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Проведен анализ клеточных и гуморальных реакций у легочных моллю-

сков Planorbarius corneus при заражении партенитами трематод. Показано 
наличие в гемолимфе изученных пульмонат двух популяций гемоцитов — гра-
нулоцитов и гиалиноцитов. Показано, что их соотношение меняется в зави-
симости от размера моллюсков и их зараженности. Выявлена разная интен-
сивность экспрессии генов факторов защитных реакций в гемолимфе и гепа-
топанкреасе зараженных разными видами трематод и незараженных моллю-
сков.  
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ANTY-TREMATODE DEFENSE REACTIONS OF PLANORBIDAE SNAILS 
(GASTROPODA, PULMONATA) 

 
The detection of the resistance genetic mechanisms is one of the urgent 

problems of the comparative immunology. Multitude genes encoding different 
factors of snails defense reactions operate the whole immune system. For the 
resistance genetic basis studying classical and modern molecular methods are used. 
The classical identification of the resistance inheritance is based on the comparison 
of the susceptibility level in parasite-host systems and crossings-selection methods, 
in which different snail lines are used.  
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Сведения о функционировании системы иммунитета у организмов разных 

таксонов составляют основу сравнительно-иммунологических построений, рас-
крывающих пути её становления. Легочные брюхоногие моллюски (Pulmonata) 
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в этом отношении являются одной из наиболее интенсивно изучаемых моделей 
среди беспозвоночных. Многие из них являются промежуточными хозяевами 
трематод — возбудителей опасных заболеваний человека и животных.  

Основными эффекторными элементами защитной системы пульмонат яв-
ляются циркулирующие клетки гемолимфы — гемоциты [3; 7]. Гемоциты обес-
печивают распознавание, изоляцию и элиминацию чужеродных факторов, а 
также восстановление внутренней среды от последствий защитных реакций 
[15]. Они проявляют свойства, характерные для фагоцитов, вовлеченных в ре-
акции врожденного иммунитета: способны к хемотаксису, адгезии, фагоцитозу, 
генерации активных форм кислорода [3; 17].  

Гуморальные компоненты гемолимфы также участвуют в реализации всех 
этапов защитных реакций пульмонат [10]. У моллюсков с разным уровнем ре-
зистентности к трематодам выявлены различия в интенсивности экспрессии 
факторов защитных реакций [27; 19]. Однако остаются невыясненными меха-
низмы регуляции клеточного и гуморального ответов, пути взаимодействия гу-
моральных и клеточных компонентов.  

Поэтому несмотря на большой интерес к данному вопросу сведения о за-
щитных реакциях легочных моллюсков остаются во многом фрагментарными. 
Для выяснения механизмов формирования защитных реакций пульмонат необ-
ходим комплексный анализ клеточных и гуморальных компонентов этой систе-
мы, а также расширение количества изучаемых моделей.  

В рамках данной работы был проведен анализ клеточных и гуморальных 
защитных реакций лёгочных моллюсков Planorbarius corneus (сем. Planorbidae) 
на заражение трематодами.  

 

Объектом исследования послужили моллюски Planorbarius corneus, со-
бранные в водоёмах Ленинградской области, часть которых была заражена тре-
матодами Cotylurus sp. (сем. Strigeidae), Nоtocotylus sp. (сем. Notocotylidae), Pla-
giorchis sp. (сем. Plagiorchiidae), Bilharziella polonica (сем. Schistosomatidae), 
представителем сем. Echinostomatidae. Первоначально зараженность определя-
ли по эмиссии церкарий, а позднее — уточняли в ходе вскрытия улиток.  

