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Содержание катионного белка в гранулоцитах дельфина-афалины Tursiops truncatus
(Montagu, 1821) определяли методом расчёта среднего цитохимического коэффициента.
Обоснованы его недостатки при визуальном установлении интенсивности окрашивания
продукта цитохимической реакции на препаратах крови и при распределении клеток на группы
по количеству в них белка. Применены современные методы оценки активности вещества
в клетке с использованием компьютерных программ и светового микроскопа, что позволяет
минимизировать погрешности морфометрических измерений объектов. Рассчитаны инди-
видуальные параметры по степени заполнения и интенсивности окрашивания катионного
белка в гранулоцитах у афалин с учётом и без учёта содержания белка во всём объёме крови.
Такие показатели позволяют проводить сравнительные возрастные, внутри- и межвидовые
исследования животных. Установлено, что содержание катионного белка в гранулоцитах
может сильно различаться у разных особей афалин, а с возрастом его количество меняется
незначительно.
Ключевые слова: морфометрия, средний цитохимический коэффициент, интегральный
цитохимический показатель, катионный белок, гранулоциты, афалина

В России содержание морских млекопитающих в океанариумах и дельфинариях связано
в основном с коммерческой деятельностью. Небольшое число таких организаций ведёт научно-
исследовательскую работу по оценке состояния здоровья ластоногих и китообразных и их им-
мунного статуса [Андреева и др., 2013; Васильева, 2019; Дёрко и др., 2018; Дуванова, Денисенко,
2018; Захаренко, 2019; Каганова, 2018; Романов и др., 2023; Семёнов и др., 2020; Lauderdale
et al., 2021]. Для определения функционального состояния здоровья морских млекопитающих
широко применяют клинический, биохимический и цитоморфологический анализ крови. К на-
стоящему времени проведено большое количество таких исследований с использованием гемато-
логических и биохимических анализаторов, проточного цитометра и т. д. [CRC Handbook, 2018;
Keogh et al., 2011; Lauderdale et al., 2021; Nouri-Shirazi et al., 2017; Tryland et al., 2006]. Возмож-
ности сбора и доставки образцов крови, полученных от животных в природной среде обитания,
зачастую ограничены удалённостью мест обитаний морских млекопитающих от лабораторий и до-
пустимыми сроками хранения биоматериала. Мазки крови, полученные от животных как в усло-
виях неволи, так и в природной среде обитания, могут храниться длительно и позволяют опи-
сать и оценить состояние здоровья млекопитающих позднее, с использованием современного
оборудования.
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Точные математические измерения клеточных структур с применением методов компьютер-
ной морфометрии позволяют проводить сравнительные возрастные, внутри- и межвидовые иссле-
дования животных. Количественные и качественные методы эффективно применяются в оценке
функциональной активности клеток крови млекопитающих. Количественный анализ направлен
на выявление отдельных групп клеток и на определение их соотношения (например, лейкоцитар-
ная формула), подсчёт количества гранул, ядерных элементов в отдельных клетках, а также на из-
мерение площадей окрашенного различными цитохимическими реакциями вещества. Качествен-
ный анализ связан с определением интенсивности окрашивания продукта цитохимической реак-
ции. В основе каждого из этих методов лежит использование размерных (длины, ширины, радиу-
са, площади и др.) и количественных (числá гранул и сегментов) характеристик анализируемых
объектов.

Проведение качественного анализа требует определения не только размерных величин,
но и цветовых характеристик (к примеру, оптической плотности) продукта реакции. Такая оцен-
ка функциональной активности изучаемой клетки предполагает применение специального обо-
рудования. В то же время точные размерные и цветовые параметры не зависят от субъективно-
сти и опыта исследователя. При определении морфометрических показателей клеток на мазках
крови используют абсолютные и относительные параметры. К абсолютным относят площадь, диа-
метр и форму клеток, а также количество в них гранул и клеточных элементов. Для этого в каж-
дом мазке проводят измерения клеток, свободно расположенных в видимом поле без наложений
друг на друга и без деформации от близлежащих клеток, чтобы исключить их сжатие в зави-
симости от плотности мазка. Использование относительных параметров позволяет определять
характеристики клеточных структур вне зависимости от плотности мазка.

