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Abstract. To understand the role that hemocytes play in processes of cellular immunity of bivalve mollusks, 
they should be accurately classified based on their morphological and physiological characteristics. The 
circulating hemocytes of the cultured Pacific oyster (Crassostrea gigas) and marine mussel (Mytilus 
galloprovincialis) were investigated using light microscopy and flow cytometry. In the mussel, two cell 
types, granulocytes and agranulocytes, were identified based on the presence of two subpopulations 
of cells differing by size and granularity level on light scatter plots. Light microscopic examination 
confirmed the presence of cells with cytoplasmic granules and cells without granulation in hemolymph 
of the mussel. In the oyster, light microscopy and flow cytometry revealed three types of hemocytes: 
agranulocytes, hyalinocytes, and granulocytes. The cells in the hemolymph of both species were 
mainly represented by agranular cells, which constituted 78.4 ± 8.9 % in the mussel and 86.7 ± 2.7 % 
(agranulocytes and hyalinocytes) in the oyster. Agranulocytes were the smallest cell type in the mussel 
and oyster. They were round- shaped and had large nuclei and narrow cytoplasm. Hyalinocytes of the 
oyster were larger and irregularly shaped, with eccentric nuclei. Granulocytes of both species contained 
numerous eosinophilic, basophilic, and mixed granules and formed pseudopodia. Flow cytometry showed 
that the agranular hemocytes of both species produced considerably fewer reactive oxygen species 
compared to granulocytes. Morphological and functional characterization of hemocytes of cultivated 
species improves the analysis of physiological state of bivalve mollusks farmed in the Black Sea region.
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Аннотация. Понимание роли и функций гемоцитов в иммунном ответе требует их четкой 
классификации, основанной на морфологических и функциональных признаках. Циркулирующие 
гемоциты культивируемой тихоокеанской устрицы (Crassostrea gigas) и средиземноморской 
мидии (Mytilus galloprovincialis) исследованы с помощью световой микроскопии и проточной 
цитометрии. У мидий методом проточной цитометрии по показателям прямого и бокового 
рассеяния идентифицировано две субпопуляции с различным относительным размером 
и уровнем гранулярности. Исследование методом световой микроскопии подтвердило наличие 
в гемолимфе гранулярных и агранулярных гемоцитов. У устриц с помощью методов проточной 
цитометрии и световой микроскопии выявлено три типа гемоцитов: агранулоциты, гиалиноциты 
и гранулоциты. Основным типом клеток гемолимфы у обоих видов были агранулярные клетки 
(агранулоциты и гиалиноциты), составляющие 78,4 ± 8,9 % у мидий и 86,7 ± 2,7 % у устриц. Среди 
гемоцитов агранулоциты имели наименьший диаметр как у мидий, так и у устриц. Агранулярные 
гемоциты как устриц, так и мидий имели округлую форму с крупными ядрами и узкой полоской 
цитоплазмы. Гиалиноциты устриц крупнее, с ацентрическими ядрами и неправильной формы. 
Гранулоциты обоих видов содержали многочисленные базофильные и(или) эозинофильные 
гранулы. Агранулярные гемоциты обоих видов характеризовались значительно меньшей 
способностью продуцировать активные формы кислорода по сравнению с гранулоцитами. 
Применение морфофункционального анализа гемоцитов моллюсков –  объектов марикультуры 
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позволит существенно повысить точность оценки состояния культивируемых в черноморском 
регионе двустворчатых моллюсков.