Гемолимфу для анализа забирали с помощью пастеровской пипетки из 
кровеносного синуса в головном отделе моллюсков. Анализ клеток гемолим-
фы проводили в капле на предметном стекле с лунками, для длительного на-
блюдения (4–8 часов) гемолимфу инкубировали во влажной камере. Подсчет 
числа клеток осуществляли в камере Горяева. Препараты фотографировали в 
режимах светлого поля и фазового контраста (микроскоп Leica-DM 5000). Ци-
тофлуориметрический анализ использовали для изучения особенностей кле-
точного состава гемолимфы Planorbarius corneus, зараженных разными видами 
трематод, для определения соотношения различных типов гемоцитов у моллю-
сков разных размеров, а также для оценки фагоцитарной активности гемоцитов. 
В последнем случае моллюскам предварительно инъецировали суспензии бак-
терий Escherichia сoli и Staphilococcus aureus, меченных флуоресцеин-5-
изотиоционатом (ФИТЦ). Контрольной группе вводили физиологический рас-
твор. Гемолимфу забирали непосредственно перед анализом на проточном ци-
тометре (Beckman Coulter). Для выявления пероксидазы в гемоцитах был адап-
тирован метод Амитэджа для мазков крови [5].  
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Экспрессию генов, кодирующих факторы защитных реакций, изучали 
на уровне транскрипции. Тотальную РНК изолировали с использованием реак-
тива «TRIzol Reagent» в соответствии с инструкцией производителя. По данным 
электрофореза (в 1%-ном агарозном геле) полученные препараты РНК 
(А260/280 = 1,9) не содержали примесей ДНК и продуктов деградации РНК. 
Концентрацию РНК выравнивали по содержанию 28S рРНК. Синтез кДНК в 
реакции обратной транскрипции проводили на тотальной РНК со случайными 
праймерами или олиго(dT)-затравкой. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 
на полученной кДНК проводили со специфическими праймерами для амплифи-
кации предположительно транскрибируемого участка. Гель-электрофорез 
ПЦР-продуктов проводили в 1,4%-ной агарозе или в 8%-ном ПААГ, гели окра-
шивали соответственно бромистым этидием или AgNO3 [30]. В качестве марке-
ров использовали ДНК-маркеры молекулярных весов («Сибэнзим», Новоси-
бирск).  

Компьютерные программы. Для фотографирования препаратов клеток и 
тканей, для оценки размеров и площадей клеток была использована программа 
«Image Scope». Для работы с нуклеотидными последовательностями использо-
вали открытые базы данных «GenBank» на сервере NCBI, программы «BLAST», 
«CLUSTAL W». Для подбора праймеров и расчета условий амплификации ис-
пользовали программу «Gene Runner 3,0», для оценки интенсивности зон элек-
трофореза — программу «Scion Image 4».  

 

Клеточные реакции 
 

Гемоциты Planorbarius corneus представлены двумя основными типами 
— гранулоцитами и гиалиноцитами. Гранулоциты — хорошо распластываю-
щиеся на субстрате клетки размером 9,5±5,94 × 12,95±7,89 мкм, формирующие 
при этом филоподии и лобоподии. Они имеют овальные ядра размером 
4,08±2,76 × 5,26±2,18 мкм. Среднее ядерно-цитоплазматическое отношение — 
0,12 (рис. 1, а, б, в). Внутренняя часть цитоплазмы этих клеток содержит мно-
гочисленные гранулы и везикулы. Гиалиноциты — округлые клетки размером 
6,12±1,24 × 8,13±,54 мкм. Они имеют округлые или овальные ядра размером 
2,56±1 × 3,32±1,35 мкм. Среднее ядерно-цитоплазматическое отношение — 
0,25. Гиалиноциты способны формировать лобоподии (рис. 1, г, д).  

 

 
 

Рис. 1. Клеточные элементы гемолимфы моллюска Planorbarius corneus:  
а, б, в — гранулоциты, г, д — гиалиноциты, е — крупные гранулоциты 

 

а) 

б) 

в) г)

д)

е)
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Установлено, что гемоциты Planorbarius corneus сохраняют жизнеспособ-
ность во влажной камере на протяжении 4–8 ч (в зависимости от объема пробы 
и физиологического состояния моллюска). В дальнейшем происходит гибель 
клеток гемолимфы. Инкубирование с суспензиями бактерий значительно уско-
ряет этот процесс.  

При инкубировании во влажной камере более 5 ч среди гранулоцитов 
преобладают крупные клетки с ядрами, содержащими крупные глыбки гетеро-
хроматина (рис. 1, е). Морфологически похожие клетки были описаны ранее в 
составе капсул вокруг дегенерирующих спороцист и трансплантатов тканей 
[23]. Высказано предположение, что такие гранулоциты более устойчивы к па-
тологическим изменениям, происходящим в организме зараженного моллюска 
[20]. Они же оказываются наиболее жизнеспособными при инкубировании, в 
условиях накопления продуктов обмена веществ. Можно предположить, что 
крупные гранулоциты являются специализированной группой гемоцитов, уча-
ствующих в процессах инкапсуляции. Гранулоциты также часто формируют 
скопления, включающие от 2 до 10 клеток (рис. 2).  

 

 
 

Рис. 2. Агрегации гранулоцитов Planorbarius corneus.  
Фотографирование — в режиме РН. Объектив — 100х. 

 
Гранулоциты за время наблюдения распластываются на субстрате, изме-

няя форму и перемещаясь относительно первоначального места прикрепления. 
Гиалиноциты медленнее закрепляются на субстрате и в течение времени на-
блюдения практически не меняют свою форму (рис. 3).  

 

 
 

Рис. 3. Серия последовательных фотографий, иллюстрирующих характер  
изменения гемоцитов Planorbarius corneus при инкубировании.  

