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Фагоциты дальневосточной голотурии Eupentacta fraudatrix методом градиентного центрифугирования
разделяются на две фракции (Ф1 и Ф2 фагоциты), имеющие различные функциональные маркеры. Це-
лью работы явилось выявление морфологических особенностей клеток двух фракций, их базового ок-
сидантно-антиоксидантного статуса и фенотипа. Различными методами, включая световую и флуорес-
центную микроскопию, цитометрический анализ и визуализирующую цитометрию, выявлены морфо-
логические различия между двумя типами фагоцитов голотурии E. fraudatrix. Фагоциты различаются по
своим размерным характеристикам, гранулярности, ядерно-цитоплазменному соотношению, показа-
телям, характеризующим округлость клеток. Полученные данные свидетельствуют в пользу представ-
лений о разном уровне дифференциации Ф1 и Ф2 фагоцитов и являются морфологическим обос-
нованием ранее полученных данных о разной роли этих клеток в иммунном ответе. В пользу пред-
ставлений о разной функциональной роли двух типов фагоцитов свидетельствует и различный
характер изменения числа этих клеток в зависимости от сезона. Наибольшие изменения числа Ф1
фагоцитов отмечены в период температурно-зависимых изменений метаболической активности
голотурии, а Ф2 фагоцитов – в периоды, соответствующие тканевым перестройкам. Исследование базовых
параметров функциональной активности не выявило достоверных различий в уровнях активных форм кис-
лорода в обоих типах фагоцитов, при этом имелась тенденция к превышению уровня восстановленного
глутатиона в Ф1 фагоцитах по сравнению с таковым в Ф2 клетках, что свидетельствует в пользу представле-
ний о более высокой антиоксидантной активности в Ф1 фагоцитах. Дексаметазон оказывал на уровень свя-
зывания растительных лектинов из Canavalia ensiformis и Glycin max поверхностными рецепторами разнона-
правленное действие в двух типах фагоцитов, подтверждая предположение о разном уровне их дифферен-
цированности/активности и различной функциональной роли этих клеток.
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Голотурии (Echinodermata, Holothuroidea) ши-
роко распространены в Мировом океане и вносят
существенный вклад в биомассу макрозообентоса,
оказывают существенное влияние на экологию
своих мест обитания и являются ценным пищевым
и фармакологическим сырьем [1]. Эволюционная
близость этих беспозвоночных к позвоночным как
вторичноротым [2] и необходимость защиты голо-
турий от инфекций вызвали значительный интерес
к их иммунитету [3].

Большая часть иммунных клеток голотурий в
норме находится в целомической жидкости, запол-
няющей полость тела [4]. К иммунным клеткам го-
лотурий относят амебоциты или фагоциты (анало-

ги макрофагов позвоночных), осуществляющие
фагоцитоз и инкапсулирование чужеродных аген-
тов, и морулоподобные клетки, участвующие в ин-
капсуляции бактерий [5]. У Cucumaria japonica и
близкого ей вида Eupentacta fraudatrix эти два типа
клеток вместе с ювенильными (лимфоцитоподоб-
ными) клетками составляют большую часть пула
(99%) всех целомоцитов – клеток целомической
жидкости [6, 7]. Роль ювенильных клеток не впол-
не понятна, но они считаются стволовыми клетка-
ми для других типов целомоцитов [6, 8].

Фагоциты являются наиболее постоянно встре-
чающимся типом клеток у иглокожих. Ранее фаго-
циты голотурий и морских ежей методом градиент-
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ного центрифугирования в растворах различной
плотности были разделены на два и более типа [5].
Эти клетки, по данным Edds [9], отличались как по
количественным, так и по морфологическим (раз-
личались по плотности и наличию гранул) и мета-
болическим (отличались по белкам цитоскелетона)
признакам. Однако функциональные различия
между двумя субпопуляциями долго оставались не-
изученными [10].

Известно, что у позвоночных макрофаги в ответ
на различные сигналы среды в процессе так назы-
ваемой поляризации макрофагов могут трансфор-
мироваться в два функционально различных типа:
провоспалительный (М1 макрофаги, “классиче-
ски” активированные), играет ключевую роль в за-
щите от бактериальных инфекций, и антивоспали-
тельный (М2 макрофаги, “альтернативно” активи-
рованные), вовлечен в восстановление тканей.
Маркером М1 макрофагов является оксид азота
(NO), а М2-макрофагов – высокая активность ар-
гиназы. Эти два типа макрофагов также использу-
ют разные метаболические пути для производства
энергии и различаются по содержанию восстанов-
ленного глутатиона (GSH), поверхностными марке-
рами, спектром синтезируемых цитокинов. Одним
из часто используемых модуляторов поляризации
макрофагов по М2 пути является дексаметазон [11].

В последнее десятилетие происходит накопле-
ние данных, свидетельствующих о наличии функ-
циональных различий и между отдельными типами
фагоцитов иглокожих. В частности, выявлено раз-
личие в их антиоксидантной активности [12, 13].
Также было показано, что два типа фагоцитов го-
лотурии (Ф1 и Ф2) E. fraudatrix имеют разные
функциональные маркеры, подобно макрофагам
[12], кроме того, выявлено наличие разных поверх-
ностных рецепторов у двух субпопуляций фагоци-
тов морских ежей Strongylocentrotus purpuratus [10] и
двух типов фагоцитов E. fraudatrix [14].

В настоящей работе поставлена цель морфоло-
гической идентификации двух фракций фагоцитов
голотурии E. fraudatrix, выявления особенностей их
функциональной активности у интактных живот-
ных, а также исследование пластичности фенотипа
клеток под влиянием дексаметазона.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Голотурии E. fraudatrix (с длиной тела 4–6 см),
собирали в бухте Восток (зал. Петра Великого
Японского моря) зимой, а также в бухте Алексеева
(залив Петра Великого Японского моря) на базе
морской экспериментальной станции “о. Попова”
ТОИ ДВО РАН весной и осенью (для определения
временных изменений в концентрации фагоцитов)
с использованием легководолазного снаряжения.
До начала экспериментов животные находились в

аквариуме с проточной аэрируемой морской водой
в течение двух недель.

