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При помощи методов проточной цитометрии и световой микроскопии исследовано влияние кратко-
срочной (24 ч) ранжированной гипоксии на морфофункциональные показатели гемоцитов тихоокеан-
ской устрицы (Crassostrea gigas). Контрольная группа содержалась при 100% уровне насыщения воды
кислородом, экспериментальные животные – при умеренной (30% насыщение кислородом) и глубо-
кой гипоксической нагрузке (3% насыщение кислородом). Показано, что гипоксия не оказывала вли-
яния на морфометрические характеристики гемоцитов, однако, индуцировала существенные измене-
ния в функциональных параметрах клеток и приводила к сдвигам клеточного состава гемолимфы.
У устриц, содержащихся в условиях умеренного дефицита кислорода, зафиксировано развитие ком-
пенсаторного ответа на гипоксию: увеличение числа гранулоцитов на 20%, усиление спонтанной про-
дукции активных форм кислорода (АФК) агранулоцитов (на 40%) и гранулоцитов (на 90%). Глубокая
кратковременная гипоксия достоверно ингибировала способность гемоцитов к генерации окислитель-
ного взрыва и индуцировала снижение относительного числа гранулярных клеток (процент от общего
числа клеток в гемолимфе), что свидетельствует о неспособности устриц поддерживать нормальное
функциональное состояние при 3% уровне насыщения воды кислородом.
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Дефицит кислорода является одним из наибо-
лее значимых факторов окружающей среды, ока-
зывающих влияние на жизнедеятельность гидро-
бионтов [1]. В литоральных и сублиторальных зо-
нах гипоксия может формироваться в результате
естественных циклов колебания уровня растворен-
ного кислорода или эвтрофикации [2]. Длитель-
ность гипоксического воздействия в естественных
условиях может варьировать от нескольких часов
до нескольких месяцев. Устойчивая гипоксия счи-
тается основной причиной снижения биоразнооб-
разия водной среды обитания [3]. Краткосрочная
гипоксия, в свою очередь, может негативно влиять
на функциональное состояние гидробионтов. Воз-
действию гипоксии в особенности подвержены
бентосные и малоподвижные виды гидробионтов,
в том числе и двустворчатые моллюски [4]. Стоит
отметить, что многие виды двустворчатых моллюс-
ков интенсивно выращиваются по всему миру,
приобретая не только биологическую, но и эконо-
мическую значимость [5]. Тихоокеанская устрица
(Crassostrea gigas, Thunberg 1973) считается одним

из основных мировых объектов марикультуры, что
объясняется ее высокой скоростью роста, эврига-
линностью, широким адаптивным потенциалом к
дефициту кислорода и колебанию температуры [6].
Оптимальными условиями кислородного режима
для гидробионтов, и для двустворчатых моллюс-
ков, в частности, является концентрация раство-
ренного кислорода в воде на уровне 7.5–9 мг О2 л–1.
Однако C. gigas зачастую населяют мелководные
прибрежные зоны, для которых характерны эвтро-
фикация и плохое перемешивание воды, вслед-
ствие чего такие зоны могут становиться гипоксич-
ными [7–9]. Отмечено, что при снижении концен-
трации кислорода ниже 3 мг О2 л–1 в организме
устриц наблюдались различные физиологические
нарушения, низкая сопротивляемость бактериаль-
ным патогенам, снижение скорости роста и уровня
выживаемости отдельных особей [10–14].

В Черном море тихоокеанская устрица культи-
вируется более 40 лет [15]. Для выращиваемых ви-
дов большое значение имеет понимание механиз-
мов и последствий воздействия естественных фак-
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торов среды на иммунную систему. Последнее
обусловливает высокий интерес к изучению во-
просов влияния стрессовых факторов окружающей
среды на способность иммунитета противостоять
инфекционным агентам [16]. Гемоциты, циркули-
рующие в гемолимфе моллюсков, считаются ос-
новным типом клеток, отражающим физиологиче-
ский статус организма, вследствие своей обшир-
ной функциональной роли, состоящей в участии в
процессах восстановления раковины, пищеваре-
ния, транспорта питательных веществ и внутрен-
них защитных иммунных реакций [16–19].

