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Целью настоящей работы было проведение морфологического анализа гемоцитов, нахождение ОЧГ и
процентной доли каждого типа гемоцитов австралийского красноклешневого рака (Cherax quadricari-
natus). Изучали гемоциты в нативной, обработанной антикоагулянтом и окрашенной по Май-Грюн-
вальду и Романовскому гемолимфе. Гемолимфу отбирали шприцом из вентрального синуса. Микро-
скопию проводили при увеличении объектива 40× или 100×. Подсчет гемоцитов и определение про-
центной доли каждого типа производили в камере Горяева. Выделено три основных типа гемоцитов, а
также обнаружены клетки, морфологически отличающиеся от первых трех, они названы прозрачными
клетками. Агранулоциты (гиалиноциты) – клетки овальной или веретенообразной формы, длиной и
шириной порядка 26.6 и 9.2 мкм. У них отсутствуют гранулы, однако иногда можно обнаружить малое
число размером менее 0.5 мкм. Этот тип клеток способен дольше других оставаться на предметном
стекле после извлечения. Полугранулоциты – клетки овальной или веретенообразной формы, длиной
и шириной 26.7 и 9.3 мкм, с умеренно развитыми небольшими гранулами размером менее 0.5 мкм и
редко встречающимися средними гранулами размером от 0.77 до 1.69 мкм. Гранулоциты – клетки
овальной формы, наиболее крупные из всех типов с длиной и шириной 28.7 и 11.1 мкм. Имеют крупные
(0.8–2.48 мкм) обильно развитые гранулы и высокое лучепреломление, ввиду чего этот тип клеток хо-
рошо определим под микроскопом. У них наблюдается наименьшее по сравнению с первыми двумя
типами ядерно-цитоплазматическое отношение. Прозрачные клетки – особенностью данного типа
клеток являются обильно развитые псевдоподии. Среднее значение диаметра клетки после ее округле-
ния составляет 10.7 ± 1.11 мкм. Клетки этого типа начинают проявляться через 10 мин после извлече-
ния в необработанной антикоагулянтом гемолимфе. Доминирующим типом в гемолимфе являются
агранулоциты, их доля составляет 48.3 ± 11.4%. На долю полугранулоцитов и гранулоцитов приходится
26.3 ± 7.8% и 25.2 ± 6.9% соответственно. Общее число гемоцитов колеблется в широком диапазоне от
820 до 5510 шт./мкл, среднее количество клеток составляет 2707 ± 1096 шт./мкл. Средняя доля прозрач-
ных клеток составила 18.2 ± 3.8%.
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Кровь ракообразных представлена гемолим-
фой, клеточной частью которой являются гемоци-
ты. Как правило, у декапод (Decapoda) выделяют
три типа гемоцитов: агранулоциты (гиалиноциты),
полугранулоциты (гранулоциты с малыми гранула-
ми) и гранулоциты [1–4], некоторые исследовате-
ли выделяют у речных раков видов Аstacus astacus и
Pontastacus leptodactyhis четвертый тип гемоцитов –
прозрачные клетки [5–7], а Роулстон [8] выделил у
морского краба Hyas araneus, помимо основных
трех типов гемоцитов, еще и прогемоциты. В по-
следние несколько десятилетий происходит интен-

