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В условиях эксперимента исследовали влияние сероводородной нагрузки на морфометрические
характеристики эритроидных элементов гемолимфы Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906).
Работа выполнена на взрослых особях моллюска с высотой раковины 26–38 мм. Контрольную
группу моллюсков содержали в аквариуме с концентрацией кислорода 7,0–7,1 мгO2·л−1 (нор-
моксия). Экспериментальную группу подвергали действию сероводородной нагрузки, создавав-
шейся при растворении в воде донора Na2S до финальной концентрации 6 мг S2−·л−1. Спустя
сутки уровень кислорода в воде составил 1,8 мгO2·л−1, а сероводород не был обнаружен. Часть
моллюсков подвергали повторной сероводородной нагрузке путём внесенияNa2S дофинальной
концентрации 9 мг S2−·л−1. К концу вторых суток в воде регистрировали 1,9 мг S2−·л−1 и следо-
вую концентрацию кислорода — 0,03 мгO2·л−1. В условиях краткосрочной сероводородной на-
грузки (первые сутки) популяция эритроидных элементов анадары становилась более гетероген-
ной. В гемолимфе повышалось содержание микро- и макроцитов, увеличивалось число клеток
с изменённой формой и низким содержанием зернистых включений в цитоплазме. Число сво-
бодных гранул гематина в гемолимфе существенно росло. Среднеклеточный объём (Vc) увели-
чивался более чем на 20 %. Пребывание в условиях повышенной концентрации сульфидов в те-
чение двух суток приводило к значительному понижению Vc, что определяется существенным
сокращением популяции макроцитов в гемолимфе моллюсков.
Ключевые слова: моллюски, Anadara kagoshimensis, сероводород, гемолимфа, эритроидные
элементы

Наличие в толще Чёрного моря обширной редокс-зоны (зона хемоклина) принципиально
отличает его от других акваторий Мирового океана. Для неё характерно сочетание условий
острой гипоксии с сероводородным заражением [Подымов, 2005]. Зона хемоклина обычно рас-
полагается на глубинах 100–150 м. Сходный комплекс условий может возникать и на шель-
фе [Заика и др., 2011]. Чаще всего это является следствием отсутствия сквозной вертикаль-
ной конвекции и образования локальных зон гниения мёртвого органического вещества [Оре-
хова, Коновалов, 2018]. Не следует исключать из внимания и процессы апвеллинга, спо-
собствующие случайному выносу глубинных, заражённых сероводородом вод в прибрежную
зону [Орехова, Коновалов, 2018].
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Особый интерес представляют организмы, способные существовать в условиях сероводород-
ного заражения и экстремально низких концентраций кислорода. В этом отношении выделяется
двустворчатый моллюск — вселенец Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) (далее — анадара).
Впервые найденный в акватории Чёрного моря в 1968 г. [Киселёва, 1992], к настоящему времени
он стал одной из руководящихформ бентоса [Ревков, 2016]. В условиях эксперимента анадара по-
казала высокую устойчивость не только к острымформам гипоксии [Cortesi et al., 1992; Isani et al.,
1989], но и к сероводородной нагрузке [Miyamoto, Iwanaga, 2017; Nakano et al., 2017]. Этим в зна-
чительной степени объясняется её широкое распространение в проблемных акваториях Чёрного
и Азовского морей [Ревков, 2016].

Толерантность моллюсков к острым формам гипоксии и аноксии достаточно хорошо изучена.
Показано, что в её основе лежит способность их организма сопрягать процессы белкового и угле-
водного обмена. Свидетельством тому являются повышение продукции NH4

+ [Chew et al., 2005],
рост активности аланин- и аспартатаминотрансферазы [Soldatov et al., 2009], усиление процес-
сов переаминирования глутамата и аланина [Hochachka, Somero, 2002], образование в качестве
конечных продуктов аланина и сукцината [Buck, 2000].

