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ИММУНИТЕТ ПОЙКИЛОТЕРМНЫХ ГИДРОБИОНТОВ

Г.И. ПРОНИНА, А.А. ИВАНОВ, А.Г. МАННАПОВ, О.В. САНАЯ

(ФГБОУ ВО РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева)

В работе показаны особенности иммунной системы пойкилотермных гидробионтов 
разных систематических групп: ракообразных, рыб, земноводных. Защитные механизмы ра-
кообразных представлены в основном врожденными неспецифическими факторами вклю-
чая внешние покровы (в том числе экзоскелет), слизь, физико-химические барьеры, лизоцим 
гемолимфы, профенолоксидазную систему, фагоцитоз. Выделены 4 типа клеток (гемоци-
тов) циркулирующей жидкости речных раков: агранулоциты, полугранулоциты, грану-
лоциты, прозрачные клетки, – каждый из которых выполняет разные функции в процес-
се иммунной защиты. У рыб отсутствует красный костный мозг и лимфатические узлы, 
а основными органами гемопоэза являются тимус, селезенка, печень, лимфоидная ткань по-
чек, кишечника, перикарда лимфоидный орган черепной коробки. К гуморальным факторам 
иммунитета рыб относятся лизоцим, комплемент, иммуноглобулины, С-реактивные белки, 
интерферон, гемагглютинины лизины, гемолизины. Иммуноглобулины у рыб представлены 
только IgM- подобными антителами. Центральным органом иммунной системы амфибий 
является красный костный мозг; периферические органы – почки, тимус, селезенка, лимфо-
миелоидные узлы. В зависимости от особенностей иммунной системы гидробионтов пред-
ложены разные методы оценки их гуморального иммунитета (определение фенолоксидазы) 
и клеточного ответа (по фагоцитозу). Клеточный иммунитет, а именно фагоцитарную 
активность, предлагается оценивать цитохимическими методами через кислороднезави-
симые факторы (содержание неферментного лизосомального катионного белка в фагоци-
тах) и кислородзависимые факторы (по НСТ-тесту с нитросиним тетразолием, который 
фиксирует образующиеся в процессе респираторного взрыва при стимуляции клеток in vitro 
цитотоксичные кислородные радикалы).

Ключевые слова: иммунитет, фагоцитоз, гуморальные факторы, лимфомиелоидные 
органы, иммунокомпетентные клетки, гемоциты.

Иммунитет (от лат. immunitas) – это способ защиты организма от действия раз-
личных веществ и организмов, вызывающих повреждение клеток и тканей, характе-
ризующийся изменением функциональной активности иммунокомпетентных клеток 
с целью поддержания гомеостаза. Реализуется эта защита с помощью механизмов 
распознавания и уничтожения генетически чужеродных объектов: микроорганизмов, 
чужеродных клеток, измененных собственных клеток.

Иммунитет ракообразных. Положение в классификации: класс ракообраз-
ные (Crustacea) относится к подтипу жабродышащие (Branchiata), типу членистоно-
гие (Arthropoda).

Иммунная система беспозвоночных не имеет специализированных лимфо-
идных органов, не включает в себя в качестве компонентов ни иммуноглобулины, 
ни взаимодействующие субпопуляции лимфоцитов. Тем не менее cамо существо-
вание огромного числа особей и видовое разнообразие ракообразных свидетель-
ствуют о наличии у них эффективных систем иммунной защиты. Защитные ме-
ханизмы ракообразных полностью зависят от врожденной иммунной системы, 
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которая активируется, когда ассоциированные с патогеном молекулярные структуры 
распознаются растворимыми или поверхностными белками клеток хозяина – таки-
ми, как лектины, антимикробные, свертывающие и распознающие белки. Они в свою 
очередь активируют клеточные или гуморальные эффекторные механизмы для унич-
тожения вторгающихся патогенов [41].

Первой линией обороны у ракообразных служат физико-химические барье-
ры. Так, слизь раков обладает высокой бактерицидной активностью, задерживает 
и уничтожает потенциально патогенные микроорганизмы. Твердый наружный ске-
лет (кутикула) препятствует инвазии чужеродного генетического материала не толь-
ко механически, но и с помощью ферментов. Например, в кутикуле широкопалого 
речного рака Astacus astacus содержатся ингибиторы протеолитических ферментов 
патогенных грибков, в том числе возбудителя чумы раков Aphanomyces astaci. В ку-
тикуле речных раков содержится токсичный фермент фенолоксидаза. Хиноны (про-
дукты реакции, катализированные фенолоксидазой), черный меланиновый пигмент 
и промежуточные продукты реакции образования меланина тормозят рост патоген-
ного грибка [41].

При нарушении целостности неспецифических барьеров действует целый ряд 
взаимосвязанных клеточных и гуморальных защитных механизмов, к которым от-
носятся свертывание гемолимфы и заживление ран, фагоцитоз, инкапсулирование, 
действие врожденных и индуцибельных антимикробных факторов [2].

