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Аннотация
Исследовали изменения процесса пролиферации кардиомиоцитов озерной лягушки Pelophylax ridibundus (Pallas, 
1771) в  период метаморфоза головастиков, происходящие под действием различных концентраций ионов 
кадмия. Личинок озерной лягушки выращивали в прудовой воде, содержащей 0.002 мг/л, 0.02 мг/л и 0.1 мг/л 
ионов кадмия. Для получения изолированных кардиомиоцитов использовали метод щелочной диссоциации 
тканей. В мазках изолированных клеток подсчитывали митотический индекс (процентное содержание делящихся 
клеток) и индекс двуядерных кардиомиоцитов (процентное содержание двуядерных клеток). Проведенные 
исследования показали, что развитие головастиков озерной лягушки в  воде, содержащей различные 
концентрации ионов кадмия, не  вызывает существенных изменений морфологии сердечных миоцитов. 
Большинство кардиомиоцитов имеют цилиндрическую форму, овальное, центрально расположенное ядро 
и небольшое количество боковых и концевых отростков. Наряду с одноядерными встречаются и двуядерные 
кардиомиоциты. Под  влиянием на  организм головастиков озерной лягушки ионов кадмия в  различных 
концентрациях, содержащихся в среде обитания личинок озерной лягушки, в период метаморфоза головастиков 
в молодых лягушат происходит угнетение пролиферативной активности сердечных мышечных клеток предсердий 
и желудочка на всех изученных стадиях развития, которое особенно заметно при воздействии на организм 
ионов кадмия в концентрации 0.02 мг/л. При этом наблюдается закономерное снижение индекса двуядерных 
кардиомиоцитов в  предсердии и  желудочке сердца озерной лягушки. Изменение протекания процесса 
пролиферации сердечных миоцитов может быть обусловлено нарушением синтеза или структурной организации 
белков цитоскелета, принимающих участие в  формировании веретена деления и  расхождении хромосом  
в анафазе митоза.
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Abstract
The study investigated changes in the cardiomyocyte proliferation process of the lake frog Pelophylax ridibundus (Pallas, 
1771) during tadpole metamorphosis under the effect of various concentrations of cadmium ions. Lake frog larva were raised 
in pond water containing 0.002 mg/L, 0.02 mg/L, and 0.1 mg/L of cadmium ions. The alkaline tissue dissociation method 
was used to obtain isolated cardiomyocytes. The mitotic index (percentage of dividing cells) and the index of binucleated 
cardiomyocytes (percentage of binucleated cells) were counted in smears of isolated cells. The research showed that 
the development of lake frog tadpoles in water containing various concentrations of cadmium ions did not cause significant 
changes in the morphology of cardiac myocytes. Most cardiomyocytes had a cylindrical shape, an oval centrally located 
nucleus, and a small number of lateral and terminal processes. Both uninucleated and binucleated cardiomyocytes were 
present. Under the effect of cadmium ions at various concentrations in the tadpoles’ environment during the metamorphosis 
period, there was an inhibition of proliferative activity of cardiac muscle cells in the atria and ventricle at all studied 
developmental stages. This effect was most noticeable at a cadmium concentration of 0.02 mg/L. A systematic decrease 
in the index of binucleated cardiomyocytes in the atrium and ventricle of the lake frog was observed. The altered course 
of cardiomyocyte proliferation of cardiac myocytes may be due to disruption of the synthesis or structural organization 
of cytoskeleton proteins involved in spindle formation and chromosome separation during anaphase of mitosis.
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Введение
Introduction

Кадмий является глобальным загрязнителем 
окружающей среды, обладающим длительным 
периодом полураспада и низкой скоростью выве-
дения из  различных компонентов экосистем  [2]. 
Загрязнение окружающей среды кадмием про-
исходит при добыче и  переработке полезных ис-
копаемых, производстве удобрений и утилизации 
отходов. Кадмий оказывает токсическое воздей-
ствие на почки, скелет, дыхательную и сердечно-со-
судистую системы представителей различных клас-
сов позвоночных животных [2].

