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Исследовали изменение числа эритроцитов и содержание незрелых эритроид-

ных форм в крови и гемопоэтической ткани кефали-сингиля (Chelon auratus Ris-

so, 1810) на протяжении годового цикла. Отлов и доставку рыбы в аквариальную

проводили ежемесячно. Определяли содержание эритробластов, базофильных и

полихроматофильных нормобластов в головной почке (пронефрос) и циркули-

рующей крови. Установлено, что процессы эритропоэза в гемопоэтической тка-

ни кефали-сингиля протекают нерегулярно. Активная продукция эритроидной

массы приурочена в основном к постнерестовому периоду. Об этом свидетель-

ствует увеличение содержания незрелых эритроидных форм в головной почке и

крови. Это совпадает с общим увеличением числа клеток красной крови в систе-

ме циркуляции и свидетельствует о смещении эритроцитарного баланса в пользу

продукционных процессов. В остальной период времени процессы противопо-

ложны. Допускается, что это связано с особенностями организации системы

красной крови, которая исключает регулярную продукцию эритропоэтина в почках.
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ВВЕДЕНИЕ

Кровь и кроветворная ткань морских и пресноводных рыб являются объектом

исследования на протяжении многих лет. Работы, проведенные за последние годы,

существенно расширили имеющиеся представления. Они нашли отражение в ряде

обзоров [1–3]. Получены сведения об особенностях гуморальной регуляции

эритропоэтических процессов [4–7], о гемопоэтических клетках [8–10], деструк-

ции старых эритроидных форм и резервах депо крови [3, 11], продолжительности

жизни, циркулирующей эритроцитарной массы [1, 3] и др. Все это позволяет рас-

сматривать красную кровь рыб как физиологическую систему.

Анализ состояния данной системы на протяжении годового цикла позволил вы-

явить в ней определенные периодические изменения. Это выражалось в моноцик-

личности динамики концентрации гемоглобина и числа эритроцитов крови [12–

15], что косвенно отражало изменение баланса между продукционными и деструк-

тивными процессами. Результаты исследований ряда авторов показали, что данная

динамика определяется характером изменения температуры воды. Наиболее на-

глядно эта зависимость представлена в исследованиях, выполненных на тиляпиях

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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(Tilapia zilli) [16]. Авторы определяли среднемесячную температуру воды на протя-

жении года и показали, что в условиях субтропиков температурный минимум

(14°С) приходится на январь, а максимум (27°С) – на август. В соответствии с этим

происходило и изменение числа циркулирующих эритроцитов. Положительная

корреляция между температурой среды и кислородной емкостью крови отмечена и

для других видов рыб [14, 17].

Однако в ряде работ показано отсутствие прямой связи между температурой воды

и гематологическими характеристиками. У некоторых видов рыб максимальная кон-

центрация гемоглобина и число эритроцитов отмечались в более холодные периоды

годового цикла (осень, весна) [15]. Особый интерес представляют работы, в которых

констатируется факт значительного увеличения кислородной емкости крови в зим-

ний период [12, 18, 19]. Показано также, что гемопоэтическая ткань рыб сохраняет

чувствительность к управляющим сигналам (гипоксия) даже в условиях гипотермии

(1–2°С) [20]. Это означает, что в основе динамики гематологических характеристик

рыб на протяжении годового цикла могут лежать какие-то иные процессы.

Известно, что в период нереста состояние многих физиологических систем пре-

терпевает наиболее радикальные изменения [21]. Система красной крови в этом

отношении не является исключением. Отмечено, что у мригала (Cirrhinus mrigala)

концентрация гемоглобина и число эритроцитов в крови в преднерестовый период

существенно понижается [22], что может быть связано с перераспределением пла-

стических ресурсов организма в пользу генеративной ткани. Аналогичные измене-

ния происходят у рыб и при искусственной стимуляции нереста (инъекции вытяжек

гипофиза карпа, гонадотропина, эстрогена, рилизинг-факторов) [23, 24]. К концу

нереста и в постнерестовый период (2–3 мес.) развиваются противоположные из-

менения: усиливаются процессы эритропоэза в гемопоэтической ткани [25], повы-

шается кислородная емкость крови [22, 26]. Насколько нерест определяет сезон-

ную динамику гематологических характеристик крови у рыб до конца неясно.