Количественные характеристики просты и удобны при определении функциональной актив-
ности клеток, но дают субъективную и лишь общую оценку интенсивности клеточных процессов.
Широко используют полуколичественный метод — расчёт среднего цитохимического коэффици-
ента [Лецкий, 1973], позволяющего по характеру распределения окрашенного вещества в клетке
оценить среднюю цитохимическую активность всего живого организма. Эффективно применяют
подсчёт лейкоцитарной формулы крови и на её основе определяют лейкоцитарные индексы [Гар-
кави и др., 1990; Кальф-Калиф, 1941; Мустафина и др., 1999; Островский и др., 2006, 2007; Спе-
ранский и др., 2009; Davis et al., 2008]. Комплексное использование гематологических индексов
даёт большой объём информации и позволяет оценить развитие, тяжесть и течение воспалитель-
ного процесса и эндогенной интоксикации, проанализировать общую иммунологическую реак-
тивность организма. Применение данных коэффициентов и индексов информативно как по от-
дельности, так и совместно. В то же время некоторые существующие количественные показатели
несовершенны.

Цель данной работы — изучить возможность применения дополнительных коэффициен-
тов и индексов для оценки функциональной активности белков и ферментов в клетках крови
афалины на примере катионного белка в гранулоцитах.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объект исследования — дельфины Tursiops truncatus (Montagu, 1821) возрастом от 1 до 16 лет.

Материал от 14 особей получен в океанариуме города Севастополя. Кровь брали из вен хвосто-
вого плавника афалин. Мазки крови изготавливали общепринятым способом, перед окраской
фиксировали в метаноле в течение 5 мин. Препараты окрашивали прочным зелёным по методи-
ке М. Олферта и И. Гешвинда [Бутенко и др., 1974] и изучали, используя масляную иммерсию,
с помощью микроскопа Axio Imager M1, оснащённого цифровой видеокамерой AxioCam и про-
граммным обеспечением для анализа изображений микрообъектов AxioVision (фирма Zeiss).
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Для определения содержания катионного белка (далее — КБ) вычисляли средний цитохимиче-
ский коэффициент [Лецкий, 1973], определяли площадь клетки, а также площадь и оптическую
плотность продукта цитохимической реакции. Рассчитывали следующие цитохимические ха-
рактеристики: показатель заполнения клетки (далее — ПЗК) и интегральный цитохимический
показатель (далее — ИЦП) [Славинский, 2000].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для вычисления среднего цитохимического коэффициента (далее — СЦК) визуально опре-

деляют степень интенсивности реакции по количеству окрашенного вещества в цитоплазме клет-
ки (рис. 1). Гранулоциты делят на группы: 0 (отсутствие окраски или гранул в цитоплазме);
A — малоактивные клетки (наличие единичных гранул или окраски); B — среднеактивные
(исследуемое вещество в лейкоцитах заполняет почти всю клетку, но могут оставаться неокра-
шенные участки цитоплазмы); C — высокоактивные (интенсивно окрашенные зёрна [вещество]
заполняют всю цитоплазму). СЦК рассчитывают по формуле СЦК = (3C + 2B + A) / 200.
В каждом мазке учитывают 200 гранулоцитов.

Рис. 1. Гранулоциты афалины. Окраска на катионный белок по методу М. Олферта и И. Гешвинда
[Бутенко и др., 1974] (пояснения см. в тексте)
Fig. 1. Bottlenose dolphin granulocytes. Staining for cationic protein after M. Alfert and I. Geschwind
[Butenko et al., 1974] (see text for explanation)
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Визуально распределять клетки по вышеописанным группам, особенно относить к категори-
ям A и B, сложно. К малоактивным клеткам с наличием единичных гранул (A) можно причис-
лить клетку и с одной гранулой, и с небольшим участком окрашенного вещества, заполняющего
четверть клетки или менее (рис. 1а, б, г). Среднеактивные гранулоциты (B) представлены также
большим разбросом вариантов — от трети окрашенного вещества в клетке (рис. 1в, и) до почти
полного заполнения зёрнами или активным веществом (рис. 1д, е, ж, з). При распределении кле-
ток по группам к высокоактивным гранулоцитам (C) можно причислить те, в которых активное
вещество занимает почти всю клетку и имеются лишь маленькие участки, свободные от зёрен или
окрашенного вещества (рис. 1ж, з), однако, согласно классификации, данный тип окрашивания
относится к группе B.