сивное изучение гемоцитов представителей семей-
ства Decapoda. Для ряда ракообразных, являющих-
ся объектами аквакультуры и промысла, даны
классификация и характеристика как по морфоло-
гическим и цитохимическим показателям, так и по
молекулярным особенностям гемоцитов, опреде-
лены общее число гемоцитов и процентная доля
каждого типа клеток в гемолимфе [8–22]. Полу-
ченные результаты позволяют без затруднений
классифицировать клетки крови этих гидробион-
тов. При этом для некоторых видов существуют
различные точки зрения по поводу классификации
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гемоцитов; так, Хосе [13] выделил три типа гемоци-
тов у Homarus americanus, в то время как Баттисон
[23] в своей работе выделяет одиннадцать типов,
большая часть которых являются не отдельными
клеточными линиями, а гемоцитами разных ста-
дий развития. У перспективного объекта аквакуль-
туры, австралийского красноклешневого рака
(Cherax quadricarinatus (Von Martens, 1868)) [24–26],
гемоциты являются относительно хорошо изучен-
ными. На этом организме экспериментально под-
тверждена концепция, по которой различные типы
гемоцитов происходят не от различных клеточных
линий, как считалось ранее, а представляют собой
гемоциты разных стадий развития [27]. Исходя из
нее предшественниками гранулоцитов являются
полугранулоциты, при этом агранулоциты (гиали-
ноциты) считаются прогемоцитами, высвободив-
шимися из гемопоэтической ткани. Также у
C. quadricarinatus изучены иммунные функции ге-
моцитов [28, 29] и их молекулярные особенности
[27, 29–31], проведены исследования популяций
гемоцитов с помощью проточной цитометрии и с
использованием флуоресцентных маркеров [27,
32]. Но при этом отсутствует подробная морфоло-
гическая характеристика гемоцитов, так, напри-
мер, отсутствуют данные о ядерно-цитоплазмати-
ческом отношении и размерах гранул различных
типов клеток. Среди прочего остается открытым
вопрос о количестве типов гемоцитов. Так, в ряде
вышеперечисленных работ авторы выделяют толь-
ко три основных типа, однако Лагуткина и соавт.
[33] выделяют в гемолимфе австралийского крас-
ноклешневого рака еще и прозрачные клетки, ко-
торые предположительно являются прогемоцита-
ми или рано высвободившимися из гемопоэтиче-
ской ткани гемоцитами. Это не единственная
работа, в которой авторы выделили в гемолимфе
помимо основных типов клеток еще и дополни-
тельные; так, Вентао и соавт. [34] обнаружили с по-
мощью иммуноцитохимии клетки CD34+, кото-
рые, возможно, являются подобными стволовым,
полученными из недифференцированной гемопо-
этической такни. Предполагается, что эти клетки
могут расти и дифференцироваться в зрелые гемо-
циты будучи циркулирующими в кровеносной си-
стеме. В работе по изучению гемоцитов, поражен-
ных внутриклеточными микроорганизмами [35],
были обнаружены инфицированные стволовые
клетки кроветворной ткани, некоторые из которых
по предположению авторов высвобождались в кро-
воток. Помимо этого, актуальной задачей является
нахождение общего числа гемоцитов (ОЧГ) и про-
центной доли каждого типа гемоцитов, так как в
различных источниках уровень ОЧГ и доля различ-
ных типов клеток австралийского красноклешне-
вого рака имеют различные значения [29, 32, 33, 36,
37]. ОЧГ и процентная доля каждого типа гемоци-
тов являются важными показателями физиологи-
ческого состояния ракообразных. Описанное вы-

ше создает необходимость проведения исследова-
ний с целью получения информации о
морфологических особенностях каждого типа ге-
моцитов, их процентной доли и общем числе. Это
расширит возможности более точного определе-
ния типов клеток при работе с гемолимфой рака
как для научно-исследовательских целей, так и для
прижизненного мониторинга физиологического
состояния ракообразного в условиях рыбохозяй-
ственных предприятий [3, 5, 7, 14, 38].

Целью настоящей работы было проведение
морфологического анализа гемоцитов, нахожде-
ние ОЧГ и процентной доли каждого типа гемоци-
тов австралийского красноклешневого рака (Cher-
ax quadricarinatus).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работу проводили в лаборатории перспектив-
ных технологий в аквакультуре на базе бизнес-ин-
кубатора ФГБОУ ВО “Кубанский государствен-
ный университет”.

Содержание животных. Раков содержали в уста-
новках замкнутого водоснабжения (УЗВ), включа-
ющих в себя бассейны объемом 2.5 м3 и площадью
3.14 м2 каждый при температуре воды 20–28° С. В
УЗВ были размещены укрытия из ПВХ труб для
снижения внутривидовой агрессии. В зависимо-
сти от массы, особи содержались раздельно при
плотностях посадки от 6 до 20 особей/м2. Кормле-
ние осуществляли ежедневно кормом Coppens
Start Premium 1.5 мм (Нидерланды) (белок – 54%,
жиры – 15%, зола – 10.4%, фосфор – 1.59%), суточ-
ная норма составляла 3% от биомассы ракообраз-
ных. Фотопериод составлял 12/12 ч (день/ночь).
Концентрация кислорода в воде составляла 5 мг/л,
pH 7.9.

Исследование состояло из нескольких частей. В
первой изучали гемоциты в обработанной антико-
агулянтом гемолимфе, когда они имели веретено-
образную или овальную форму. В качестве антико-
агулянта использовали 4%-ный раствор Трилона-Б
(ЭДТА-Na2) (BASF, Китай), так как по нашим на-
блюдениям этот антикоагулянт предотвращает
быстрый распад и округление клеток, а также обра-
зование скоплений из них. Шприц заполняли ан-
тикоагулянтом в соотношении 1: 1 к планируемому
объему изымаемой гемолимфы. Во второй части
исследовали гемоциты в нативной гемолимфе –
определяли диаметр округлившихся клеток. В тре-
тьей части работы исследовали мазки, окрашенные
по Май-Грюнвальду и Романовскому. Определяли
ОЧГ и процентную долю каждого типа гемоцитов.

Окрашивание по Май-Грюнвальду. Для окраски
по Май-Грюнвальду в краситель-фиксатор (Мини-
мед, Россия), разведенный 1: 3 в фосфатном буфе-
ре с pH 6.4 ± 0.2 (Минимед, Россия), помещали на
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5 мин высушенные мазки, с последующей отмыв-
кой буфером и высушиванием.