Ключевые слова: гемоциты, проточная цитометрия, световая микроскопия, двустворчатые 
моллюски, активные формы кислорода.
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Введение

У двустворчатых моллюсков физиологи-
ческие реакции на стрессовые факторы окру-
жающей среды связаны с клетками, циркули-
рующими в гемолимфе (Hine, 1999; Le Guernic 
et al., 2020). Гемоциты двустворчатых моллю-
сков участвуют в процессах восстановления 
раковины, транспорта питательных веществ 
и внутренних защитных реакций (Carballal 
et al., 1997). Функциональная роль гемоци-
тов позволяет использовать данный тип кле-
ток в качестве репрезентативной модели для 
оценки общего физиологического состояния 
моллюска (Rigonato et al., 2005; Auffret et al., 
1989). Такая оценка обычно проводится по по-
казателям неспецифического иммунитета 
(Gerdol et al., 2018) при помощи комплекса ме-
тодов проточной цитометрии и световой ми-
кроскопии (Travers et al., 2008). В этой связи 
изучение защитных реакций для оценки со-
стояния моллюсков особенно важно для ком-
мерчески культивируемых видов. Для четкого 
понимания роли и функций гемоцитов у дву-
створчатых моллюсков требуется их точная 

классификация, основанная на морфологи-
ческих и функциональных характеристиках. 
Классификации гемоцитов различных видов 
двустворчатых моллюсков посвящено мно-
жество работ (Hernández- Méndez et al., 2020; 
Wang et al., 2017). Однако номенклатура кле-
ток в гемолимфе моллюсков все еще остается 
предметом обсуждения (Hine, 1999; Rolton et 
al., 2020). Различия в классификации гемоци-
тов у разных (а иногда и одного) вида зависят 
от метода анализа и принципа, положенного 
в основу классификации клеток (Karetin et al., 
2019; Donaghy et al., 2009; Carballal et al., 1997). 
Идентификация типов клеток гемолимфы 
обычно основывается на различных морфо-
логических (ультраструктура, особенности 
окраски, размер, форма и т. д.) и функцио-
нальных характеристиках (способность к фа-
гоцитозу, генерации окислительного взрыва 
и т. д.). Описание морфотипов гемоцитов 
не дает представления об их функциональ-
ной роли. Функциональный подход к харак-
теристике гемоцитов основан на определении 
физиологических особенностей каждого типа 
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клеток в организме (Pipe, 1990). Общеприня-
тым подходом, используемым для функцио-
нальной характеристики гемоцитов, является 
проточная цитометрия (Ottaviani et al., 1998; 
Lambert et al., 2003; Parrino et al., 2019).

В семействе Mytilidae морфологиче-
ский подход позволил выделить от одного 
до пяти типов гемоцитов (Carballal et al., 
1997; Pipe, 1990; Hine, 1999). Исследование 
методом проточной цитометрии подтверж-
дает существование двух основных типов 
клеток в гемолимфе мидий (Ottaviani et al., 
1998). У семейства Ostreidae идентифициру-
ют от трех до пяти типов гемоцитов с по-
мощью световой микроскопии. Методом 
проточной цитометрии у устриц идентифи-
цируют от двух до четырех типов гемоци-
тов (Lambert et al., 2003; Rolton et al., 2020; 
Takahashi et al., 2017).

Многочисленные различия в номенкла-
туре не позволяют составить целостное пред-
ставление о функциональной роли каждого 
типа гемоцитов. Вместе с тем, информация 
о морфофункциональных особенностях кле-
ток гемолимфы необходима для понимания 
результатов оценки показателей функцио-
нального состояния гемоцитов. Последнее 
приобретает особую актуальность при оценке 
физиологического состояния двустворчатых 
моллюсков в условиях аквакультуры.

В настоящем исследовании гемоциты 
двух черноморских двустворчатых моллю-
сков (Mytilus galloprovincialis и Crassostrea 
gigas) мы охарактеризовали с помощью све-
товой микроскопии, градиентного центрифу-
гирования и проточной цитометрии.

Материалы и методы
Взятие образцов

Мидии (M. galloprovincialis) и устрицы (C. 
gigas) были получены с устрично- мидийной 
фермы (соленое озеро Донузлав, Крым) в те-

чение октября –  ноября 2017 г. Группы по 15–
20 особей содержались в аэрируемой морской 
воде в аквариумах по 50 л в течение недели 
для адаптации к лабораторным условиям.

