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Введение

В	 последние	 десятилетия	 индустриали-
зация	идет	все	более	высокими	темпа-
ми,	при	этом	ускоряется	и	деградация	

окружающей	 среды,	 вызванная	 антропо-
генным	 влиянием.	 Одними	 из	 приоритет-
ных	загрязняющих	веществ	водных	экоси-
стем	считаются	соли	тяжелых	металлов,	из	
которых,	в	свою	очередь,	наиболее	токсич-
ными	 признаны	 соединения	 ртути	 и	 кад-
мия	[1,	2].

Привносимый	 с	 водным	 потоком,	 кад-
мий	 может	 осаждаться	 в	 виде	 органомине-
ральных	 комплексов	 в	 илах.	 Накапливаясь	
в	 бентосных	 организмах,	 являющихся	 кор-
мовой	 базой	 для	 многих	 рыб	 [3],	 кадмий	
даже	 в	 малых	 концентрациях	 способен	
вызвать	 нарушение	 структуры	 популяций	
и	общей	резистентности	рыб	[1,	2].	

В	 настоящее	 время	 достаточно	 хорошо	
изучено	 влияние	 кадмия	 на	 состав	 и	 соот-

ношение	 лейкоцитов	 крови	 и	 кроветвор-
ных	органов	[4-6],	в	меньшей	степени	—	на	
структуру	лейкоцитов	[7-9]	и	совсем	слабо	
изучена	 реакция	 гуморальных	 неспецифи-
ческих	 факторов	 иммунитета.	 При	 этом	
имеющиеся	 сведения	 относятся,	 в	 основ-
ном,	 к	 промысловым	 видам.	 В	 то	 же	 вре-
мя	большой	интерес	представляет	реакция	
на	 действие	 кадмия	 малоизученных	 пред-
ставителей	 ихтиофауны	 средней	 полосы	
России.	 К	 таким	 видам	 относится,	 напри-
мер,	 усатый	 голец	 Barbatula barbatula	 (L.),	
отряд	 карпообразные	 (Cypriniformes),	 до-
статочно	 часто	 встречающийся	 в	 неболь-
ших	речках	Волжского	бассейна.	Он	ведет	
придонный	 образ	 жизни	 и	 по	 способу	 пи-
тания	 относится	 к	 типичным	 бентофагам	
[10].	Сведения	о	строении	и	функциях	им-
мунной	системы	этих	рыб	и	ее	реакции	на	
токсические	 воздействия	 в	 литературе	 от-
сутствуют.

Цель	 работы	 —	 изучение	 некоторых	
морфофизиологических	 показателей	 кро-
ви	и	иммунокомпетентных	органов	усатого	
гольца	и	анализ	их	изменения	под	действи-
ем	ионов	кадмия.
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рассматриваются результаты 
исследования действия ионов кадмия на 

иммунофизиологические показатели усатого 
гольца в хроническом эксперименте. 

полученные данные свидетельствуют о 
проявлении неспецифической стрессовой 
реакции, затрагивающей как клеточное, 

так и гуморальное звенья иммунитета. На 
ультраструктурном уровне выявлены изменения 
лейкоцитов, приводящие к гибели клеток уже 

на ранних сроках воздействия.
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Материалы и методы исследования

работу	проводили	в	октябре	на	40	особях	
усатого	гольца	с	массой	4,2±0,2	г	и	дли-
ной	 тела	 8,6±1,2	 см.	 Рыб	 отлавливали	

в	 р.	 Ильдь	 (Ярославская	 обл.)	 на	 участке,	
не	 подверженном	 антропогенному	 воздей-
ствию	[11].	Рыбы	были	помещены	в	50-ли-
тровые	аэрируемые	пластиковые	аквариумы	
с	водопроводной	водой	по	5	особей.	До	на-
чала	 эксперимента	 они	 проходили	 аккли-
мацию	 в	 течение	 месяца.	 Рыб	 ежедневно	
кормили	 тонущими	 хлопьями	 для	 мелких	
карповых	рыб	(Tropical,	Польша).