Образцы целомической жидкости с добавлени-
ем антикоагулирующего раствора от одной, в ряде
случаев, от 3–4 (при проведении функциональных
исследований) или 15 (эксперименты in vitro) осо-
бей, объединяли и наслаивали на двухступенчатый
градиент фиколл-верографина для выделения фа-
гоцитов, как описано ранее [15]. Полученные по-
сле центрифугирования суспензии фагоцитов Ф1
(выделенных в интерфазе между образцом и фи-
колл-верографином, разведенным антикоагулиру-
ющим раствором в соотношении 1 : 4, объем/объ-
ем) и Ф2 (концентрирующихся в интерфазе между
слоями фиколл-верографина, разведенного анти-
коагулирующим раствором в 2 и 4 раза) дважды от-
мывали фосфатно-солевым буфером с добавлени-
ем 36 г/л хлорида натрия (ФСБН) [5] и ресуспенди-
ровали в среде 199 с добавками (модификация
метода Одинцовой [16]), как описано ранее [17].

При расчете количества клеток на одно живот-
ное в каждый временной период использовали че-
тыре экземпляра голотурии. Концентрацию клеток
определяли с использованием камеры Горяева в
двух повторностях. Во всех случаях измеряли объ-
ем добавляемого к целомической жидкости анти-
коагулирующего раствора и суммарный объем це-
ломической жидкости и антикоагулирующего рас-
твора; объем целомической жидкости определяли
по разнице между этими значениями. Количество
клеток целомической жидкости на одну голотурию
определяли как произведение концентрации кле-
ток в целомической жидкости на объем последней.

Исследования проводили в свежевыделенных
клетках, за исключением цитохимического анали-
за. В этом случае порцию клеток предварительно
фиксировали 1%-ным глутаральдегидом в ФСБН и
хранили при 4°C.

Цитометрический анализ фагоцитов проводили
на проточном цитометре FACScan BD FACS Cali-
bur (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, США) по па-
раметрам бокового (SSC) и прямого (FSC) светорас-
сеяния, используя программу CellQuest Pro.

Диаметры клеток и ядер определяли с использова-
нием флуоресцентного микроскопа Leica DM 4500
(Weltzlar, Германия), с предварительным окрашива-
нием ядер DAPI (Merсk, Германия). Определение
проводили в шести экземплярах голотурии. В каждом
случае исследовали не менее 20 клеток.

Кроме того, для анализа изображений и харак-
теристики морфологических параметров исполь-
зовали проточный визуализирующий цитометр
(микроскоп) FlowCam 8400 (Fluid Imaging Technol-
ogies, Scarborough, США) и программное обеспече-
ние VisualSpreadsheet 5 (version A 2020). Перед на-
чалом измерений суспензию клеток, предвари-
тельно разведенную в 4 раза, фильтровали (d =
= 35 мкм). Измерения образца в объеме 100 мкл
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проводили при скорости потока 0.030 мл/мин. Ис-
пользовали увеличение в 20 раз. Применяли завод-
ские установки. При анализе изображений уста-
навливали два фильтра по параметрам ABD (Area
based diameter, диаметр, основанный на площа-
ди) – различные для двух клеточных фракций, а
также по симметрии (Sym, в диапазоне 0.5–1 ед.),
соответствию округлости (отклонение края части-
цы от круга наилучшего соответствия, CF, в диапа-
зоне 0.7–1 ед.), прозрачности (Transparency, диапа-
зон 0–0.5 ед.), а также по циркулярности (параметр
формы, вычисляемый по периметру, Cir, в диапа-
зоне 0.6–1 ед.) – общие для двух типов фракций.
Диапазон изменений морфологических парамет-
ров клеток был определен в предварительных экс-
периментах. В выделенных диапазонах определяли
величины указанных выше параметров, а также
EСD (эквивалентный циркулярный диаметр), AR
(соотношение длин осей (сторон), и Cir(Hu)- (аль-
тернативная мера округлости). Для каждого типа
фракций проведено 4 независимых измерения.

Для определения влияния 100 мкМ дексамета-
зона (KRKA, Novo mesto, Словения) на фенотип
фагоцитов клетки инкубировали 24 ч в круглодон-
ных планшетах (1 млн клеток в лунке) при комнат-
ной температуре. К контрольным клеткам добав-
ляли равный объем ФСБН. Каждое воздействие
производилось в двух независимых экспериментах
и в двух повторностях.

Уровень активных форм кислорода (АФК)
определяли с помощью флуоресцентного красите-
ля 2'–7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата
(H2DCFDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, США) в
ФСБН (10 мкмоль/л), обрабатывая клетки в течение
15 мин (n = 3). Последующий цитометрический ана-
лиз живых клеток [18] проводили, используя цито-
метр CytoFLEX (Beckman Coulter, Inc.250 S. Kraemer
Blvd. Brea, CA 92821, США) и программное обеспече-
ние CytExpert.

Анализ содержания восстановленного глута-
тиона (n = 3) проводили с использованием в ка-
честве дериватизационного реагента реактива
Эллмана (5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кис-
лота), ДТНБ) (Sigma-Aldrich) по модифицирован-
ному методу Fraternale и соавт. [19], как описано
ранее [14]. Измерение оптической плотности рас-
творов проводили на планшетном спектрофото-
метре STAT Fax 2100 (Awarness Technology Inc.,

США) при 402 нм. Концентрацию GSH в пробе
определяли по калибровочной кривой со стандар-
том GSH (Sigma-Aldrich). Концентрацию белка в
пробах измеряли с использованием красителя Ку-
масси G-250 (Sigma-Aldrich).