Способность моллюсков компенсировать присутствие в воде сероводорода до конца не изу-
чена. Показано присутствие в их гемолимфе особого белка, наличие нечувствительных к се-
роводороду гемоглобинов [Arp, Childress, 1981, 1983], а также участие в нейтрализации повы-
шенной концентрации сульфидов особых зернистых включений эритроцитов, содержащих гема-
тин [Holden et al., 1994; Vismann, 1993]. Роль данных включений в нейтрализацииH2S была проде-
монстрирована нами и для анадары [Soldatov et al., 2018]. В настоящей публикации представлены
материалы в развитие этих закономерностей.

Цель работы— в условиях эксперимента исследовать влияние повышенных концентраций се-
роводорода на морфологические и морфометрические характеристики эритроидных элементов
гемолимфы анадары.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Работа выполнена на взрослых особях A. kagoshimensis, собранных в июне 2021 г. в аквато-

рии бухты Ласпи (Крым). Высота раковины моллюсков (от замка до края створки) составляла
от 26 до 38 мм.

Схема эксперимента. Контрольную группу моллюсков содержали в воде с концентраци-
ей кислорода 7,0–7,1 мгO2·л−1 (нормоксия). Экспериментальную группу подвергали действию
сероводорода. В воде, где находились моллюски, растворяли Na2S до финальной концентра-
ции 6 мг S2−·л−1. Экспозиция составляла 24 ч (первые сутки эксперимента). Присутствие в воде
сульфид-иона приводило к её защелачиванию. Это компенсировали внесением 0,1 н HCl. Значе-
ния pH удерживали на уровне 8,20–8,27. Сульфид-ион взаимодействовал с кислородом, что со-
провождалось с течением времени понижением содержания обоих газов в воде аквариума. Спу-
стя 24 ч уровень кислорода в воде составил 1,8 мгO2·л−1, а сероводород не был обнаружен. У ча-
сти моллюсков (7 особей) отбирали образцы гемолимфы из экстрапаллиального пространства,
остальных (7 особей) подвергали повторной сероводородной нагрузке. В воду аквариума вноси-
лиNa2S дофинальной концентрации 9 мг S2−·л−1. Спустя 24 ч (вторые сутки эксперимента) в воде
аквариума были обнаружены следы кислорода, 0,03 мгO2·л−1; уровень сероводорода составлял
1,9 мг S2−·л−1. Также у моллюсков отбирали образцы гемолимфы.

Контроль за содержанием кислорода в воде осуществляли при помощи оксиметра
ST300D (Ohaus, США). Значения pH определяли на pH-метре InoLab pH 720 (Германия). Вели-
чину сульфид-иона в воде измеряли потенциометрически с применением сульфидселективного
сенсора MSBS (Нидерланды).

Морской биологический журнал Marine Biological Journal 2024 Том 9 № 1



100 А. А. Солдатов, В. Н. Рычкова, Т. А. Кухарева

Морфометрические характеристики эритроцитов. Окраску мазков проводили по ком-
бинированному методу Паппенгейма. Мазки анализировали при помощи светового микроско-
па «Биомед ПР2 ЛЮМ», оборудованного камерой Levenhuk C NG Series. Диаметр клетки (C1
и C2) и ядра (N1 и N2) измеряли по фотографиям в программе ImageJ 1.44p (рис. 1). На каждом
мазке указанные величи́ны определяли у 100 клеток. На основании полученных значений по из-
вестным алгоритмам рассчитывали среднеклеточный объём (Vc) [Houchin et al., 1958], объём яд-
ра (Vn), толщину клетки (h) [Чижевский, 1959], площадь поверхности клетки (Sc) [Houchin et al.,
1958], удельную поверхность клетки (SSc) и ядерно-цитоплазматическое отношение (nuclear-
cytoplasmic ratio, NCR):

𝑉𝑐 = 0, 7012 ⋅ (𝐶1 + 𝐶2
2 )