В	качестве	токсического	агента	использо-
вали	хлорид	кадмия	(CdCl2).	Значение	96	ч	
LC50	устанавливали	в	предварительном	опы-
те.	В	аквариум	с	подопытными	рыбами	соль	
вносили	до	концентрации	50	мкг/л	в	расче-
те	 по	 иону	 металла	 (0,002	 от	 LC50).	 Раствор	
токсиканта	 в	 аквариумах	 опытной	 группы	
рыб	заменяли	через	сутки.	Материал	для	ис-
следования	лейкоцитов	крови	и	иммуноком-
петентных	 органов	 отбирали	 через	 7,	 14,	 21	
и	28	сут	экспозиции,	показателей	гумораль-
ного	иммунитета	—	через	14,	21	и	28	сут	от	5	
рыб	опытной	и	контрольной	групп	в	каждый	
срок.	 Рыб	 взвешивали,	 измеряли,	 отбирали	
кровь	 после	 отсечения	 хвостового	 стебля	
и	 затем	 извлекали	 органы	 для	 получения	
мазков-отпечатков	и	дальнейшего	анализа.

Величину	 гепатосоматического	 индекса	
рассчитывали	как	отношение	массы	печени	
к	массе	рыбы,	выраженное	в	процентах.

Экстракты	 ткани	 печени	 получали	 со-
гласно	методике	[12].	Лизоцим	определяли	
нефелометрическим	 методом	 [13],	 концен-
трацию	фермента	рассчитывали	в	мкг	на	мг	
веса	ткани.

Содержание	 иммунных	 комплексов	
определяли	 стандартным	 методом	 путем	
осаждения	с	полиэтиленгликолем	[14].

Оценку	 фагоцитарной	 активности	 ней-
трофилов	 крови	 проводили	 методом	 теста	
с	 нитро-синим	 тетразолиевым	 (НСТ-тест)	
[4].	 Для	 этого	 цельную	 кровь	 рыб,	 собран-
ную	в	пробирки	с	антикоагулянтом	(20	мкл	
цитрата	 натрия.	 5мкг/мл),	 инкубировали:	
в	 тесте	 по	 спонтанному	 фагоцитозу	 —	 0,5	
мл	крови	+	0,25	мл	0,3	%-ного	водного	рас-
твора	НСТ	+	0,25	мл	фосфатного	буфера	рН	
7,0;	в	тесте	по	индуцированному	фагоцитозу	
последний	заменяли	на	0,25	мл	5	%-ного	во-
дного	раствора	продигиозана	на	том	же	бу-
фере.	 Рассчитывали	 долю	 активированных	
нейтрофилов	 (ДАН,	 %)	 и	 индекс	 актива-
ции	нейтрофилов	(ИАН)	по	общепринятой	
формуле	[4].

Анализ	соотношения	лейкоцитов	прово-
дили	на	мазках	крови	и	мазках–отпечатках	
органов,	 приготовленных	 по	 стандартной	
методике,	окрашивали	по	 Романовскому	—	
Гимза	 [15].	 Под	 световым	 микроскопом	
VHX-1000E	 подсчитывали	 не	 менее	 200	
клеток	белой	крови.	

Материал	 для	 электронной	 микроско-
пии	 обрабатывали	 по	 стандартной	 методи-
ке	[16].	Ультратонкие	срезы	просматривали	
под	электронным	микроскопом	JEM	1011.

результаты и их обсуждение

лейкоцитарная формула крови.	В	норме	
формула	крови	гольца	подобна	другим	
костистым	рыбам	[17],	имеет	ярко	вы-

раженный	 лимфоидный	 профиль	 с	 долей	
лимфоцитов	 85,2±3,82	 %.	 Экспозиция	 рыб	
в	 токсиканте	 вызвала	 достоверное	 относи-
тельно	 контроля	 снижение	 доли	 лимфо-
цитов	 на	 протяжении	 всего	 эксперимента.	
Наименьшая	 доля	 лимфоцитов	 (66,8±3,48	
%)	 зарегистрирована	 после	 14	 сут,	 к	 окон-
чанию	 эксперимента	 она	 увеличилась	 до	
71,9±3,39	%.	Произошло	достоверное	увели-
чение	моноцитов	на	21–28	сут	(контроль	—	
1,22±0,82	%;	21	сут	—	7,73±1,70	%;	28	сут	—	
7,00±0,82	%).	Доля	палочкоядерных	нейтро-
филов	 достоверно	 изменилась	 с	 5,25±2,07	
%	 до	 12,98±2,77	 %	 на	 7	 сут	 и	 была	 выше	
контроля	 до	 конца	 эксперимента.	 Уровень	
содержания	сегментоядерных	нейтрофилов	
и	эозинофилов	мало	отличался	от	контроля.