Лизоцим является гуморальным фактором врожденного иммунитета у раз-
ных таксономических групп животных. Лизоцим (мурамидаза) обладает гидроли-
тическими свойствами и способен расщеплять бета-1,4-гликозидную связь между 
N-ацетилмурамилом и N-ацетилглюкозаминилом пептидогликана – главного поли-
мера бактериальной клеточной стенки. Идентифицированы три основных типа ли-
зоцима: C (куриный, или обычный), G (гусиный) и I (беспозвоночных). У человека 
и в белке куриного яйца присутствует главным образом C-тип [26].

Система комплемента представляет собой биохимический каскад, направ-
ленный на нарушение целостности чужеродных клеток. В состав системы компле-
мента входит более 20 белков. Система комплемента есть не только у позвоночных, 
но и у беспозвоночных животных [38, 51].

А.Г. Васильев с соавт. [1] делает предположение о том, что у беспозвоночных 
несмотря на отсутствие лимфоцитов и антител, есть свои сложные гомологи само-
распознающей адаптивной иммунной системы. Оно основано на эмпирических дан-
ных о возможности активной иммунизации беспозвоночных. Авторы считают это 
косвенным свидетельством приоритета самораспознавания над защитной функцией.

Ракообразные имеют незамкнутую циркуляторную систему, поэтому их выжи-
вание возможно при условии наличия системы локального свертывания гемолимфы, 
сопряженного с постоянно действующими иммунными механизмами распознавания, 
нейтрализации и элиминации патогенов инфекционной природы.

Одним из гуморальных факторов является фенолоксидаза (PO) и иницииру-
ющая ее профенолоксидазоактивирующая система (proPO). ProPO-система состоит 
из нескольких белков, среди которых ведущими являются рекогносцировочные бел-
ки, сериновые протеиназы, их ингибиторы и сама профенолоксидаза. PO (медьсо-
держащий фермент из класса оксиредуктаз, окисляющий фенольные соединения) 
обнаружена в гемолимфе и целомической жидкости ракообразных. Фермент катали-
зирует окисление фенолов до хинонов, которые в свою очередь неэнзиматическим 
путем полимеризуются до меланина (рис. 1). Как промежуточные продукты окисле-
ния фенолов, так и меланин, являются токсичными для микроорганизмов соедине-
ниями [40].
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Рис. 1. Синтез меланина [42]

ProPO активируется β-1,3-гликанами низших грибов, липополисахаридами 
грамотрицательных бактерий и пептидогликанами грамположительных бакте-
рий [41].

С активацией профенолоксидазной системы связывают запуск защитных про-
цессов: фагоцитоз, инкапсуляцию, образование узелков, миграцию и адгезию клеток 
гемолимфы. Поэтому некоторые паразиты, успешно внедряющиеся в тело живот-
ных, часто подавляют именно профенолоксидазоактивирующую систему [42]. Ак-
тивность proPO- системы также регулируется ингибиторами протеиназ. Например, 
из плазмы рака Р. leniusculus выделен высокомолекулярный ингибитор трипсина. 
Считают, что proPO ракообразных синтезируется в клетках гемолимфы [8].

Гемолимфа, как внутренняя среда ракообразных, проявляет антибактери-
альную активность. Так, гемолимфа лангуста обладает агглютинирующей и бак-
терицидной активностью по отношению к представителям рода Vibrio и штаммам 
рода Pseudomonas [28, 48]. В гемолимфе и гемоцитах креветки Penaeus japonicas 
с помощью моноклональных антител были идентифицированы иммуноактивные 
белки [36].

У креветок Penaeus monodon, в гемолимфу которых вводились штаммы 
Escherichia coli D31, Vibrio sp. и зимозан А, обнаружена антибактериальная, бак-
териолизисная и фенолоксидазная активность гемолимфы [48, 15]. Аналогичные 
результаты получены при введении креветкам Penaeus japonicus возбудителя син-
дрома белых пятен White Spot Syndrome Virus – WSSV. В результате воздействия 
вируса у креветок повышается активность фенолоксидазы, гемолизина и перокси-
дазы [31].

Специальных органов гемопоэза у ракообразных нет, но имеется кроветвор-
ная ткань. Она дорсально расположена, окружает глазную артерию, имеет структуру 
из тонких листов упакованных клеток в дольках, окруженных соединительной тка-
нью [43].

У речных раков описаны 4 типа гемоцитов (Гц): агранулоциты (Гц І), полу-
гранулоциты (Гц ІІ), гранулоциты (Гц ІІІ) и прозрачные клетки (Гц IV) (рис. 2) [18].
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Рис. 2. Гемоциты длиннопалого речного рака (Pontastacus leptodactylus) 

в камере Горяева (увеличение 200):
1 – агранулоциты; 2 – полугранулоциты; 3 – гранулоциты; 4 – прозрачные клетки

Разные типы гемоцитов выполняют неодинаковые функции в процессе им-
мунной защиты. Мембраны агранулоцитов содержат распознающие рецепторы. 
При вторжении чужеродных агентов (например, ß-1,3-глюканов грибковых или липо-
полисахаридов бактериальных клеток) происходит их распознавание и активация ка-
скада ферментов, которые стимулируют выход proPO-системы из полугранулоцитов 
и гранулоцитов. Фагоцитоз, инкапсуляция слоями гемоцитов, микробный киллинг, 
агглютинация осуществляются агранулоцитами и полугранулоцитами (рис. 3) [39].