Указано время инкубирования. Справа — гранулоцит, слева — гиалиноцит.  
Фотографирование — в режиме РН. Объектив — 100х 

 
Способность гранулоцитов к распластыванию на субстрате, адгезии к дру-

гим клеткам подтверждает их основную роль в процессах инкапсуляции чуже-
родных объектов [33]. Гранулоциты различной формы были описаны ранее в со-
ставе капсул вокруг трансплантатов и паразитов [24; 12]. Неоднократно предпри-
нимались попытки классифицировать различные морфотипы гранулоцитов [2].  

20 мин 35 мин 50 мин

10 мкм 
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При изучении гемоцитов in vitro нами отмечена большая вариабельность 
не только размеров, но и формы гранулоцитов: на протяжении нескольких ча-
сов клетки могут менять форму, размер и количество псевдоподий. На наш 
взгляд, это подтверждает принадлежность описанных ранее морфотипов грану-
лоцитов к одному клеточному типу, хотя и весьма полиморфному.  

На основе цитофлуориметрического анализа в гемолимфе зараженных и не-
зараженных моллюсков Planorbarius corneus выявлены две популяции гемоци-
тов: мелкие клетки с небольшим числом гранул и крупные, более гранулярные 
клетки. По относительным размерам и гранулярности данные популяции гемоци-
тов соответствуют описанным выше гранулоцитам и гиалиноцитам (рис. 4).  

 

 
 
 
 

Рис. 4. Цитофлуорограмма гемолимфы моллюсков Planorbarius corneus.  
Регион W — гиалиноциты, регион V — гранулоциты. Ось абсцисс —  

прямое светорассеивание (пропорционально диаметру гемоцитов), ось ординат —  
боковое светорассеивание (характеризует структуру и гранулярность гемоцитов) 
 
У незараженных моллюсков гиалиноциты составляют 58,52±6,51%, а гра-

нулоциты — 37,08±7,28% от всех гемоцитов, при этом не выявлено четкой гра-
ницы между выделенными популяциями. У моллюсков, зараженных тремато-
дами Cotylurus sp., четко выделяются две популяции клеток. Гиалиноциты со-
ставляют 32,87±11,7%, а гранулоциты — 57,42±8,37% от всех клеток гемолим-
фы. У моллюсков, зараженных партенитами Nоtocotylus sp., наблюдается схо-
жая картина: гранулоциты и гиалиноциты составляют соответственно 
34,07±9,13% и 56,10±10,6% от всех гемоцитов. У моллюсков, зараженных тре-
матодами Plagiorchis sp., соотношение популяций клеток оказывается близким 
к таковому у незараженных особей: у гранулоцитов — 31,68±5,13%, у гиалино-
цитов — 56,32±4,96%. Однако в этом случае отмечена более четкая граница 
между гранулоцитами и гиалиноцитами. У катушек, зараженных партенитами 
сем. Echinostomatidae, гранулоциты составляют в среднем 41,31±8,10%, а гиа-
линоциты — 38,06±11,48% от всех гемоцитов.  

Таким образом, заражение различными видами трематод по-разному 
влияет на соотношение популяций гемоцитов в гемолимфе моллюсков (рис. 5). 
Похожие результаты были получены при изучении гемоцитов двустворчатых 
моллюсков: инъецирование мидиям бактерий Salmonella typimurium приводит к 
изменению соотношения типов клеток в гемолимфе [21]. Можно предположить, 
что заражение приводит к специализации гемоцитов, принимающих участие в 
клеточном ответе.  

Различный клеточный ответ может быть связан с разными стратегиями 
развития трематод в моллюске [4; 13]. Одним из факторов, способных влиять  
на соотношение циркулирующих гемоцитов, может быть формирование гемоци- 
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тарной мантии вокруг паразита [6]. В результате извращения клеточной реак-
ции и оседания значительного числа гемоцитов на тегумент спороцисты может 
изменяться соотношение клеточных типов в циркуляции. Кроме того, метабо-
лизм гемоцитов в составе мантии значительно изменяется под действием пара-
зита [3]. Следовательно, посредством гуморальных факторов паразит направля-
ет специализацию гемоцитов в составе мантии. Такой процесс, направляемый 
паразитом и затрагивающий всю циркуляцию гемолимфы, не может не отра-
зиться на соотношении типов гемоцитов. Вероятно, формирование многослой-
ных гемоцитарных капсул вокруг паразитов также влияет на соотношение цир-
кулирующих гемоцитов [1].  