Отбор проб гемолимфы

Гемолимфу мидий (0,1–1,5 мл) отбирали 
из переднего мускула- замыкателя. В опытах 
с мидиями анализировали объединенную 
гемолимфу от 3–5 моллюсков. Гемолимфу 
устриц (1–1,5 мл) отбирали из сердечного 
синуса. Все образцы хранили на льду для 
предотвращения агрегации гемоцитов. После 
отбора гемолимфу фильтровали через фильтр 
с диаметром ячейки 20 мкм для удаления 
агрегатов, дважды отмывали центрифугиро-
ванием (5 мин, 2500 об/мин) и ресуспендиро-
вали в стерильной морской воде.

Световая микроскопия

Окраска мазков проводилась 
по комбинированному методу Паппенгейма 
(Золотницкая, 1987). Клетки изучали 
на световом микроскопе (Biomed PR-2 
Lum), оборудованном камерой (Levenhuk 
C NG Series), анализировали не менее 
1000 гемоцитов. Диаметр клеток и ядер 
измеряли в программе ImageJ 1.44 p. 
Ядерно- плазматическое отношение (ЯПО) 
рассчитывали по формуле

ЯПО = Диаметр ядра / Диаметр гемоцита.

Проточная цитометрия

Для идентификации типов клеток, уров-
ня смертности гемоцитов и способности кле-
ток генерировать активные формы кислоро-
да (АФК) суспензию гемоцитов разводили 
стерильной морской водой до концентрации 
1–2·106 кл мл-1. Анализ проводили на проточ-
ном цитометре Beckman Counter FC500. Отсе-
чение клеточного дебриса проводилось по по-
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рогу FSC, в каждом образце подсчитывалось 
50 000 событий.

Для идентификации клеток суспензию 
окрашивали ДНК-связывающим флуорохро-
мом SYBR Green I (Molecular probes, США) 
согласно протоколу производителя (конечная 
концентрация в пробе составляла 10 мкМ). 
Результаты анализа представлены в виде ци-
тограмм, отражающих относительный раз-
мер (прямое рассеяние, FSC), гранулярность 
(боковое рассеяние, SSC) и уровень флуорес-
ценции с использованием канала FL1.

Уровень смертности гемоцитов опреде-
ляли при помощи красителя Propidium iodide 
(PI) (Sigma- Aldrich, США). 10 мкл стокового 
раствора PI (200 мкг мл-1) добавляли к 1 мл су-
спензии гемоцитов и инкубировали в темноте 
в течение 30 мин при 4 ºC. Процент погибших 
гемоцитов оценивали по гистограммам флуо-
ресценции PI в канале FL4 цитометра.

Для тестирования способности клеток 
к генерации АФК в качестве флуоресцентно-
го индикатора использовали 2',7'-дихлорфлу-
оресцеин диацетат (DCF-DA) (Sigma- Aldrich, 
США). 1 мл суспензии гемоцитов инкубиро-
вали с 10 мкл раствора DCF- DA в течение 30 
мин в темноте. Флуоресценция DCF-DA из-
мерялась детектором FL1 проточного цито-
метра.

Градиентное центрифугирование

Субпопуляции гемоцитов обоих видов 
моллюсков разделяли градиентным центри-
фугированием в растворах Percoll (Sigma- 
Aldrich, США) различной плотности в соот-
ветствии с протоколом, используемым для 
гемоцитов моллюсков (Bachère et al., 1988). 
Клетки, сконцентрированные на каждом 
слое, собирали отдельно, для удаления ча-
стиц Percoll пробы дважды промывали в сте-
рильной морской воде в течение 5 мин (2500 
об/мин). Из осадка клеток готовили мазки, 

а оставшуюся его часть использовали для 
анализа на проточном цитометре.