При воздействии липополисахаридов грамотрицательных бактерий у рака Pro-
cambarus zonangulus уменьшаются размеры циркулирующих гемоцитов, а также их 
жизнеспособность [25].

В больших гранулах ГЦ III обнаружен предсердный натрийуретический пеп-
тид, который участвует в регуляции водно-солевого баланса, модуляции иммунных 
реакций, а также влияет на пролиферацию клеток [10].

Относительно противовирусного иммунитета ракообразных известно немного. 
Отмечено, что вирус синдрома белых пятен WSSV, являющийся серьезным патогеном 
для водных ракообразных, фагоцитируется в цитоплазме искусственно инфицированно-
го речного рака Procambarus clarkii; в ядрах не обнаруживалось ни одной вирусной ча-
стицы. В ядра изучаемых гемоцитов и клеток лимфоидного органа креветки Penaeus vo-
nodon был внесен вирус WSSV. После этого вирусы в клетках не были обнаружены, кро-
ме вирусов в ядрах, куда они были привнесены искусственно. Сделан вывод о том, что 
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гемоциты креветки и речного рака не под-
держивают репликацию вируса WSSV [39].

Все компоненты proPO-системы 
содержатся в гемолимфе и гранулах или 
мембраносвязанных секреторных узел-
ках-везикулах гемоцитов в неактивном 
состоянии и активизируются протеолити-
ческим расщеплением пошаговым спосо-
бом [15]. Активация метаболического ка-
скада proPO ведет в конечном счете к пре-
образованию профермента профенолокси-
дазы в активный фермент фенолоксидазу.

У пресноводного рака выделен 
и проанализирован ряд белков, входящих 
в proPO систему [15].

Пероксинектин (ПН) является од-
ним из лигандов адгезионных взаимодей-
ствий. Именно благодаря адгезии гемоци-
ты формируют капсулы вокруг крупных 
паразитов и узелки в областях скопления 
микроорганизмов [41].

Супероксиддисмутаза (СОД) яв-
ляется антиоксидантом, участвует в про-
дукции перекиси водорода. Присоедине-
ние ПН к СОД приводит к формированию 
токсических соединений на поверхности 
проникших в организм микроорганизмов 
или паразитов [42].

Маскарадоподобный протеин (МПП) речных раков подобен сериновым 
протеазам, но у МПП отсутствует протеазная активность. МПП связывает гра-
мотрицательные бактерии и грибы, которые затем обезвреживаются с помощью 
протеолитических ферментов. МПП предположительно участвует в противопа-
разитарной защите организма, так как обладает свойством адгезии и опсониза-
ции [34].

Белок, связывающий β-1,3-глюкан также обладает адгезивными и опсонируб-
щими свойствами. С помощью клонирования ДНК показано, что этот белок не имеет 
гомологии с известными белками. Он синтезируется в форме белка-предшественни-
ка, который превращается в зрелый белок путем процессинга N- и C-концевых групп. 
К структурным признакам белка, связывающего β-1,3-глюкан, относятся две корот-
кие последовательности, сходные с реактивными участками некоторых глюканаз, 
а также последовательность клеточной адгезии, которая опосредует межклеточные 
взаимодействия [32, 15].

Другой белок – α-макроглобулин – ингибитор широкого набора протеиназ. Оба 
белка синтезируются клетками гемолимфы. Отличия этого белка от ПН заключается 
в том, что пероксинектин откладывается в гранулах клеток, α-макроглобулин сразу 
секретируется в гемолимфу.

К факторам гуморальной защиты ракообразных относят также бактерицидин 
и лектины [15].

Многие беспозвоночные обладают способностью к отторжению алло- и ксено-
генных трансплантатов. Однако не у всех групп беспозвоночных, способных отторгать 

Рис. 3. Схема связи гемоцитов 
в системе защиты хозяина ракообразных: 

(p) – proPO; (X) – β-1,3-глюканы 
или липополисахариды [41]
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аллотрансплантаты, эти реакции характеризуются специфичностью и памятью; 
обычно специфичность их крайне невысока, а память недолговременна [2].

Получены обнадеживающие результаты в борьбе с инфекциями ракообразных 
при использовании иммунизации и иммуномодуляторов [44].

Иммунитет рыб. Надкласс рыбы относится к подтипу позвоночные (Vertebra-
ta или Craniata), типу хордовые (Chordata) и представлен двумя классами: хряще-
вые (Chondrichthyes) и костные рыбы (Osteichthyes).

Иммунная система рыб, как и всех живых организмов, обеспечивает способ-
ность противостоять агрессивному влиянию патогенных факторов абиотической 
и биотической природы. Иммунная система рыб имеет ряд отличий от иммунной 
системы высших позвоночных животных. У рыб отсутствуют красный костный мозг, 
лимфатические узлы, фабрициева сумка.