В настоящее время все больше подтверждается точка зрения, что сложив-
шиеся в ходе длительного развития взаимоотношения внутри паразитохозяин-
ной системы «трематоды—моллюск» являются специфичными. В литературе 
имеются сведения примерно о трех десятках изученных в этом отношении  
видов моллюсков [32]. Для большинства из них известен определенный круг 
специфичных паразитов. По некоторым данным, трематоды различаются по 
способности к взаимодействию с внутренними защитными системами моллю-
ска [15; 31]. Соответственно и механизмы защитных реакций, участвующих в 
подавлении трематодной инвазии, могут быть различными. А это предполагает, 
в том числе, и различное соотношение гуморальных и клеточных реакций в по-
давлении заражения.  

Следует отметить, что в рамках данной работы мы исследовали моллю-
сков со «зрелыми» заражениями, то есть особей эмитирующих церкарий. Кроме 
того, использование природно-зараженного материала не позволяет оценить 
временнóй динамики клеточной реакции.  

Дополнительно был выполнен анализ корреляции между размерами мол-
люска и соотношением гиалиноцитов и гранулоцитов в циркуляции. Установ-
лено наличие достоверной отрицательной корреляции между этими параметра-
ми (r. =. –0,93; mr = 0,076; при n = 31). У мелких моллюсков гранулоцитов мень-
ше, а гиалиноцитов больше, чем у более крупных особей (рис. 6).  
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Рис. 5. Соотношение клеточных типов в гемо-
лимфе моллюсков Planorbarius corneus по 
данным цитофлуориметрического анализа. 
По оси абсцисс: 1 — незараженные особи,  

2–5 — особи, зараженные трематодами  
(2 — Cotylurus sp., 3 — Nоtocotylus sp.,  

4 — Plagiorchis sp., 5 — сем. Echinostomatidae). 
По оси ординат: процент клеток от общего 

числа в циркуляции 

Рис. 6. Соотношение гранулоцитов и гиали-
ноцитов у моллюсков Planorbarius corneus 

с разным диаметром раковины. 
По оси абсцисс: классы с разным диаметром 
раковины, мм. По оси ординат: процент 
клеток от общего числа в циркуляции 22―25       26―29       30―33      34―37 
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С возрастом моллюски подвергаются влиянию большего количества анти-
генов, что может вызывать возрастание числа функционально активных клеток. 
Этот факт также подтверждает основную роль гранулоцитов в клеточных реак-
циях пульмонат. 

Для исследования фагоцитарной активности гемоцитов моллюскам 
вводили суспензии бактерий Escherichia coli и Staphylococcus aureus, меченных 
ФИТЦ. Цитофлуориметрический анализ показал, что наибольшая интенсив-
ность флуоресценции гемоцитов наблюдается через 3 ч после инъекции (рис. 7). 
Кишечную палочку фагоцитируют 49,31±12,39%, а стафилококка — 
78,5±7,14% гемоцитов. При этом кишечную палочку интенсивнее фагоцитиру-
ют гиалиноциты, а стафилококка — гранулоциты. Через 6–12 ч происходит 
снижение флуоресценции, что может указывать на переваривание бактерий.  

 

 
 
Ранее было показано, что введение мидиям патогенных грамотрицатель-

ных бактерий рода Vibrio приводит к резкому снижению количества гемоцитов 
в циркуляции для двустворчатых моллюсков [11; 26]. Но при этом относитель-
ное число гиалиноцитов возрастает, что, по мнению исследователей, является 
доказательством участия этих клеток в элиминации бактерий [29]. Наши ре-
зультаты также подтверждают способность гиалиноцитов фагоцитировать 
именно грамотрицительные бактерии, к которым относится кишечная палочка.  

Бактерицидная активность гранулоцитов подтверждается результатами 
анализа экспрессии антимикробных пептидов (дефенсинов и митицинов) у дву-
створчатых моллюсков, иммунизированных бактериями [28]. Показано, что эти 
вещества скапливаются в особых гранулах в цитоплазме гранулоцитов, а после 
фагоцитоза они оказываются в фаголизосомах вместе с поглощенными бакте-
риями [28].  

Гемоциты моллюсков, зараженных трематодами, менее интенсивно фаго-
цитируют бактерий. Только 50,13±5,30% гемоцитов улиток, зараженных парте-
нитами Cotylurus sp., поглощают меченных ФИТЦ Staphylococcus aureus. Это 
подтверждает предположение, что продукты жизнедеятельности спороцист 
способны подавлять активность гемоцитов [16]. Ранее показано, что экскретор-
но-секреторные продукты партенит трематод влияют на синтез белка в гемоци-
тах, на их цитотоксическую и фагоцитарную активности [22; 16].  

Для выявления пероксидазной активности гемоциты инкубировали с 
0,02% раствором диаминобензидина. При этом обнаружено окрашивание части 
гранулоцитов, что может указывать на наличие пероксидаз, которые являются 
индикатором фагоцитарной активности клеток.  