Экспрессию поверхностных рецепторов фаго-
цитов изучали методом окрашивания [20] отмытых
от глутаральдегида клеток ФИТЦ-конъюгирован-
ными растительными лектинами (ICN Biomedicals,
Германия) из Canavalia ensiformis (con A) и из Glycin
max (SBA), связывающихся с GalNAcα1–3GalR и
α-D-маннопиранозидами соответственно [21].
Связывание лектинов с поверхностными рецепто-
рами оценивали по процентному содержанию кле-
ток с зонами яркой зеленой флуоресценции. Ядра
фагоцитов окрашивали DAPI (Merсk, Германия).
Для анализа флуоресценции иcпользовали микро-
скоп Leica DM 4500 (Weltzlar, Германия). В каждой
повторности исследовали не менее 100 клеток.

Статистическую обработку данных (среднее
значение ± SEM) проводили с использованием
программного обеспечения GraphPad Prism v. 6.01
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, США).
Для определения нормальности распределения
данных использовали тест Колмогорова–Смирно-
ва. Достоверность различий определяли с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента. Разницу между
группами считали достоверной при p < 0.05.

Работа частично выполнена с использованием
оборудования Дальневосточного Центра элек-
тронной микроскопии Национального научного
центра морской биологии ДВО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Морфологические особенности двух типов фаго-

цитов. Данные цитометрического анализа, осно-
ванного на параметрах прямого и бокового свето-
рассеяния, выявили, что целомоциты распределя-
ются по двум областям, обозначенным R1 и R2
(рис. 1а), со значительно более высокой концен-
трацией клеток в R1. Разделенные в градиенте
плотности фагоциты (рис. 1b) находились в обла-
сти, соответствующей R1, и показали близкие, ча-
стично перекрывающиеся, параметры распределе-
ния. Вместе с тем величины прямого и бокового
светорассеяния для Ф1 превышали таковые для Ф2
фагоцитов, что указывает на имеющиеся различия

Таблица 1. Размерные показатели фагоцитов

Примечание: * – различия по сравнению с Ф1 фагоцитами значимы при p < 0.05, ** – различия по сравнению с Ф1 фагоцитами
значимы при p < 0.001. Значения представлены как M ± SEM, n = 6. У каждого экземпляра исследовали не менее 20 клеток.

Тип фагоцитов Диаметр клеток (мкм) Диаметр ядра (мкм) Ядерно-плазменное отношение

Ф1 9.27 ± 0.37 3.46 ± 0.20 0.44 ± 0.02

Ф2 7.23 ± 0.32** 3.31 ± 0.29 0.53 ± 0.04*
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в диаметре и гранулярности (наличии включений)
этих двух типов клеток.

Микроскопическое исследование изолирован-
ных фракций фагоцитов (рис. 1c) выявило, что оба
типа клеток имеют преимущественно округлую

форму. Размеры клеток (табл. 1), хотя и имеют ча-
стично перекрывающиеся диапазоны, достоверно
отличаются, при этом диаметр Ф1 фагоцитов в
среднем почти на 30% больше, чем у Ф2 фагоцитов
(p <0.001). Оба типа фагоцитов также имели ядра

Рис. 1. Морфологическая идентификация фагоцитов голотурии E. fraudatrix. (a) Результаты цитометрического анализа
клеток целомической жидкости (CF). (b) Результаты цитометрического анализа фагоцитов, полученных в результате цен-
трифугирования в ступенчатом градиенте плотности фиколл-верографина. По оси абсцисс: интенсивность прямого све-
торассеяния (FSC), по оси ординат: интенсивность бокового светорассеяния (SSC). (с) Микрофотографии фагоцитов
Ф1(P1) (верхняя панель) и Ф2 (P2) (нижняя панель). Левая панель – в проходящем свете, правая панель – окраска DAPI.
Масштаб: 20 мкм.
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одинакового диаметра, но различное ядерно-плаз-
менное отношение, в Ф2 фагоцитах его значение
больше, чем в Ф1 клетках.

Дальнейшие исследования морфологических
параметров клеток были проведены с использова-
нием метода проточной визуализирующей цито-
метрии FlowCam.

Выявленные ранее различия в размерности двух
фракций послужили основанием для установки
фильтров для получения изображений и характе-
ристики клеток в диапазоне АBD 7–12 и 5–9 мкм
для фракций Ф1 и Ф2 соответственно (рис. 2).

Установлено (табл. 2), что между фракциями,
выделенными в соответствии с установленными
фильтрами (1) и (2), представляющими фракции
Ф1 и Ф2 фагоцитов соответственно, имеются раз-
личия только по параметрам размерности (АВD и
EСD) и округлости (Cir и Cir(Hu)), которые в пер-
вой фракции выше, чем во второй. При этом значе-
ние параметра размерности EСD в среднем выше,
чем значение АВD, и различия между фракциями
по этому параметру более достоверны. Показатель
Cir(Hu), который в большей мере характеризует
степень округлости клеток по сравнению с тако-
вым Cir, также в среднем выше, чем показатель Cir.
Отмечена также тенденция к снижению AR в Ф2
клетках по сравнению с Ф1 фагоцитами.

