв плазмалеммы используется макро- и микрофагами на образование фагосом, 
ф ормирование псевдоподий при амёбоидном движении [Каппуччинелли, 1982; Bagge, 
Braide, 1982; Gennis, 1989] и другие функции.

Одним из основных этапов фагоцитарного процесса является миграция 
фагоцитов [Ерюхин и др., 1989; Федорова, Л евин, 2001; Fedorova et al., 2008]. В 
литературе имеется немало работ, посвящ енных оценке локомоционной активности 
белых клеток крови [М аянский, М аянский, 1983; Козинец и др., 2001]. Изучены 
особенности спонтанной и стимулированной разными вещ ествами миграции лейко
цитов при изменённых и патологических состояниях организма [Федорова, Левин,
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2001]. При этом важную роль при движении клеток выш еназванного пула играет 
перестройка структурных компонентов актинового цитоскелета [Fulton, 1983; Bennett, 
Baines, 2001; Землянских, Денисова, 2009].

И сследованиями С.И. Головко [2010] и M.Z. Fedorova et al. [2012] установлено, 
что у  ядерны х эритроцитов сазана и лягуш ки также имеется мембранный резерв. 
Выявлена способность красных клеток крови холоднокровны х к спонтанным 
локомоциям [Чернявских и др., 2011]. М етодом конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии определены изменения пространственной организации актиновых 
филаментов у  ядерны х эритроцитов при миграции. Показано, что во время движения 
реорганизация микрофиламентов цитоскелета у  красных клеток крови рыб и лягуш ек 
сходна с аналогичными процессами белых клеток [Chernyavskikh et al., 2012]. Исходя 
из выш еизложенного, сделано предположение, что ядерные эритроциты  холодно
кровных являются способными к фагоцитозу клетками.

Целью работы было определение способности к ф агоцитозу и оценка ф агоци
тарной активности ядерны х эритроцитов холоднокровны х (на примере Cyprinus 
carpio и Rana ridibunda).

Объекты и методы исследования

В работе использовали периферическую кровь, взятую у  наркотизированных 
эфиром сазана (C. carpio) (30 особей) и лягуш ки озёрной (R. ridibunda) (30 особей). 
Объектами исследования служили ядерны е эритроциты. Забор крови у  сазана осу
щ ествляли из хвостовой вены, у  лягуш ки -  из сердца. В качестве антикоагулянта 
использовали гепарин (10 ед./мл).

Полученную кровь центрифугировали 4 мин. при 400 g, удаляли плазму и 
лейкоциты. Эритроциты разбавляли изотоническим раствором N aCl (0.8% для сазана 
и 0.6% для лягуш ки) в соотнош ении 1:200.

Суспензию красных клеток крови с объектами фагоцитарной реакции (1:50) 
помещ али в пробирки и инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. 
В качестве объектов фагоцитоза использовали микроорганизмы: бактерии Bacillus  
subtilis и Clostridium  pasteurianum , а также грибы Saccarom yces cerevisiae [Воробьев, 
2001; Глик, Пастернак, 2002; Сиротин, 2004].

М етодом растровой электронной микроскопии (РЭМ) определяли адгезию 
микроорганизмов к ядерным эритроцитам. П олученные суспензии наносили на 
стеклянные подложки с углеродны м напылением. Оценку поверхности клеток крови и 
объектов фагоцитоза проводили на сканирующ ем электронном микроскопе Quanta  
200 в режиме низкого вакуума.

М етодом световой микроскопии определяли способность ядерны х эритроцитов 
к поглощению и перевариванию микроорганизмов. С этой целью по окончании 
инкубации на стеклянные подложки наносили полученные суспензии (высота слоя 
составляла около 1 мм) и высуш ивали на воздухе в течение 4 5 -6 0  мин. Клетки с 
микроорганизмами фиксировали метанолом и окраш ивали азур-эозином по 
Романовскому.