О нерегулярности эритропоэтических процессов в гемопоэтической ткани сви-

детельствует и значительная продолжительность жизни клеток красной крови у

костистых рыб, определенная при помощи 3Н-тимидина и флуоресцентных зондов

[27, 28]. Она составила 270–310 дней. Это означает, что генерация клеток красной

крови в кроветворной ткани у рыб происходит либо с крайне низкой скоростью,

либо разово в течение ограниченного промежутка времени. Можно допустить, что

она приурочена к нерестовому периоду, когда происходит значительное перерас-

пределение пластических ресурсов в организме, о чем говорилось выше.

Из представленной информации следует, что численность эритроцитов в крови

рыб на протяжении годового цикла не является постоянной величиной. Прямой

связи с температурой среды не обнаружено. Наиболее радикальные изменения

числа клеток красной крови в кровяном русле у многих видов приурочены к нере-

стовому периоду. Продолжительность жизни эритроцитов в 270–310 дней позволяет

предположить, что генерация клеточной массы должна происходить разово. Про-

верить эти предположения возможно только путем исследования функциональной

активности гемопоэтической ткани на протяжении полного годового цикла, что и

входило в задачу настоящего исследования.

Цель работы – исследовать клеточный состав эритроидных элементов крови и

гемопоэтической ткани у кефали-сингиля (Chelon auratus Risso, 1810) и соотнести

его с изменением числа эритроцитов в крови на протяжении годового цикла.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материал
Объектом исследования являлась теплолюбивая кефаль-сингиль, нерест кото-

рой происходит в августе–сентябре. Рыбу отлавливали при помощи ставного нево-
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да на протяжении года в районе Керченского пролива и юго-западе Крымского по-

луострова. Использовали взрослых особей обоих полов в возрасте 4–6 лет: масса

тела – 183–275 г, длина – 21–28 см.

Рыбу перевозили в аквариальную в пластиковых баках емкостью 100 л с воздуш-

ной аэрацией. При транспортировке материала на значительные расстояния ис-

пользовали полиэтиленовые мешки, атмосферу в которых заполняли кислородом.

После транспортировки животных рассаживали в аквариумы и бассейны объемом

200–1500 л, имеющих естественный проток и освещение, и выдерживали в данных

условиях в течение 5–7 суток. В течение этого времени особей кормили фаршем из

малоценных видов рыб. Суточный пищевой рацион составлял 6–7% от массы тела.

В работе использовали активно питающихся, подвижных особей.

Отбор проб
Для предотвращения развития состояния манипуляционного стресса за 60–

70 мин до отбора проб рыб наркотизировали. В качестве анестезирующего препа-

рата применяли уретан. Его растворяли в воде аквариума, где находились особи.

Величины эффективных доз препарата были определены ранее [29]. Кровь получа-

ли пункцией хвостовой артерии. В качестве антикоагулянта применяли гепарин

(Рихтер, Венгрия). Образцы передней почки (пронефроса) получали путем вскры-

тия брюшной полости.

Лабораторные исследования
Число эритроцитов в крови подсчитывали в камере Горяева [30]. Одновременно из-

готавливали мазки крови и отпечатки передней почки, которые окрашивали по ком-

бинированному методу Паппенгейма (Май-Грюнвальд + Романовский–Гимза) [30].

На препаратах определяли относительное содержание незрелых эритроидных

форм, находящихся на разных стадиях созревания: пронормобластов, базофиль-

ных и полихроматофильных нормобластов. Расчет для цельной крови проводили с

учетом числа зрелых эритроцитов, для головной почки – с учетом клеточных форм

всех ростков гемопоэза. Объем выборочных совокупностей составлял 5000 клеток.

В работе применяли светооптический микроскоп Biomed PR-2 Lum (Россия), обо-

рудованный камерой Levenhuk C NG Series (Китай).