Для снижения доли окрашенных клеток, ошибочно отнесённых к той или иной группе, мы ис-
пользовали дополнительные параметры оценки активности вещества. Для этого определяли пло-
щадь клетки, оптическую плотность и площадь продукта цитохимической реакции (рис. 2). Рас-
считывали ПЗК и ИЦП [Славинский, 2000]. ПЗК — доля суммарной площади измеряемых струк-
тур (окрашенных гранул КБ) в площади клетки (рис. 2а, б). ИЦП — произведение суммарной пло-
щади продукта цитохимической реакции в клетке и его оптической плотности, соответствующее
количеству окрашенного КБ (рис. 2б).

Рис. 2. Гранулоцит афалины: а — выделены границы всей клетки; б — выделена область продук-
та цитохимической реакции; в — выделена площадь ядра. Окраска на катионный белок по методу
М. Олферта и И. Гешвинда [Бутенко и др., 1974]
Fig. 2. Bottlenose dolphin granulocytes: а, the structures of the entire cell are highlighted; б, the area of the cy-
tochemical reaction product is highlighted; в, the area of the nucleus is highlighted. Staining for cationic
protein after M. Alfert and I. Geschwind [Butenko et al., 1974]

ПЗК — удобный морфометрический параметр: он является относительным и позволяет про-
водить измерения вне зависимости от плотности мазка. В то же время данный параметр недо-
статочно информативен и требует дополнения в расчётной формуле. Вероятно, она будет бо-
лее точной, если из площади клетки (рис. 2а) вычесть площадь ядра (рис. 2в) и уже данную раз-
ность разделить на суммарную площадь измеряемых структур (окрашенных гранул КБ) (рис. 2б).
В таком случае можно оценить интенсивность заполнения активным веществом непосредствен-
но в объёме цитоплазмы клетки, а не во всём объёме клетки. Недостатком ИЦП является
то, что необходимо использовать клетки, свободно расположенные в видимом поле, чтобы пока-
затели оптической плотности окрашенного вещества не изменялись при наложении или сжатии
клеток.
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Результаты определения СЦК, ИЦП и ПЗК в гранулоцитах афалин представлены на рис. 3 и 4.
Количество лейкоцитов, содержащих КБ (количество КБ + лейкоцитов), интенсивность окраши-
вания и степень заполнения клеток (ПЗК) продуктом цитохимической реакции (ИЦП) меняются
у дельфинов с возрастом. Значения СЦК у афалин выше, чем таковые у серых и гренландских
тюленей, но ниже, чем у человека (рис. 3).

Рис. 3. Содержание катионного белка в гранулоцитах взрослых животных разных видов (по: [Будыка
и др., 2009; Клетикова, 2010; Стойко, Ермаков, 2004])
Fig. 3. The content of cationic protein in granulocytes of adult animals of different species (according
to: [Budyka et al., 2009; Kletikova, et al., 2010; Stoiko, Ermakov, 2004])

Нами дополнительно были введены коэффициенты. Так, средние значения ПЗК и ИЦП
для выборок из 200 гранулоцитов выражали в коэффициенте показателя заполнения клет-
ки (кПЗК) и коэффициенте интегрального цитохимического показателя (кИЦП). Использование
двух последних параметров связано с необходимостью проведения сравнительных исследований
между группами и отдельными видами животных, значительно отличающихся по активности бел-
ков в клетках (с такой же целью применим и средний цитохимический коэффициент). В част-
ности, у самок афалин возрастом 4–5 лет (рис. 4, обведено кружком) при высоком значении
ПЗК (то есть при самой высокой интенсивности заполнения цитоплазмы КБ + лейкоцитов окра-
шенными гранулами) и среднем значении ИЦП отмечены самые низкие значения СЦК, кПЗК
и кИЦП, что обусловлено низким процентным содержанием КБ + лейкоцитов у животного. Та-
кие индивидуальные колебания в распределении активного вещества в лейкоцитах (по индексу
ПЗК) у афалин указывают на возрастное снижение согласно линии тренда на графике. Усредне-
ние полученных данных как по интенсивности заполнения клеток гранулами активного вещества,
так и по степени окрашивания белка в клетках показывает, что содержание КБ в гранулоцитах
животных с возрастом меняется незначительно. У тюленей при средних значениях СЦК содержа-
ние активных клеток является высоким, но интенсивность заполнения активным веществом —
низкой или средней.