Для оценки фагоцитарной активности эритроцитов на полученных препаратах 
подсчитывали процент фагоцитирую щ их клеток (фагоцитарный индекс) и среднее 
число поглощ енных частиц (фагоцитарное число) [М еньш иков, Бедулева, 2001]. При 
подсчете использовали объектив с увеличением х100.

П олученные результаты обрабатывали методами вариационной статистики с 
использованием специальных программ на персональном компьютере. Достоверность 
различий определяли по t-критерию Стъюдента.

Результаты исследования

Методом РЭМ выявлены адгезионные контакты микроорганизмов (S. cerevisiae, 
C. pasteurianum  и B. subtilis) с ядерными эритроцитами C. carpio и R. ridibunda. На рисунке 
1 показана адгезия S. cerevisiae к красной клетке крови сазана.
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Рис. 1. Электронная микрофотография адгезирующ его к Saccarom yces cerevisiae 
эритроцита сазана: 1 -  эритроцит, 2 -  S. cerevisiae 

Fig. 1. Electron m icrograph o f adhering to the Saccharom yces cerevisiae carp erythrocyte:
1 -  erythrocyte, 2 -  S. cerevisiae

М етодом световой микроскопии установлено, что ядерны е эритроциты сазана и 
лягуш ки способны не только к адгезии, но и к поглощ ению, а также перевариванию 
микроорганизмов (рис. 2 а -в , 3).

Рис. 2. Ф агоцитоз Saccarom yces cerevisiae  эритроцитами сазана (увеличение х ю 0 ):
1 -  эритроцит; 2 -  S. cerevisiae; 3 -  образование фагосомы; 4 -  фагосома; 5 -  частично

переваренные объекты фагоцитоза 
Fig. 2. Phagocytosis of Saccarom yces cerevisiae b y  carp’s erythrocytes (zoom X100):

1 -  erythrocytes; 2 -  S. cerevisiae; 3 -  phagosom e form ation; 4 -  phagosom e; 5 -  partially
digested sites of phagocytosis



Рис. 3. Ф агоцитоз Saccarom yces cerevisiae эритроцитом и лейкоцитом лягушки:
1 -  эритроцит; 2 -  лейкоцит; 3 -  S. cerevisiae 

Fig. 3. Phagocytosis o f Saccarom yces cerevisiae b y  frog’s erythrocytes and leukocytes:
1 -  erythrocyte; 2 -  leukocyte; 3 -  S. cerevisiae

М ембрана эритроцита C. carpio  в месте контакта с S. cerevisiae  втягивается и 
объект погружается вглубь клетки (см. рис. 2а). Этот процесс соответствует началу 
стадии поглощ ения, так как непрерывность плазматической мембраны над инвагина- 
ционным каналом еще не восстановлена. Показано образование обособленной от 
наружной мембраны вакуоли, содержащей фагоцитированную частицу (см. рис. 2в).

У  эритроцита лягуш ки также происходит образование фагоцитарной вакуоли 
(см. рис. 3). В цитоплазме некоторых эритроцитов выявляются мелкие частицы (см. 
рис. 2б).

В таблице представлены результаты фагоцитарной активности ядерны х 
эритроцитов подопытных холоднокровных.

Таблица
Фагоцитарная активность ядерны х эритроцитов Cyprinus carpio  и Rana ridibunda

Table
Phagocytic activity of nuclear erythrocytes in Cyprinus carpio  and Rana ridibunda

Вид животного
Изучаемый 

показатель, ед. 
изм.

Объект фагоцитоза
Clostridium

pasteurianum
Saccaromyces

cerevisiae
Bacillus
subtilis

Cyprinus carpio

Фагоцитарный 
индекс, % 33-60±1.76 38.66±1.85 32.50±2.50

Фагоцитарное 
число, отн. ед. 1.04±0.03 1.10±0.02 1.06±0.03

Rana ridibunda

Фагоцитарный 
индекс, % 34-50±1.64 49-75±2.39 а б 3б.00±2.00 в

Фагоцитарное 
число, отн. ед. 1.01±0.04 1.24±0.02 а б 1.01±0.02 в

Примечание: а -  статистически достоверные различия по сравнению с Cyprinus carpio; б 

-  статистически достоверные различия по сравнению с Clostridium pasteurianum; в -  
статистически достоверные различия по сравнению с Bacillus subtilis (p<0.05).