Клеточные элементы иммунной системы рыб, состоящие из клеток лимфоид-
но-макрофагального комплекса (лимфоциты, моноциты и макрофаги, гранулоциты, 
клеток Купфера, клеток Лангерганса), организованы в тканевые и органные структу-
ры. К ним относятся тимус, селезенка, печень, лимфоидная ткань головного и туло-
вищного отделов почек, скопления лимфоидной ткани черепной коробки, кишечни-
ка, перикарда [15]. У хрящевых рыб, кроме того, роль иммунной защиты выполняют 
орган Лейдига и эпигональные органы [5].

Тимус (вилочковая железа, зобная – grandula thymus) – орган, относящийся 
по своей структуре и функциям одновременно к эндокринной и лимфоидной системе. 
У рыб тимус представляет собой оформленный орган, расположенный в пазухах чере-
па. У рыб так же, как и у высших позвоночных, существует гемато-тимусный барьер. 
Тимус рыб считается центральным лимфоидным органом, так как именно в нем про-
исходит лимфопоэз. Удаление тимуса у костистых рыб приводит к подавлению гумо-
рального иммунного ответа и задержке отторжения трансплантата [3, 29, 45]. Парен-
хима тимуса костистых рыб состоит из корковой и мозговой зон. Показано, что про-
лиферация лимфоцитов происходит исключительно в корковом веществе тимуса [3].

Почки рыб являются одним из главных иммунокомпетентных органов, в них 
активно протекает гемопоэз [7]. В почках костистых рыб нет четкого разделения 
на красную и белую пульпу. Паренхиму органа образуют разветвленные ретикуляр-
ные клетки, некоторые из которых обладают фагоцитарной способностью. Туловищ-
ная почка наряду с иммунной функцией выполняет мочевыделительную функцию. 
Клетки гемопоэтической ткани расположены в синцитии ретикулярной ткани между 
петлями нефронов и выделительными канальцами [13].

Селезенка рыб также является органом иммунной системы, содержит большое 
количество клеток лимфоидного и миелоидного рядов [4, 13].

Печень рыб так же, как и у млекопитающих, многофункциональна и принима-
ет участие в пищеварении, синтезе белков плазмы крови, сохранении гомеостатиче-
ского баланса, детоксикации, аккумуляции антигенов и выведении их из организма. 
Лимфомиелоидная ткань рыб в виде прослоек расположена по ходу желчных про-
токов и вокруг стенок более крупных венозных веток. У карповых рыб по ходу более 
крупных желчных протоков располагаются участки панкреаса, врастая в печень и об-
разуя гепатопанкреас – орган, выполняющий одновременно функции печени и под-
желудочной железы [13].

К иммунокомпетентным клеткам у рыб относятся все клетки лимфоидно-ма-
крофагальной системы: лимфоциты, плазмоциты, гранулоциты, макрофаги, эндо-
телиоциты, клетки Купфера, естественные киллеры. По характеру выполняемой 
функции они подразделяются на антигенраспознающие, антигенразрушающие, 
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антителосинтезирующие, клетки памяти. Иммунокомпетентные клетки осуществля-
ют синтез медиаторов иммунного ответа: цитокинов, интерферона, лизоцима, лизо-
сомальных ферментов [12, 13, 50].

Иммуноглобулины у рыб представлены только IgM подобными антителами. 
Известно, что у теплокровных животных в отличие от рыб иммуноглобулины состав-
ляют большое семейство белков 5 классов: IgG, IgM, IgF, IgD, IgE [27].

Количество лейкоцитов и соотношение их популяций в крови рыб зависят 
от воздействия абиотических и биотических факторов внешней среды, а также от ви-
довых, индивидуальных и возрастных особенностей.

Состояние клеточного иммунитета здоровых рыб разных видов находится 
примерно на одном уровне, однако имеются видовые и породные особенности. На-
пример, содержание катионного белка в лизосомах нейтрофилов зеркальных карпов 
выше, чем у чешуйчатых [35].

Бактерицидная активность тканей и циркулирующих жидкостей организма 
обусловлена комплексным действием лизоцима, комплемента, пропердина, хемо-
кин-подобных и других веществ [15, 22].

Лизоцим поражает бактерии путем встраивания в их мембрану и разрушая ее. 
У разных видов рыб количество лизоцима в органах и тканях различно. Например, 
содержание лизоцима в органах карпа значительно ниже, чем у сома обыкновенно-
го (табл. 1).

Таблица 1
Содержание лизоцима в органах рыб, мкг/г [9, 15]

Орган Карп Сом

Почки 2,9 ± 0,4 83,3 ± 3,8

Селезенка 1,48 ± 0,17 15,2 ± 1,2

Печень 0,74 ± 0,12 4,9 ± 0,3

Иммунитет земноводных. Класс земноводные (Amphibia) относится к подти-
пу позвоночные (Vertebrata или Craniata), типу хордовые (Chordata).

Иммунная система земноводных состоит из центральных и периферических 
органов.

К центральным органам относится костный мозг, в котором находятся гемопо-
этические островки. Выявлено, что у лягушки Xenopus костный мозг служит местом 
дифференцировки нейтрофильных гранулоцитов. У лягушки Rana pipiens обнару-
жена костномозговая лимфомиелоидная ткань, продуцирующая В-лимфоциты [20].

