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Ïåðåñòðîéêà àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ó ðûá

Ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè èçó÷åíû èçìåíåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé
îðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ è ëåéêîöèòîâ ó ðûá, ëÿãóøåê è ïòèö ïðè ìèã-
ðàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî âî âðåìÿ äâèæåíèÿ ðåîðãàíèçàöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ öèòîñêåëåòà ó ýðèòðîöèòîâ
ïðîèñõîäèò àíàëîãè÷íî ëåéêîöèòàì. Â ïðîöåññå ìèãðàöèè ó çåìíîâîäíûõ è ïòèö êðàñíûå êëåòêè êðîâè
îáðàçóþò ïñåâäîïîäèè, çàïîëíåííûå ïó÷êàìè ïàðàëëåëüíî óëîæåííûõ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ó ýðèò-
ðîöèòîâ ðûá ïñåâäîïîäèé íå îáðàçóåòñÿ. Èçìåíåíèå ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ÿäåðíûõ ýðèòðî-
öèòîâ, àíàëîãè÷íîå ëåéêîöèòàì, îïðåäåëÿåò ñïîñîáíîñòü êðàñíûõ êëåòîê êðîâè ê ðåàêöèÿì ìèãðàöèè è
ôàãîöèòîçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíèðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ,
ÿäåðíûå ýðèòðîöèòû, ëåéêîöèòû, ìèãðàöèÿ êëåòîê.

Ñðåäè îñíîâíûõ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà êëåòêè áîëü-
øîé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêàåò åãî àêòèíîâàÿ
ñîñòàâëÿþùàÿ êàê íàèáîëåå ëàáèëüíàÿ è áûñòðî ðåàãèðó-
þùàÿ íà ðàçëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ (Goldman, Knipe, 1972;
Pollard, Weihing, 1974; Òêåìàëàäçå, ×è÷èíàäçå, 2005; Ïè-
íàåâ, 2009). Â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå èìååòñÿ íåìàëî ðàáîò,
ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ èçìåíåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé îð-
ãàíèçàöèè àêòèíîâîé ÷àñòè öèòîñêåëåòà ëåéêîöèòîâ
ìëåêîïèòàþùèõ ïðè äâèæåíèè (Ôóëòîí, 1987; Bennett,
Baines, 2001; Çåìëÿíñêèõ, Äåíèñîâà, 2009). Âîïðîñ î
ñòðóêòóðíûõ ïðåîáðàçîâàíèÿõ öèòîñêåëåòà ÿäåðíûõ ýðèò-
ðîöèòîâ, à òàêæå ëåéêîöèòîâ íèçøèõ ïîçâîíî÷íûõ æè-
âîòíûõ â ïðîöåññå ìèãðàöèè èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ïåðåñòðîéêè àêòèíîâî-
ãî êîìïîíåíòà öèòîñêåëåòà ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ è ïîëè-
ìîðôíîÿäåðíûõ ëåéêîöèòîâ ó ðûá, ëÿãóøåê è ïòèö ïðè
ìèãðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïåðèôåðè÷åñêóþ êðîâü, âçÿ-
òóþ ó íàðêîòèçèðîâàííûõ ýôèðîì æèâîòíûõ: ñàçàíà Cyp-
rinus carpio, ëÿãóøêè îçåðíîé Rana ridibunda è êóðèöû
äîìàøíåé Gallus domesticus. Çàáîð êðîâè ó ëÿãóøêè îñó-
ùåñòâëÿëè èç ñåðäöà, ó êóðèöû — èç êðóïíûõ âåí êðûëà,
ó ñàçàíà — èç õâîñòîâîé âåíû. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ
ñëóæèëè ýðèòðîöèòû è ëåéêîöèòû. Â êà÷åñòâå àíòèêîàãó-
ëÿíòà èñïîëüçîâàëè ãåïàðèí (10 åä./ìë). Ïîëó÷åííóþ
êðîâü öåíòðèôóãèðîâàëè 4 ìèí ïðè 400 g. Ñîáèðàëè íèæ-
íþþ ÷àñòü ïëàçìû, áîãàòóþ ëåéêîöèòàìè, è ëåéêîöèòàð-
íîå êîëüöî.