Влияние сезонности на количество фагоцитов во
фракциях. Проведенные в весенний и зимний пе-
риоды измерения содержания целомоцитов у голо-
турий не выявили временных различий (17.90 ±
± 4.38 и 17.58 ± 4.38 клеток на голотурию в марте и
в декабре соответственно). Однако содержание фа-
гоцитов в двух фракциях клеток в расчете на одну
голотурию варьировало в зависимости от сезона.
Так, количество фагоцитов Ф1 достоверно не ме-
нялось в период с февраля по апрель, но снижалось
в период с октября по декабрь. Содержание же Ф2
фагоцитов, будучи максимальным в феврале, сни-
жалось в последующие исследованные периоды, не

отличаясь существенно в периоды с марта по ок-

тябрь, но достигая минимального значения в де-

кабре, как и Ф1 фагоциты (рис. 3). Концентрация

Ф2 фагоцитов превышала таковую Ф1 в 4–3 раза в

феврале и октябре соответственно, менее значи-

тельное превышение (в 1.6 раза) было в марте, но

не выявлено достоверных различий в содержании

двух типов клеток в декабре и апреле. Соответ-

ственно менялся и суммарный вклад обеих фрак-

ций фагоцитов в общее количество целомоцитов: в

декабре он составил 14.6%, а в марте – 38%, при не-

изменности общего количества целомоцитов в эти

месяцы.

Уровень АФК в фагоцитах. График для H2DCFDA-

зависимой флуоресценции Ф2 фагоцитов имел

тенденцию к смещению правее относительно тако-

вого для Ф1 клеток (рис. 4), а интенсивность флуо-

ресценции в Ф2 фагоцитах имела тенденцию к пре-

вышению таковой в Ф1 фагоцитах. Тем не менее

Рис. 2. Изображения клеток, полученных с помощью метода FlowCam, при использовании разных фильтров для ABD
(7‒12 и 5–9 мкм). Масштаб: 20 мкм.

Filter (ABD)

(2) 5–9 mm(1) 7–12 mm

Таблица 2. Морфологические параметры двух фрак-
ций фагоцитов, полученные с использованием метода
FlowCam

Примечание: * – различия по сравнению с группой (2) значимы
при p < 0.05, ** – различия по сравнению с группой (2) значи-
мы при p < 0.01. Значения представлены, как M ± SEM, n = 4.

Морфологические 

параметры

Фильтр АВD

(1) 7–12 мкм (2) 5–9 мкм

АВD 8.11 ± 0.11* 5.4 ± 0.47

EСD 12.10 ± 0.50** 7.02 ± 0.97

Sym 0.79 ± 0.05 0.77 ± 0.48

AR 0.92 ± 0.02 0.85 ± 0.06

CF 0.88 ± 0.01 0.84 ± 0.02

Cir 0.82 ± 0.01* 0.72 ± 0.02

Cir(Hu) 0.96 ± 0.03* 0.83 ± 0.02

Transparancy 0.31 ± 0.008 0.30 ± 0.03
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эти параметры не отличались достоверно между
двумя типами фагоцитов.

Содержание восстановленного глутатиона. Не
выявлено достоверных различий и в содержании

GSH в двух типах фагоцитов (рис. 5), хотя отмечена
тенденция к более низкой аккумуляции данного
антиоксиданта в Ф2 фагоцитах по сравнению с Ф1
фагоцитами.

Влияние дексаметазона на связывание расти-
тельных лектинов с поверхностными рецепторами
фагоцитов. Через 24 ч инкубации связывание по-
верхностных рецепторов с con A в Ф1 и Ф2 фагоци-
тах достоверно не отличалось, а связывание с SBA
было значительно выше в Ф2 фагоцитах по сравне-
нию с Ф1 клетками (рис. 6a, c).

Дексаметазон в 2–4 раза стимулировал связыва-
ние con А в Ф1, но не в Ф2 фагоцитах, через 24 ч ин-
кубации (рис. 6b, c).

Связывание поверхностных рецепторов фаго-
цитов с SBA было значительно выше в Ф2 фагоци-
тах по сравнению с Ф1 клетками (рис. 7a, c). Свя-
зывание SBA с поверхностными рецепторами при
воздействии дексаметазона изменялось в обоих ти-
пах фагоцитов, причем противоположным обра-
зом: в Ф1 фагоцитах возрастало в 2 раза, а в Ф2 сни-
жалось в 3.2 раза (рис. 7b, c).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитометрический анализ показал, что целомо-
циты E. fraudatrix в целом разделяются на популя-
ции сходно с описанными для других иглокожих.
Так, у морской звезды Marthasterias glacialis цело-
моциты представлены двумя популяциями, разли-
чающимися по морфологии и размерам клеток и
относительным количеством клеток [22]. При этом

Рис. 3. Содержание фагоцитов Ф1 (P1) и Ф2 (P2) в от-
дельные месяцы. * – различия по сравнению с Ф1 фа-
гоцитами статистически значимы при p < 0.05; ** – раз-
личия по сравнению с апрелем статистически значимы
при p < 0.05; *** – различия по сравнению с другими пе-
риодами (март–декабрь) статистически значимы при
p < 0.05. Значения представлены как M ± SEM, n = 4.
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наиболее многочисленной была фракция, пред-

ставленная фагоцитами, которые по морфофунк-

циональным признакам делились на два подтипа,

по-разному участвующих в фагоцитозе. У голоту-

рии Apostichopus japonicus были выделены две попу-

ляции целомоцитов, различающиеся по грануляр-
ности, размерности и численности, и третья, про-
межуточная, между ними [23].

В настоящей работе целомоциты E. fraudatrix
разделялись на две популяции, значительно раз-
личающиеся как по размерности, так и по грану-
лярности. Как и для A. japonicus [23], популяция
наиболее гранулярных клеток была наименее
многочисленной. Цитометрический анализ двух
выделенных центрифугированием в градиенте
плотности фиколл-верографина фракций фагоци-
тов показал, что обе фракции входят в популяцию
менее гранулярных клеток и отличаются между со-
бой как по размерам, так и по уровню гранулярно-
сти клеток.