Амфибий от  представителей других клас-
сов позвоночных животных отличает высокая 

восприимчивость к  загрязняющим веществам, 
встречающимся в среде их обитания, являющаяся 
следствием двойного  (водного и  наземного) жиз-
ненного цикла, миграции в  различные места раз-
множения, а  также высокой проницаемости их 
кожных покровов. Благодаря этому амфибий мож-
но использовать в качестве адекватных индикато-
ров состояния окружающей среды, однако токси-
кологические исследования амфибий являются до-
вольно скудными по сравнению с исследованиями 
представителей других классов позвоночных живот-
ных [3]. Выбор личинок бесхвостых амфибий в каче-
стве биомаркера может позволить оценить эффект 
воздействия на организм ионов кадмия, обычно со-
держащихся в воде в концентрациях, которые ред-
ко бывают достаточно высокими, чтобы напрямую 
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вызывать смертность, а скорее нарушают какой-ли-
бо механизм (например, работу сердца), что ухуд-
шает поддержание гомеостаза организма в целом.

Большинство исследований эффектов воздей-
ствия ионов кадмия на амфибий было сосредоточе-
но на негативном влиянии ксенобиотиков на рост, 
развитие и поведение головастиков бесхвостых ам-
фибий. При воздействии ионов кадмия на амфибий 
обнаружены задержка метаморфоза, снижение ро-
ста, тератогенез кожи, глаз и  пищеварительной 
системы, деформации сердца. Однако были про-
ведены лишь единичные исследования, посвящен-
ные влиянию ионов кадмия на развитие сердца ам-
фибий, особенно его токсикологическому влиянию 
на дифференцировку кардиомиоцитов [3, 4].

Цель исследований: анализ изменений про-
цесса пролиферации кардиомиоцитов озерной ля-
гушки Pelophylax ridibundus  (Pallas, 1771) в  пери-
од метаморфоза головастиков, происходящих под 
действием различных концентраций ионов кадмия.

Методика исследований
Research method

Исследования проводили на  личинках, вы-
ловленных в период их массового развития в есте-
ственном водоеме Красноглинского района горо-
да Самары. Принадлежность пойманных живот-
ных к виду P. устанавливали по соответствующему 
определителю [5]. В связи с отсутствием таблиц эм-
брионального онтогенеза озерной лягушки стадии 
развития зародышей и головастиков P. определя-
ли по таблицам зародышевого и личиночного раз-
вития травяной лягушки Rana temporaria  (Linnae-
us, 1758) [6], в соответствии с общими признаками 
строения их личинок.

По  5 личинок 49 стадии эмбрионального 
онтогенеза помещали в  стеклянные аквариумы 
вместимостью 5  дм3, наполненные прудовой во-
дой, содержащей 0.002 мг/л (I серия эксперимен-
та), 0.02 мг/л (II серия эксперимента) и 0.1 мг/л (III 
серия эксперимента) ионов кадмия. Контрольных 
животных помещали в  прудовую воду, не  содер-
жащую ионы кадмия. Для каждой эксперименталь-
ной группы, включая контрольную, использовали 
по три аквариума. Продолжительность фотопери-
ода составляла 12 ч, температура воды – 22°C, рН – 
7,0. Ежедневно 2/3 объема использованной воды 
заменяли водой того же состава. После каждой за-
мены воды личинкам предлагали полноценный 
комбикорм для рыб марки «TetraMin Flakes». Забор 
материала производили на 51-54 стадиях развития. 
Забой животных осуществляли методом декапита-
ции под хлороформовым наркозом.

Для  получения изолированных кардиомио-
цитов использовали метод щелочной диссоциации 
тканей  [7], который применительно к  миокарду 

Pelophylax ridibundus был модифицирован для по-
вышения степени разделения кардиомиоцитов. 
Для  этого кусочки миокарда предсердий и  желу-
дочка фиксировали в  холодном 10%-ном форма-
лине на фосфатном буфере (pH = 7.0). После фик-
сации в течение 10-14 дней производили попереч-
ные срезы ткани толщиной 1-2 мм, длиной 2-3 мм 
и помещали в холодильник в 50% КОН на двое су-
ток. Затем пипеткой отбирали КОН, а кусочки ткани 
перекладывали в  холодильник в  дистиллирован-
ную воду на 7-10 суток. После двухчасовой экспо-
зиции при комнатной температуре воду осторож-
но сливали, добавляли свежую дистиллированную 
воду из расчета 1 мл на 2 мг миокарда.

С помощью магнитной мешалки в  течение 
20-30 мин производили окончательное разделение 
кардиомиоцитов. Постоянно визуально, по возрас-
танию степени опалисценции суспензии, контроли-
ровали качество разделения кардиомиоцитов. По-
лученную суспензию наносили на предметное стек-
ло, мазок подсушивали на воздухе при комнатной 
температуре, затем окрашивали гематоксилином 
и эозином по стандартной методике  [8]. В иссле-
дованном материале имела место определенная 
доля неразделившихся миоцитов (8-10 на 100 кле-
ток), поправка на неразделившиеся миоциты вно-
силась в расчет митотического индекса и индекса 
двуядерных клеток.

