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Двустворчатые моллюски как обитатели литоральной зоны Мирового океана подвержены колебания-
ми абиотических факторов окружающей среды. Резкие колебания параметров среды обитания сопро-
вождаются развитием физиологической стресс-реакции в организме моллюсков, при этом изменения 
функционального состояния животных происходят за счет выброса нейромедиаторов в циркуляторное 
русло гемолимфы. Катехоламины являются ключевыми сигнальными молекулами в системе нейроэн-
докринной регуляции организма двустворчатых моллюсков и также участвуют в модуляции иммунного 
ответа в период физиологического стресса. Гемоциты, как центральное звено клеточного иммунитета 
двустворчатых моллюсков имеют на поверхности клеточной мембраны адренорецепторы, что предпола-
гает наличие функциональной взаимосвязи между внешним стрессом и клеточным иммунным ответом 
организма. В настоящей работе в условиях in vitro исследовано влияние адреналина в концентрациях 1 и 
10 мкМ на фагоцитоз, способность к адгезии и агрегации гемоцитов средиземноморской мидии Mytilus 
galloprovincialis (Lamarck, 1819). Также изучено влияние адреналина на уровень спонтанной продукции 
активных форм кислорода и на изменения мембранного потенциала митохондрий клеток гемолимфы. 
Показано, что стимуляция гемоцитов мидий адреналином в концентрации 10 мкМ способствовала до-
стоверному увеличению способности к фагоцитозу. Адреналин в концентрации 1 мкМ существенно 
увеличивал способность гемоцитов к адгезии на твердый субстрат. Также стимуляция клеток адренали-
ном 10 мкМ в течение 30 минут приводила к росту мембранного потенциала митохондрий гемоцитов. 
Достоверных изменений в уровне спонтанной продукции активных форм кислорода в гемоцитах при 
воздействии адреналина не выявлено. Результаты настоящей работы свидетельствуют, что адреналин 
оказывает иммуномодулирующий эффект на гемоциты мидий и стимулирует их аэробный обмен.
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кислорода, мембранный потенциал митохондрий
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ВВЕДЕНИЕ
Двустворчатые моллюски являются массовыми 

представителями прибрежной (в том числе, при-
ливно-отливной) зоны Мирового океана, которая 
характеризуется наиболее нестабильными условия-
ми существования [1]. Показано, что система ней-
роэндокринной регуляции функций организма со-
ставляет основу быстрой способности моллюсков 
адаптироваться к меняющимся условиям среды 
[2–3]. При этом нервная система двустворчатых 
моллюсков имеет примитивное строение в срав-
нении с позвоночными, так как функционально 

дифференцированные органы отсутствуют [2]. Из-
вестно, что механизмы физиологического стресса у 
беспозвоночных животных высоко консервативны 
и, в целом, в значительной степени сходны с тако-
выми у млекопитающих [4]. Среди типичных реак-
ций при стрессе, вызванном колебаниями условий 
среды обитания, а также воздействием токсикантов 
и биологических факторов, у двустворчатых мол-
люсков отмечается изменение состояния их им-
мунитета [5–9]. Иммунная система двустворчатых 
моллюсков, хотя и не имеет сложности адаптивно-
го иммунитета позвоночных, обладает разнообраз-
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ными механизмами врожденной неспецифической 
защиты, которые позволяют эффективно распоз-
навать и уничтожать патогены различной природы 
[2]. Свободно циркулирующие клетки гемолим-
фы (гемоциты) играют ключевую роль в механиз-
мах иммунного ответа моллюсков. Эффективность 
клеточного иммунного ответа гемоцитов оценива-
ют по таким показателям как фагоцитоз, адгезия 
к твердому субстрату, продукция активных форм 
кислорода (АФК) и других цитотоксических моле-
кул, инкапсуляция, индукция апоптоза в клетках 
инфекционных агентов [9]. 