Окрашивание по Романовскому. При окраске по
Романовскому в краситель (Минимед, Россия),
разведенный в фосфатном буфере с pH 6.4 ± 0.2 в
соотношении 1:24, помещали высушенные мазки
на 2 мин, затем раствор разбавляли 1: 1 фосфатным
буфером и окрашивали еще 10 мин с последующей
отмывкой буфером и высушиванием.

Отбор гемолимфы. Гемолимфу отбирали из вен-
трального синуса шприцом объемом 2 мл с иглой
23G с учетом норм санитарии. Такой способ позво-
ляет прижизненно отбирать кровь, не нанося здо-
ровью раков значительный ущерб [3].

Микроскопия и измерение гемоцитов. Микро-
скопию гемоцитов проводили на световом микро-
скопе Микромед-1 (Микромед, Россия) при уве-
личении объектива 40× или 100× c масляной им-
мерсией. Для морфометрических измерений
использовали камеру UCMOS08000KPB (Toup-
Cam, Китай) c разрешением 3264 × 2448 пикселей
и программное обеспечение ToupView 3.7 (ToupTek
Photonics, Китай). Находили длину и ширину клет-
ки и ядра у гемоцитов в нативном состоянии (име-
ющих овальную и веретеновидную формы), а так-
же вычисляли ядерное-цитоплазматическое отно-
шение (ЯЦО). Для этого произведения длины и
ширины ядра и клетки использовали вместо пло-
щади этих структур, для последующего расчета
ЯЦО по формуле: ЯЦО = Sя/Sкл, где Sя – площадь
ядра клетки; Sкл – площадь клетки. В одном окра-
шенном образце гемолимфы исследовали гемоци-
ты из 10–15 полей зрения. Для исследования гемо-
лимфы, обработанной антикоагулянтом, проводи-
ли по 10 измерений гемоцитов каждого типа в
одном образце гемолимфы, всего было проанали-
зировано 10 образцов гемолимфы из 10 особей раз-
личной массы обоих полов.

Определение общего числа гемоцитов и их диффе-
ренцированный подсчет. Определение ОЧГ прово-
дили на 138 разнополых раках массой от 8 до 100 г
(40.4 ± 23.6 г). Установление процентной доли
каждого типа гемоцитов проводили на 50 раках
обоих полов (25 самок и 25 самцов) массой 56.5 ±
± 18.4 г, у них также определяли ОЧГ. Подсчет ге-
моцитов и определение процентной доли каждого
типа производили в камере Горяева. Для подсчета
общего числа гемоцитов (ОЧГ) применяли следую-
щую формулу: ОЧГ в 1 мкл = N × 5, где N – число
всех гемоцитов в 50 больших квадратах на сетке ка-
меры.

Статистическая обработка данных. Расчеты по-
лученных данных производили с использованием
программ Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
США) и Statistica 14 (TIBCO Software Inc.). Вычис-
ляли такие показатели, как среднее значение (μ),
среднеквадратичное отклонение (σ). Для проверки
статистической достоверности различий использо-

вали U-критерий Манна–Уитни и критерий Крас-
кела–Уоллиса. Различия считались статистически
достоверными при p < 0.05. Для обнаружения кор-
реляционных связей использовали коэффициент
корреляции Спирмена, корреляция считалась ста-
тистически достоверной при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Основанием для классификации гемоцитов ста-
ли наличие и размер гранул в цитоплазме клеток,
размеры клеток и ядра, их форма. Нами было выде-
лено в гемолимфе Cherax quadricarinatus три основ-
ных типа гемоцитов: агранулоциты (гиалиноци-
ты), полугранулоциты (гранулоциты с малыми гра-
нулами), гранулоциты, а также были обнаружены
клетки, морфологически отличающиеся от первых
трех. Упоминание о них имеется в ряде работ [5–7],
где они названы прозрачными клетками.

Все гемоциты сразу же после изъятия при отсут-
ствии антикоагулянта начинают из нативной фор-
мы превращаться в округлые образования. Через
5–7 мин клетки начинают разрушаться. Спустя
30–40 мин после изъятия гранулоциты и полугра-
нулоциты разрушаются, однако их учет и типиза-
ция возможны по выброшенным гранулам. Дан-
ные по морфологическим характеристикам гемо-
цитов представлены в табл. 1.

Размерные характеристики клеток могут варьи-
ровать в широком диапазоне и зависеть от того, как
долго они находятся на стекле, какой антикоагу-
лянт и в каком соотношении и концентрации ис-
пользуется, исходя из этого наиболее надежным
критерием при классификации гемоцитов являют-
ся наличие и размер гранул.