Митотический индекс (процентное содержа-
ние делящихся клеток) и индекс двуядерных кар-
диомиоцитов  (процентное содержание двуядер-
ных клеток) подсчитывали в мазках изолированных 
клеток на микроскопе Биомед-1 при 400-кратном 
увеличении для 5 тыс. клеток у каждого из объек-
тов исследования. С помощью программы Statistica 
10 определяли среднее арифметическое, стандарт-
ное отклонение и размах от минимального до мак-
симального значений для каждого из исследуемых 
признаков. Статистическую достоверность разли-
чий в показателях митотического индекса и индек-
са двуядерных кардиомиоцитов определяли с ис-
пользованием t-критерия.

Результаты и их обсуждение
Results and discussion

Светомикроскопическое изучение мазков 
изолированных клеток, полученных при прове-
дении щелочной диссоциации миокарда, показа-
ло, что развитие головастиков озерной лягушки 
в воде, содержащей ионы кадмия различных кон-
центраций, не вызывает существенных изменений 
морфологии сердечных миоцитов. В мазках клеток 
большинство кардиомиоцитов имеют цилиндриче-
скую форму, овальное, центрально расположенное 
ядро и небольшое количество боковых и концевых 
отростков, не  отличаясь от  сердечных мышечных 
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клеток контрольных животных. Наряду с  одноя-
дерными встречаются и  двуядерные кардиомио-
циты. Однако на 53, и особенно часто на 54 стади-
ях периода метаморфоза, среди сердечных миоци-
тов, имеющих нормальное строение, встречаются 
единичные кардиомиоциты неправильной зигза-
гообразной формы, у  которых отмечается боль-
шая выраженность конденсации хроматина ядер. 
Частота обнаружения подобных миоцитов воз-
растает по  мере увеличения сроков воздействия 
и  концентрации ионов кадмия в  среде обитания 
головастиков.

Воздействие ионов кадмия всех изученных 
концентраций изменяет пролиферативную актив-
ность сердечных мышечных клеток и индекс двуя-
дерных кардиомиоцитов (рис. 1, 2).

В I серии эксперимента при действии на голо-
вастиков ионов кадмия в концентрации 0.002 мг/л 
на  51 стадии развития митотический индекс сер-
дечных мышечных клеток предсердий снижает-
ся в 1.4 раза, а пролиферативная активность кар-
диомиоцитов желудочка уменьшается в 2.15 раза. 
При  этом индекс двуядерных кардиомиоцитов 
в предсердиях снижается в 1.35 раза по сравнению 
с контролем, а в миокарде желудочка содержание 
двуядерных миоцитов уменьшается в  1.55  раза. 
На 52 стадии личиночного развития наблюдается 
угнетение процесса митотического деления кар-
диомиоцитов как предсердий, так и  желудочка, 

по сравнению с контролем. Содержание двуядер-
ных кардиомиоцитов снижается в  предсердиях 
в 1.2 раза, в желудочке – в 1.35 раза. У головасти-
ков 53 стадии развития наблюдается существенное 
уменьшение пролиферативной активности и увели-
чение доли двуядерных кардиомиоцитов по срав-
нению с  животными контрольной группы. На  за-
ключительной, 54 стадии периода метаморфоза 
головастиков в молодых лягушат, в мазках изоли-
рованных клеток предсердий и желудочка не об-
наруживаются митотически делящиеся сердечные 
мышечные клетки, при этом индекс двуядерных 
кардиомиоцитов остается достаточно высоким.

Во  II серии эксперимента под действием 
ионов кадмия, содержащихся в  среде обитания 
в  концентрации 0,02  мг/л, у  головастиков озер-
ной лягушки 51 стадии личиночного развития от-
мечается снижение митотического индекса кар-
диомиоцитов в  предсердиях в  0.12  раза, в  желу-
дочке – в 0.14 раза. При этом в желудочке индекс 
двуядерных кардиомиоцитов также уменьшается 
по  сравнению с  контролем, а  в  предсердиях на-
блюдается тенденция снижения содержания дву-
ядерных сердечных мышечных клеток. У личинок 
52 стадии развития пролиферативная активность 
сердечных мышечных клеток возрастает, но остает-
ся значительно меньше, чем у животных контроль-
ной  группы. Содержание двуядерных кардиоми-
оцитов в  предсердиях увеличивается в 1.14  раза, 