При сравнительном анализе полученных данны х установлено, что эритроциты 
R. ridibunda  наиболее активно поглощ ают S. cerevisiae. Ф агоцитарный индекс красных
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клеток крови лягуш ек в отнош ении C. pasteurianum  и B. subtilis  ниже на 30.7 и 27.6%, 
фагоцитарное число -  на 18.5 и 18.5% по сравнению с дрож жевыми клетками. В свою 
очередь, у  сазана по сравнению с лягуш кой процент фагоцитирующ их эритроцитов в 
отнош ении S. cerevisiae  ниже на 22.3, среднее число поглощ енных частиц -  на 11.3%.

Выявленные методом РЭМ  реакции рецепции объекта с плазмалеммой, 
согласно И.И. М ечникову [1954], соответствую т стадии аттракции, т. е. тесного 
сближения фагоцитирую щ ей клетки и располагаю щ егося на ее поверхности объекта 
фагоцитоза. В более поздних исследованиях выш еуказанные явления относят к стадии 
адсорбции, которая характеризуется специфическим взаимодействием частицы с 
рецептором или электростатической или хемотаксической аттракцией [Алов и др., 
1969; Федорова, 2001].

Образование фагоцитарной вакуоли у  эритроцита лягуш ки (см. рис. 3), связано 
с транслокацией плазматической мембраны в соответствии с размером и формой 
поглощ аемой частицы [Федорова, Левин, 2001]. Выявленные в цитоплазме некоторых 
эритроцитов мелкие частицы (см. рис. 2б), предположительно могут быть частично 
переваренными объектами фагоцитоза [Галактионов, 2005].

Таким образом, начавш аяся при адгезионном контакте чужеродной частицы и 
фагоцита активация плазматической мембраны заверш ается процессом поглощения 
микроорганизма и его перевариванием, что доказывает способность ядерных 
эритроцитов холоднокровны х к фагоцитозу.

Более высокая фагоцитарная активность к дрож жевы м клеткам у  эритроцитов 
лягуш ки по сравнению с красными клетками крови сазана может быть связана, во- 
первых, с наличием у  Земноводных видового иммунитета, так как основными местами 
обитания дрож ж евы х клеток является почва, поверхность плодов и листьев и в 
меньш ей степени -  природные воды [Воробьев и др., 2001; Глик, П астернак, 2002], 
являю щ иеся средой обитания рыб. Во-вторых, ядерные эритроциты лягуш ки -  более 
крупные клетки [Головко, 2010] с больш им мембранным резервом [Fedorova et al., 
2012], который, как было сказано выше, может использоваться фагоцитами на 
образование фагосом.

Известно, что взаимодействие между фагоцитом и объектом фагоцитоза имеет 
гидрофобный характер [М еньш иков, Бедулева, 2001]. П оэтом у некоторые 
микроорганизмы, к числу которых относятся C. pasteurianum  и B. subtilis, в качестве 
механизма защ иты имеют полисахаридную капсулу [Лысак, 2005], которая снижает 
гидрофобность и эффективность адгезии [М еньш иков, Бедулева, 2001]. Этим может 
быть обусловлена более низкая фагоцитарная активность ядерны х эритроцитов 
лягуш ки к бактериям по сравнению с дрож жевы ми клетками.

1. Ядерны е эритроциты  холоднокровны х животных, в частности Cyprinus carpio  
и Rana ridibunda, являются способными к ф агоцитозу клетками.

2. Фагоцитарная активность красны х клеток крови лягуш ки озерной выш е к 
Saccarom yces cerevisiae по сравнению с Bacillus subtilis и Clostridium  pasteurianum .

3. Ф агоцитарный индекс и фагоцитарное число в отнош ении дрож ж евы х 
клеток у  ядерны х эритроцитов R. ridibunda  выше, чем у  C. carpio.
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