Рис. 7. Поглощение меченых 
ФИТЦ бактерий Staphylococcus 
aureus гемоцитами Planorbarius 
corneus. А. Гистограмма. Б. Ци-
тофлуорограмма. По оси абсцисс: 

боковое светорассеивание.  
По оси ординат: интенсивность 

флуоресценции ФИТЦ 

А Б 
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Таким образом, результаты нашего исследования подтверждают точку 
зрения, что эффекторными элементами защитных реакций пульмонат являются 
циркулирующие клетки гемолимфы — гемоциты. Это подтверждается как из-
менением клеточного состава гемолимфы, так и изменением функциональной 
активности гемоцитов при воздействии чужеродных объектов, в частности, тре-
матод и бактерий. Кроме того, клеточный ответ пульмонат видоспецифичен — 
соотношение клеток в гемолимфе изменяется в зависимости от вида паразита, 
кроме того, разные типы гемоцитов принимают участие в элиминации разных 
антигенов.  

Гуморальные реакции 

Для исследования были выбраны гуморальные факторы, которые по по-
следним данным принимают участие в защитных реакциях пульмонат при за-
ражении партенитами трематод: фибриногенподобный белок (FREP), кальций-
связывающий белок (CaBP), С-подобный лектин (CLECT), цистатинподобный 
белок (Cyst) [19].  

В настоящее время в публикациях и электронных базах данных отсутст-
вуют сведения по нуклеотидным последовательностям, соответствующим фак-
торам защитных реакций Рlanorbarius corneus. В связи с этим специфические 
праймеры для изучения экспрессии генов факторов защитных реакций подби-
рали по консервативным участкам известных нуклеотидных последовательно-
стей других пульмонат (см. табл.).  

 
Специфические праймеры,  

использованные для обнаружения зрелых транскриптов генов ß-актина  
и факторов защитных реакций гастропод у моллюсков Planorbarius corneus 

 

мРНК 
Номер в 
«Gene-
Bank»* 

Нуклеотидные последовательности прямого 
(F) и обратного (R) праймеров 

Расчетная 
длина  

продуктов 
ПЦР, п. н. 

t от-
жига, 

°C 

actin AF329436 
F 5' AТТATGAGGTTAGATTTGGCTGGTC 3' 
R 5' CTGTGATTTCTTTCTGCATTCTGTC 3' 432 59 

FREP 7.1 AY028462 
F 5' TATAGAGGCTGGCAGGAGTATCGTG 3'
R 5' GACATGTGCAGTTTGAAGTAGCGTG 3' 433 63 

CLECT EB 709537 F 5’ ACCААТGGAGGAGGCTAC 3’ 
R 5’ TCAATGCAATCTTCGTTTC 3’ 221 63 

CaBP EB 709539 F 5’ CTTGCTATTATTGCTGTTG 3’ 
R 3’ AAGAGATGGAAGATGTGTG 3’ 308 60 

Cyst EB 709538 F 5’ GGATCCCGTCTGTAACTC 3’ 
R 5’ ACAATGAAAGGCAATGG 3’ 597 50,5 

 

Условные обозначения: FREP 7.1 — фибриногенподобный белок; CLECT — С-лектин; 
CaBP — кальций-связывающий белок; Cyst — цистатинподобный белок, * — указан номер 
нуклеотидных последовательностей в базе данных «GeneBank», по которым осуществлялся 
подбор праймеров.  

 
Исследования проводили на препаратах тотальной РНК, которую выделя-

ли из всего тела моллюсков Рlanorbarius corneus, а также на препаратах РНК, 
выделенных из гепатопанкреаса и гемолимфы катушек. Выделенные препараты 
РНК являлись матрицей в реакции обратной транскрипции для получения 
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кДНК соответствующих генов. Их исследовали методом полимеразной цепной 
реакции со специфическими для каждого изучаемого фактора праймерами. По-
лученные амплификаты анализировали в электрофоретически. Концентрацию 
амплификатов оценивали по плотности зон электрофореза полуколичественным 
методом в компьютерной программе «ScionImage». Уровень экспрессии генов 
факторов защитных реакций у Рlanorbarius corneus оценивали по отношению к 
активности гена, кодирующего β-актин.  