К периферическим органам иммунной системы относят лимфомиелоидные 
органы и ткани. У бесхвостых амфибий созревание В-клеток начинается в почках 
и (или) печени. Эти органы непосредственно участвуют в процессах ранней диффе-
ренцировки эритроидных, лимфоидных и миелоидных клеток [3].

Тимус состоит из наружной (корковой) и внутренней (мозговой) зоны, продуци-
рует Т-лимфоциты. В тимусе амфибий обнаруживаются стромальные (полипотентные) 
клетки, дендритные клетки, макрофаги, гранулоциты, дегенерирующие клетки [3].

Селезенка амфибий по общему строению подобна селезенке млекопитающих. 
В селезенке Xenopus имеются тимусзависимые и независимые лимфоидные зоны [3]. 
Фолликулы белой пульпы содержат множество В-клеток, присутствующих главным 
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образом в краевой зоне. Они лишены поверхностных иммуноглобулинов, но связы-
вают анти-Т-клеточные моноклональные антитела.

Показано, что в селезенке у амфибий (как на стадии головастиков, так и на ста-
дии имаго) происходит созревание В-клеток [20].

Лимфомиелоидные узлы в эволюции позвоночных впервые появляются у бес-
хвостых амфибий: лягушки Rana, жабы Bufo. У хвостатых амфибий и шпорцевых 
лягушек Xenopus они отсутствуют [3]. Лимфомиелоидные узлы амфибий на всех ста-
диях онтогенеза от головастиков до взрослых особей отличаются от аналогов млеко-
питающих тем, что служат в основном фильтрующими кровь органами, хотя могут за-
хватывать материал и из окружающей лимфы. В них локализуются клетки, продуци-
рующие антитела. Лимфомиелоидные узлы в отличие от лимфатических узлов млеко-
питающих не имеют четкой структуры, в них отсутствуют центры пролиферации [3].

По всей длине тонкой кишки у амфибий выявляются узлы ассоциированной 
с кишечником лимфоидной ткани. У шпорцевых лягушек лимфоидная ткань ки-
шечника содержит плазматические клетки, секретирующие иммуноглобулины IgM 
и IgX (аналог IgA млекопитающих) [21].

У амфибий функционирование иммунной системы осуществляется на двух уров-
нях. Первый, филогенетически более древний, составляют неспецифические защитные 
механизмы: кожные и слизистые покровы, внутренние барьеры организма, лимфоузлы, 
фагоцитирующие клетки, а также гуморальные факторы, к которым относятся лизоцим, 
комплемент, интерферон и др. Второй уровень иммунологических функций составляют 
механизмы, определяющие способность организма к избирательному (специфическому) 
ответу на конкретные антигены. Это приобретенный, или адаптивный, иммунитет. Три 
основных типа клеток: В-лимфоциты, Т-лимфоциты и антигенпрезентирующие клетки – 
формируют гуморальную и клеточную формы адаптивного иммунного ответа [2, 20, 21].

Развитие амфибий осуществляется с метаморфозом, поэтому в онтогенезе можно 
выделить две фазы иммунного реагирования: личиночную и фазу имаго. Иммунная систе-
ма личиночной стадии развивается быстро. Затем амфибии испытывают временное пода-
вление иммунитета во избежание отторжения собственных тканей, и железистый кожный 
покров амфибий остается важным физическим барьером между организмом и патогена-
ми среды [37]. У взрослых амфибий иммунный ответ развивается по классической схеме.

Методы оценки иммунной устойчивости гидробионтов. Для контроля со-
стояния гидробионтов, особенно культивируемых видов, важно контролировать их 
иммунный статус, который отражает структурно-функциональное состояние иммун-
ной системы в конкретный момент жизни особи. Иммуно-физиологическая оценка 
проводится с помощью определения гематологических, цитохимических, биохими-
ческих, иммунологических показателей.

Фенолоксидазу (у речных раков и других беспозвоночных) выявляют электро-
форетическим методом в 7,5%-ном полиакриламидном геле по Дэвису.

Хорошо зарекомендовал себя метод определения бактерицидной активности 
сыворотки крови (БАСК) рыб нефелометрическим методом в модификации В.Р. Ми-
крякова [14].

Важной характеристикой врожденного иммунитета являются показатели фаго-
цитарной активности клеток крови. Снижение фагоцитарной активности может быть 
результатом недостаточности опсонизирующих факторов сыворотки, морфологиче-
ских и функциональных нарушений фагоцитов.

Для оценки фагоцитарной активности фагоцитов, а именно кислородзависи-
мых (КЗ) факторов клеточного иммунитета, используется достаточно информативный 
тест с нитросиним тетразолием (НСТ-тест). В основе теста лежит регистрация высо-
котоксичных радикалов кислорода, образующихся в фагоцитирующей клетке при ее 
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активации. В организме такая активация, называемая «респираторным взрывом», проис-
ходит под действием чужеродного агента. В этой цитохимической реакции свободные ра-
дикалы кислорода активируемой клетки соединяются с нитросиним тетразолием, образуя 
нерастворимый формазан, который выявляется в клетке в виде темно-синих гранул [33].