Статистический анализ
При проведении сравнительного анализа применен однофакторный дисперси-

онный анализ (ANOVA) PAST Version 4.09 [31]. Нормальность распределения выбо-

рочных совокупностей проверяли по Shapiro–Wilk (W-test). Статистические сравнения

выполнены на основе параметрического F-критерия и непараметрического Welch

F-критерия соответственно для выборок соответствующих и несоответствующих

закону нормального распределения. Минимальный уровень значимости составлял

р < 0.05. В работе использовали 31 особь кефали-сингиля. Объем выборочных со-

вокупностей показан на графиках.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Циркулирующая кровь
На рис. 1a представлен полигон распределения значений числа эритроцитов в

крови кефалей на протяжении годового цикла. Зависимость хорошо описывается

уравнением параболической функции.
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Максимальные величины были отмечены в зимний период времени, а мини-

мальные – в летние месяцы, то есть зависимость от температурного фактора фак-

тически не была выражена. Для оценки статистической значимости выявленных

различий выборочные совокупности ранжировали с шагом в три месяца: май–

июль (преднерестовый период), август–октябрь (нерестовый период), ноябрь–ян-

варь (постнерестовый период), февраль–апрель (относительный функциональный

покой). Результаты представлены на рис. 1b. Как видно из рисунка, различия меж-

ду максимальными и минимальными величинами были статистически выражены

и составляли 19–20% (p < 0.001). Из графика видно, что рост числа клеток красной

крови приходился на нерестовый и постнерестовый период.

В массе циркулирующая кровь была представлена зрелыми оксифильными эрит-

роцитами, имеющими эллипсоидную форму. Продольная ось клетки составляла

14.0 мкм. Ядро компактное, с высокой долей гетерохроматина расположено в центре

клетки (рис. 2a). Незрелые эритроидные формы встречались редко и были представ-

лены в основном полихроматофильными нормобластами (ПН), реже базофильными

нормобластами (БН). БН имели округлую форму, базофильную цитоплазму и отно-

сительно крупное ядро с высокой долей эухроматина (рис. 2c). ПН представляют со-

бой более дифференцированные клеточные системы. Они приобретали эллипсоид-

ную форму, цитоплазма сочетала базофильные и ацидофильные свойства (цвет се-

рый), ядро крупное с хорошо выраженной перинуклеарной зоной (рис. 2d).

Анализ присутствия незрелых эритроидных форм в крови кефалей на протяже-

нии годового цикла показал нерегулярность их появления и относительного содер-

жания в кровяном русле (рис. 3a, 3b). Их минимальный уровень (не более 2% кле-

точной массы) отмечали в начале весны (март, 100 сут), а максимальных значений

(6–7% клеточной массы) этот показатель достигал в начале осени (250–300 сут),

что совпадало с нерестовым и постнерестовым периодом. При этом клетки более

ранних генераций (БН) наблюдались в крови только в постнерестовый период

(сентябрь–октябрь, 250–300 сут) (рис. 4a). ПН же встречались на протяжении все-

Рис. 1. Изменение числа эритроцитов в крови кефали-сингиля на протяжении годового цикла. (a) – По-

лигон распределения; (b) – после ранжирования; по оси абсцисс – нулевая точка соответствует началу

календарного года; 1 – преднерестовый период, май–июль; 2 – нерестовый период, август–октябрь;

3 – постнерестовый период, ноябрь–январь; 4 – период относительного функционального покоя, фев-

раль–апрель; n = 31; различия достоверны при p < 0.001.
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го года с явным максимумом в начале осени. Наблюдаемые изменения были стати-

стически значимы (p < 0.001).

Головная почка (пронефрос)

В головной почке популяция эритроидного ростка гемопоэза была представлена

тремя видами клеток: эритробластами (ЭБ), БН и ПН. Особенности морфологии

двух последних форм были рассмотрены выше (рис. 2c, 2d). ЭБ – наименее диф-

ференцированная группа эритроидных элементов (рис. 2b). Это небольшие округ-

лые клетки. Крупное ядро с высокой долей эухроматина занимает почти весь их

объем. Резко базофильная цитоплазма представлена в виде узкой полосы.