Соотношение лейкоцитов на мазках-от-
печатках органов.	 Изменение	 доли	 лимфо-
цитов	в	тканях	происходило	аналогично	пе-
риферической	крови,	нейтрофилия	в	той	или	
иной	степени	отмечена	во	всех	органах,	кро-
ме	селезенки,	но	к	28	сут	сохранилась	лишь	

Рис. 1.  Фагоцитарная активность нейтрофилов гольца. а) ДАН; б) ИАН. 
1 — спонтанная активность нейтрофилов в контрольной группе; 
2 — индуцированная активность в контроле; 3 — спонтанная 
активность клеток в опыте; 4 — индуцированная активность 
клеток в опыте.

Т.Б. Лапирова, 
кандидат био-

логических наук, 
старший науч-
ный сотрудник, 

ФГбУН Институт 
биологии вну-

тренних вод им. 
И.Д. Папанина 

Российской ака-
демии наук

Е.А. Заботкина, 
кандидат био-

логических наук, 
ведущий науч-
ный сотрудник, 

ФГбУН Институт 
биологии вну-

тренних вод им. 
И.Д. Папанина 

Российской ака-
демии наук 



Гидробиология
79

в	 головной	 почке.	
Значимый	 рост	
доли	 макрофагов	
выявлен	во	всех	ор-
ганах	с	14–21	сут	до	
конца	 наблюдений.	
По	эозинофилам	от-
личия	 с	 контролем	
были	 незначитель-
ны,	 а	 по	 плазмати-
ческим	 клеткам	
достоверный	 рост	
произошел	 лишь	
в	туловищной	почке	
на	7	сут.

Таким	 образом,	
при	 действии	 ток-
сиканта	происходит	
изменение	 направ-
ленности	процессов	
клеточной	 диффе-
ренцировки	в	крови	
и	органах	в	сторону	
усиления	 миелопо-
эза	 и	 подавления	
лимфопоэза.	 Сдвиг	
соотношения	 лей-
коцитов,	 выявлен-
ный	 в	 данном	 ис-
следовании,	 ранее	
был	 обнаружении	
при	 действии	 кад-
мия	на	другие	виды	
рыб	[4,	18].

Фагоцитарную 
активность ней-
трофилов	 оцени-
вали по результа-
там НСТ-теста.	
Выявлено	 досто-
верное	 стимули-
рующее	 влияние	
исследуемой	 кон-
центрации	 ионов	
кадмия	как	на	долю	

клеток,	способных	к	фагоцитозу,	так	и	на	их	способность	к	про-
изводству	 активных	 форм	 кислорода	 в	 течение	 всего	 экспе-
римента	 (рис. 1	 а,	 б).	 Высокий	 уровень	 доли	 активированных	
нейтрофилов	 по	 отношению	 к	 контролю	 совпадает	 с	 большей	
долей	 палочкоядерных	 нейтрофилов	 в	 крови	 гольцов	 в	 опыт-
ной	группе	и	имеет	сходную	тенденцию	изменения	(рис. 1	а).

Ультраструктура лейкоцитов.	 У	 контрольных	 особей	 тон-
кая	структура	лимфоцитов,	макрофагов,	плазматических	клеток	
и	 эозинофилов	 подобна	 описанной	 для	 видов	 сем.	 Cyprinidae	
(рис. 2	 в,	 д,	 ж)	 [19].	 В	 нейтрофилах	 усатого	 гольца	 выявлены	
гранулы	с	электронно-плотной	округлой	сердцевиной	(FF	гра-

Рис. 2.  Ультраструктура лейкоцитов гольца. 
а – нейтрофил контроль, б — нейтрофил 
7 сут, в - макрофаг контроль, г — 
макрофаг 7 сут, д — эозинофил 
контроль, е — эозинофил 14 сут, ж — 
лимфоцит контроль, з — лимфоцит 14 
сут. Обозначения: МТХ — митохондрия, 
рМТХ — разрешенная митохондрия, 
СГ — специфические гранулы, Ф — 
фагосомы, ШЭР — шероховатый 
эндоплазматический ретикулум, ЯП — 
ядерная петля, Я — ядро.
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вета,	 отражающего	 усиление	 детоксикаци-
онной	 функции	 печени	 в	 отношении	 раз-
личного	рода	воздействий	[18].	Отсутствие	
выраженной	 реакции	 показателя	 в	 случае	
с	гольцами	можно	отнести	за	счет	большой	
разницы	в	используемой	концентрации	ток-
сиканта.