Агранулоциты (гиалиноциты) (ГЦ I) (рис. 1a, 2d).
Клетки овальной или веретенообразной формы,
длиной и шириной порядка 25.2 и 8.5 мкм соответ-
ственно. Длина и ширина клеток колеблются в
диапазоне 18.5–34.5 и 6.2–11.3 мкм соответствен-
но, ЯЦО 9.7–44.6%. У агранулоцитов отсутствуют
гранулы, однако иногда можно обнаружить малое
число размером порядка 0.5 мкм и менее. После
изъятия округляются в течение одной минуты
(рис. 1a2). Этот тип клеток способен дольше других
оставаться на предметном стекле после извлече-
ния. При окрашивании по Романовскому ядра кле-
ток окрашиваются в темно-фиолетовый цвет
(рис. 2d). Окрашивание по Май-Грюнвальду
(рис. 1a3) дает более светлое окрашивание ядра по
сравнению с окраской по Романовскому (рис. 2d).

Полугранулоциты (гранулоциты с малыми грану-
лами) (ГЦ II) (рис. 1b, 2c). Клетки овальной или ве-
ретенообразной формы, длиной и шириной 26.6 и
9.2 мкм соответственно, с умеренно развитыми не-
большими гранулами, варьирующих в широком
диапазоне, от гранул по размером сопоставимых с
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гранулами агранулоцитов до редко встречающихся
гранул среднего размера, схожих с гранулами гра-
нулоцитов размером от 0.77 до 1.7 мкм, при этом
есть статистические различия между размером гра-
нул у полугранулоцитов и гранулоцитов (p < 0.05).
Длина и ширина клеток колеблются в диапазоне
18.3–39.6 и 7.3–11.9 мкм соответственно, ЯЦО
10.8–40.8%. Начинают округляться через 1–2 мин
после изъятия (рис. 1b2). В окрашенных по Май-
Грюнвальду мазках полугранулоциты представля-
ют из себя клетки с небольшими гранулами и цито-
плазмой фиолетового цвета (рис. 1b3). При окраске
по Романовскому цитоплазма и гранулы окраши-
ваются в синий цвет. Полугранулоциты, являясь
предшественниками гранулоцитов, имеют разли-
чия по некоторым молекулярным характеристи-
кам, цитохимии и функциям [1, 13, 31, 39], ввиду
чего есть основание выделять гранулоциты и полу-
гранулоциты в два отдельных типа.

Гранулоциты (ГЦ III). Клетки овальной формы
(рис. 1с1, 2a,b, 3a,b). Наиболее крупные из всех ти-
пов гемоцитов с длиной и шириной 28.8 и 11.1 мкм
соответственно, с крупными (0.8–2.48 мкм) обиль-
но развитыми гранулами, имеющими высокое лу-
чепреломление, ввиду чего этот тип клеток хорошо
определим под микроскопом. Размер гранул ва-
рьирует от 0.8 до 2.5 мкм. Длина и ширина клеток
колеблются в диапазоне 21.3–38.6 и 7.8–15.3 мкм
соответственно, ЯЦО 4.1–34.8%. У гранулоцитов
наблюдается наименьшее по сравнению с первыми
двумя типами ядерно-цитоплазматическое отно-
шение. Клетки начинают округляться через 2–
3 мин после изъятия. Через 5–10 мин с момента
изъятия происходит разрушение клетки, после ко-
торого остаются гранулы (рис. 3c). В окрашенных
по Май-Грюнвальду мазках гранулоциты пред-
ставляют из себя клетки с крупными обильно раз-

витыми окрашенными фиолетовым цветом грану-
лами (рис. 1b3). При окрашивании по Романовско-
му ядро и гранулы окрашиваются в фиолетовый
цвет, в то время как цитоплазма в светло-фиолето-
вый. Дифференциальное окрашивание гранулоци-
тов несколькими красителями может свидетель-
ствовать о гетерогенности их гранул или гетероген-
ности самих гранулоцитов, как это наблюдается у
гранулоцитов асцидии Halocynthia aurantium [40],
что может быть обусловлено их несинхронностью
созревания. Так, в мазках можно выделить грану-
лоциты с крупным ядром и малым количеством
гранул по сравнению с гранулоцитами, имеющими
ядра меньшего размера, но превосходящие первые
по количеству гранул. Первые могут быть более
молодыми формами по сравнению с последним.
Наблюдаются различия в окрашивании разновоз-
растных гранулоцитов, ядра молодых гранулоци-
тов способны окрашиваться более светлыми тона-
ми по сравнению со старшевозрастными клетками.
Морфологическую гетерогенность популяции гра-
нулоцитов также можно заметить при световой
микроскопии гемолимфы. Гипотеза о гетерогенно-
сти гранулоцитов ввиду нахождения в гемолимфе
разновозрастных клеток подтверждается исследо-
ваниями [27], так как созревание гранулоцитов мо-
жет доходить от одного до трех месяцев, а после со-
зревания могут жить до двух месяцев.