Полученные микроскопическими методами
данные о размере фагоцитов показали, что фагоци-
ты E. fraudatrix разделяются в зависимости от диа-
метра на две группы, которые можно назвать боль-
шими (9.27 ± 0.37 мкм) и малыми (7.23 ± 0.32 мкм)
фагоцитами на основе различий в размерах. Необ-
ходимо отметить, что диаметр фагоцитов иглоко-
жих варьирует между 3 и 20 мкм [24] или, по другим
данным, между 10 и 40 мкм [5], и различия выявля-

Рис. 5. Концентрация GSH в свежевыделенных фаго-
цитах Ф1 (P1) и Ф2 (P2). Значения представлены как
M ± SEM, n = 3.
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ются как между разными классами иглокожих [8],

так и между родственными видами [13]. Фагоциты

были классифицированы по морфологическим

признакам на субтипы, однако у авторов, описыва-

ющих фагоциты разных классов иглокожих, при-

меняются различные подходы к классификации,

что не всегда позволяет провести сравнительную

идентификацию того или иного типа у разных

классов [8]. Фагоциты разделяют, в частности, по

диаметру клеток, на большие и маленькие [25]. Од-

нако сами субпопуляции клеток даже внутри одно-

го класса при делении по размеру могут наклады-

ваться друг на друга, что также затрудняет класси-

фикацию фагоцитов [8]. У голотурии Holothuria
glaberrima наиболее часто встречаемым типом кле-

ток являются лимфоцитоподобные клетки, имею-

щие маленький диаметр (4–6 мкм), большое ядро и

маленький объем цитоплазмы [8]. У E. fraudatrix
лимфоцитоподобные клетки могут иметь диаметр

2–6 мкм [26], у Holothuria polii самые немногочис-

ленные и самые мелкие клетки имели диаметр 6–

8 мкм [27]. Эти клетки обычно рассматриваются

как предшественники других клеток, но обладаю-
щие фагоцитарной активностью [4, 6, 8], хотя не
всегда доказана возможность их дифференцировки
в другие клетки [27]. Зрелые фагоциты у голотурии
H. glaberrima имеют размер 10.8 ± 2.3 мкм [8], у A. japo-
nicus – 3–5 мкм, у C. japonica – 5–10 мкм [7]. У Ho-
lothuria scabra мелкие клетки (4–5 мкм) названы
лимфоцитами, доля которых в три раза меньше,
чем доля фагоцитов диаметром 5–10 мкм [13].

Поскольку величины диаметров клеток двух
фракций фагоцитов частично перекрываются,
определение диаметра не достаточно для класси-
фикации выделенных типов фагоцитов. Получен-
ные нами данные показывают, что клетки двух
фракций отличаются и по ядерно-плазменному от-
ношению, что, по-видимому, обусловливает раз-
личную плотность этих клеток и приводит к соот-
ветствующим различиям в их распределении меж-
ду ступенями градиента плотности, при котором
клетки со сравнительно меньшим диаметром ока-
зываются в более плотных слоях [28]. Сравнение с
данными Завальной и соавт. [26] показывает, что

Рис. 7. Микрофотографии фагоцитов Ф1 (P1) и Ф2 (P2), проинкубированных 24 ч и окрашенных ФИТЦ-меченым SBA.
(а) Контроль (ФСБН). (b) Воздействие 100 мкМ дексаметазона. (c) Доля (%) фагоцитов, связывающих SBA. 1 – Ф1 фаго-
циты, контроль; 2 – Ф1 фагоциты, воздействие дексаметазона; 3 – Ф2 фагоциты, контроль; 4 – Ф2 фагоциты, воздействие
дексаметазона. * – различия между группами статистически достоверны при p < 0.05, ** – различия между группами ста-
тистически достоверны при p < 0.01. Значения представлены как M ± SEM, n = 2. В каждой повторности исследовали не
менее 100 клеток.
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клетки Ф2 фракции нельзя отнести к описанным
лимфоцитоподобным клеткам E. fraudatrix, однако
на основании разной степени развитости цито-
плазмы можно предположить, что Ф2 фагоциты
являются менее зрелыми по сравнению с Ф1 клет-
ками и близки по размерам лимфоцитам, описан-
ным для ряда других голотурий [8, 13, 27].

С помощью визуализирующей проточной цито-
метрии в каждой из двух фракций на основании
диапазона их диаметров, установленных с помо-
щью световой микроскопии, были выделены фаго-
циты с размерами, в небольшой степени перекры-
вающимися с таковыми другой фракции. Было вы-
явлено, что Ф1 и Ф2 фагоциты, размеры которых
находились в пределах 7–12 и 5–9 мкм (по ABD),
соответственно, различались не только по диамет-
рам, но и по степени округлости, которая у Ф1 бы-
ли значительно выше, чем у Ф2. Имеется также
тенденция к снижению AR в Ф2 по сравнению с Ф1
фагоцитами. Это свидетельствует о большей вытя-
нутости клеток Ф2 фракции по сравнению с Ф1
клетками [29]. Вместе с тем известно, что форма
макрофагов связана с их поляризационным стату-
сом. В частности, М2 макрофаги имеют более вы-
тянутую форму, что связано с их более организо-
ванным цитоскелетоном [30]. На различия в свой-
ствах цитоскелетона двух субпопуляций фагоцитов
морского ежа Strongylocentrotus droebachiensis указы-
вал ранее Edds [9]. По-видимому, выявленные раз-
личия в форме Ф1 и Ф2 фагоцитов свидетельству-
ют в пользу их различной роли в клеточном ответе
у голотурии.