Иммунные комплексы (ИК) печени.	
У	рыб,	экспонированных	в	кадмии,	относи-
тельное	 содержание	 ИК	 в	 органе	 на	 21	 сут	
несколько	 возросло,	 но,	 тем	 не	 менее,	 не	
превысило	 трети	 от	 контроля.	 Как	 указы-
валось	 выше,	 под	 действием	 токсиканта	 не	
произошло	значительного	роста	доли	плаз-
матических	 клеток	 в	 почках	 и	 селезенке,	
в	 печени	 эти	 клетки	 не	 были	 обнаружены	
ни	 в	 опытной,	 ни	 в	 контрольной	 группах.	
Таким	образом,	примененная	концентрация	
кадмия,	скорее	всего,	не	повлекла	заметного	
увеличения	выработки	антител	к	токсикан-
ту.	 Но	 при	 этом	 в	 результате	 общей	 моби-
лизации	 ресурсов	 неспецифической	 защи-
ты	 могли	 интенсифицироваться	 процессы	
утилизации	чужеродного	материала.	Те	ИК,	
которые	присутствуют	обычно	в	кровотоке,	
и	небольшое	количество	вновь	появивших-
ся,	 видимо,	 элиминировались	 в	 селезенке,	
являющейся	 основным	 местом	 их	 перера-
ботки,	при	этом	в	печени	их	количество	не	
только	не	возросло,	но	даже	снизилось.

Лизоцим печени.	 Известно,	 что	 лизоцим	
играет	роль	в	поддержании	гомеостаза	в	пе-

нулы	=	0,8)	(рис. 2	а),	которые	не	обнаруже-
ны	у	других	видов	рыб.

Установлено,	что	кадмий	оказал	влияние	
на	 структуру	 лейкоцитов	 гольца.	 Через	 7	
сут	 в	 цитоплазме	 выявлены	 митохондрии	
с	 частичным	 или	 полным	 разрушением	
крист.	В	ядрах	нейтрофилов	произошло	об-
разование	ядерной	петли,	которая	возникла	
в	результате	расслоения	ядерной	мембраны	
(рис. 2	б).	У	группы	опытных	рыб	увеличи-
лись	размеры	макрофагов	(от	7,6	х	6,3	мкм	
в	 контроле	 до	 11	 х	 7,9	 мкм	 в	 опыте)	 и	 раз-
меры	 фагосом	 в	 этих	 клетках	 (от	 2,1	 х	 1,8	
мкм	в	контроле	до	3,6	х	2,5	мкм	в	опыте).	Во	
многих	фагосомах	обнаруживались	остатки	
клеток	 эритроидного,	 лимфоидного	 и	 зер-
нистого	рядов	(рис. 2	г).

На	 этапе	 14	 сут	 кроме	 выше	 описанных	
изменений	наблюдали	образование	ядерной	
петли	 в	 некоторых	 эозинофилах	 (рис. 2	 е),	
расширение	 цистерн	 шероховатого	 эндо-
плазматического	 ретикулума	 (ШЭР)	 в	 ци-
топлазме	 многих	 лимфоцитов	 (рис. 2	 з),	
размеры	 фагосом	 выросли	 до	 6,0	 х	 3,9	 мкм	
по	сравнению	с	7	сут	эксперимента.

После	21	и	28	сут	кроме	ранее	выявлен-
ных	 изменений	 иных	 патологий	 клеток	 об-
наружено	не	было.

Таким	 образом,	 уже	 на	 ранних	 сроках	
воздействия	 токсикантом	 выявлен	 процесс	
альтерации	 клеток	 белой	 крови,	 заключаю-
щийся	в	патологических	изменениях	мито-
хондрий	клеток,	ядер	гранулоцитов,	измене-
нии	функционирования	ШЭР	лимфоцитов,	
наличии	 частей	 клеток	 в	 фагосомах	 макро-
фагов.	 Выявленные	 нами	 ультраструктур-
ные	 изменения,	 приводящие	 к	 гибели	 лей-
коцитов,	можно	рассматривать	как	систему	
неспецифических	реакций,	выявленную	и	у	
других	видов	рыб	[8,	18].