Статистический анализ

Всего было проанализировано по 13 об-
разцов гемолимфы каждого вида, результаты 
представлены в виде средней и стандартной 
ошибки. Нормальность распределения про-
веряли по критерию Шапиро- Уилка. Для 
сравнения характеристик различных субпо-
пуляций гемоцитов, исследуемых методом 
световой микроскопии, был проведен одно-
сторонний дисперсионный анализ (ANOVA) 
и тест Тьюки. Значимость различий между 
средними значениями данных проточной 
цитометрии была оценена с использованием 
t- критерия Стьюдента. Различия считали до-
стоверными при p ≤ 0,05.

Результаты

Клетки гемоцитов идентифицировали 
по положительной флуоресценции SYBR 
Green I, затем анализировали по графику 
прямого рассеяния (FSC) и бокового рассея-
ния (SSC). Гемоциты моллюсков были отно-
сительно однородными по содержанию ДНК. 
Диплоидный пик характеризовался низким 
коэффициентом вариации (CV = 9 ± 0,8 %). 
Различия между образцами гемолимфы 
по относительному размеру и уровню грану-
лярности в пределах одного вида были недо-
стоверны. Доля мертвых гемоцитов была низ-
кой во всех образцах гемолимфы (≤ 10 %).

В гемолимфе M. galloprovincialis обнару-
жены две субпопуляции гемоцитов (рис. 1A). 
Субпопуляция 1, идентифицированная как 
агранулоциты, состояла из небольших кле-
ток с относительно однородной цитоплазмой. 
Клетки характеризовались близкими отно-
сительными диаметрами согласно значению 
FS и широким разбросом относительной гра-
нулярности согласно значению SS (рис. 1A). 



– 187 –

Alexandra Y. Andreyeva, Ekaterina S. Kladchenko… Morphological and Functional Characterization of Hemocytes…

Рис. 1. Результаты проточной цитометрии гемоцитов M. galloprovincialis и C. gigas, окрашенных SYBR 
Green I: A –  диаграмма отношения прямого рассеяния (FSC) и бокового рассеяния (SSC), показывающая 
две субпопуляции гемоцитов (1 и 2) гемолимфы M. galloprovincialis; B –  диаграмма отношения прямого 
рассеяния (FSC) и бокового рассеяния (SSC) гемоцитов C. gigas, показывающая три субпопуляции 
гемоцитов, обозначенные 1, 2, 3. На врезках даны гистограммы распределения клеток по FSC и SSC

Fig. 1. Flow cytometer analysis of fresh hemocytes of M. galloprovincialis and C. gigas stained with SYBR 
Green I. (A) Forward scatter (FSC) vs. side scatter (SSC) density plot showing two hemocyte populations (1 and 
2) of M. galloprovincialis hemolymph. (B) Forward scatter (FSC) vs. side scatter (SSC) density plot showing 3 
hemocyte populations designated 1, 2, 3 of C. gigas hemocytes. Inset images show FSC and SSC distribution of 
the cells

Агранулоциты были наиболее многочислен-
ной субпопуляцией (78,4 ± 8,9 %). Субпопу-
ляция 2 была идентифицирована как грану-
лоциты. Для данного типа клеток характерно 
высокое значение SS. Субпопуляция клеток 
с гранулированной цитоплазмой была гете-
рогенной по значениям FS и SS.

У C. gigas обнаружено три субпопуляции 
клеток разного размера (рис. 1В). Субпопуля-
ция 1, идентифицированная как агранулоци-
ты, состояла из небольших гемоцитов с гомо-
генной цитоплазмой, которые составляли 24,3 
± 2,7 %. Субпопуляция 2 состояла из круп-
ных агранулярных гемоцитов, которые соста-
вили 62,4 ± 2,7 % клеток от всех гемоцитов. 
Клетки данной субпопуляции идентифици-
рованы как гиалиноциты. Субпопуляция 3, 
идентифицирована как гранулоциты, была 
самой малочисленной (13,2 ± 1,7 %). Послед-
няя группа клеток имела наибольший отно-
сительный размер и уровень гранулярности. 