Клеточный иммунный ответ моллюсков вклю-
чает в себя фагоцитоз, инкапсуляцию, фермента-
тивную деструкцию патогенов, а также выброс ак-
тивных форм кислорода (АФК) [20]. В основе гу-
морального компонента иммунной системы
двустворчатых моллюсков лежит продукция лекти-
нов С-типа, антимикробных и пептидогликан-рас-
познающих белков и некоторых других соедине-
ний [21–23]. Влиянию гипоксии на функциональ-
ное состояние гемоцитов и их способности к
иммунному ответу посвящено множество работ.
Так, инкубация Perna viridis в условиях дефицита
кислорода индуцирует снижение продукции АФК
[23, 24], с другой стороны у Mytilus galloprovincialis,
Mytilus coruscus, Chlamys farreri краткосрочная гипо-
ксия приводит к увеличению данного показателя
[25–27]. Известно, что дефицит кислорода приво-
дит к снижению общего числа гемоцитов [24, 25,
28, 29] и изменению их соотношения в гемолимфе
[25, 26]. Соотношение типов гемоцитов рассматри-
вают как показатель эффективности клеточного
иммунного статуса организма, поскольку грану-
лярные гемоциты в большей степени способны к
иммунному ответу, в сравнении с агранулярными
[30]. Вместе с тем доля гранулярных клеток у Myti-
lus coruscus снижалась после инкубации при 2 мг О2
л–1 [25], а у Mytilus galloprovincialis после суточной
экспозиции при 0.3 мг О2 л–1 данный показатель
увеличился [26]. Основываясь на представленных
данных, можно предположить, что гипоксическое
воздействие в зависимости от степени и длитель-
ности может оказывать как стимулирующий, так и
угнетающий эффект на клеточный иммунный
компонент моллюсков. Границы адаптивного по-
тенциала к недостатку кислорода особенно важно
оценивать для объектов массовой марикультуры,
поскольку в производственном цикле на ферме во
время транспортировки, сортировки и перераспре-
деления по садкам, моллюски часто сталкиваются
с краткосрочным дефицитом кислорода, продол-
жительностью до 24 ч. Вместе с тем непродолжи-
тельное, но глубокое гипоксическое воздействие
может выходить за границы адаптивного потенци-
ала объектов культивирования.

Цель настоящей работы – исследовать влияние
краткосрочной гипоксии различной степени на

морфофункциональные характеристики клеток ге-
молимфы у массового объекта марикультуры –
двустворчатого моллюска Crassostrea gigas (Thun-
berg, 1793).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Тихоокеанских устриц (C. gigas, n = 30, массой

8.6 ± 0.4 г, длина раковины 25.4 ± 1.4 мм) получили
с устрично-мидийной фермы (Севастопольская
бухта, г. Севастополь). Для адаптации к лаборатор-
ным условиям и снятия стресса после транспорти-
ровки устриц содержали в течение недели в емко-
стях с проточной морской водой (содержание кис-
лорода – 7.9 мг/л (100% насыщения воды
кислородом); температура 22С, соленость 19.5‰,
pH 8.1 ± 0.01). В период акклиматизации моллюс-
ков кормили смесью микроводорослей (5–10 мл
смеси на каждые 50 л аквариумной воды, концен-
трация клеток 2–3 106 на мл). Контрольную груп-
пу моллюсков (n = 10) содержали при концентра-
ции кислорода 7.9 мг/л. Гипоксию in vivo создавали
путем продувания морской воды газообразным
азотом в течение 1.5–2 ч до достижения концентра-
ции растворенного кислорода 30% (концентрация
кислорода – 2.4 мг/л) (n = 10) и 3% (концентрация
кислорода – 0.2 мг/л) (n = 10) от контрольного
уровня. После достижения желаемого уровня ги-
поксического воздействия моллюсков содержали в
воде с дефицитом кислорода в течение суток. Кон-
центрацию растворенного кислорода в экспери-
ментальных и контрольных аквариумах контроли-
ровали при помощи кислородомера Ohaus Starter
300 D (USA), оборудованного температурным дат-
чиком. Постоянство концентрации растворенного
кислорода в экспериментальных аквариумах до-
стигалось за счет периодической аэрации воды.
Соленость и рН контролировали при помощи со-
лемера ST20S (Ohaus, США) и рН-метра ST2100-F
(Ohaus, США). Уровень рН морской воды, соле-
ность и температура были идентичны у контроль-
ной и экспериментальных групп и соответствовали
периоду акклимации.