Размеры популяции эритроидных элементов в головной почке были непостоян-

ны и имели выраженную динамику на протяжении годового цикла. Она полностью

совпадала с изменением числа эритроцитов и незрелых эритроидных форм в крови

кефали. Максимальные размеры очага эритропоэза в головной почке отмечали в

постнерестовый период (сентябрь–октябрь, 250–300 сут) (рис. 3a, 3c). На эритро-

идные формы приходилось до 14% от остальной клеточной массы отпечатков про-

Рис. 2. Эритроидные элементы крови и головной почки кефали. (a) – Зрелые эритроциты; (b) – стрел-

кой показан эритробласт; (c) – стрелками показаны базофильные нормобласты; (d) – стрелкой показан

полихроматофильный нормобласт; масштабная линейка – 10 мкм.

(а) (b)

(c) (d)
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нефроса. Минимальные значения были зарегистрированы на начало весны (март,

100 сут) – 3–6%. Различия были статистически выражены (p < 0.001). Аналогичную

динамику отмечали со стороны ЭБ и БН (p < 0.01) (рис. 4b). Их присутствие в го-

ловной почке кефали отмечали на протяжении всего годового цикла. При этом из-

менений со стороны ПН не наблюдали. Число данных клеточных форм в гемопоэ-

тической ткани сохранялось на уровне не более 1% в течение всего периода наблю-

дений.

Рис. 3. Общее содержание незрелых эритроидных элементов в крови и головной почке кефали-сингиля

на протяжении годового цикла. (a) – Полигоны распределения; (b) – циркулирующая кровь; (c) – голов-

ная почка (пронефрос); по оси абсцисс – нулевая точка соответствует началу календарного года; 1 – пред-

нерестовый период, май–июль; 2 – нерестовый период, август–октябрь; 3 – постнерестовый период, но-

ябрь–январь; 4 – период относительного функционального покоя, февраль–апрель; n = 24; различия до-

стоверны при p < 0.001).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Процессы, ответственные за изменение числа эритроцитов в крови
Из представленной информации видно, что число эритроцитов в крови кефали

на протяжении годового цикла претерпевало существенные изменения. Различия

между минимальными и максимальными значениями составляло 22–23%, что со-

ответствует 0.46 – 0.47 (106) клеток мкл–1. При этом отсутствовала какая-либо связь

с температурой среды и числом эритроцитов в крови, которая ранее была показана

в отношении Tilapia zilli [16] и ряда других видов костистых рыб [14, 17]. Макси-

мальные значения приходились на конец осени–начало зимы: 2.35–2.55 (106) кле-

ток мкл–1.

В основе данных изменений может лежать несколько процессов [1]:

• изменение баланса между продукционными и деструктивными процессами в

системе красной крови;

• опорожнение кровяных депо;

• гидратация и дегидратация плазмы крови.

Первый механизм наиболее вероятен. Прирост числа эритроцитов в крови ке-

фалей совпадал с активной продукцией клеток красной крови гемопоэтической

тканью (головная почка), снижение – с подавлением данных процессов. Значения

коэффициентов детерминации превышали 0.78. Головная почка (пронефрос) яв-

ляется основным органом эритропоэза у костистых рыб [32]. Участие в этом про-

цессе других органов и тканей менее значимо [1]. Поэтому активная генерация

эритроидных элементов данным органом способна сместить баланс в системе

красной крови в пользу продукционных процессов. Описанная в статье моноцик-

личность функционирования гемопоэтической ткани (эритроидный росток) у ке-

фали также хорошо совпадает с известной продолжительностью жизни для клеток

красной крови у костистых рыб – 270–310 дней [27, 28].