Идентифицированные субпопуляции стати-
стически значимо различались между собой 
по показателям FSC и SSC (р ≤ 0,05; n = 13).

Все клетки в суспензии гемолимфы ми-
дий характеризовались выраженной флуорес-
ценцией DCF-DA (рис. 2). Уровень флуорес-
ценции гранулоцитов был в 2 раза выше, чем 
у агранулоцитов. Аналогично в гемолимфе 
устрицы все клетки обладали яркой флуорес-
ценцией DCF-DA, но ее величина у субпопу-
ляций различалась: флуоресценция красителя 
в клетках гиалиноцитов была в 3 раза выше 
в сравнении с агранулоцитами, а наибольшей 
способностью к генерации АФК в суспензии 
гемоцитов устриц обладали гранулоциты.

Методом световой микроскопии в ге-
молимфе устриц выделено три типа клеток: 
агранулоциты, гиалиноциты и гранулоциты. 
У мидий гемоциты можно разделить на две 
популяции: агранулоциты и гранулоциты 
(рис. 3).
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Рис. 2. Сравнение средней интенсивности флуоресценции DCF-DA (в условных единицах ± SE) 
в нестимулированных гемоцитах M. galloprovincialis и C. gigas: Аг –  агранулоциты, Гр –  гранулоциты, 
Гиа –  гиалиноциты. * –  достоверные различия между уровнем флуоресценции различных типов клеток 
(р ≤ 0,05)

Fig. 2. Comparison of the mean DCF-DA fluorescence level (arbitrary units ± SE) in non- stimulated hemocytes 
of M. galloprovincialis and C. gigas: Аг –  agranulocyte, Гр –  granulocyte, Гиа –  hyalinocyte. * represents 
significant differences between average values of fluorescence of different cell types, p ≤ 0.05

Рис. 3. Световые микрофотографии гемоцитов M. galloprovincialis (А) и C. gigas (Б): Аг –  агранулоциты, 
Гр –  гранулоциты, Гиа –  гиалиноциты

Fig. 3. Light microphotographs of hemocytes of M. galloprovincialis (A) and C. gigas (B): Аг –  agranulocytes, 
Гр –  granulocytes, Гиа –  hyalinocytes

Агранулоциты у исследуемых видов 
сходны по морфологии и имеют округлую 
форму с крупным ядром (5,4±0,1 мкм у мидий 

и 5,5 ± 0,1 мкм у устриц), окруженным узкой 
полоской цитоплазмы (рис. 3, 4). ЯПО агра-
нулоцитов устриц и мидий составляло 0,6 ± 
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0,01 и 0,7 ± 0,01 соответственно. Гранулоциты 
обоих видов были относительно крупными 
клетками (12,7 ± 0,4 мкм в диаметре у мидий 
и 11,1 ± 0,4 мкм у устриц), обладали амебоид-
ной формой с небольшими ацентрическими 
ядрами, в цитоплазме содержались гранулы 
(рис. 3, 4). Количество гранул варьировало 
от 2 до 27. Большинство гранулоцитов со-
держали базофильные гранулы, однако также 
встречались клетки с эозинофильными гра-
нулами. В некоторых случаях гранулоциты 
не имели псевдоподий. ЯПО гранулоцитов 
было относительно небольшим и составля-
ло 0,5 ± 0,02 мкм у мидий и 0,3 ± 0,01 мкм 
у устриц. Гиалиноциты устриц имели проме-
жуточный диаметр ядра (3,9 ± 0,1 мкм) и ЯПО 
(0,4 ± 0,01) между агранулоцитами и грануло-
цитами. Их морфологические признаки были 
схожи с гранулоцитами: способность обра-
зовывать псевдоподии, более низкое ЯПО 
в сравнении с агранулоцитами. Однако ба-
зофильные ядра гиалиноцитов расположены 
в центре клетки и цитоплазма не содержала 
гранул в отличие от гранулоцитов (рис. 3Б).