Приведённые индексы и коэффициенты имеют преимущества и недостатки. Применение
ИЦП требует чёткого соблюдения методики окрашивания по соотношению окрашивающих ком-
понентов и времени проведения самόй процедуры, а также использования клеток без наложений
друг на друга, так как уплотнение мазка приводит к сгущению красящего вещества и, соответ-
ственно, к неправильному толкованию полученных результатов. ПЗК удобно применять на лю-
бых мазках вне зависимости от их плотности. Определение всех морфометрических показателей
требует больших временны́х затрат, но компьютерные технологии и автоматические программы
измерения позволяют сократить время на данные исследования. При этом использование ИЦП
и ПЗК по отдельности даёт небольшой объём информации, и лучше применять их в совокуп-
ности друг с другом и с рядом других качественных и количественных параметров для оценки
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функциональной активности вещества в изучаемых клетках. Следовательно, при сравнительном
анализе функционального состояния организма животных на основе различных цветояркост-
ных характеристик клеток необходимо рассчитывать дополнительные индексы и коэффициен-
ты, что продемонстрировано на примере определения содержания КБ в гранулоцитах афалины.
Данные показатели могут быть эффективно применены не только при оценке содержания КБ
в клетках крови, но и при определении активности других ферментов (щелочной фосфатазы,
сукцинатдегидрогеназы, миелопероксидазы и т. д.).

Рис. 4. Возрастные изменения цитохимических показателей содержания катионного белка
в гранулоцитах афалины (для каждого отдельного животного свой символ)
Fig. 4. Age-related changes in cytochemical parameters of the content of cationic protein in granulocytes
of bottlenose dolphins (each individual animal is marked with its own symbol)
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Морфометрическое измерение клетки как отдельной структуры позволяет определять ин-
дивидуальные параметры для каждого организма. Несмотря на трудоёмкость дополнительных
измерений и подсчётов при использовании компьютерной морфометрии, индексы дают точную
количественную информацию о содержании веществ в клетках. Результаты определения мор-
фометрических клеточных параметров морских млекопитающих необходимы в качестве допол-
нительных данных для оценки иммунологического статуса животных. Особенно это актуально
для ластоногих и китообразных при их адаптации и длительном содержании в океанариумах
и дельфинариях. Биоматериал, полученный от морских млекопитающих в естественной среде
обитания, часто бывает очень разрозненным по возрастным, половым, весовым и видовым харак-
теристикам животных, а также испорченным или недостаточным по объёму (сохраняются толь-
ко мазки крови), а точность и максимальная информативность микроскопии крови животных
позволяют проводить сравнительные возрастные, внутри- и межвидовые исследования морских
млекопитающих.

Работа выполнена в рамках плана НИР и государственного задания ММБИ РАН на 2021–2023 гг.
№ FMEE-2021-0009.
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INDICES
IN THE EVALUATION OF THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF BLOOD CELLS
OF THE BOTTLENOSE DOLPHIN TURSIOPS TRUNCATUS (MONTAGU, 1821)

T. Seliverstova

Murmansk Marine Biological Institute of the Russian Academy of Sciences, Murmansk, Russian Federation
E-mail: minzyuk@mail.ru

The content of cationic protein in granulocytes of the bottlenose dolphin Tursiops truncatus (Mon-
tagu, 1821) was established by calculating the average cytochemical coefficient. Its shortcomings were
substantiated in visually determining the intensity of staining of the product of a cytochemical reaction
on blood products and distributing cells into groups according to the amount of protein they contain.
To assess the activity of a substance in a cell, computer programs were applied, and a light micro-
scope was used which allows to minimize errors in morphometric measurements of objects. Individual
parameters were calculated for the degree of filling and intensity of staining of cationic protein in gran-
ulocytes in bottlenose dolphins with and without taking into account the protein content in the entire
blood volume. Such indicators allow carrying out comparative age-related, intraspecific, and interspe-
cific studies in animals. As established, the content of cationic protein in granulocytes can vary greatly
in different individuals of bottlenose dolphins, and its amount changes slightly with age.
Keywords: morphometry, average cytochemical coefficient, integral cytochemical index, cationic
protein, granulocytes, bottlenose dolphin
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