По окончании 24 ч воздействия гипоксии про-
водили отбор гемолимфы. Образцы гемолимфы
(0.5–1 мл) отбирали из сердца стерильным шпри-
цем, трижды отмывали в стерильной фильтрован-
ной морской воде (300 g, 5 мин). В анализе прово-
дили индивидуальный анализ проб, полученных от
одного моллюска. Для оценки морфометрических
характеристик клеток из осажденных гемоцитов
готовили мазки и окрашивали по методу Паппен-
гейма [31]. На каждом мазке анализировали не ме-
нее 1000 клеток. У каждого гемоцита оценивали
морфологические показатели и измеряли наиболь-
ший диаметр ядра и клетки (без учета псевдопо-
дий). Ядерно-плазматическое отношение рассчи-
тывали как отношение диаметра ядра к диаметру
клетки [32, 33]. Функциональные характеристики
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гемоцитов анализировали методом проточной ци-
тометрии (цитометр FC500, Beckman Coulter) при
помощи программы Flowing Software 5.2. Для оцен-
ки содержания ДНК и пролиферативной активно-
сти в клетках гемоциты окрашивали красителем
SYBR Green I (Sigma Aldrich) по методике, описан-
ной ранее [34]. Идентификацию типов гемоцитов и
определение их процентного содержания относи-
тельно общего числа клеток в суспензии проводи-
ли на двухпараметрических цитограммах на осно-
вании распределения SYBR Green-позитивных ча-
стиц по относительному размеру (прямое
рассеяние, FS) и гранулярности (боковое рассея-
ние, SS). Уровень смертности гемоцитов определя-
ли с использованием флуоресцентного красителя
йодистого пропидия (PI, Sigma Aldrich) [32]. Спо-
собность клеток гемолимфы к спонтанной продук-
ции активных форм кислорода оценивали по флу-
оресценции красителя 2–7-дихлорфлуоресцеин-
диацетат (DCF-DA; Merck, Germany) по стандарт-
ному протоколу окрашивания [32].

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили в программе RStudio V. 4.0.5.
Тест Колмогорова–Смирнова показал, что распре-
деление размерных характеристик гемоцитов не
подчиняется закону нормального распределения.
Для анализа значимости гипотезы о наличии раз-
личий между выборками результатов микроскопи-
ческих исследований применяли U-критерий
Манна–Уитни. Результаты цитометрических ис-
следований анализировались при помощи диспер-
сионного анализа (One way ANOVA) и теста Тьюки
(Tukey). Критический уровень значимости был
принят за 0.05. Результаты представлены в виде

 ± SE (средняя и ошибка среднего).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Методом световой микроскопии в гемолимфе

устриц идентифицировали 3 типа клеток – аграну-

x

лоциты, гиалиноциты и гранулоциты (рис. 1a–c).
Агранулоциты – клетки наименьшего размера диа-
метром 8.9 ± 0.4 мкм. Морфологическими особен-
ностями агранулоцитов были следующие: преиму-
щественно округлая форма, высокое ядерно-плаз-
матическое отношение (0.6 ± 0.03 у.е.), отсутствие
гранулярных включений в цитоплазме и псевдопо-
дий.