Рис. 4. Содержание отдельных эритроидных элементов в крови и головной почке кефали-сингиля на

протяжении годового цикла. (a) – Циркулирующая кровь; (b) – головная почка (пронефрос); Pro – про-

нормобласты; BN – базофильные нормобласты; PN – полихроматофильные нормобласты; n = 24; раз-

личия достоверны при p < 0.01.
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Участие селезенки в коррекции числа эритроцитов крови также следует исклю-

чить из рассмотрения. Селезенку большинство авторов рассматривают как орган

вторичного эритропоэза [1, 3]. Появление малодифференцированных эритроид-

ных форм здесь наблюдается в момент, когда размеры очагов эритропоэза в почках

достигают критических значений. Считается, что здесь сосредоточены преимуще-

ственно очаги лимфо-, тромбо- и гранулопоэза [1, 3, 33]. Основная же функция се-

лезенки, как и у высших позвоночных, связана с резервированием старой эритро-

цитарной массы, которая затем подвергается деградации [34]. В разрушении при-

нимают активное участие мелано-макрофагальные элементы [35, 36]. Cелезенка

также обладает развитой ретикулярной тканью, которая обеспечивает ее сокраще-

ние [37, 38]. В критических состояниях (стресс, острые формы гипоксии) эти

эритроциты могут возвращаться в кровоток, повышая кислородную емкость кро-

ви [1, 3]. Рост их числа в крови при этом может достигать 30%. Считается, что у пе-

лагических рыб, к которым относится и кефаль, эта функция развита лучше, чем у

донных [39]. Вместе с тем данный процесс не может быть положен в основу наблю-

даемых в крови кефали изменений. Это связано с тем, что селезенка содержит ста-

рые эритроидные формы, которые не могут длительно (на протяжении года) нахо-

диться в системе циркуляции. С другой стороны, в настоящей работе была исполь-

зована уретановая анестезия, которая препятствовала развитию состояния

манипуляционного стресса у кефалей в момент отбора проб крови и тканей.

Относительное изменение числа эритроцитов в крови может наблюдаться при

частичной гидратации и дегидратации плазмы крови. Однако эти процессы чаще

всего отмечаются в условиях изменения солености среды, при адаптации к услови-

ям гипоксии и ряду других фактов [40, 41]. Участие их в изменении числа эритро-

цитов в крови рыб на протяжении годового цикла маловероятно.

Нерест и состояние гемопоэтической ткани
Размножение (нерест) является важным этапом жизненного цикла любого орга-

низма. Это особое состояние, для которого характерно значительное перераспре-

деление пластических ресурсов в пользу генеративной ткани [21]. Оно сказывается

на состоянии многих физиологических систем, и красная кровь не является исклю-

чением. У ряда видов костистых рыб в этот период отмечается развитие анемии [42].

Концентрация гемоглобина и число эритроцитов существенно понижаются. Это

происходит на фоне ограничения двигательной и пищевой активности [21]. Следу-

ет отметить, что дефицит пищевого субстрата не возникает при искусственном вы-

ращивании рыбы, и анемичные состояния здесь обычно не наблюдаются.

Развитие преднерестовой анемии может являться следствием разрушения части

эритроцитарной массы ввиду ее старения. Как отмечали в настоящей работе, ак-

тивная продукция эритроцитов происходила в постнерестовый период. Об этом

свидетельствовало повышение содержания в крови и головной почке малодиффе-

ренцированных эритроидных форм. Процесс наблюдался на протяжении 2–3 ме-

сяцев. Продолжительность жизни эритроцитов у костистых рыб составляет 270–

310 дней [27, 28]. Это означает, что в преднерестовый и нерестовый период в крови

должны преобладать старые клетки, которые в норме утрачивают эластичность и

отфильтровываются селезенкой, где происходит их последующая деградация [1–3].

Для старых эритроцитов рыб характерно снижение активности антиоксидант-

ных ферментных систем, что приводит к усилению процессов перекисного окисления

липидов (ПОЛ) [43]. Не исключено, что этот процесс может усугубляться измене-

нием гормонального статуса организма. Показано, что инъекции вытяжек гипофи-

за карпа, гонадотропина, эстрогена, рилизинг-факторов часто сопровождаются

понижением числа эритроцитов в крови рыб [23, 24].