 
Фибриногенподобные белки (FREP) являются лектинами и участвуют в 

связывании и нейтрализации паразитов [16]. В настоящее время в базе данных 
«GeneBank» имеется несколько десятков последовательностей различных до-
менов FREP. Наиболее консервативным участком гена FREP является регион, 
соответствующий фибриногеновому домену. Так, нуклеотидная последователь-
ность, соответствующая фибриногеновому домену FREP 7.1 Biomphalaria 
glabrata, на 67–91% гомологична таковым у других видов биомфалярий. В свою 
очередь, разные семейства FREP различаются по структуре более вариабельно-
го иммуноглобулинподобного домена [35]. Поэтому именно нуклеотидная по-
следовательность гена фибриногенового домена FREP 7.1. B. glabrata была ис-
пользована при подборе специфических праймеров для изучения экспрессии 
FREP Рlanorbarius corneus (см. табл.).  

Экспрессия гена, кодирующего FREP, выявлена во всех исследуемых об-
разцах. Результаты ОТ-ПЦР анализа показывают присутствие во всех образцах 
амплификата длиной 560–570 п. н. (рис. 8).  

 

 
 

Рис. 8. Анализ амплификатов, получаемых на кДНК Planorbarius corneus с помощью спе-
цифических праймеров на последовательности, кодирующие FREP и β-актин у гастропод:  

А. Электрофорез в 1,4% агарозном геле. 1, 3, 5 — FREP, 2, 4, 6 — β-актин,  
7 — ДНК-маркер молекулярных весов 100–1000 п. н. 1, 2 — заражение Cotylurus sp.;  

3, 4 — заражение Bilharziella polonica; 5, 6 — незараженный моллюск.  
Б. Электрофорез в 8% ПААГ. 1 — амплификат FREP из гемолимфы зараженных  

моллюсков, 2 — ДНК-маркер молекулярных весов 100–1000 п. н. 
 
Установлено, что уровень экспрессии гена FREP повышается у моллю-

сков, зараженных трематодами Cotylurus sp. и Bilharziella polonica. Однако он 
значительно снижается у особей, зараженных Plagiorchis sp. и Notocotylus sp. 
(см. рис. 12).  

Согласно литературным данным, на интенсивность экспрессии генов, ко-
дирующих разные группы FREP, влияет как уровень резистентности моллюска, 
так и срок заражения трематодами. Показано, что у моллюсков Biomphalaria 
glabrata, зараженных эхиностомами, уровень экспрессии FREP 2 и FREP 4 по-
вышается уже через сутки после заражения (п. з.). При этом интенсивность  
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экспрессии FREP 4 постепенно снижается к 16-му дню п. з., а уровень экспрес-
сии FREP 2 остается повышенным и через 21 день п. з. В дальнейшем он оста-
ется на том же уровне.  

В нашей работе были использованы моллюски со зрелым заражением. 
Можно предположить, что к моменту взятия проб уровень экспрессии генов 
FREP у моллюсков стабилизировался в соответствии со спецификой ответа на 
заражение паразитом того или иного вида. Хотя в этом случае остается неяс-
ным, каким образом влияет на активность генов выход новых генераций парте-
нит.  

Лектины С-типа (СLECT) у многих моллюсков участвуют в распознава-
нии и опсонизации чужеродных объектов [14]. В базе данных «GeneBank» 
представлено около 200 нуклеотидных последовательностей, относящихся к 
СLECT моллюсков. Большинство из выявленных последовательностей принад-
лежат двустворчатым: Mytilus galloprovincialis, M. trossulus, M. edulis, Cras-
sostrea gigas и др. Недавно выяснилось, что гомолог СLECT есть и у гастропод. 
Для подбора праймеров, соответствующих этому фактору, мы использовали по-
следовательность ДНК, которая соответствует мРНК углеводсвязывающего 
участка СLECT Biomphalaria glabrata (EB709537) (см. табл.).  

Специфические праймеры, позволяющие амплифицировать выбранный 
нами участок гена CLECT, на разных кДНК выявляли продукты разной длины: 
приблизительно 510 и 290 п. н. (рис. 9, а).  

 

   
 
 
Рис. 9. Анализ амплификатов, получаемых на кДНК Planorbarius corneus,  

с помощью специфических праймеров на последовательности, кодирующие CLECT (а)  
и СаBP (б) у гастропод. Электрофорез в 1,4% агарозном геле. 1 — моллюск, зараженный 

Plagiorchis sp.; 2 — моллюск, зараженный Bilharziella polonica; 3 — незараженный  
моллюск; 4 — гепатопанкреас незараженного моллюска; 5 — моллюск,  

зараженный Cotylurus sp.; 6 — ДНК-маркер молекулярных весов 100–1000 п. н. 
 
Для измерения уровня экспрессии гена CLECT были использованы образ-

цы, в которых представлен продукт длиной примерно 290 п. н. Установлено, 
что уровень экспрессии гена значительно повышается при заражении моллю-
сков партенитами трематод (см. рис. 11).  