Проведение сравнений длины, ширины, диа-
метра (после округления) и ЯЦО трех типов гемоци-
тов дали следующий результат: различий в длинах
агранулоцитов и полугранулоцитов не наблюдается
(p > 0.05), в то время как во всех остальных случаях
различия статистически достоверны (p < 0.05).

Прозрачные клетки (ГЦ IV) (рис. 4a). Эти гемо-
циты начинают проявляться через 5–10 мин после
извлечения гемолимфы. Клетки овальной формы

Таблица 1. Цитологические характеристики гемоцитов C. quadricarinatus

Показатели
Типы клеток

агранулоциты полугранулоциты гранулоциты

Форма клеток овальная, веретено-
образная овальная, веретенообразная овальная

Гранулы
отсутствуют или в не-
большом количестве, 
мелкие менее 0.5 мкм

небольшого размера, умеренно разви-
тые 0.5 мкм, реже встречаются сред-

него размера 1.05 ± 0.243 мкм

крупные, обильно раз-
виты 1.4 ± 0.5 мкм

Ядро (расположение
в клетке, форма) центральное, овальное центральное, овальное

центральное или эксцен-
тричное, овальное, круг-
лое или почкообразное

Длина клетки, мкм 25.2 ± 3.2 26.6 ± 4.5 28.8 ± 3.8
Ширина клетки, мкм 8.5 ± 1.0 9.2 ± 1.1 11.1 ± 1.7
Диаметр клетки после 
округления, мкм 10.3 ± 1.2 11.2 ± 0.8 14.6 ± 1.4

ЯЦО, % 25.9 ± 8.5 22.6 ± 6.9 13.2 ± 5.3
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через 5–10 мин после проявления начинают округ-
ляться, среднее значение диаметра клетки после ее
округления составляет 10.7 ± 1.11 мкм, что сопоста-
вимо с диаметром агранулоцитов (p > 0.05) и полу-
гранулоцитов (p > 0.05). Особенностью прозрач-
ных клеток являются обильно развитые псевдопо-
дии (рис. 4a). При микроскопировании эти
клеточные структуры проглядываются тяжело,
ввиду того, что являются прозрачными. Прозрач-
ные клетки окрашивались только по Май-Грюн-
вальду в мазках, где использовалась нативная гемо-
лимфа, не обработанная антикоагулянтом (рис. 4b).
При окрашивании мазков по Романовскому этот
тип клеток в нашем исследовании не обнаруживал-
ся.

Можно предположить, что это прикрепленный
распластанный на стекле гиалиноцит, который
практически не отличается по диаметру (10.3 ±
± 1.20 мкм), но это не объясняет проявление его
только спустя некоторое время на тех участках, где
они ранее отсутствовали. Возможно, проявление
клеток спустя определенное количество времени
обусловлено тем, что из-за большого количества

цитоплазмы они при рассмотрении под световым
микроскопом просвечиваются, однако по проше-
ствии 10 мин они начинают разрушаться, ввиду че-
го становятся видимыми. Этот механизм требует
дополнительных исследований. Допустим, что мы
могли принять цианоциты за прозрачные клетки,
однако размерные характеристики цианоцитов [41]
не соответствуют таковым. Цианоциты имеют
размеры, в несколько раз превышающие разме-
ры циркулирующих гемоцитов. Также можно
предположить, что это клетки с отклонениями в
дифференцировке, которые были охарактеризова-
ны Ковачевой как не идентифицированные гемо-
циты [4], однако они морфологически отличаются
от представленных нами.

Происхождение и функции прозрачных клеток
остаются не ясны, возможно, именно этот тип кле-
ток выделил у Hyas araneus Роулстон [8] и опреде-
лил их как прогемоциты. Этот тип клеток может
являться предшественником других гемоцитов.
Этой гипотезе сопутствует тот факт, что из аграну-
лоцитов, помеченных 3H-тимидином, не происхо-
дит образование гранулярных гемоцитов [42], как

Рис. 1. Микрофотографии трех типов гранулоцитов. (a) – агранулоцит, (b) – полугранулоцит, (c) – гранулоцит. 1 – в ан-
тикоагулянте, 2 – округленный, 3 – окрашенный по Май-Грюнвальду. Размер масштабной линейки 10 мкм.