Различают спонтанный и стимулированный НСТ-тест. Результаты спонтанного 
теста указывают на количество активированных клеток в крови. Стимулированный 
НСТ-тест отражает способность исследуемых фагоцитов (нейтрофилов) к активации 
in vitro. Активацию осуществляют с помощью различных агентов: латекс, опсонизи-
рованный зимозан и др. [11, 15].

Интенсивность одного из звеньев фагоцитоза – продукции активных форм кис-
лорода – можно оценить по способности этих клеток восстанавливать нитросиний 
тетразолий in vitro (НСТ-тест). В варианте индуцированного НСТ-теста клетки сти-
мулируют различными агентами (латекс, зимозан и др.). Стимуляция приводит к уси-
лению продукции активных форм кислорода и увеличению количества активных фа-
гоцитов. В фагосомах НСТ восстанавливается в диформазан, который откладывается 
в виде синих гранул и служит критерием интенсивности реакции.

Фагоцитарная активность может оцениваться косвенно по результатам лизосо-
мально-катионного теста: с помощью цитохимической реакции определения содер-
жания лизосомальных катионных белков в фагоцитах. К кислороднезависимым (КНЗ) 
механизмам иммунной защиты относятся неферментные лизосомальные катионные 
белки, обладающие прямым бактерицидным действием, основанным на расщеплении 
мукопептидов и повреждении мембран бактерий: лизоцим, катепсины (G); связывании 
необходимого для пролиферации железа из микробной клетки (лактоферрин). Даже 
в анаэробных условиях катионные белки убивают эпидермальный стафилококк, синег-
нойную палочку, зеленящий стрептококк и другие патогенные микроорганизмы [15].

При ряде болезней отмечают изменение (как правило, увеличение) активности 
лизосомальных катионных белков, особенно в разгар инфекционных заболеваний 
бактериальной и вирусной этиологии [17].

Потенциальную активность фагоцитов циркулирующих жидкостей гидроби-
онтов (гемоцитов ракообразных, нейтрофилов крови рыб и земноводных) можно 
оценивать по цитохимическому показателю содержания лизосомального катионно-
го белка, определяемого по методу Шубича и адаптированного для рыб и речных 
раков [16]. К преимуществам данного подхода можно отнести его относительную 
доступность. Неферментный катионный белок положительно заряжен, локализуется 
в лизосомах гранулоцитов. При цитохимическом исследовании катионного белка ис-
пользуют методы, основанные на применении диахромных анионных красителей.

Цитохимическая реакция с бромфеноловым синим оцифровывется методом 
дифференциального подсчета клеток по степени интенсивности специфической 
окраски. Исследуемые клетки подразделяются на 4 группы по степени их фагоцитар-
ной активности на основе концентрации белка (рис. 4–6):

0 степень – гранулы катионного белка отсутствуют;
1 степень – единичные гранулы;
2 степень – гранулы занимают примерно 1/3 цитоплазмы;
3 степень – гранулы занимают 1/2 цитоплазмы и более.
Средний цитохимический коэффициент (СЦК) рассчитывают по формуле:

СЦК = (0´Ф0 + 1´Ф1 + 2´Ф2 + 3´Ф3):100,

где Ф0, Ф1, Ф2, Ф3 – количество фагоцитов с активностью 0, 1, 2 и 3 степени 
соответственно.
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Рис. 4. Гемоциты широкопалого речного рака 
(цифры указывают на степень активности клеток от 1 до 3 баллов)

а б в

Рис. 5. Нейтрофилы карпа (а) и сома обыкновенного (б, в) разной степени активности: 
а, б – 2-я степень; в – 3-я степень активности

1а 1б 1в 1г

2а 2б 2в 2г
Рис. 6. Нейтрофилы крови земноводных: травяных лягушек (1) и аксолотлей (2): 

А – 0; Б – 1; В – 2; Г – 3-я степень активности
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У рыб обнаруживаются породные и межвидовые различия СЦК катионного 
белка в лизосомах. На основании многолетних изучений СЦК различных гидроби-
онтов сделан вывод о возможности его использования в качестве оценочного пока-
зателя клеточного иммунитета и в качестве маркера при селекционном отборе карпа 
и сома. Как правило, высокое значение СЦК положительно коррелирует с фагоцити-
рующей способностью лейкоцитов [6, 15, 18].

При благоприятных условиях искусственной среды на клинически здоровых 
животных определены значения констант гомеостаза, которые можно принимать 
за физиологическую норму только в условиях выполненных наблюдений. Однако 
эти данные могут служить отправными точками при уточнении значений констант 
гомеостаза речных раков, рыб, земноводных.

Гемоциты речных раков быстро (30–50 мин) разрушаются in vitro, что следует 
учитывать при определении гемограммы.

Нами определены пределы значений некоторых гематологических и цитохи-
мических показателей речных раков (табл. 2) во временном промежутке от начала 
забора гемолимфы до 30 мин в камере Горяева.