Модуляция функций иммунитета двустворча-
тых моллюсков при стрессе осуществляется ней-
роэндокринной системой, в которой центральную 
роль играют катехоламины (Catecholamines, СА): 
норадреналин, адреналин и дофамин. CA высво-
бождаются в гемолимфу в ответ на острый стресс 
[2, 10–11]. Показано, что гемоциты двустворчатых 
моллюсков имеют на поверхности клеточной мем-
браны многочисленные рецепторы к СА, при этом 
воздействие норадреналина и адреналина реали-
зуется путем связывания молекул нейромедиато-
ров с адренорецепторами, которые функциональ-
но близки к β-адренорецепторам позвоночных 
животных [10–12]. Установлено также, что поми-
мо эффекторной функции в реализации реакций 
иммунитета, гемоциты двустворчатых моллюсков 
способны самостоятельно синтезировать СА [2, 
10–11]. Ингибирующее воздействие норадреналина 
на различные иммунные реакции гемоцитов, вклю-
чая внутриклеточную продукцию АФК, фагоцитоз, 
активность фенолоксидазы, бактериолитическую 
активность показано у гигантских устриц Magallana 
(Crassostrea) gigas (Thunberg, 1793), сиднейских 
устриц Saccostrea glomerata (A. Gould, 1850), гребеш-
ках Фаррера Chlamys farreri (K. H. Jones & Preston, 
1904) и других видов двустворчатых моллюсков 
[10–11, 13–15]. Некоторые исследователи выдвину-
ли гипотезу, что норадреналин может модулировать 
активность антиоксидантной защиты и продукцию 
АФК в гемоцитах в ответ на окислительный стресс, 
хотя точный механизм этого процесса до конца не 
изучен [16–17]. Также установлено, что норадрена-
лин и дофамин снижают адгезию гемоцитов к суб-
страту, угнетают процесс фагоцитоза и активность 
фенолоксидазы у других видов водных беспозво-
ночных, среди которых белые креветки Penaeus 
vannamei (Boone, 1931), пресноводные гигантскаие 
креветки Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) 
и тигровые креветки Penaeus monodon (Fabricius, 
1798) [18–21]. При этом, основная масса исследова-
ний сосредоточена на изучении регуляторной роли 
норадреналина и дофамина, тогда как исследова-
ния функций адреналина фрагментарны. В связи с 
этим, цель настоящей работы заключается в иссле-

довании влияния различных концентраций адре-
налина на маркерные показатели клеточного имму-
нитета (фагоцитоз, адгезия, агрегация, продукция 
АФК) и на мембранный потенциал митохондрий 
средиземноморской мидии Mytilus galloprovincialis 
(Lamarck, 1819) в условиях in vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Средиземноморские мидии M. galloprovincialis 

(размер: 84.7 ± 1.5 мм, масса: 31.2 ± 2.8 г, n = 150) 
были получены на марикультурной ферме в райо-
не г. Севастополя (ООО “Марикультура”) в февра-
ле 2024 г. Для адаптации к лабораторным услови-
ям (концентрация кислорода 7–8 мг‧л–1, рН = 8.2, 
температура 18–20 °С) моллюсков размещали в 
пластиковых аквариумах емкостью 50–70 л, обору-
дованных системой аэрации и фильтрации воды в 
течение 1 недели. Мидии находились в состоянии 
функционального покоя. Далее из синуса заднего 
мускула-замыкателя раковины стерильным шпри-
цем отбирали пробу гемолимфы (0.5–2.0 мл). Гемо-
циты трижды отмывали в стерильной морской воде 
на рефрижераторной центрифуге Eppendorf 5430R 
(500 g, 5 мин, при + 10 °С). По окончании отмыв-
ки клетки ресуспендировали в стерильной морской 
воде (концентрация клеток 2–4·106 кл‧мл–1). Для 
получения оптимальной концентрации клеток в 
суспензиях пробу гемолимфы объединяли из двух 
особей.

Стимуляция гемоцитов адреналином проводи-
лась в условиях in vitro. Готовую суспензию клеток 
инкубировали с адреналином в финальной концен-
трации 1 и 10 мкМ в течение 30 минут при + 4 °С  
в темноте. Далее пробы подготавливались к иссле-
дованию адгезии и фагоцитоза. 

Анализ адгезии и агрегации гемоцитов прово-
дили по адаптированной методике Aladaileh et al., 
2008. На предметные стекла наносили по 30 мкл 
стимулированной адреналином суспензии гемоци-
тов и инкубировали в течение 10 минут при комнат-
ной температуре и дневной освещенности. Далее 
пробы фиксировали и окрашивали эозином в тече-
ние 2 минут и анализировали на флуоресцентном 
микроскопе Olympus CX43 (Япония) в световом ре-
жиме. На каждом предметном стекле подсчитыва-
ли количество прикрепившихся клеток и агрегатов 
в десяти случайно выбранных полях зрения. Изо-
бражения анализировали с помощью программы 
ImageJ. Данные представлены как средняя частота 
прикрепившихся и агрегированных гемоцитов на 
поле зрения ± стандартная ошибка [22]. 