(a1)

(a2)

(a3)

(b1)

(b2)

(b3)

(c1)

(c2)

(c3)
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это считалось ранее [43]. Однако данные, получен-
ные Ли и соавт. [27], говорят о том, что гранулоци-
ты развиваются из полугранулоцитов, при этом
остается не до конца ясным процесс возникнове-
ния агранулярных клеток. Как было указано во
введении в гемолимфе, C. quadricarinatus также бы-
ли обнаружены прозрачные клетки или циркули-
рующие в гемолимфе стволовые клетки. Вентао и
соавт. [34] обнаружили клетки CD34+, однако не
привели данные о том, какой процент от всех гемо-
цитов составляют CD34+ клетки. Ромеро и соавт.
[35] вместе с гемоцитами, пораженными внутри-
клеточными микроорганизмами, обнаружили ин-
фицированные стволовые клетки кроветворной
ткани, некоторые из которых предположительно
высвобождались в кровоток. Перечисленные выше
наблюдения могут свидетельствовать о том, что
прозрачными клетками могут являться высвобо-
дившиеся из кроветворной ткани стволовые клет-
ки, которые по сути представляют из себя незрелые
формы гемоцитов. В этом случае вызывает интерес
проведение работы с возможным выделением и
культивированием прозрачных клеток с целью до-
ведения их до созревших стадий гемоцитов in vitro,
по аналогии с работой Ли и соавт. [30], в которой
осуществили полную дифференцировку гемоцитов
из кроветворной ткани.

В исследованиях при работе с гемолимфой ав-
стралийского красноклешневого рака в ряде работ,
например [27–29, 32], не обнаруживают прозрач-
ные клетки. Это может быть объяснено тем, что
прозрачные клетки могут быть не зафиксированы
прибором при проточной цитометрии, либо же
просчитанные прозрачные клетки были отнесены
к агранулоцитам, ввиду сопоставимых размеров и
отсутствия гранул. При световой микроскопии эти
клетки могли быть упущены из виду, так как в на-
тивной гемолимфе их проявление начинает проис-
ходить через 10 мин после ее извлечения, а антико-
агулянт сдвигает это время в большую сторону.

В связи с этим остаются актуальными дополни-
тельные исследования по определению функций и
происхождения прозрачных клеток, которые, воз-
можно, помогут дать полную картину гемопоэза у
ракообразных.

Не идентифицированные гемоциты. К этой груп-
пе клеток относятся гемоциты со смешанными
морфологическими характеристиками, либо с ха-
рактеристиками, не совпадающими с тремя из-
вестными типами гемоцитов, также гемоциты без
гранул со слабо красящейся цитоплазмой. Не
идентифицированные клетки затруднительно об-
наружить в нативной гемолимфе, однако их можно
обнаружить в мазке. Возможно, эти клетки явля-
ются переходными стадиями между циркулирую-

Рис. 2. Микрофотографии гемоцитов окрашенных по Романовскому. (a), (b) – гранулоциты, (c) – полугранулоцит, (d) –
агранулоцит. Размер масштабной линейки 5 мкм.

(a) (b)

(c) (d)
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щими и прикрепленными гемоцитами. Не исклю-
чено, что эти клетки могут быть артефактами, воз-
никшими при изготовлении мазка.

В итоге полученные значения размеров изучен-
ных нами гемоцитов соответствуют тем, что осве-
щены в работах ряда исследователей [8, 13, 16, 19,
22, 42, 44], посвященных некоторым высшим рако-
образным (креветки, омары, лангусты, крабы,
пресноводные раки – Fenneropenaeus chinensis,
Paranephrops planifrons, Hyas araneus, Homarus ameri-
canus, Panulirus interruptus, Loxorhynchus grandi,
Loxorhynchus grandi, Astacus astacus, Astacus leptodac-
tylus) и, в частности, австралийскому красноклеш-

невому раку [27, 28, 30, 45], но противоречат ре-
зультатам Лагуткиной и соавт. [33]. В их работе
приведены в 4.6–9.7 раза большие размеры гемо-
цитов, а самыми крупными элементами гемолим-
фы были прозрачные клетки – 103.6 мкм, у нас же
они одни из самых маленьких – 10.7 мкм. При этом
самыми мелкими были гранулоциты 67.1 мкм, ко-
торые в наших исследованиях наибольшие с диа-
метром 14.6 мкм.

Процентное содержание типов гемоцитов. На
рис. 5 представлено процентное содержание трех
типов гемоцитов. Доминирующим типом в гемо-
лимфе C. quadricarinatus являются агранулоциты,

Рис. 3. (a), (b) – гемоциты в камере Горяева, (c) – разрушенные гранулоциты. Размер масштабной линейки 50 мкм.

(a) (b)

(с)

Рис. 4. Микрофотографии прозрачных клеток. (a) – округлившаяся прозрачная клетка с псевдоподиями, (b) – прозрачная
клетка, окрашенная по Май-Грюнвальду. Размер масштабной линейки 5 мкм.