Фагоциты играют важнейшую роль в защите иг-
локожих, в том числе голотурий, от патогенных
факторов, и их число играет существенную роль в
этой защите [31, 32]. У E. fraudatrix они составляют
до 40% от общего числа целомоцитов [6]. Однако
голотурии, как и другие иглокожие, являясь обита-
телями шельфовых вод [1], подвергаются значи-
тельным колебаниям внешних воздействий, в том
числе, сезонного характера, которые могут оказы-
вать влияние на иммунитет [33]. При этом, по дан-
ным Brockton и др. [34], у морских ежей количество
малых фагоцитов значительно изменяется у инди-
видуумов в зависимости от иммунного статуса. Од-
нако данные о влиянии сезонности на количество
фагоцитов и их отдельных фракций у голотурий
практически отсутствуют.

Летний период связан со значительными вариа-
циями в активности иммунной системы, вызван-
ными, в первую очередь, стрессовыми температу-
рами [33], кроме того, в этот же период происходит
нерест у E. fraudatrix [35], что может снижать вос-
производимость результатов исследований ин-
тактных фагоцитов и экспериментальных воздей-
ствий, не связанных с изучением влияния факто-
ров внешней среды.

В настоящей работе было проведено исследова-
ние количества целомоцитов и фагоцитов в зим-
ний, весенний и осенний периоды у E. fraudatrix.
Общее содержание клеток целомической жидко-
сти не изменялось в весенний и осенний сезоны,
что соответствует данным литературы о достаточ-
ной резистентности этого параметра у иглокожих к
внешним воздействиям, при том, что происходили
изменения в соотношении отдельных типов клеток
[36]. У E. fraudatrix сезонность также оказывала
значительное влияние на количество фагоцитов в
исследованных фракциях и/или соотношение кле-
ток во фракциях. Зимнее снижение количества Ф1
фагоцитов может быть связано со снижением фи-
зиологической активности голотурий, в частности,
постепенным снижением двигательной активно-
сти по аналогии с A. japonicus, для которого у бере-
гов Приморья оно отмечено в зимний период [37].
Декабрьский минимум количества фагоцитов обе-
их фракций, по-видимому, связан с состоянием
гипобиоза у голотурий, который был показан, в

частности, у A. japonicus при температуре ниже 1оС
[38]. A. japonicus и E. fraudatrix обитают в сходных
условиях в заливе Петра Великого, и температура
воды в нем в декабре достигает значений, близких
к нулю, вновь начиная подниматься лишь в февра-
ле [39].

Относительная стабильность содержания кле-
ток Ф1 фракции, за исключением периода покоя,
свидетельствует об их участии в поддержании го-
меостаза организма. При этом значительное увели-
чение количества Ф2 фагоцитов по сравнению с
Ф1 фагоцитами в отдельные периоды (февраль, ок-
тябрь) указывает на то, что функционально они от-
личаются от Ф1 фагоцитов. Указанные периоды
совпадают со временем восстановления тканей го-
над после зимнего гипобиоза у голотурий и в по-
сленерестовый период, описанных у трепанга [40],
и свидетельствуют о возможном участии Ф2 фаго-
цитов в регенеративных процессах.

Соответственно в период сниженной активно-
сти голотурий (декабрь) суммарный вклад обеих
фракций фагоцитов в общее количество целомо-
цитов значительно снижался по сравнению с тако-
вым в период восстановительной активности в
марте, когда он достигал значений, близких к опи-
санным Eliseikina и Magarlamov [6]. Полученные
данные свидетельствуют о том, что изменения в со-
отношении количества фагоцитов различных
фракций голотурий сезонно-зависимы и, по-види-
мому, отражают различную роль этих клеток в ор-
ганизме. Значительные колебания в соотношении
клеток разных фракций у иглокожих в зависимости
от сезонных факторов должны приниматься во
внимание при оценке данных, получаемых разны-
ми авторами.

Функциональная активность фагоцитов харак-
теризуется прежде всего их фагоцитарной способ-
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ностью, связанной с уровнем оксидантной активно-
сти в клетках [41]. Проведенное цитофлуориметриче-
ское исследование показало, что в свежевыделенных
фагоцитах Ф1 и Ф2 отмечен сходный высокий уро-
вень продукции АФК. Полученные результаты соот-
ветствуют ранее полученным данным о высоком
уровне АФК в фагоцитах голотурий по сравнению с
лейкоцитами позвоночных [17] и об отсутствии
различий в уровне супероксиданионрадикала меж-
ду двумя фракциями свежевыделенных фагоцитов
интактных животных [12].

Вместе с тем высокий уровень АФК обусловли-
вает необходимость защиты клетки от поврежде-
ний кислородными радикалами, что обеспечивает
система антиоксидантной защиты [42]. В Ф1 клет-
ках антиоксидантная ферментная система более
эффективна, чем в Ф2 фагоцитах, о чем свидетель-
ствует значительно более высокая активность су-
пероксиддисмутазы (СОД), обезвреживающей су-
пероксиданионрадикал, и глутатионтрансферазы
(ГТ), детоксицирующей ксенобиотики и использу-
ющей в качестве косубстрата GSH [12]. Это свиде-
тельствует в пользу предположения о том, что ан-
тиоксидантная ферментная система может обеспе-
чивать сохранение оксидантно-антиоксидантного
баланса даже на фоне более активной продукции
АФК в Ф1 клетках. При этом в настоящей работе
показано, что уровень GSH, неферментного ком-
понента антиоксидантной системы, хотя и не от-
личался достоверно между двумя фракциями све-
жевыделенных фагоцитов голотурии, однако отме-
чена тенденция к его снижению в Ф2 фагоцитах по
сравнению с Ф1 фагоцитами. Такая же тенденция
отмечена при краткосрочной инкубации фагоци-
тов in vitro [43]. Выявленное ранее [12] снижение
активности ГТ в Ф2 фагоцитах по сравнению с та-
ковой в Ф1 фагоцитах при близких величинах ак-
тивности глутатионредуктазы, которая обеспечи-
вает восстановление окисленного глутатиона, так-
же свидетельствует в пользу более значительного
уровня продукции GSH в Ф1 фагоцитах.