2
⋅ ℎ + 𝑉𝑛 ,

𝑉𝑛 = 𝜋 ⋅ 𝑁1 ⋅ 𝑁2
2

6 ,

ℎ = 1, 8 + 0, 0915 ⋅ (𝐶1 − 7, 5) ,

𝑆𝑐 = 2𝜋𝑎2𝑏 + 2𝜋𝑎𝑏𝑠𝑖𝑛(ℎ−1𝑒)
𝑒  ,

где
𝑒 =

√
𝑎2 − 𝑏2

𝑎 , 𝑎 = 𝐶1 + 𝐶2
4 , 𝑏 = 0, 67ℎ , 𝑆𝑆𝑐 = 𝑆𝑐

𝑉𝑐
, 𝑁𝐶𝑅 = 𝑉𝑛

𝑉𝑐
 .

Одновременно на мазках гемолимфы из расчёта на 1000 клеток определяли число
эритроцитарных аномалий.

Статистические сравнения выполнены на основе непараметрического U-критерия Манна —
Уитни. Результаты представлены как M ± m. В работе использован стандартный пакет
Grapher (версия 11).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфометрические характеристики. Эритроциты гемолимфы анадары представляют со-
бой крупные округлые клетки (рис. 1А). Продольный (C1) и поперечный (C2) диаметры имеют
близкие значения — (18,86 ± 0,61) и (16,13 ± 0,52) мкм соответственно. Средний объём клет-
ки (Vc) составляет (678,5 ± 52,0) мкм³, а площадь поверхности (Sc) — (1037,5 ± 78,4) мкм².
Ядро компактное, с высокой долей гетерохроматина, что отражает низкую функциональную ак-
тивность данной структуры. Форма эллипсоидная [N1 (5,46 ± 0,09) мкм; N2 (4,11 ± 0,10) мкм].
Расположено оно обычно в центре клетки. Объём (Vn) составляет (50,1 ± 3,1) мкм³. Ядерно-
цитоплазматический индекс (NCR) невысок — 0,08, что также свидетельствует о подавлен-
ной функции ядра клетки. Цитоплазма ацидофильная, с высоким содержанием гемоглобина
и большим числом мелких зернистых включений.

Сероводородная нагрузка в первые сутки сопровождалась значительным ростом объёма клет-
ки и её ядра (рис. 2). Увеличение составило 24,3 и 30,1 % соответственно и являлось статистиче-
ски значимым (p ≤ 0,05). Как видно, рост был близким. Об этом свидетельствовало сохранение
значений NCR на уровне контрольных величин. Площадь поверхности клетки увеличивалась
почти на 23 % (p ≤ 0,05) и достигала (1275,5 ± 99,6) мкм². При этом удельная поверхность клет-
ки (SSc) не изменялась, составляя в среднем 1,53 мкм−1. В гемолимфе росло число свободных
гранул гематина.
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Рис. 1. Морфологические типы клеток в гемолимфе Anadara kagoshimensis (А — нормоциты;
Б — микроциты; В — макроциты; Г — клетки с изменённой формой; Д — клетки с низким числом
гранулярных включений)
Fig. 1. Morphological types of cells in Anadara kagoshimensis hemolymph (А, normocytes; Б, microcytes;
В, macrocytes; Г, cells with an altered shape; Д, cells with a low number of granular inclusions)