Äëÿ ôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà ïðîâîäèëè ïðîáîïîäãîòîâêó ãåìîöèòîâ. Ïðåäâàðèòåëü-

íî áûëè àïðîáèðîâàíû 3 ñïîñîáà ôèêñàöèè: 4%-íûì ôîðì-
àëüäåãèäîì, 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì è 10%-íûì
ãëóòàðàëüäåãèäîì. Ïðè ôèêñàöèè ôîðìàëüäåãèäà êëåòêè
äåôîðìèðîâàëèñü è ìåíÿëè ñâîþ ôîðìó, à ïàðàôîðìàëü-
äåãèä óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå íà÷àëà ôèêñàöèè âûçûâàë
ãåìîëèç èçó÷àåìûõ êëåòîê. Ãëóòàðàëüäåãèä, ñîãëàñíî íà-
øèì ðåçóëüòàòàì, à òàêæå äàííûì ìíîãèõ àâòîðîâ, ëó÷øå
äðóãèõ ôèêñàòîðîâ ñîõðàíÿåò ñòðóêòóðó êëåòîê è ïðèæèç-
íåííûå ðàçìåðû (Sabatini et al., 1963; Ôðàéøòàò, 1980;
Äóãëàñ, Êóè, 1983).

Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 60 ìèí 10%-íûì ðàñ-
òâîðîì ãëóòàðàëüäåãèäà íà èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå NaCl
(0.8 % äëÿ ñàçàíà, 0.6 % äëÿ ëÿãóøêè, 0.9 % äëÿ êóðèöû).
Ïîñëå ôèêñàöèè ãåìîöèòû îòìûâàëè îò ãëóòàðàëüäåãèäà
ñ ïîìîùüþ áóôåðà (PBS, pH 6.8). Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè
îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 íà
PBS â òå÷åíèå 20 ìèí, ñíîâà îòìûâàëè ñ ïîìîùüþ PBS è
âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû îêðàøè-
âàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì-R415 (Molecular Probes,
ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí â òåìíîòå.

Ôëóîðåñöåíöèþ àêòèíîâîãî êîìïîíåíòà öèòîñêåëåòà
êëåòîê íàáëþäàëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì êîíôîêàëü-
íîì ìèêðîñêîïå Nikon D-Eclipse Ti-E (ßïîíèÿ). Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíîå ïðèëîæåíèå Ñ1. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ èçîáðàæåíèÿ àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ ÿäåðíûõ
ýðèòðîöèòîâ è ëåéêîöèòîâ èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ ñ óâå-
ëè÷åíèåì 60�. Â ðàáîòå ïðèìåíÿëè ëàçåðû ñ äëèíàìè
âîëí 488 (äëÿ âîçáóæäåíèÿ) è 514 (äëÿ ðåãèñòðàöèè ñâå÷å-
íèÿ) íì.

Èçó÷åíèå ðåîðãàíèçàöèè ìèêðîôèëàìåíòîâ öèòîñêå-
ëåòà ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ, ìèãðèðóþùèõ ïîä àãàðîçîé
(Ôåäîðîâà, Ëåâèí, 2001). Â ëóíêè, âûðåçàííûå â àãàðîç-
íîì ãåëå, íàíåñåííîì íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, ïîìåùàëè ïî
3 ìêë ñóñïåíçèè ãåìîöèòîâ, ñîäåðæàùåé îêîëî 1 ìëí êëå-
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òîê (â ñëó÷àå ëÿãóøêè, èìåþùåé áîëüøîé ðàçìåð êëåòîê,
îêîëî 300 òûñ. êëåòîê). Ñòåêëà ñ ãåìîöèòàìè ðûá è ëÿãó-
øåê ïðè 8 °Ñ è ñ êëåòêàìè êðîâè ïòèö ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå èíêóáèðîâàëè 1 ñóò â ñðåäå ñ 5%-íûì ñîäåð-
æàíèåì ÑÎ2.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ìåòîäàìè âà-
ðèàöèîííîé ñòàòèñòèêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèàëüíûõ
ïðîãðàìì íà ïåðñîíàëüíîì êîìïüþòåðå. Äîñòîâåðíîñòü
ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìåòîäîì êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðóþùåé ìèê-
ðîñêîïèè îïðåäåëåíû èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àêòèíîâîé
÷àñòè öèòîñêåëåòà ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ è ëåéêîöèòîâ ó
ðûá, ëÿãóøåê è ïòèö ïðè ìèãðàöèè. Ïîëó÷åííûå ñêàíû
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ýðèòðîöèòîâ ðûáû (à), ëÿãóøêè (á) è ïòèöû (â), ðàñïëàñòàííûõ íà ñòåêëÿííîé ïîäëîæêå.

1 — àêòèíîâûå ñòðåññ-ôèáðèëëû, 2 — êëåòî÷íûé «êîðòåêñ», ñîñòîÿùèé èç àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, 3 — ÿäåðíûé àêòèí.