Таблица 2
Клеточный состав и цитохимические показатели гемолимфы речных раков

Показатели
Вид речного ракаAstacus astacus Pontastacus leptodactylus

Гемоцитарная формула, %

Агранулоциты 20–45 20–45

Полугранулоциты 20–50 20–50

Гранулоциты 20–45 20–45

Прозрачные клетки 0,5–15 0,3–15

Фагоцитарная активность гемоцитов

СЦК, ед. 1,5–2,0 1,5–2,0

Гемопоэз у рыб имеет ряд особенностей. В частности, у них больше органов 
гемопоэза, чем у высших позвоночных (млекопитающих), поэтому в крови рыб 
в норме содержится определенное количество бластных форм эритроцитов.

К органам гемопоэза у рыб относятся: жаберный аппарат (эндотелий сосудов 
и ретикулярный синцитий, сосредоточенный у основания жаберных лепестков), ки-
шечник (слизистая), сердце (эпителиальный слой и эндотелий сосудов), почки (ре-
тикулярный синцитий между канальцами), селезёнка, сосудистая кровь, лимфоид-
ный орган (скопления кроветворной ткани – ретикулярного синцития – под крышей 
черепа).

Для рыб характерен лимфоцитарный профиль (табл. 3) – основу белой крови 
составляют лимфоциты, доля которых в общем пуле лейкоцитов не опускается ниже 
70% и не превышает 94%.

Рост доли гранулярных лейкоцитов свидетельствует о неблагополучии рыб 
с различной этиологией (воспаление, инфекция, инвазия, аллергия).
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Таблица 3
Референтные значения гематологических и цитохимических показателей рыб

Показатели Карп Линь Язь Толсто-
 лобик

Белый 
амур Сом Русский 

осетр
Стер-
   лядь Щука

Показатели эритропоэза, %

Гемоцито-
бласты, 
эритробласты

0–2 0,5–1,5 0–1 0–1 0–1 0–2 0–1 0–1 0–1

Нормобласты 0,5–7 2–3,5 2–3 2–3 2–4 0–6 1–6 2–4 2–3

Базофильные 
эритроциты 5–19 3–8 7–9 6–10 8–25 2–20 8–11 10–20 5–7

Зрелые 
эритроциты 77–92 89–91 87–91 85–91 75–85 75–98 83–87 80–83 89–92

Лейкоцитарная формула, %

Миелобласты 0–0,4 0–0,2 0–0,2 0–0,2 0–0,2 0–0,3 0–0,2 0–0,2 0–0,2

Промиелоциты 0–0,4 0,3–1,8 0–0,5 0,3–2,2 0–1 0–2 0–2 0–1,5 0–1,2

Миелоциты 0–3 0–0,5 1–2 3–10 4–12 0–2 0–0,5 1–2,5 1–3

Метамиелоциты 0–8 0–1 1–3 4–11 3–6 1–6 2–4 0–1 0–2

Палочкоя-
дерные 
нейтрофилы

0–10 1–8 2–5 4–7 2–5 0–18 0–3 2–5 1–3

Сегментоя-
дерные 
нейтрофилы

0–9 2–5 1–7 0–3 1–6 0–20 1–4 1–4 2–4

Эозинофилы 0–1 0–0,3 0–0,3 0–2 0–2 0–2 0–0,3 0–0,3 0–0,3

Базофилы 0–1 0–3 0–0,2 0–1 0–0,3 0–2 0–0,1 0–0,1 0–0,1

Моноциты 0–8 1–5 1–7 2–5 3–6 0–5 2–4 3–6 2–4

Лимфоциты 78–93 79–91 80–92 70–88 70–89 73–96 85–90 82–89 86–93

Фагоцитарная активность нейтрофилов

СЦК, ед. 1,5–2,1 1,6–1,9 1,4–2,0 1,3–1,8 1,6 ± 1,9 1,5–2,2 1,5–1,9 1,6–2,1 1,6–1,9

Данные о составе крови амфибий в научной литературе встречаются редко. 
Тем не менее анализ литературы и результаты собственных исследований позволяют 
сделать на этот счет некоторые обобщения.
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Кровь лягушек – лимфоцитарного типа, то есть преобладающей популяции, 
выступают агранулярные клетки – лимфоциты. Обнаружена видовая специфика в со-
отношении отдельных популяций лейкоцитов, то есть в составе лейкоцитарной фор-
мулы разных видов лягушек (табл. 4).

Таблица 4
Гематологические показатели амфибий

Показатели Травяные лягушки Гладкие шпорцевые 
лягушки Аксолотли

Эритропоэз, %

Гемоцитобласты, эритробласты 1–2 0–3 3–7

Нормобласты 1–5 3–7 2–7

Базофильные эритроциты 4–15 5–20 10–35

Зрелые эритроциты 78–93 70–90 57–85

Лейкоцитарная формула, %

Миелобласты 0–0,1 0–0,1 1–8

Промиелоциты 0–1 0–1 0–5

Миелоциты 0–2 0–2 2–5

Метамиелоциты 0–3 0–3 1–6

Палочкоядерные нейтрофилы 0–4 0–3 0–5

Сегментоядерные 9–18 2–3 0–8

Эозинофилы 0–6 1–2 0–20

Базофилы 0–0,3 0–1 0–2

Моноциты 2–4 2–3 1–7

Лимфоциты 76–86 92–93 65–85

Фагоцитарная активность

СЦК 1,5–2,0 1,8–2,1 1,7–2,1

Как следует из таблицы, количество лимфоцитов у бесхвостых амфибий со-
ставляет 80–90% от общего количества белых клеток крови и достигает максимума 
у гладкой шпорцевой лягушки (91–93%). У травяной и прудовой лягушки на долю 
нейтрофилов приходится от 10 до 30%. Остальные популяции лейкоцитов представле-
ны единичными экземплярами и в составе лейкоцитарной формулы занимают 1–3%.