На вторые сутки эксперимента ситуация была противоположной. Объём клетки суще-
ственно уменьшался (см. рис. 2): относительно контрольных значений снижение составило
36,4 % (p ≤ 0,05), а относительно первых суток — 48,9 % (p ≤ 0,01). Аналогичным образом ме-
нялись объём ядра и площадь поверхности эритроцита. Изменения были пропорциональными,
что отражает сохранение значений индексов NCR и SSc.
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Рис. 2. Морфометрические характеристики эритроидных элементов гемолимфы Anadara
kagoshimensis в условиях сероводородного заражения (А— Vc; Б — Vn; В — NCR; Г — Sc; Д — SSc;
1 — контрольная группа; 2 — первые сутки эксперимента; 3 — вторые сутки эксперимента)
Fig. 2. Morphometric characteristics of erythroid elements of Anadara kagoshimensis hemolymph under
conditions of hydrogen sulfide loading (А, V⛴; Б, V⛽; В, NCR; Г, S⛴; Д, SS⛴; 1, the control group; 2, the first
day of the experiment; 3, the second day of the experiment)
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Особенности морфологии. Анализ морфологических особенностей эритроидных клеток
показал значительный рост числа микроцитов в гемолимфе моллюска в условиях сероводород-
ной нагрузки (первые и вторые сутки эксперимента) (рис. 1Б, 3А). На них приходилось 6,6–7,0 %
клеток, что было почти в три раза выше контрольных величин (p < 0,05). Микроциты отличались
более низкими значениями поперечного диаметра клетки (менее 15 мкм). Следует обратить вни-
мание и на увеличение числа макроцитов в гемолимфе моллюска на первые сутки эксперимента
на 30–32 % (p ≤ 0,05) (рис. 3Б). Поперечное сечение клетки у них превышало 22 мкм (рис. 1В).

В

Б

Г

А

Рис. 3. Содержание клеток различных морфологических типов в гемолимфе Anadara kagoshimensis
в условиях сероводородного заражения (А — микроциты; Б — макроциты; В — клети с нарушен-
ной формой; Г — клетки с малым числом зёрен; 1 — контрольная группа; 2 — первые сутки
эксперимента; 3 — вторые сутки эксперимента)
Fig. 3. Content of cells of various morphological types in Anadara kagoshimensis hemolymph under con-
ditions of hydrogen sulfide loading (А, microcytes; Б, macrocytes; В, cells with an altered shape; Г, cells
with a small number of grains; 1, the control group; 2, the first day of the experiment; 3, the second day
of the experiment)

В условиях сероводородной нагрузки (первые сутки эксперимента) в гемолимфе моллюска
возрастало число эритроцитарных аномалий. Появлялись клетки с изменённой формой и крайне
низким содержанием зернистых включений (рис. 1Г, Д). Их число увеличивалось на 30–50 %
относительно контрольного уровня (рис. 3В, Г), однако различия, ввиду существенной
индивидуальной вариабельности полученных величин, не были статистически значимы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Двукратное внесение Na2S в воду аквариума, где находились моллюски, приводило к разви-

тию неоднозначной ситуации:
• после первых суток в воде аквариумов развивалась умеренная гипоксия (1,8 мгO2·л−1), а серо-
водород не определялся, что, по-видимому, является следствием взаимодействия последнего
с кислородом;
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• повторное внесение Na2S (вторые сутки) приводило к развитию аноксии с сохранением
сероводородного заражения на уровне 1,9 мг S 2−·л−1.
Состояние эритроидной популяции клеток моллюска в каждом конкретном случае имело

свою специфику.
Первые сутки эксперимента. В сравнении с контролем эритроидная популяция клеток

становилась более гетерогенной. Об этом свидетельствовали значительное увеличение содержа-
ния в гемолимфе макро- и микроцитов, а также повышение числа клеток с изменённой формой
и сниженным числом зернистых включений в цитоплазме. Среднеклеточный объём рос более
чем на 20 %. В основе увеличения клеточного объёма (Vc) могут лежать несколько процессов.