Для определения фагоцитарной активности ге-
моцитов мидий к стимулированным адреналином 
суспензиям клеток гемолимфы добавляли зеле-
ный флуоресцентный зимозан (Zymosan Green, 
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Molecular Probes Inc.) в соотношении 1:20 (число 
гемоцитов : число частиц зимозана) и инкубирова-
ли при 20 °С в темноте в течение 60 минут. Затем 
клетки отмывали 3 раза в стерильной морской воде 
на центрифуге при 500 g 5 мин для удаления сво-
бодного зимозана. Суспензии клеток наносили на 
предметное стекло и фотографировали на микро-
скопе Olympus CX 43 (Япония) во флуоресцентном 
режиме. Фагоцитарную активность (ФА) гемоцитов 
рассчитывали, как процент клеток, содержащих ча-
стицы зимозана. Фагоцитарный индекс (ФИ) опре-
деляли как среднее число частиц зимозана на один 
гемоцит. Объем выборки составил 10 проб на ка-
ждую экспериментальную группу, анализировали 
по 100 гемоцитов на пробу.

Изменения мембранного потенциала митохон-
дрий гемоцитов и продукции АФК проводили ме-
тодом проточной цитометрии. Анализ проводился 
спустя 5 и 30 минут инкубации клеток с адреналином 
в концентрациях 1 и 10 мкМ. Далее измеряли интен-
сивность флуоресценции клеток на канале FL1 (488 
нм) проточного цитометра MACSQuant (Германия). 
Для анализа изменений мембранного потенциа-
ла миотохондрий гемоцитов применялся краситель 
Rhodamine 123 (Rh123, Sigma) (время инкубации 30 
минут при +4 °С в темноте), а способность клеток к 
спонтанной продукции АФК оценивали при помо-
щи флуоресцентного зонда 2.7-диацетат дихлоро-
флуоресцеина (DCF-DA, Sigma) (время инкубации 
30 минут при +4 °С в темноте).

Нормальность распределения данных проверя-
ли при помощи теста Шапиро-Уилка. Распреде-
ление данных, полученных методами световой и 

флуоресцентной микроскопии, было отличным от 
нормального, поэтому различия между группами 
проверяли при помощи непараметрического те-
ста Крускала–Уоллиса, с последующим примене-
нием апостериорного анализа – теста Данна для 
множественных сравнений. Данные по проточ-
ной цитометрии анализировались двухфакторным 
дисперсионным анализом (two-way ANOVA) с по-
следующим применением критерия Даннета для 
анализа различий опытных групп от контроля (не-
стимулированные клетки). Результаты представле-
ны как среднее значение ± стандартная ошибка. 
Результаты считались статистически значимыми, 
если вероятность ошибки первого рода (p) была 
меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Стимуляция гемоцитов мидий адреналином в 

концентрации 10 мкМ достоверно увеличивала их 
ФИ и ФА. ФИ увеличился на 30 % относительно 
контроля (рис. 1 b), а ФА на 20 % (p ≤ 0.05, n = 10)  
(рис. 1 c). При этом адреналин в концентрации 
1 мкМ не влиял на способность гемоцитов к фаго-
цитозу. 

Адреналин в концентрации 1 мкМ достовер-
но стимулировал адгезию гемоцитов к предмет-
ным стеклам: число адгезированных гемоцитов в 
полях обзора увеличилось на 79  % по сравнению 
с контрольной группой (p ≤ 0.05, n = 10) (рис. 2b). 
При этом у гемоцитов, инкубированных с 10 мкМ 
адреналина способность к адгезии не отличалась от 
контроля. Также адреналин в обеих концентрациях 

Рис. 1. Влияние адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) на интенсивность фагоцитоза гемоцитов средиземноморской мидии M. galloprovin-
cialis. (a) – микрофотографии гемоцитов, содержащих частицы зеленого флуоресцентного зимозана (↓), фагоцитарный индекс (b) и 
фагоцитарная активность (c) клеток гемолимфы. * – достоверно относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10).
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не влиял на агрегацию гемоцитов: число и площадь 
агрегатов клеток в полях обзора не менялась.

Адреналин в различных концентрациях досто-
верно не влиял на внутриклеточную концентрацию 
АФК в гемоцитах в течение периода эксперимента 
(5 мин, 30 мин) (рис. 3). 

Мембранный потенциал митохондрий гемо-
цитов возрастал при инкубации с адреналином 
(рис. 4), достоверные различия с контролем отме-
чались спустя 30 минут воздействия адреналина в 
концентрации 10 мкМ. Показатели флуоресцен-
ции Rh123 выросли на 25 % относительно контроля 
(p ≤ 0.05, n = 10) (рис. 4 b).