Ранее было показано повышение уровня экспрессии гена CLECT у мол-
люсков Biomphalaria glabrata, зараженных Echinostoma caproni [19]. Кроме то-
го, содержание лектинов С-типа повышается в гемолимфе Biomphalaria 
glabrata, иммунизированных грамположительными бактериями и дрожжами 
[18; 14]. Наши результаты согласуются с этими данными и подтверждают роль 
CLECT в защитных реакциях пульмонат на заражение трематодами: внедрение 

       1         2         3           6    3        2        4          5          6 

а) б)
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чужеродных факторов активизирует гены, кодирующие белки, принимающие 
участие в процессах распознавания чужеродного и клеточной адгезии.  

Группа кальцийсвязывающих белков (CaBP) принимает участие в регу-
ляции активности и подвижности клеток, вовлеченных в защитные реакции 
моллюсков [34]. В настоящее время известны неполные нуклеотидные последо-
вательности мРНК, соответствующие CaBP нескольких видов бивальвий и гас-
тропод Biomphalaria glabrata (EB709539). Последнюю мы и использовали для 
подбора специфических праймеров (см. табл.).  

С использованием праймеров, специфичных выбранному участку гена 
СаBP, выявляются два продукта — длиной около 390 и 600 п. н. (рис. 9, б). Из 
результатов, представленных на рис. 12, видно, что уровень экспрессии гена 
СаBP у моллюсков, зараженных Cotylurus sp. и Bilharziella polonica, выше, а No-
tocotylus sp. и Plagiorchis sp. — ниже, чем у незараженных. Согласно литера-
турным данным, активность транскрипции генов СаВР значительно увеличи-
вается у зараженных моллюсков резистентных линий [19].  

Цистатинподобные белки (Cyst) гастропод принимают участие во вне-
клеточных реакциях, обеспечивая регуляцию противоинфекционного ответа и 
элиминацию паразитов [26]. В базе данных «GeneBank» представлены нуклео-
тидные последовательности мРНК Cyst только двух видов брюхоногих моллю-
сков — Crassostrea gigas и Biomphalaria glabrata, которую мы и использовали 
для подбора специфических праймеров.  

С использованием праймеров, соответствующих гену Cyst, на разных  
к ДНК были получены продукты размером около 250, 400, 450 и 700 п. н.  
(рис. 10). На тотальных препаратах мРНК незараженных моллюсков соответ-
ствующий Cyst продукт не выявляется. Таким образом, ген Cyst экспрессиру-
ется в идентифицируемых количествах только у зараженных трематодами  
моллюсков.  

 

 
 
Сравнение уровня экспрессии гена у моллюсков, имеющих продукт  

400 п. н., показало, что он значительно выше у моллюсков, зараженных партени-
тами Plagiorchis sp. и Bilharziella polonica, чем у незараженных особей (рис. 11).  

Cyst относится к семейству ингибиторов цистеиновых протеаз, которые 
представлены в основном однодоменными белками. Они ингибируют цистеи-
новые протеазы, секретируемые как клетками паразита, так и моллюска, защи-

Рис. 10. Анализ амплификатов, получаемых  
на кДНК Planorbarius corneus с помощью  
специфических праймеров на последова-

тельности, кодирующие Cyst.  
1 — моллюск, зараженный Cotylurus sp.;  

2 — моллюск, зараженный Bilharziella polonica; 
3 — моллюск, зараженный Plagiorchis sp.;  

4 — ДНК-маркер молекулярных весов  
100–1000 п. н. 
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щая от их разрушительного действия ткани хозяина. В настоящее время показа-
на их роль во внеклеточном противоинфекционном ответе, регуляции эндоген-
ного иммунного ответа. Установлено, что активность транскрипции гена, коди-
рующего Cyst при заражении трематодами, намного выше у резистентных мол-
люсков Biomphalaria glabrata по сравнению с незараженными особями [34].  
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Рис. 11. Экспрессия генов факторов защитных реакций у моллюсков Рlanorbarius corneus, 
зараженных разными видами трематод. А — незараженные моллюски,  

Б — Д — зараженные трематодами моллюски: Б — Cotylurus sp., В — Notocotylus sp.,  
Г — Plagiorchis sp., Д — Bilharziella polonica. По оси ординат: уровень экспрессии гена  
относительно β-актина. По оси абсцисс: 1 — FREP, 2 — CLECT, 3 — CaBP, 4 — Cyst 

 
Учитывая роль Cyst в ингибировании протеаз паразита, можно предполо-

жить, что повышение интенсивности экспрессии Cyst при заражении обеспечи-
вает защиту организма моллюска от последствий воздействия паразита и за-
щитных реакций. У чувствительных особей высокий конститутивный уровень 
Cyst позволяет смягчать действие проникающего паразита, однако под действи-
ем паразита уровень экспрессии снижается.  