Учитывая то, что моллюски находились в условиях умеренной гипоксии, можно допустить
развитие у клеток красной крови реакции набухания (swelling), которую отмечают у многих вод-
ных организмов, в том числе моллюсков [Новицкая, Солдатов, 2011; Holk, 1996; Jensen et al.,
1998; Nikinmaa et al., 1987]. Считается, что эта реакция направлена на коррекцию величины́ внут-
риклеточного pH и определяется работой Na+/H+-антипорта [Tufts, 1992]. Реакция контролиру-
ется катехоламинами (адреналином, норадреналином) и реализуется через β-адренорецепторы
клеток и cAMP [Ferguson, Boutilier, 1988; Salama, Nikinmaa, 1990; Val et al., 1997]. В нашем слу-
чае можно ожидать рост содержания катехоламинов в гемолимфе моллюсков, так как переход
к условиям умеренной гипоксии осуществлялся в относительно короткий промежуток времени.
Однако данный процесс может определять рост объёма клеток не более чем на 5–6 % [Nikinmaa
et al., 1987], что не вполне согласуется с представленными в настоящей работе величинами из-
менения клеточного объёма (> 20 %). Даже если принять во внимание более высокую эластич-
ность клеточных мембран моллюсков, косвенным отражением которой является более широкий
диапазон осмотической резистентности их эритроидных элементов [Новицкая, Солдатов, 2011],
этот рост можно рассматривать как чрезмерный.

Следует обратить внимание на увеличение содержания в гемолимфе анадары числа макроци-
тов, диаметр которых превышал 22 мкм. Рост уровня этих клеточных форм вполне может объяс-
нить столь значительное увеличение среднеклеточного объёма (Vc). Появление их в гемолимфе
моллюска обычно предшествует процессу апоптоза, когда клетка распадается на отдельные фраг-
менты (апоптотические тельца) [Манских, 2007]. В случае с анадарой эта реакция имеет адап-
тивное значение [Soldatov et al., 2018], поскольку при разрушении клетки в гемолимфу высво-
бождаются в значительном количестве зернистые включения, содержащие гематин [Holden et al.,
1994; Vismann, 1993]. Гематины обладают высокой окислительной способностью и могут всту-
пать во взаимодействие с сероводородом [Vismann, 1993]. Наиболее вероятный продукт этого
взаимодействия — сульфид трёхвалентного железа:

2𝐹𝑒3+ + 3𝑆2− → 𝐹𝑒2𝑆3 .

Это нестойкое соединение, которое при наличии кислорода окисляется до оксида трёхвалентного
железа с высвобождением атомарной серы:

2𝐹𝑒2𝑆3 + 3𝑂2 = 𝐹𝑒2𝑂3 + 6𝑆0 .

Известна способность некоторых видов морских беспозвоночных в условиях сероводородно-
го загрязнения накапливать серу [Powell et al., 1980], что позволяет допустить рассмотренный вы-
ше порядок событий. Увеличение содержания в гемолимфе анадары в условиях сероводородной
нагрузки эритроцитов с пониженным числом зернистых включений позволяет также сделать до-
пущение о способности этих клеток выводить за свои пределы гранулы гематина без нарушения
собственной целостности.
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Вторые сутки эксперимента. Отличительными чертами состояния популяции эритроид-
ных элементов гемолимфы анадары на вторые сутки эксперимента являлись высокое содержание
в ней микроцитов и значительное уменьшение среднеклеточного объёма (Vc). Последнее, по-
видимому, определялось понижением числа макроцитов в гемолимфе моллюска, так как содер-
жание микроцитов на первые и вторые сутки эксперимента было близким. Рост числа микроцитов
в гемолимфе может быть обусловлен несколькими процессами.

Первый процесс — фрагментация участков цитоплазмы клеток красной крови, которая при-
водит к образованию шистоцитов. При этом происходит уменьшение размеров самой клетки (об-
разование микроцитов). Это явление отмечено для организмов различного уровня организации,
включая человека [Bessman, 1988]. Оно обычно наблюдается при развитии анемичных состояний.
Показано оно и для анадары в условиях внешней аноксии [Soldatov et al., 2021]. Вероятно, это ос-
новной процесс, который за относительно короткий период времени приводит к образованию
большого числа микроцитов в гемолимфе моллюска.