Несмотря на то, что средний диаметр 
агранулоцитов, гиалиноцитов и гранулоци-
тов значительно различался (р < 0,05), в гемо-
лимфе мидий и устриц мы наблюдали редкие 
агранулярные клетки с диаметром, близким 
к гранулоцитам. Аналогично некоторые гра-
нулоциты были небольшими по сравнению 
с агранулоцитами. Диаметр гиалиноцитов 
у устриц варьировал в диапазоне, частично 
перекрывающемся с диапазоном размеров 
агранулоцитов и гранулоцитов.

Методом градиентного центрифугиро-
вания выделено три слоя гемоцитов в гемо-
лимфе устриц и два слоя у мидий. Самый 
нижний слой (клетки с большей плотностью) 
содержал в основном гранулоциты и неболь-
шое количество крупных агранулоцитов 
(у мидий) и гиалиноцитов (у устриц). Верх-
ний слой образован клетками с наименьшей 
плотностью –  агранулоцитами у обоих видов. 
У мидий этот слой также содержал несколько 
небольших гранулоцитов с небольшим чис-
лом гранул в цитоплазме (не более 7). Этот 
слой у устриц включал небольшое число гиа-

Рис. 4. Морфометрические показатели гемоцитов (x̅± SE) M. galloprovincialis и C. gigas, измеренные 
на мазках: Аг –  агранулоциты, Гр –  гранулоциты, Гиа –  гиалиноциты. * –  достоверные различия с тем же 
показателем для агранулоцитов (р ≤ 0,05)

Fig. 4. Dimensions of M. galloprovincialis and C. gigas hemocytes measured in slides (x̅± SE): Аг –  agranulocyte; 
Гиа –  hyalinocyte; Гр –  granulocyte. * –  represents significant differences between the same parameters for 
agranulocytes, p ≤ 0.05
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линоцитов. Средний слой клеток, обнаружен-
ный в устрицах, в основном был образован 
гиалиноцитами с небольшим содержанием 
агранулоцитов и гранулоцитов.

Обсуждение

Настоящая работа подтверждает гипо-
тезу о сходстве проточно- цитометрических 
профилей гемоцитов у различных видов мор-
ских двустворчатых моллюсков (Hinzmann 
et al., 2017). В настоящее время предполага-
ется, что у двустворчатых моллюсков два 
основных типа клеток: гранулоциты и агра-
нулоциты (Hine, 1999; Hinzmann et al., 2017; 
Hernández- Méndez et al., 2020; Wang et al., 
2017). Вместе с тем, представители семейства 
Ostreidae (Crassostrea virginica, Ostrea edulis) 
и других семейств двустворчатых моллюсков 
(Veneridae, Tridacnidae) имеют еще один тип 
гемоцитов, обычно называемый гиалиноци-
тами (Hine, 1999). Некоторые авторы опреде-
ляют их как подгруппу агранулоцитов (Allam 
et al., 2002). Во многих работах термин «ги-
алиноциты» имеет более широкий смысл 
и обозначает все гемоциты, не содержащие 
гранулы (Chang et al., 2005). Мы классифи-
цировали агранулоциты и гиалиноциты как 
агранулярные клетки с большим ядром. Гиа-
линоциты имели большое центрально распо-
ложенное ядро, не содержали гранул в цито-
плазме, но в отличие от агранулоцитов были 
способны образовывать псевдоподии и обла-
дали более низким ЯПО.