(a) (b)
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их доля составляет 48.3 ± 11.4%. На долю полугра-
нулоцитов и гранулоцитов приходится 26.3 ± 7.8%
и 25.2 ± 6.9% соответственно от всех клеточных
элементов в гемолимфе. Процентная доля гемоци-
тов в гемолимфе самок и самцов имела различные
значения, так, статистически различалась доля по-
лугранулоцитов (p < 0.05) и агранулоцитов (p < 0.05)
(табл. 2). Выявлены корреляционные связи между
долей гранулоцитов и агранулоцитов r = –0.762
(p < 0.01), между долей агранулоцитов и полуграну-
лоцитов r = –0.786 (p < 0.01), также между долей
гранулоцитов и полугранулоцитов 0.348 (p < 0.05).

Полученные данные не соотносятся с некото-
рыми литературными данными. Например, в рабо-
те Вентао и соавт. [34] показано, что доля грануло-
цитов составляет примерно 60% от общего числа
гемоцитов, а доля агранулоцитов и полугранулоци-
тов составляет 25 и 15% соответственно. В исследо-
вании Ли и соавт. [27] – наоборот, гранулоциты и
полугранулоциты занимают доминирующее место

в гемолимфе австралийского красноклешневого
рака, а агранулоциты занимают незначительный
процент. В то же время полученные нами данные
совпадают с результатами нескольких других работ
[32, 36].

Как указывалось ранее, прозрачные клетки не
были обнаружены в гемолимфе, обработанной ан-
тикоагулянтом, поэтому для обнаружения про-
центной доли этих клеточных структур мы провели
дополнительные наблюдения с нативной гемолим-
фой на десяти особях (рис. 6). Средняя доля про-
зрачных клеток составила 18.2 ± 3.8%, при этом
снизилась доля агранулоцитов – она составила
38.5 ± 7.0% по сравнению с приведенными выше
измерениями. Исходя из этого можно предполо-
жить, что часть прозрачных клеток в обработанной
антикоагулянтом гемолимфе может быть воспри-
нята как агранулоциты. Полученные данные сопо-
ставимы с результатами Лагуткиной и соавт. [33], в
работе которых доля прозрачных клеток составляет
23%. При этом как наши результаты, так и Лагут-
киной [33] отличаются от полученных при иссле-
довании других видов. У речных раков видов Аsta-
cus astacus и Pontastacus leptodactyhis доля прозрач-
ных клеток составляет в среднем 6.5–8.8 и 3.3–
5.5% соответственно [5, 46], у краба Hyas araneus
доля прогемоцитов составляет порядка 11.3% и воз-
растает при создании искусственной гемоцитопе-
нии путем отбора гемолимфы [8].

Рис. 5. Процентное содержание трех типов гемоцитов в гемолимфе C. quadricarinatus. GC – гранулоциты, SGC – полугра-
нулоциты, HH – гиалиноциты (агранулоциты).
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Таблица 2. Гематологические показатели самцов и са-
мок С. quadricarinatus

Показатели Самцы (n = 25) Самки (n = 25)

ОЧГ, шт./мкл 2808 ± 970 2709 ± 795
Агранулоциты, % 52.0 ± 10.0 44.5± 11.5
Полугранулоциты, % 24.0 ± 4.5 28.6 ± 9.6
Гранулоциты, % 23.8 ± 7.1 26.4 ± 6.5
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Общее число гемоцитов колеблется в широком
диапазоне от 820 до 5510 шт./мкл, среднее количе-
ство клеток составляет 2707 ± 1096 шт./мкл. Наи-
более частые значения ОЧГ находятся в интервалах
от 1500 до 2500 шт./мкл и 3000–3500 шт./мкл (рис. 7).

Различия в ОЧГ между самками и самцами были
статистически не достоверны (p = 0.82). Для изуче-
ния изменчивости ОЧГ в зависимости от массы
был проведен корреляционный анализ Спирмена,
а также сравнение пяти размерных групп рис. 8

Рис. 6. Процентное содержание четырех типов гемоцитов в гемолимфе C. quadricarinatus. GC – гранулоциты, SGC – по-
лугранулоциты, HH – гиалиноциты (агранулоциты), TC – прозрачные клетки.
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Рис. 7. ОЧГ C. quadricarinatus. (a) – распределение ОЧГ, (b) – размах ОЧГ.
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с помощью критерия Краскела–Уоллиса. Досто-
верно значимых корреляционных связей между
массой и ОЧГ не было обнаружено (p > 0.05). Срав-
нение с помощью критерия Краскела–Уоллиса по-
казало, что различия в ОЧГ у пяти размерных групп
статистически не достоверны (p > 0.05). Однако ис-
ходя из рис. 8 с увеличением массы в группах не-
значительно увеличивается ОЧГ, однако, стоит
учитывать тот факт, что число наблюдений в каж-
дой из групп разнится. Различия в уровне ОЧГ
между самцами и самками были статистически не
достоверны (p > 0.05), однако у самцов уровень
ОЧГ был незначительно выше (табл. 2).