Клетки с наибольшим диаметром – гранулоци-
ты, имели низкое ядерно-плазматическое отноше-
ние (0.4 ± 0.04 у.е.), цитоплазма содержала базо-
фильные и эозинофильные гранулярные включе-
ния, а ядро располагалось преимущественно
ацентрично. Кроме этого, гранулярные клетки
формировали псевдоподии. Диаметр гиалиноци-
тов составлял 10.2 ± 0.8 мкм, диаметр ядра 5.7 ±
± 0.4 мкм. Гиалиноциты, как и гранулоциты, име-
ли псевдоподии, но в цитоплазме гранулярные
включения отсутствовали, а ядро располагалось
преимущественно в центре клетки. Пик флуорес-
ценции ДНК-специфического красителя SYBR
Green I для контрольной и экспериментальных
групп соответствовал диплоидному набору хромо-
сом без признаков деления (рис. 2a). Методом про-
точной цитометрии, на основании распределения
частиц по прямому (FS) и боковому (SS) рассея-
нию, было установлено наличие 3 субпопуляций
клеток с различным относительным размером и
уровнем гранулярности (рис. 2b). В гемолимфе уст-
риц преобладали агранулярные клетки – агрануло-
циты (37.5 ± 14.2%) и гиалиноциты (58.8 ± 15.7%).
Относительное число гранулоцитов контрольной
пробы составило 8.8 ± 4.6%. Подробнее классифи-
кация типов гемоцитов описана в нашей предыду-
щей работе [35].

Суточная гипоксия не оказывала влияния на
морфометрические характеристики гемоцитов
устриц, однако существенно повлияла на соот-
ношение типов гемоцитов в гемолимфе (рис. 3).
Инкубация в условиях 30% насыщения воды

Рис. 1. Морфологическая характеристика гемоцитов Тихоокеанской устрицы (Crassostrea gigas) в условиях нормоксии и
гипоксии. (a) Нормоксия. (b) Морфология клеток гемолимфы в условиях 30% насыщения воды кислородом. (с) Морфо-
логия клеток гемолимфы при 3% насыщении воды кислородом. 1 – агранулоциты, 2 – гиалиноциты, 3 – гранулоциты.
Окраска мазков проводилась по комбинированному методу Паппенгейма. Мазки анализировались при помощи светово-
го микроскопа (Biomed PR-2 Lum), оборудованного камерой (Levenhuk C NG Series). Шкала – 10 мкм.
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кислородом привела к значительному увеличе-
нию относительного числа гранулоцитов (на
20%, p < 0.05) (рис. 3с), доля агранулоцитов и ги-
алиноцитов при этом не изменилась. После су-
ток в условиях 3% содержания кислорода от
уровня нормоксии в гемолимфе устриц на 58%
возросло относительное содержание агрануло-
цитов (рис. 3a), содержание гиалиноцитов при
этом снизилось на 50% (рис. 3b). Уровень смерт-
ности клеток гемолимфы не превышал 2% как в
контрольных, так и в опытных группах. Измене-
ний пролиферативной активности клеток гемо-
лимфы при гипоксии не зафиксировано.

Инкубация устриц в условиях 30% насыщения
воды кислородом привела к усилению спонтанной
продукции активных форм кислорода: у аграну-
лоцитов в среднем на 40% (рис. 4a), а гранулоци-
тов более чем на 90%. Вместе с тем умеренная ги-
поксическая нагрузка не оказала существенного
влияния на продукцию АФК гиалиноцитами.
Экспозиция при 3% насыщении воды кислоро-
дом ингибировала продукцию АФК всех типов
клеток (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что в результате воздействия дефици-
та кислорода у двустворчатых моллюсков часто на-
блюдается снижение общего числа циркулирую-
щих гемоцитов, а также происходят изменения в
соотношении типов гемоцитов в гемолимфе [23,
25, 28]. В нашем исследовании более глубокая ги-

поксическая нагрузка (3% от уровня нормоксии)
привела к снижению доли гранулоцитов и гиали-
ноцитов, и увеличению доли агранулоцитов в ге-
молимфе устриц. Противоположный эффект –
увеличение доли гранулоцитов, зафиксирован в
группе устриц после инкубации при 30% насыще-
нии кислородом.