Близким к фрагментации является процесс прямого деления узкоспециализированных кле-
ток (амитоз), к которым относятся и эритроциты. При нём происходит случайное распределение
ядерного материала [Fuller, Shields, 1998]. Частным проявлением этого процесса является обра-
зование безъядерных клеток и микроцитов; оно происходит в случае, если ядро перед процес-
сом цитокинеза (образования перетяжки) смещается в сторону одного из полюсов клетки. Такое
явление описано и для анадары [Novitskaya, Soldatov, 2013]. Его можно наблюдать и у клеток
неправильной формы в настоящей работе (рис. 1Г).

Образование микроцитов возможно также при интенсивном гемопоэзе (эритропоэзе), кото-
рый чаще всего отмечают в условиях дефицита кислорода, что совпадает с условиями, в ко-
торых находится анадара. Однако сведения по этому вопросу в отношении моллюсков крайне
ограниченны [Furuta, Yamaguchi, 2001], что не позволяет принять такую трактовку за основу.

Заключение. В условиях краткосрочной сероводородной нагрузки (первые сутки) популя-
ция эритроидных элементов анадары становится более гетерогенной. В гемолимфе повышается
содержание микро- и макроцитов, увеличивается число клеток с изменённой формой и низким
содержанием зернистых включений в цитоплазме. Число свободных гранул гематина в гемолим-
фе существенно повышается. Среднеклеточный объём (Vc) увеличивается более чем на 20 %.
Пребывание в условиях повышенной концентрации сульфидов в течение вторых суток приво-
дит к значительному понижению Vc, что определяется существенным сокращением популяции
макроцитов в гемолимфе моллюсков.

Работа выполнена в рамках государственного задания ФИЦ ИнБЮМ по теме «Функциональ-
ные, метаболические и молекулярно-генетические механизмы адаптации морских организмов к усло-
виям экстремальных экотопов Чёрного и Азовского морей и других акваторий Мирового океана»
(№ 124030100137-6).
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MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS OF ERYTHROID ELEMENTS
OF ANADARA KAGOSHIMENSIS (TOKUNAGA, 1906) HEMOLYMPH

UNDER CONDITIONS OF HYDROGEN SULFIDE LOADING

A. Soldatov1,2, V. Rychkova1, and T. Kukhareva1

1A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
2Sevastopol State University, Sevastopol, Russian Federation
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The effect of hydrogen sulfide loading on the morphometric characteristics of erythroid elements
of Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) hemolymph was studied experimentally. The work
was carried out on adult molluscs with a shell height of 26–38 mm. Molluscs of the control group
were kept in an aquarium with oxygen concentration of 7.0–7.1 mgO₂·L⁻¹ (normoxia). Molluscs
of the experimental group were exposed to hydrogen sulfide loading created by Na₂S donor dissolv-
ing in water to a final concentration of 6 mg S²⁻·L⁻¹. A day later, the oxygen level in water amounted
to 1.8 mgO₂·L⁻¹, and hydrogen sulfide was not detected. Some of molluscs were subjected to re-
peated hydrogen sulfide loading by Na₂S adding up to a final concentration of 9 mg S²⁻·L⁻¹. By the end
of the second day, 1.9 mg S²⁻·L⁻¹ and 0.03mgO₂·L⁻¹ (trace oxygen concentration) were recorded in wa-
ter. Under conditions of short-term hydrogen sulfide loading (the first day), the population ofA. kagoshi-
mensis erythroid elements became more heterogeneous. In the hemolymph, the content of micro-
and macrocytes increased; the number of cells with an altered shape and low content of granular in-
clusions in the cytoplasm rose. The number of free hematin granules in the hemolymph significantly
increased. The mean cell volume (V⛴) rose by more than 20%. Exposure to increased concentration
of sulfides for two days led to a noticeable decrease in V⛴, which is determined by a significant reduction
in the population of macrocytes in the hemolymph of molluscs.
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