Для макрофагов показано участие GSH в поля-
ризации по М1-пути, обеспечивающему антиин-
фекционную защиту, и наличие более высокого
значения соотношения восстановленной и окис-
ленной форм глутатиона в М1 макрофагах по срав-
нению с М2 клетками [44]. Ф1 фагоциты, по-види-
мому, обладают более высокой обеспеченностью
GSH по сравнению с Ф2 фагоцитами, что также
может быть связано с различиями в их функциях,
подобно функциональным различиям между М1 и
М2 макрофагами.

Считается, что М1 макрофаги обладают более
высоким уровнем продукции NО [11] и АФК [45]
по сравнению с М2 макрофагами. В то же время от-
мечается, что вопрос о продукции АФК М2 макро-
фагами еще мало изучен [46], и АФК необходимы
для поляризации макрофагов как по М1, так и по

М2 пути [47]. В последнее время появились данные
о том, что продукция супероксиданиона может
быть прерогативой обоих типов макрофагов в рав-
ной мере [48]. Ранее показано, что уровень NО так-
же достоверно выше в Ф1 фагоцитах по сравнению
с Ф2 фагоцитами [12]. Полученные же данные о
сходном уровне АФК в двух типах фагоцитов ана-
логичны данным о сходстве этого параметра в двух
типах макрофагов [48]. При этом можно предпола-
гать, что продукция АФК в фагоцитах Ф1 может
быть выше, чем в Ф2 фагоцитах, а отсутствие до-
стоверной разницы в уровне АФК в этих клетках
связано с более высоким уровнем активности СОД
[12], обезвреживающей супероксиданионрадикал,
относящийся к инициирующим АФК [49].

Изменения в оксидантно-антиоксидантном
статусе тесно связаны с метаболическим репро-
граммированием иммунных клеток [50]. Различия
между Ф1 и Ф2 фагоцитами в уровне антиокси-
дантной защиты, как ферментативной, так и не-
ферментативной (продукция GSH), свидетель-
ствуют в пользу представления о разных путях ме-
таболизма в Ф1 и Ф2 фагоцитах интактных
животных, основанном на наличии разных функ-
циональных маркеров у Ф1 и Ф2 фагоцитов (уро-
вень NO и активность аргиназы) [12], сходно с та-
ковыми у М1 и М2 макрофагов [11]. В свою оче-
редь, метаболический статус иммунных клеток
влияет на их функции [51], и разница в метаболиз-
ме, по-видимому, лежит в основе различий ответов
этих клеток, вплоть до противоположных, описан-
ных при воздействии внешних стимулов (дексаме-
тазон, термостабильный токсин Yersinia pseudotu-
berculosis) [12, 14].

Так, ранее было показано, что воздействие раз-
личных стрессовых факторов вызывает противопо-
ложные изменения в уровне АФК в Ф1 и Ф2 фаго-
цитах, что может приводить к трансформации фе-
нотипов этих клеток. Способность к индукции
изменений в функциональной активности Ф1 и Ф2
фагоцитов, сопровождающейся возрастанием про-
дукции АФК в Ф2, но не Ф1 фагоцитах голотурии и
приобретением Ф1 фагоцитами маркеров Ф2 типа,
проявил, в частности, дексаметазон [12], имеющий
свойство индуцировать поляризацию макрофагов
по второму типу [11].

В связи с этим было предпринято также иссле-
дование возможности влияния дексаметазона на
фенотип фагоцитов. Поскольку у беспозвоночных
не выявлены поверхностные маркеры, схожие с та-
ковыми у позвоночных, для фенотипирования
клеток использовали один из наиболее общеупо-
требительных методов окраски клеток раститель-
ными лектинами, связывающимися с определен-
ными углеводными остатками белков, меченными
флуоресцентным красителем [52]. В частности,
окраска лектинами показала себя полезной для вы-
явления разных стадий дифференцировки и смер-
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ти макрофагов [28]. Так, con А преимущественно
связывается с маннановыми остатками рецепторов
на поверхности фагоцитов при развитии апоптоза
или аутофагии [53]. По некоторым данным, связы-
вание поверхностными рецепторами клеток SBA
считается одним из наиболее надежных маркеров
стадии дифференцировки макрофагов, с более вы-
соким значением этого параметра в более зрелых
тимоцитах [54] или клетках костного мозга [55].
Однако не отмечено различий в связывании SBA
моноцитами и макрофагами [56]. При этом уста-
новлена положительная корреляция между связы-
ванием SBA и апоптозом у позвоночных [57].

У H. scabra отмечается разница в связывании
лектинов фагоцитами и лимфоцитами: первые свя-
зывались в большем количестве случаев с con А и
PNA (лектин из Arachis hypogaea), а также некото-
рыми другими лектинами, по сравнению с лимфо-
цитами [13]. При этом свежевыделенные Ф1 и Ф2
фагоциты E. fraudatrix, как было показано ранее, не
отличаются достоверно между собой по интенсив-
ности связывания con А и PNA [14, 31]. Вместе с
тем связывание SBA поверхностными рецептора-
ми фагоцитов E. fraudatrix, по различным данным,
могло быть как выше [31], так и ниже [14] в Ф1 фа-
гоцитах по сравнению с Ф2 фагоцитами, что свиде-
тельствует о том, что экспрессия соответствующего
рецептора может зависеть от условий среды и се-
зонных факторов. В настоящей работе исследова-
ние связывания лектинов в зимний период, в от-
сутствие физиологической актвности, связанной с
репродукцией, показало, что и для контрольных
фагоцитов, как и в свежевыделенных фагоцитах
[14], уровень con А не варьировал между фракция-
ми. При этом уровень SBA был значительно выше
в Ф2 фагоцитах по сравнению с Ф1 фагоцитами.