Среди возможных причин, лежащих в основе
изменений клеточного состава гемолимфы мол-
люсков, наиболее существенны следующие:

1. Пролиферативная активность гемоцитов и их
предшественников [25];

2. Гибель гемоцитов определенного типа [23];
3. Функциональные переходы одного типа ге-

моцитов в другой (дегрануляция, появление гра-
нул) [36, 37];

4. Миграция гемоцитов в ткани [38].
Предположительно, агранулярные клетки – это

незрелые гемоциты, пролиферация которых может
осуществляться непосредственно в гемолимфе
[39–42]. В условиях краткосрочного эксперимента
маловероятно, что изменение в соотношении ти-
пов гемоцитов может быть вызвано пролифератив-
ной активностью в гемопоэтической ткани. Это
подтверждается данными об отсутствии в образцах
гемолимфы устриц делящихся гемоцитов в обеих
экспериментальных группах. Аналогичным об-
разом не выявлены изменения в доле мертвых
клеток в гемолимфе при гипоксии. При этом для
гранулоцитов характерна дегрануляция и, как
следствие, увеличение относительной доли агра-

Рис. 2. Идентификация субпопуляций гемоцитов Тихоокеанской устрицы методом проточной цитометрии. (a) Гисто-
грамма содержания ДНК в гемоцитах устриц. Клетки суспендировали в стерильной фильтровальной морской воде (кон-
центрация клеток 1– 2  106 клеток мл–1), инкубировали с SYBR Green I в течение 40 мин в темноте (финальная концен-
трация красителя в пробе 10 мкМ). (b) Распределение клеток гемолимфы устриц на основании величин относительного
размера и гранулярности, демонстрирующее три популяции гемоцитов (1 – агранулоциты; 2 – гиалиноциты; 3 – грану-
лоциты). Графики представлены для контрольной группы моллюсков (n = 10).
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нулярных клеток в гемолимфе [43]. Не следует ис-
ключать также возможной миграции гранулоцитов
в ткани, поскольку известно, что данный тип кле-
ток способен активно перемещаться из сосудов ге-
молимфы в жабры, мантию и другие ткани и орга-
ны моллюсков [44]. Таким образом, краткосроч-
ные изменения клеточного состава гемолимфы
при гипоксии реализуются быстрыми адаптивны-
ми перестройками, среди которых наиболее веро-
ятными стоит считать дегрануляцию гранулоцитов

и/или их миграцию в ткани при глубокой гипоксии
и функциональный переход агранулоцитов в гра-
нулоциты при умеренном недостатке кислорода.
Стоит отметить, что увеличение доли гранулярных
клеток при 30% насыщении воды кислородом и ее
снижение после суточного воздействия глубокой
гипоксии (3% насыщения воды кислородом от
уровня нормоксии), вероятно, свидетельствуют о
развитии компенсаторного адаптивного ответа у
C. gigas в условиях неглубокой гипоксической на-