У аксолотлей в норме по сравнению с другими видами земноводных – ля-
гушками значительно интенсивнее идет гемопоэз, судя по большой доле бластных 
форм эритроцитов и лейкоцитов. Вероятно, данный факт связан с тем, что аксолотли 
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являются личинками и обладают повышенной способностью к регенерации. Это вос-
становление происходит за счет размножения незрелых клеток эритроидного и лей-
коцитарного рядов. В лейкоцитарной формуле крови аксолотлей сравнительно высо-
ка доля эозинофилов (до 20%).

Выводы

Анализ иммунологической защиты пойкилотермных гидробионтов разного 
уровня эволюционной организации (ракообразные, рыбы, амфибии) иллюстрирует 
эволюционные изменения иммунной системы эукариот. Иммунная система ракоо-
бразных представлена неспецифическими факторами, включающими в себя покров-
ные ткани, профенолоксидазную систему, которая активируется β-1,3-гликанами 
низших грибов, липополисахаридами грамотрицательных бактерий и пептидоглика-
нами грамположительных бактерий.

У рыб отсутствует красный костный мозг, а органами гемопоэза являются поч-
ки, тимус, печень, селезенка, лимфомиелоидная ткань. Тем не менее у рыб хорошо 
развиты гуморальная и клеточная реакции иммунитета. Иммуноглобулины у рыб 
представлены только IgM- подобными антителами.

Центральным органом иммунной системы амфибий является красный кост-
ный мозг, однако его роль в иммунной защите земноводных недостаточно изучена. 
Периферические органы иммунной системы амфибий представляют почки, тимус, 
селезенка, лимфомиелоидные узлы.

Гуморальный ответ у ракообразных предлагается оценивать по содержанию 
в гемолимфе фенолоксидазы. Клеточный ответ иммунитета гидробионтов предла-
гается оценивать в цитохимических реакциях, а именно: кислороднезависимые фак-
торы – по содержанию лизосомального катионного белка в фагоцитах; кислородза-
висимые факторы – в НСТ-тесте, регистрирующем свободные радикалы кислорода 
при респираторном взрыве фагоцитирующей клетки in vitro.

Статья подготовлена при финансовой поддержке РГАУ-МСХА имени К.А. Ти-
мирязева, тема проекта «Повышение иммунитета дискусов с помощью пробиотика 
Bacillus Subtilis», № 1.2.13.
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IMMUNE SYSTEM OF POIKILOTHERMIC AQUATIC ORGANISMS

G.I. PRONINA, A.A. IVANOV, A.G. MANNAPOV, O.V. SANAYA

(Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy)

The paper shows features of the immune system of poikilothermic aquatic organisms of dif-
ferent taxonomic groups: crustaceans, fish, and amphibians. Defense mechanisms of crustaceans 
are presented by largely innate non-specific factors: external covers (including the exoskele-
ton), mucus, physical and chemical barriers lysozyme in the hemolymph, propanolamine system, 
and phagocytosis. The authors identified 4 types of cells (hemocytes) found in the circulating fluid 
of crayfish, depending on the morphological and functional properties: agranulocytes, progran-
ulin, granulocytes, and transparent cells. Each type performs different functions in the process 
of immune defense. In fish, there is no red bone marrow and lymph nodes, the main organs of he-
matopoiesis include thymus, spleen, liver, lymphoid tissue of the brain and the trunk of the kidneys, 
accumulation of lymphoid tissue of the cranial box, intestine, and pericardium. Humoral compo-
nents of the immune response of fish are represented by immunoglobulins, system complement com-
ponents, lysozyme, C-reactive protein, interferon, lysine, hemolysin, hemagglutinin. Only IgM-like 
antibodies represent immunoglobulins in fish. The central organ of the amphibian immune system 
is the red bone marrow, but its role in the immune defense of amphibians has not been sufficiently 
studied. Peripheral organs of the immune system include kidneys, thymus, spleen, lymphomyeloid 
organs. Depending on the characteristics of the immune system of poikilothermic hydrobionts 
of different types, the authors offer methods for assessing their humoralimmunity (by determin-
ing phenoloxidase) and cellular response (by phagocytosis). Cellular immunity, and phagocytic 
activity, in particular, can be evaluated using cytochemical methods taking into account oxygen-
independent factors – the content of enzymatic lysosomal cationic protein in phagocytes – and oxy-
gen-dependent ones – NBT-test with nitrosonium tetrazolium that records cytotoxic oxygen radicals 
generated during the respiratory explosion of cell stimulation in vitro.

Key words: immunity, hemocytes, phagocytosis, humoral factors, lymphomyeloid organs, 
immunocompetent cells.
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