Результаты этого исследования по-
казывают наличие трех типов гемоцитов 
у C. gigas: агранулоцитов, гиалиноцитов 
и гранулоцитов, что в целом согласуется 
с ранее опубликованными исследованиями 
гемолимфы устриц (Donaghy et al., 2012). 
Основные морфологические особенности 
гранулоцитов устриц были аналогичны тем, 
о которых уже сообщалось в других иссле-

дованиях (Chang at al., 2005; Lambert et al., 
2003; Rolton et al., 2020; Takahashi et al., 2017). 
Однако некоторые авторы подразделяли гра-
нулоциты на базофильные, эозинофильные 
и смешанные клетки в соответствии с цветом 
гранул (Chang at al., 2005). Несмотря на то, 
что мы наблюдали гранулоциты с гранула-
ми разного цвета, мы не использовали этот 
морфологический критерий для различения 
субпопуляций, поскольку он мог быть субъ-
ективным. Кроме того, и метод градиентно-
го центрифугирования, и проточная цитоме-
трия гемолимфы позволили выделить только 
три типа клеток. Мы разделили агрануляр-
ные клетки на два морфологических типа: 
агранулоциты (более мелкие) и гиалиноци-
ты (более крупные агранулярные клетки). 
Гиалиноциты и гранулоциты устриц имели 
клеточный и ядерный диаметры, сходные 
с найденными в предыдущих работах, ис-
следовавших гемоциты C. gigas (Chang at al., 
2005) и C. virginica (Allam et al., 2002). В еще 
одном исследовании (Donaghy et al., 2012) 
было показано, что гемолимфа устриц может 
содержать также и другие агранулирован-
ные клетки, такие как везикулярные (ваку-
олизированные) и бластоподобные клетки. 
В настоящей работе агранулоциты имели 
широкий разброс диаметра клеток (от 4 
до 20 мкм), а самые маленькие клетки имели 
диаметр и морфологию, близкие к бластопо-
добным гемоцитам. Однако до настоящего 
момента неизвестно, способны ли бластопо-
добные агранулоциты, подобно стволовым 
клеткам позвоночных, дифференцироваться 
в другие типы гемоцитов, а данные об имму-
нологических или молекулярных маркерах, 
представленных на этих клетках, противо-
речивы (Hine, 1999; Hernández- Méndez et al., 
2020; Wang et al., 2017). Используемые мето-
ды и клеточные параметры, изученные в на-
стоящей работе, не позволили нам выделить 
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мелкие агранулоциты в отдельную группу, 
поэтому мы идентифицировали их как часть 
субпопуляции агранулоцитов.

Результаты исследования гемоцитов M. 
galloprovincialis методами световой микро-
скопии и проточной цитометрии указывают 
на наличие двух разных типов гемоцитов: 
клеток без включений и гранулированных 
клеток. Результаты центрифугирования 
в градиенте Percoll показали, что клетки 
в гемолимфе могут быть разделены по их 
плотности. Настоящее исследование согла-
суется с предыдущими результатами: диа-
метр клеток и ЯПО гемоцитов близки к тем, 
которые были получены в работе (Carballal 
et al., 1997). В семействе Mytilidae были вы-
делены два типа гемоцитов: агранулоциты 
или гиалиноциты и гранулоциты (Ottaviani 
et al., 1998). Подобно устрицам, гранулоциты 
мидий можно классифицировать по цвету 
(Carballal et al., 1997), количеству и размеру 
гранул (Pipe, 1990). Мы также наблюдали ге-
моциты с различной степенью грануляции 
и окраски базофильных и эозинофильных 
гранул.