Рисунок 1. Изменение митотического индекса кардиомиоцитов озерной лягушки под влиянием ионов 
кадмия. 51-54 – стадии личиночного развития, П – предсердие, Ж – желудочек.
Figure 1. Changes in  the  mitotic index of  lake frog cardiomyocytes under the  effect of  cadmium ions. 
51-54 – larval development stages, A – atrium, V – ventricle.
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а в желудочке уменьшается. На 53 стадии личиноч-
ного развития наблюдается тенденция снижения 
митотического индекса кардиомиоцитов желудоч-
ка и снижение пролиферативной активности карди-
омиоцитов предсердий. При этом индекс двуядер-
ных кардиомиоцитов увеличивается, но не превы-
шает контрольных показателей. На 54 стадии личи-
ночного развития наблюдается полное подавление 
пролиферативной активности сердечных мышеч-
ных клеток личинок озерной лягушки, при этом ин-
декс двуядерных кардиомиоцитов уменьшается, 
но не превышает контрольных значений.

В III серия эксперимента при действии на ор-
ганизм головастиков ионов кадмия в  концентра-
ции 0.1  мг/л на  51 стадии личиночного развития 
наблюдается тенденция снижения митотическо-
го индекса и  индекса двуядерных кардиомиоци-
тов по сравнению с контролем. У личинок озерной 
лягушки 52 стадии развития происходит повыше-
ние пролиферативной активности кардиомиоци-
тов в предсердиях и в желудочке. При этом индекс 
двуядерных кардиомицитов снижается в предсер-
диях в 1.3 раза, а желудочке – в 1.6 раза. На 53 ста-
дии личиночного развития митотический индекс 
сердечных мышечных клеток озерной лягушки 
в  предсердиях уменьшается менее интенсивно, 
чем в  желудочке. При  этом индекс двуядерных 
кардиомиоцитов увеличивается, но не превышает 

контрольных показателей. На  следующей стадии 
периода метаморфоза головастиков в молодых ля-
гушат в мазках изолированных клеток сердца озер-
ной лягушки не обнаруживаются митотически де-
лящиеся кардиомиоциты. При  этом индекс двуя-
дерных кардиомиоцитов предсердий и желудочка 
снижается.

В литературе описано несколько механизмов 
повреждения клеток и тканей, вызываемых иона-
ми кадмия. Ионы кадмия воздействуют на  бел-
ки, липиды и  фосфолипиды клеточной мембра-
ны [1, 9], а также на ДНК, изменяя факторы транс-
крипции, регуляцию и  экспрессию их целевых 
генов  [10, 11], Кадмий может вызывать окисли-
тельный стресс  [2], способствуя накоплению ми-
тохондриальных активных форм кислорода, сни-
жению мембранного потенциала митохондрий 
и увеличению ионной проницаемости во внутрен-
ней мембране, что в дальнейшем также приводит  
к апоптозу клеток [9].

Изменение протекания процесса пролифера-
ции сердечных миоцитов озерной лягушки в пери-
од метаморфоза головастиков, происходящих под 
действием различных концентраций ионов кадмия, 
вероятно, обусловлено нарушением синтеза или 
структурной организации белков цитоскелета, при-
нимающих участие в формировании веретена де-
ления и расхождении хромосом в анафазе митоза.

Рисунок  2. Изменение индекса двуядерных кардиомиоцитов озерной лягушки под влиянием ионов 
кадмия. 51-54 – стадии личиночного развития, П – предсердие, Ж – желудочек.
Figure 2. Changes in the index of binuclear cardiomyocytes of the lake frog under the effect of cadmium ions. 
51-54 – larval development stages, A – atrium, V – ventricle.
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Выводы
Conclusions

Под  влиянием на  организм головастиков 
озерной лягушки ионов кадмия в различных кон-
центрациях, содержащихся в  среде обитания ли-
чинок озерной лягушки, в  период метаморфо-
за головастиков в  молодых лягушат наблюдается 

угнетение пролиферативной активности сердеч-
ных мышечных клеток предсердий и  желудочка 
на всех изученных стадиях развития, которое осо-
бенно заметно при воздействии на  организм ио-
нов кадмия в  концентрации 0.02  мг/л. При  этом 
наблюдается закономерное снижение индек-
са двуядерных кардиомиоцитов во  всех отделах  
сердца.
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