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что СА играют важную роль в регуля-

ции иммунных функций гемоцитов [2, 10, 23]. Ис-
следования по количественному определению со-
держания СА в органах и тканях различных видов 
двустворчатых моллюсков (в частности, Patinopecten 
yessoensis (Jay, 1857), M. gigas, C. farreri и Mytilus edulis 
(Linnaeus, 1758), как правило, свидетельствуют о 
более высоком содержании дофамина и норадре-
налина в ганглиях, гонадах, жабрах и гемолимфе, 
тогда как концентрации адреналина, существен-
но, в ряде случаев на порядок, ниже [24–26]. Так-

Рис. 2. Влияние адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) на адгезию и агрегацию клеток гемолимфы средиземноморских мидий M. galloprovin-
cialis: (a) – микрофотография суспензии гемоцитов, активированных добавлением адреналина (b) – число адгезированных гемоци-
тов, (c) – число агрегатов гемоцитов; (d) – площадь агрегатов гемоцитов. ↓ – адгезированные гемоциты; ↓– агрегаты. * – достоверно 
относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10).
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же показано, что адреналин, норадреналин и дофа-
мин синтезируются и выделяются гемоцитами при 
стимуляции липополисахаридами бактерий, фак-
торами роста тромбоцитов, трансформирующим 
фактором роста (TGF-β1) и др. веществами [3, 27]. 
При этом определение концентраций СА в органах, 
тканях и жидкостях организма двустворчатых мол-
люсков не позволяет в полной мере определить их 
функциональную роль. В особенности это касает-
ся адреналина, который быстро метаболизируется 
в организме (в течение 25-30 мин) вследствие чего 

его детектируемая концентрация зачастую ниже 
предела измерения [3, 27–28]. Таким образом, для 
определения физиологических эффектов воздей-
ствия СА на клетки двустворчатых моллюсков наи-
более целесообразно применение эксперименталь-
ной стимуляции in vitro.

Результаты настоящей работы свидетельствуют, 
что адреналин оказывал существенное воздействие 
на маркерные показатели клеточного иммуните-
та мидий. Наибольшая концентрация адреналина 
(10 мкМ) способствовала росту ФА и ФИ гемоци-

Рис. 3. Содержание активных форм кислорода в гемоцитах мидии при влиянии адреналина (1 мкМ и 10 мкМ) в течение 5 мин (а) и 
30 мин (b).

Рис. 4. Изменение мембранного потенциала митохондрий гемоцитов мидий при влиянии адреналина (1мкМ и 10 мкМ) в течение 5 
мин (а) и 30 мин (b). * – достоверно относительно контроля при р ≤ 0.05 (n = 10)
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тов. Также установлено, что адреналин в минималь-
ной концентрации (1 мкМ) достоверно стимулиро-
вал адгезию гемоцитов к субстрату. Таким образом, 
инкубация с адреналином оказывает иммуномо-
дулирующий эффект на гемоциты мидий. Вместе 
с тем, не все исследованные показатели клеточно-
го иммунного ответа реагировали на стимуляцию 
адреналином. Так, уровень спонтанной продукции 
АФК достоверно не отличался от контроля. При 
этом, влияние норадреналина на показатели кле-
точного иммунитета двустворчатых моллюсков за-
частую отличается. Воздействие норадреналина in 
vitro ингибировало ФА, способность гемоцитов к 
адгезии к твердому субстрату и продукцию АФК у 
таких видов как гигантская устрица M. gigas, сид-
нейская каменная устрица S. glomerata, жемчужная 
устрица Акоя Pinctada imbricata (Röding, 1798) [10–
11, 22, 29–30]. Очевидно, что система нейроэндо-
кринной регуляции функций иммунной системы 
обладает существенной сложностью организации, 
поскольку различные типы нейромедиаторов спо-
собны специфически влиять на иммунные функ-
ции двустворчатых моллюсков. Кроме того, экзо-
генное или эндогенное (в отношении гемоцитов) 
происхождение СА, вероятно, также может влиять 
на характер наблюдаемых изменений показателей 
иммунного ответа [2]. Интерес вызывает и сам вну-
триклеточный путь регуляции ФА и способности 
гемоцитов к адгезии, поскольку оба процесса тес-
но связаны со свойствами клеточной мембраны и 
цитоскелета [31]. Известно, что адреналин спосо-
бен влиять на различные механические свойства 
эритроцитов позвоночных, такие как деформируе-
мость, жесткость и устойчивость к осмотическому 
шоку (кривая осмотической стойкости) [32–34]. У 
двустворчатых моллюсков осмотическая стойкость 
гемоцитов, напротив, не менялась при воздействии 
адреналина, хотя реакция регуляторного снижения 
объема в ответ на гипоосмотический стресс полно-
стью останавливалась [35]. Эти результаты, а также 
достоверное увеличение числа адгезированных ге-
моцитов позволяют предположить, что в основе на-
блюдаемых изменений интенсивности фагоцитоза 
может быть регуляция свойств клеточной мембра-
ны гемоцитов, однако, данное предположение тре-
бует дальнейших исследований.