Функциональная роль каждой субпопу-
ляции гемоцитов у двустворчатых моллю-
сков до конца не изучена. Нами установле-
но, что гранулоциты и гиалиноциты как M. 
galloprovincialis, так и C. gigas вносили вклад 
в генерацию АФК, но гранулоциты, по- 
видимому, являются наиболее активными 
клетками- производителями. Это согласует-
ся с исследованиями других видов двуствор-
чатых моллюсков, таких как Crassostrea 
ariakensis и Lamellidens marginalis (Donaghy 
et al., 2009). Роль гранулоцитов в иммунной 
защите мидий может соответствовать их 
способности к цитотоксическому действию 
в отношении условных патогенов. Напри-
мер, показано (Pipe, 1992), что у Mytilus 
edulis и M. galloprovincialis продукция АФК 

напрямую связана с фагоцитозом. Пред-
положительно гранулоциты играют цен-
тральную роль в клеточном иммунитете 
у двустворчатых моллюсков (Nakahara et 
al., 2009; Gerdol et al., 2018). Специфические 
функции гиалиноцитов и агранулоцитов 
пока не ясны. Некоторые авторы предпола-
гают, что агранулярные гемоциты являются 
незрелыми гранулоцитами (Ottaviani et al., 
1998). В нашей работе показано, что аграну-
лоциты и гиалиноциты мидий и устриц об-
ладают большим ЯПО, чем гранулоциты. Из-
вестно, что незрелые клетки крови низших 
позвоночных (Andreyeva et al., 2017) и млеко-
питающих (Van der Knaap et al., 1993) обыч-
но характеризуются высоким ЯПО и базо-
фильной цитоплазмой. Тем не менее участки 
кроветворения у двустворчатых моллюсков 
не идентифицированы, а пролиферация 
гемоцитов в циркулирующей гемолим-
фе все еще считается патологией (Muttray, 
Vassilenko, 2018). Очевидно, что существует 
гетерогенность в морфологии гранулоцитов 
и гиалиноцитов у M. galloprovincialis и C. 
gigas. Эти подтипы клеток могут быть раз-
личными стадиями созревания клеток либо 
быть результатом функциональной специ-
ализации гемоцитов. Отсутствие отдельных 
субпопуляций клеток на графиках светорас-
сеяния может указывать на то, что аграну-
лоциты, гиалиноциты и гранулоциты устриц 
являются частями одной и той же клеточной 
линии. Фактически «промежуточная» кле-
точная группа присутствует и идентифи-
цируется как гиалиноциты, которые имеют 
более низкое ЯПО по сравнению с агрануло-
цитами, не имеют грануляции, но способны 
образовывать псевдоподии. Однако полу-
ченных результатов недостаточно для того, 
чтобы утверждать, что гранулоциты явля-
ются зрелой стадией агранулярных клеток 
в гемолимфе M. galloprovincialis и C. gigas.
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Заключение

Таким образом, в нашей работе проана-
лизированы параметры гемоцитов у устриц 
C. gigas и мидий M. galloprovincialis. Гемо-
лимфа M. galloprovincialis содержала в ос-
новном мелкие агранулоциты (в среднем 
около 80 %) и около 22 % крупных грану-
лоцитов с псевдоподиями. У C. gigas вы-
делено три субпопуляции гемоцитов, среди 
которых агранулярные клетки (агрануло-
циты и гиалиноциты) были доминирующим 
типом клеток. Результаты исследования 
показывают сходство между морфологией 
и функциональными свой ствами гемоцитов 
устриц и мидий. Для агранулярных клеток 
характерно отсутствие гранул в цитоплазме 
и более высокое по сравнению с гранулоци-

тами ЯПО. Гранулоциты способны образо-
вывать псевдоподии, содержат большое чис-
ло гранул в цитоплазме и имеют небольшое 
ацентричное ядро. Как гранулярные, так 
и агранулярные клетки обоих видов исследо-
ванных моллюсков обладали способностью 
к продукции АФК. Гиалиноциты устриц 
обладали свой ствами промежуточной ста-
дии дифференциации между агранулоцита-
ми и гранулоцитами: не содержали гранул 
в цитоплазме, ядро располагалось в центре 
клетки, были способны образовывать псев-
доподии. Полученные результаты являются 
научной основой, необходимой для анализа 
функционального состояния культивируе-
мых в черноморском регионе двустворчатых 
моллюсков.
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