Дексаметазон через 24 ч инкубации индуциро-
вал возрастание интенсивности связывания по-
верхностными рецепторам фагоцитов Ф1 как con А,
так и SBA, а в Ф2 фагоцитах – только снижение
связывания SBA. Известно, что глюкокортикоиды
влияют на клетки врожденного иммунитета позво-
ночных сложным образом. Они защищают наив-
ные моноциты от апоптоза, способствуя их диффе-
ренцировке в сторону М2 типа, в то же время инду-
цируют апоптоз в классически активированных
моноцитах. Таким образом, действие дексаметазо-
на зависит от типа клеток и степени их активации и
направлено как на стимуляцию апоптоза в провос-
палительных клетках, так и обеспечение диффе-
ренциации моноцитов в долгоживущий альтер-
нативный тип, участвующий в восстановлении
тканей [58]. Сходным образом, исследование эф-
фектов дексаметазона на Ф1 и Ф2 фагоциты голо-
турии показало противоположную концентраци-
онную зависимость апоптоза в этих клетках. В
частности, дексаметазон в концентрации 100 мкМ
стимулировал апоптоз в Ф1, но снижал в Ф2 фаго-
цитах [59]. По-видимому, противоположные или

различные изменения в связывании поверхност-
ных рецепторов фагоцитов с SBA и con А соответ-
ственно при воздействии дексаметазона в настоя-
щей работе отражают изменения уровня апоптоза в
клетках. Вместе с тем различный эффект дексаме-
тазона на Ф1 и Ф2 фагоциты указывает, по анало-
гии с макрофагами, на различную степень диффе-
ренциации/активации этих клеток. Эти данные,
наряду с приведенными выше данными о морфо-
логических различиях двух типов фагоцитов (боль-
шие диаметр и плазменно-ядерное соотношении у
Ф1 фагоцитов по сравнению с Ф2 клетками) свиде-
тельствуют в пользу представлений о различной
степени дифференцировки Ф1 и Ф2 фагоцитов. Об
этом же свидетельствует соответствие размерности
Ф1 и Ф2 фагоцитов, установленных в данной рабо-
те, значениям размерности для фагоцитов E. frau-
datrix разной степени зрелости, представленным
Завальной и соавт. [26].

В совокупности с результатами, полученными
ранее о сдвигах в уровне внутриклеточных марке-
ров (NО и активности аргиназы) в Ф1 и Ф2 фаго-
цитах при действии дексаметазона в сторону пре-
обладания Ф2 фенотипа [12], полученные данные
свидетельствуют о том, что дексаметазон вызывает
в Ф1 и Ф2 фагоцитах фенотипический и функцио-
нальный сдвиг, приводящий к превалированию
фагоцитов второго типа, фенотипически и функ-
ционально подобных М2 макрофагам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установленные различия в морфологии двух ти-
пов фагоцитов E. fraudatrix указывают на различ-
ную степень их зрелости. При этом фагоциты име-
ют различия в функциональной активности и фе-
нотипах. Дексаметазон способен вызывать сдвиг в
фенотипах обоих типов клеток, свидетельствую-
щий о возможности сдвига в соотношении фагоци-
тов в пользу преобладания Ф2 клеток.

Выявленные морфофункциональные различия
фагоцитов Ф1 и Ф2 лежат в основе противополож-
ного характера изменений активности этих клеток
при воздействии различных стрессовых факторов,
описанных ранее, и свидетельствуют о сложном ха-
рактере клеточного иммунитета у голотурий, в ряде
случаев подобно таковому у позвоночных, включа-
ющему реализацию иммунного ответа по М1 или
М2 пути. Дальнейшие исследования механизмов
участия Ф1 и Ф2 фагоцитов в иммунном ответе как
при инфекциях, так и при регенеративных процес-
сах, позволят полнее представить эволюцию имму-
нитета у вторичноротых.
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Morphofunctional Features of Two Types of Phagocytes 
in Holothurian Еupentacta fraudatrix (Djakonov et Baranova, 1958)

L. S. Dolmatovaa,#, and T. P. Smolinab

a Il’ichev Pacific Oceanological Institute, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok, Russia
b G.P. Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, Vladivostok, Russia

#e-mail: dolmatova@poi.dvo.ru

Phagocytes of the Far Eastern holothurian Eupentacta fraudatrix are separated by gradient centrifugation into two
fractions (P1 and P2 phagocytes) having different functional markers. The aim of the work was to identify mor-
phological features of P1 and P2 phagocytes, their basic oxidant/antioxidant status and phenotype. Phagocytes
differ in their dimensional characteristics, granularity, nuclear/cytoplasmic ratio, and cell roundness indicators.
The data obtained support both the idea that P1 and P2 phagocytes represent different levels of differentiation
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and our previous findings on the different role of these cells in the immune response. Differential patterns of sea-
sonal changes in the number of these cells also support the concept of different functional roles of the two types
of phagocytes. The largest changes in the number of P1 phagocytes were detected during the period of tempera-
ture-dependent metabolic alterations in E. fraudatrix, while those in P2 phagocytes occurred during the periods
corresponding to tissue rearrangements. The study of the basic parameters of functional activity revealed no sig-
nificant differences in levels of reactive oxygen species in both P1 and P2 phagocytes, while there was a tendency
toward a higher level of reduced glutathione in P1 compared to P2 phagocytes, suggesting a higher antioxidant
activity in the former. Dexamethasone had a multidirectional effect on the level of binding of plant lectins derived
from Canavalia ensiformis (con A) and Glycin max (SBA) by surface receptors in two types of phagocytes, further
supporting the assumption of different differentiation/activity levels and functional roles of these cells.

Keywords: phagocytes, reduced glutathione, reactive oxygen species, lectins, dexamethasone, holothurians
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