998 СОЛДАТОВ и др.

Старение эритроцитов может приводить и к развитию метгемоглобинемии. Из-

вестно, что респираторные пигменты рыб отличаются низкой устойчивостью к

окислению в сравнении с высшими позвоночными [44, 45]. В них выявлена

NADH-дифораза, которая вместе с цитохромом b способствует поддержанию

гемоглобина в ферро-форме [46, 47]. В этом также принимают участие и ряд вос-

становителей: глутатион (GSH), аскорбиновая кислота, токоферол [48]. В старых

клетках красной крови этот комплекс может оказаться малоэффективным, что

должно повышать долю ферри-формы и снижать кислородную емкость крови в

целом. Описаны случаи повышения уровня метгемоглобина в крови до 27% (Gadus
morhua) без видимых признаков токсической нагрузки [49].

Из представленной информации следует, что в циркулирующей крови кефалей

в преднерестовый период должна находиться старая эритроцитарная масса, кото-

рая подвергается деградации, скорее всего, в селезенке. Это приводит к развитию

анемии и метгемоглобинемии. Последнее должно индуцировать выработку

эритропоэтинов и сопровождаться продукцией эритроцитов в гемопоэтической

ткани [50, 51]. Данные соединения были идентифицированы в крови рыб при по-

мощи методов иммунохимического анализа [52]. Наиболее высокая их концентра-

ция обнаружена в почках [5, 53]. Полная структура гена эритропоэтина в настоя-

щее время аннотирована для бурого фугу (Takifugu rubripes) [4]. Установлено, что

выработка эритропоэтина в почках рыб коррелирует с уровнем тестостерона в кро-

ви [54], что позволяет говорить о реальности происходящих событий в организме

кефали на протяжении годового цикла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, численность эритроцитов в крови кефали-сингиля на протяже-

нии годового цикла претерпевает моноциклические изменения, которые хорошо

описываются уравнением параболической регрессии. Прямой связи с температу-

рой морской среды не установлено. Продукция эритроцитов гемопоэтической тка-

нью совпадает с постнерестовым периодом и наблюдается на протяжении 2–3 мес.

Об этом свидетельствует рост содержания в крови и головной почке популяции ма-

лодифференцированных эритроидных элементов. Это совпадает с увеличением

числа эритроцитов в системе циркуляции и свидетельствует о смещении эритро-

цитарного баланса в пользу продукционных процессов. В остальной период време-

ни процессы противоположны. Полученная информация может быть также инте-

ресна для хозяйств, занимающихся садковым выращиванием кефалей.
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Cellular Composition of Erythroid Forms in the Blood and Head Kidney

of the Golden Grey Mullet (Chelon auratus Risso, 1810) during the Annual Cycle

A. A. Soldatova, *, V. N. Rychkovaa, T. A. Kukharevaa, and A. G. Rokotovaa

aKovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
*e-mail: alekssoldatov@yandex.ru

The changes in the number of erythrocytes in the blood and the production of erythro-

cytes by the hematopoietic tissue of the golden grey mullet (Chelon auratus Risso, 1810)

during the annual cycle were studied. Catching and delivery of fish to the aquarium was

carried out monthly. The content of immature erythroid forms was determined: erythro-

blasts, basophilic and polychromatophilic normoblasts, in the head kidney (pronephros)

and circulating blood. It has been established that the processes of erythropoiesis in the

hematopoietic tissue of the golden grey mullet proceed irregularly. The active production

of erythroid mass is mainly confined to the post-spawning period. This is evidenced by

an increase in the content of immature erythroid forms in the head kidney and blood.

This coincides with a general increase in the number of red blood cells in the circulation

system and indicates a shift in the erythrocyte balance in favor of production processes.

In the rest of the time, the processes are opposite. It is assumed that this is due to the pe-

culiarities of the organization of the red blood system, which excludes the regular pro-

duction of erythropoietin in the kidneys.

Keywords: erythrocytes, erythropoiesis, head kidney, Chelon auratus Risso, 1810, annual

cycle
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