Помимо влияния на маркерные показатели кле-
точного иммунитета, стимуляция гемоцитов мидий 
адреналином приводила к росту в них величины 
мембранного потенциала митохондрий. При этом 
достоверный рост отмечался спустя 30 мин воздей-
ствия при наибольшей концентрации адреналина 
(10 мкМ) тогда как кратковременный период воз-
действия и низкая концентрация вещества не при-
водили к достоверным изменениям интенсивности 
флуоресценции клеток, окрашенных Rh123. Как 
правило, рост величины мембранного потенциала 

митохондрий связан с усилением аэробного обмена 
в клетках и является общепринятым индикатором 
интенсивности клеточного дыхания [36–37]. Сле-
довательно, можно предположить, что адреналин 
стимулирует аэробный метаболизм в гемоцитах ми-
дий. Стимулирующее действие адреналина на кле-
точный метаболизм, в частности, углеводный об-
мен, широко исследовано на клеточных моделях 
позвоночных животных, включая клетки иммунной 
системы. Так воздействие адреналина на макрофаги 
крыс в течение 40 мин усиливало потребление глю-
козы, а также продукцию в них перекиси водорода. 
Причем образование последней, по предположе-
нию авторов, было опосредовано митохондриями 
[38]. Также, в изолированных гепатоцитах речной 
миноги (Lampetra fluviatilis (Linnaeus, 1758)) и карди-
омиоцитах крыс отмечено увеличение мембранно-
го потенциала митохондрий и модуляция активно-
сти ферментов дыхательной цепи при стимуляции 
адреналином [39–40]. Таким образом, стимулиру-
ющее воздействие адреналина на интенсивность 
клеточного аэробного обмена показано на различ-
ных типах клеток у представителей как высших, так 
и низших позвоночных, что предполагает высокий 
консерватизм наблюдаемой функциональной свя-
зи. Результаты настоящей работы, в свою очередь, 
свидетельствуют о том, что механизмы воздействия 
адреналина на активность митохондрий присут-
ствуют и у двустворчатых моллюсков. 

ВЫВОДЫ
В настоящей работе установлено, что клеточные 

иммунные реакции гемоцитов мидий чувствитель-
ны к воздействию адреналина. Показано усиление 
ФИ, ФА и увеличение адгезии гемоцитов к твердой 
поверхности, а также выявлено, что нарастание 
интенсивности клеточных иммунных реакций со-
провождается ростом величины мембранного по-
тенциала митохондрий. Последнее предполагает 
возможность нейроэндокринной регуляции интен-
сивности аэробного метаболизма у гемоцитов дву-
створчатых моллюсков, аналогично иммуноцитам 
позвоночных (макрофаги).
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Bivalves as inhabitants of the littoral zone of the World Ocean are subjected to fluctuations in abiotic environ-
mental factors. Sharp fluctuations in environmental parameters are accompanied by the development of a phys-
iological stress reaction in the organism of mollusks, while changes in their functional state occur due to the 
release of neurotransmitters into the hemolymph. Catecholamines are key signaling molecules in the system of 
neuroendocrine regulation of bivalve mollusks and also are involved in the modulation of the immune response 
during physiological stress. Hemocytes, as the central effector of the cellular immunity of bivalve mollusks, have 
adrenoreceptors on the surface of the cell membrane, which suggests the presence of a functional relationship 
between external stress and the cellular immune response. In the present work, the effect of adrenaline at concen-
trations of 1 and 10 μM on phagocytosis, adhesion and aggregation capacity of hemocytes of the Mediterranean 
mussel Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) was investigated in vitro. The effect of adrenaline on the level of 
spontaneous production of reactive oxygen species and on changes in the mitochondrial membrane potential of 
hemocytes was also studied. It was shown that stimulation of mussel hemocytes with adrenaline at a concentration 
of 10 μM contributed to a reliable increase in the ability to phagocytosis. Adrenaline at a concentration of 1 μM 
significantly increased the ability of hemocytes to adhere to a solid substrate. Also, stimulation of cells with adren-
aline at 10 μM for 30 minutes led to an increase in the membrane potential of hemocyte mitochondria. No reliable 
changes in the level of spontaneous production of active forms of oxygen in hemocytes under the influence of 
adrenaline were detected. The results of this work indicate that adrenaline has an immunomodulatory effect on 
mussel hemocytes and stimulates their aerobic metabolism.
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