Таким образом, у моллюсков, зараженных партенитами Cotylurus sp. и 
Bilharziella polonica, повышается уровень экспрессии генов всех рассматривае-
мых факторов, а при заражении Notocotylus sp. и Plagiorchis sp. — только С-
лектина и цистатинподобного белка. Полученные результаты подтверждают 
видоспецифичность и гуморальных реакций пульмонат.  

Полученный с помощью специфических праймеров набор амплификатов 
вместо ожидаемого одного можно объяснить тем, что для подбора праймеров 
использовались нуклеотидные последовательности другого вида моллюсков. 
Секвенирование полученных ПЦР-продуктов показало их гомологию с нуклео-
тидными последовательностями гастропод, по которым проводился подбор 
специфических праймеров: с ß-actin — 90%, с FREP 7.1 — 79%, с CLECT — 
64,7%, с CaBP — 65,5% [7].  

Результаты молекулярно-генетического анализа также подтверждают роль 
гемоцитов и клеток гепатопанкреаса в продукции гуморальных факторов 
защитных реакций. У моллюсков, зараженных партенитами трематод, уровень 
экспрессии генов С-лектина и кальцийсвязывающего белка, значительно повы-
шается в гемоцитах, а генов фибриногенподобного и цистатинподобного бел-
ков — в гепатопанкреасе (рис. 12).  
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Рис. 12. Экспрессия генов факторов защитных реакций в гепатопанкреасе и гемоцитах 

моллюсков Рlanorbarius corneus. А — гемоциты незараженных, Б — гемоциты зараженных, 
В — гепатопанкреас зараженных, Г — гепатопанкреас незараженных. По оси ординат: 
уровень экспрессии относительно β-актина. По оси абсцисс: 1 — FREP, 2 — CLECT,  

3 — CaBP, 4 — Cyst 
 
Считается, что фибриногеновый домен FREP облегчает кальций-

зависимое связывание с углеводами, участвуя в процессах распознавания чуже-
родного и в межклеточных взаимодействиях [8]. В то же время FREP, вероятно, 
играют важную роль в формировании капсул вокруг паразитов [9]. А гепато-
панкреас является основным местом паразитирования партенит трематод. Рез-
кое снижение экспрессии гена FREP в гемолимфе может быть связано с подав-
лением иммунного ответа моллюска паразитом [31].  

Ранее было показано, что CLECT принимает участие в антимикробном 
ответе гемоцитов Biomphalaria glabrata [19]. В гепатопанкреасе незараженных 
катушек мы вообще не обнаружили мРНК CLECT. Вероятно, именно заражение 
приводит к «включению» гена. Известно, что лектины С-типа участвуют в про-
цессах распознавания чужеродных объектов и клеточной адгезии. Следователь-
но, они участвуют во взаимодействиях гемоцитов между собой и с чужеродны-
ми объектами [14]. Наши результаты свидетельствуют о роли не только гемо-
цитов, но и клеток гепатопанкреаса в продукции CLECT (рис. 12).  

Уровень экспрессии СаВP у моллюсков Planorbarius corneus, зараженных 
трематодами, повышается в гемоцитах в пять раз по сравнению с незараженны-
ми катушками (рис. 12). Согласно литературным данным, CaBP участвуют в 
регуляции подвижности клеток и в процессах распознавания гемоцитами пато-
гена [25]. Гемоциты являются основными эффекторными элементами клеточ-
ных реакций пульмонат. Соответственно повышение уровня экспрессии гена 
CaBP именно в гемоцитах подтверждает предположение о том, что разная рези-
стентность моллюсков обусловлена, прежде всего, разной способностью гемо-
цитов к адгезии и к распознаванию своего—чужого [10].  

По нашим данным уровень экспрессии гена Cyst выше в гепатопанкреасе, 
чем в гемолимфе зараженных особей (см. рис. 6). Высокая активность экспрес-
сии гена ранее была отмечена в скоплениях гемоцитов вокруг спороцист и в 
клетках гепатопанкреаса [19].  

Различный уровень экспрессии факторов защитных реакций в гемолимфе 
и гепатопанкреасе, вероятно, указывает на их разную роль в защитных реакциях 
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пульмонат. Кроме того, уровень экспрессии исследованных генов различен у 
моллюсков, зараженных разными видами трематод, что подтверждает видоспе-
цифичность гуморального ответа пульмонат.  

Выражаем глубокую благодарность Н. В. Цымбаленко, А. А. Доброволь-
скому и А. В. Полевщикову за практические консультации и помощь в подго-
товке работы.  
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