При сравнении данных уровня ОЧГ ряда других
работ [32, 36, 47] с настоящим исследованием, бы-
ло обнаружено, что он ниже в среднем в 1.4 раза.
При этом у Ву и соавт. [37] ОЧГ ниже, чем в нашей
работе, в 3.1 раза. Наиболее близкими к получен-
ным нами значениям являются данные, приводя-
щиеся в работе Боне и соавт. [48] – при содержа-
нии C. quadricarinatus в воде с температурой 27°С,
ОЧГ составляет около 2500 шт./мкл, в то время как
в нашей работе при содержании рака в воде с тем-
пературой 20–28°С среднее количество составляет
2707 шт./мкл. Нужно учитывать особенности и
различия в условиях проведения исследований ав-
стралийского красноклешневого рака в приведен-
ных работах: емкости содержания – аквариумы
или УЗВ, плотности посадки, режим и качество
кормления. Также внимания заслуживает тот факт,
что для некоторых ракообразных наблюдаются
различия в ОЧГ у диких и содержащихся в неволе

животных. У новозеландских пресноводных раков
Paranephrops planifrons дикого типа уровень ОЧГ
превышает в несколько раз этот уровень у особей
домашнего типа, при этом дифференцированное
количество гемоцитов существенно не меняется,
поэтому также стоит учитывать, откуда были взяты
раки для исследований [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, дана морфологическая характе-
ристика трех типов гемоцитов C. quadricarinatus.
Обнаружены и описаны прозрачные клетки, име-
ющие дискуссионное происхождение и функции.
Определены уровень ОЧГ и процентная доля типов
гемоцитов. Однако необходимо проведение допол-
нительных цитохимических, молекулярных и био-
химических исследований гемоцитов, так как каж-
дый тип гемоцитов имеет ряд своих функций и осо-
бенностей.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При проведении исследования были соблюдены все
применимые международные принципы использова-
ния лабораторных животных. Ввиду проведения работ с
беспозвоночными, этические стандарты, указанные во
всемирной декларации прав животных, не были нару-
шены.

Рис. 8. Показатели ОЧГ у пяти размерных групп C. quadricarinatus.
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Hemocytes of the Australian Red Claw Crayfish (Cherax quadricarinatus): 
Morphology and Hemogram

D. N. Skafara,# and D. V. Shumeykoa

a Department Water bioresources and aquaculture of Kuban State University, Krasnodar, 350040 Russia
#e-mail: skafden@mail.ru

The aim of this work was to conduct a morphological analysis of hemocytes of the Australian red-clawed crayfish
(Cherax quadricarinatus). Hemocytes were studied in native hemolymph treated with anticoagulant and stained
with May-Grünwald and Romanowsky stains. Hemolymph was collected with a syringe from the ventral sinus.
Microscopy was carried out at 40× or 100× objective magnification. Hemocyte count and the percentage of each
of their types were determined in the Goryaev chamber. There were distinguished three main types of hemocytes;
in addition, the cells morphologically different from the first three and called transparent cells were identified.
Hyalinocytes are oval or spindle-shaped cells, about 26.6 μm long and 9.2 μm wide. As a rule, they lack granules,
but sometimes a small number of tiny granules sized less than 0.5 μm can be found. Cells of this type are able to
outlive other cells on a slide after isolation. Semigranulocytes are also oval or spindle-shaped cells, 26.7 μm long
and 9.3 μm wide, with a moderate number of small-sized granules (<0.5 μm) and sparse medium-sized granules
ranging in size from 0.77 to 1.69 μm. Granulocytes are oval-shaped cells, the largest of all types, having a length
and width of 28.7 and 11.1 μm, respectively. They contain large (0.8–2.48 μm) numerous granules and show a
high refraction, due to which this cell type is well recognizable under a microscope. These cells have a lowest nu-
clear–cytoplasmic ratio compared to the former two types. Transparent cells are specifically characterized by
abundant well-developed pseudopodia. After cell rounding, its diameter averages 10.7 ± 1.11 μm. This cell type
begins to show up 10 min after their isolation in the anticoagulant-untreated hemolymph. Hyalinocytes are the
dominant type of cells in the hemolymph, their proportion is 48.3 ± 11.4%, while semigranulocytes and granu-
locytes account for 26.3 ± 7.8 and 25.2 ± 6.9%, respectively. The total number of hemocytes varies in a wide
range from 820 to 5510 cell/μL, with the average number of cells being 2707 ± 1096 cell/μL. The proportion of
transparent cells averages 18.2 ± 3.8%.

Keywords: Australian red-clawed crayfish, Cherax quadricarinatus, hemolymph, hemocytes, hyalinocytes, semi-
granulocytes, granulocytes, transparent cells, THC, hemogram
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