Рис. 3. Влияние краткосрочной гипоксии на соотношение типов гемоцитов Тихоокеанской устрицы (Crassostrea gigas).
(a) Изменение относительного числа агранулоцитов. (b) Изменение относительного числа гиалиноцитов. (с) Изменение
относительно числа гранулоцитов. Моллюсков разделили на три группы, содержащихся в воде с различным уровнем рас-
творенного кислорода: с – контрольная группа, 100% насыщение кислородом (n = 10); 30 h – экспериментальная группа,
30% насыщение воды кислородом (n = 10); 3 h – экспериментальна группа, 3% насыщение воды кислородом (n = 10). Для
идентификации типов клеток на проточном цитометре Beckman Coulter FC500 готовую суспензию гемоцитов окрашива-
ли ДНК-красителем SYBR Green I (финальная концентрация в пробе 10 мкмоль л–1, время инкубации – 40 мин в темно-
те). Соотношение типов клеток оценивали по гистограмме распределения FSC/SSC * – достоверные различия между
контрольной и экспериментальной группами (p < 0.05).
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Рис. 4. Влияние дефицита кислорода на способность гемоцитов Тихоокеанской устрицы (Crassostrea gigas) к спонтанной
продукции АФК. (a) Aгранулоциты. (b) Гиалиноциты. (c) Гранулоциты. Устрицы содержались в течение 24 ч в условиях
дефицита кислорода: 30 h – экспериментальная группа, 30% насыщение воды кислородом (n = 10); 3 h – эксперименталь-
на группа, 3% насыщение воды кислородом (n = 10). Способность гемоцитов к спонтанной продукции АФК оценивали
по флуоресценции клеток, окрашенных красителем DCF-DA. Финальная концентрация красителя в пробе составляла
10 мкмоль л–1. Флуоресценция красителя анализировалась в канале FL1 (зеленая область спектра). Уровень флуоресцен-
ции красителя DCF-DA на графике представлен как % от данного показателя в контрольных пробах. * – статистическая
достоверность различий между контрольной и экспериментальной группой (p < 0.05).
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грузки. Последнее также подтверждается увеличе-
нием уровня флуоресценции красителя DCF-DA у
агранулоцитов и гранулоцитов после инкубации
устриц при 30% содержании кислорода и его сни-
жением у всех типов клеток после 24 ч гипоксии
при 3% насыщении. Выявленные нами изменения
в уровне спонтанной продукции АФК, в целом, со-
гласуются с литературными данными. Так, у Myti-
lus coruscus и Chlamys farreri дефицит кислорода ин-
дуцировал увеличение продукции АФК [25], а у
Perna viridis зафиксирован обратный эффект [23,
24]. Механизмы, лежащие в основе влияния дефи-
цита кислорода на способность гемоцитов генери-
ровать окислительный взрыв, остаются предметом
дискуссии. Снижение продукции АФК объясняют
метаболической корректировкой при участии
HIF-фактора в ответ на гипоксическое воздей-
ствие [45]. Вероятно также, что обнаруженное на-
ми увеличение концентрации АФК в гемоцитах
устрицы является следствием реорганизации дыха-
тельной цепи митохондрий, поскольку известно,
что митохондрии являются основным источником
АФК в гемоцитах C. gigas, и недостаток кислорода
способен вызывать изменения в цепи переносчи-
ков электронов [46, 47]. Это предположение кос-
венно подтверждается данными о том, что уровень
внутриклеточного содержания АФК в клетках ге-
молимфы устриц коррелирует с изменениями ве-
личины митохондриального потенциала при гипо-
ксии [14].

Таким образом, результаты настоящей работы
свидетельствуют о том, что характер изменений па-
раметров гемолимфы устриц определяется не толь-
ко длительностью гипоксического воздействия, но
и концентрацией растворенного кислорода. Повы-
шение относительного числа гранулоцитов и спо-
собности генерировать окислительный взрыв, ве-
роятно, свидетельствуют о развитии компенсатор-
ного ответа у тихоокеанской устрицы в результате
воздействия умеренного недостатка кислорода.
Вероятно, кратковременная инкубация в условиях
30% уровня насыщения воды кислородом находит-
ся в переделах толерантности C. gigas к гипоксии.
Глубокая гипоксия, в свою очередь, индуцировала
снижение доли гранулоцитов в гемолимфе и по-
давление продукции активных форм кислорода в
гемоцитах, оказывая угнетающее действие на кле-
точный иммунный ответ у устриц.
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Effect of Ranged Short-Term Hypoxia on Functional and Morphological Parameters 
of Hemocytes in the Pacific Oyster Сrassostrea gigas (Thunberg, 1793)

E. S. Kladchenkoa,#, A. Yu. Andreyevaa, and T. A. Kukharevaa

a A.O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, Russia
#e-mail: kladchenko_ekaterina@bk.ru

The effect of ranged short-term (24 h) hypoxia on morphological and functional parameters of hemocytes in the
Pacific oyster (Crassostrea gigas) were investigated using f low cytometry and light microscopy. The control group
was kept at 100% oxygen saturation, experimental groups were exposed to moderate (30% oxygen saturation) and
severe hypoxia (3% oxygen saturation). Hypoxia had no effect on morphometric parameters of hemocytes, but
induced considerable changes in their functional characteristics and led to shifts in the cellular composition of
hemolymph. In the oysters exposed to moderate oxygen deficiency, a compensatory response consisted in an in-
crease in the number of granulocytes (by 20%) and an increase in the spontaneous production of reactive oxygen
species (ROS) in agranulocytes (by 40%) and granulocytes (by 90%). Severe short-term hypoxia inhibited the
ability of hemocytes to generate an oxidative burst and induced a decrease in the number of granulocytes, indi-
cating the inability of oysters to maintain normal functional state.

Keywords: oysters, hypoxia, immunity, hemocytes, reactive oxygen species