Гепатосоматический индекс.	 Действие	
кадмия	не	вызвало	резких	колебаний	пока-
зателя,	 с	 14	 по	 28	 сут	 наблюдений	 он	 дер-
жался	 в	 пределах	 1,16±0,27	 —	 1,20±0,23	 %.	
Лишь	 в	 первый	 срок	 отбора	 значения	 ока-
зались	 несколько	 ниже	 —	 0,85±0,38	 %.	 У	
контрольных	рыб	уровень	средних	величин	
был	даже	менее	однороден	—	от	1,0±0,35	до	
1,59±0,44	%;	значимых	различий	между	по-
казателями	 опытной	 и	 контрольной	 групп	
не	выявлено.	

Как	 было	 показано	 в	 исследованиях	 на	
годовиках	карпа,	кадмий	в	концентрации	0,2	
от	 96	 ч	 	 LC50	 привел	 к	 достоверному	 росту	
гепатосоматического	 индекса	 в	 течение	 21	
сут	с	начала	эксперимента,	далее	показатель	
вернулся	 к	 контрольному	 уровню.	 Авторы	
считают	 это	 проявлением	 адаптивного	 от-
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Рис. 3.  Концентрация лизоцима в печени, мкг/мг 
ткани.
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большое	 количество	 макрофагов,	 содержа-
щих	 фагосомы	 с	 разрушенными	 остатками	
гранулоцитов.	 Ультраструктурные	 измене-
ния	 макрофагов	 сопровождались	 увеличе-
нием	доли	этих	клеток	в	крови	и	органах	от-
носительно	 контроля	 на	 протяжении	 всего	
эксперимента.

Степень	выраженности	изменений	гумо-
ральных	 факторов	 врожденного	 иммуни-
тета	 была	 неодинакова.	 Увеличения	 коли-
чества	 ИК	 в	 печени	 не	 произошло,	 однако	
экспозиция	 в	 токсиканте	 вызвала	 фазовые	
колебания	 уровня	 лизоцима	 в	 печени,	 ха-
рактерные	 для	 неспецифической	 стрессо-
вой	 реакции.	 Корреляция	 сдвигов	 данного	
показателя	 с	 изменением	 доли	 нейтрофи-
лов	 и	 макрофагов	 в	 органе	 свидетельству-
ет	 о	 взаимосвязи	 реагирования	 клеточных	
и	 гуморальных	 факторов	 неспецифической	
защиты.
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риод	 адаптации	 рыб	 к	 резким	 изменениям	
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держание	лизоцима	[22].	
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0,4-0,5	мкг/мг	ткани.	Кадмий	вызвал	значи-
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резкое	 снижение	 выработки	 фермента,	 со-
впадающее	 с	 падением	 доли	 нейтрофилов.	
Следующая	 фаза	 может	 рассматриваться	
как	 адаптационная,	 вновь	 возобновляется	
выработка	лизоцима	в	органе,	вполне	веро-
ятно,	больше	уже	за	счет	макрофагов	пече-
ни,	 процент	 которых	 остается	 достаточно	
высоким	относительно	контроля.	

Заключение

результаты	 исследования	 показывают,	
что	 действие	 кадмия	 привело	 к	 разви-
тию	неспецифической	стрессовой	реак-

ции.	 По	 клеточному	 звену	 иммунитета	 это	
проявилось	 в	 сдвиге	 лейкоцитарной	 фор-
мулы	в	сторону	усиления	миелопоэза	и	по-
давления	 лимфопоэза.	 Увеличение	 относи-
тельного	 количества	 нейтрофилов	 в	 крови	
сопровождалось	 усилением	 их	 фагоцитар-
ной	 активности	 и	 способности	 к	 производ-
ству	 активных	 форм	 кислорода.	 Вспышка	
метаболической	 активности	 нейтрофилов	
подтверждается	 электронно-микроскопиче-
скими	 исследованиями,	 которые	 выявили	
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influEncE of cadmium ions  

on morpho-physiological characteristics  

of the barbatula barbatula (l.)

This article represents research results on cadmium action on immuno-physiological characteristics of a 
bearded stone loach in long-term experiment. Obtained data reveal about expression of non-specific stress 

response affecting humoral and cell factors of immunity. Transformations of leucocyte ultrastructure resulting 
in cell death were detected in early impact.
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