Ðèñ. 2. Ìèêðîôîòîãðàôèè ëåéêîöèòîâ ðûáû (à), ëÿãóøêè (á) è ïòèöû (â), ðàñïëàñòàííûõ íà ñòåêëÿííîé ïîäëîæêå.

1 — ÿäåðíûé àêòèí, 2 — öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà.

Ðèñ. 3. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ ìèãðèðóþùåãî ýðèòðîöèòà ëÿãóøêè
(íà÷àëî äâèæåíèÿ ïî ñòåêëó ïîä àãàðîçîé).

1 — ëèäèðóþùèé êðàé êëåòêè, 2 — ñòðåññ-ôèáðèëëû.
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Ðèñ. 4. Ìèêðîôîòîãðàôèè ìèãðèðóþùèõ êëåòîê êðîâè ðûáû (à), ëÿãóøêè (á) è ïòèöû (â).

1 — ýðèòðîöèòû, 2 — ëåéêîöèòû, 3 — àêòèí â âèäå ìåëêèõ ÷àñòèö.

Ðèñ. 5. Ìèêðîôîòîãðàôèè ìèãðèðóþùèõ ýðèòðîöèòîâ ëÿãóøêè (à—ä).

1 — ýðèòðîöèòû, 2 — ïñåâäîïîäèè, 3 — ïó÷êè àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ.



ýðèòðîöèòîâ, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ñòåêëÿííîé ïîäëîæêå,
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1, à—â. Â öèòîïëàçìå êëåòîê õîðî-
øî âèäíû àêòèíîâûå ñòðåññ-ôèáðèëëû, ðàäèàëüíî îòõî-
äÿùèå îò ïëàçìàëåììû ê ÿäðó, â âèäå äëèííûõ ïó÷êîâ.
Íà ñêàíàõ ýðèòðîöèòîâ ÷åòêî âûðàæåíà ãóñòàÿ ñåòü àêòè-
íîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, íàõîäÿùàÿñÿ íåïîñðåäñòâåííî
ïîä öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé êëåòêè è îáðàçóþ-
ùàÿ «êëåòî÷íûé êîðòåêñ» (Broschat et al., 1983; Äåðÿáèí,
2005). Â êðàñíûõ êëåòêàõ êðîâè âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ
æèâîòíûõ âûÿâëåí ÿäåðíûé àêòèí. Àêòèíîâûå ôèëàìåí-
òû ðàñïîëàãàþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî â ÿäðå è âîêðóã íåãî.

Ó ëåéêîöèòîâ âñåõ ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ àêòèí òàê-
æå âûÿâëåí â ÿäðå è ïîä íàðóæíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíîé (ðèñ. 2, à—â). ßäåðíûé àêòèí ïðåäñòàâëåí â
âèäå êðóïíûõ ÷àñòèö.

Íà÷àëî ìèãðàöèè ýðèòðîöèòîâ ëÿãóøêè ïî ñóáñòðàòó
ñîïðîâîæäàåòñÿ ïåðåñòðîéêîé ñôîðìèðîâàííîé ñèñòåìû
àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, â ïåðâóþ î÷åðåäü ñòðåññ-ôèáðèëë
(ðèñ. 3). Îñíîâíîå âëèÿíèå íà äèíàìèêó è àðõèòåêòóðó
ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåíòîâ îêàçûâàþò ëèãàíä-ðåöåïòîð-
íûå êîìïëåêñû, îáðàçóþùèåñÿ ïðè àäãåçèîííûõ êîíòàê-
òàõ êëåòêè ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, óñòàíàâëèâàþùè-
åñÿ ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòî-
ðîâ èíòåãðèíîâ (Goldman et al., 1975; Yamada, Miyamoto,
1995; Ïèíàåâ, 2009).

Íà ðèñ. 4, à—â âèäíû èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû àêòèíî-
âîãî öèòîñêåëåòà è ôîðìû êëåòîê ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ
÷åðåç 1 ñóò ïîñëå íà÷àëà ìèãðàöèè. Êàê â êðàñíûõ, òàê è â
áåëûõ êëåòêàõ êðîâè àêòèí â öèòîïëàçìå âûÿâëÿåòñÿ â
âèäå ìåëêèõ ÷àñòèö, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì,
÷òî â äàííîå âðåìÿ îí íàõîäèòñÿ â êëåòêå â âèäå êîðîòêèõ
îëèãîìåðîâ (Ïèíàåâ, 2009). ßäåðíûé àêòèí ó ìèãðèðóþ-
ùèõ ýðèòðîöèòîâ è ëåéêîöèòîâ íå âûÿâëÿåòñÿ, âîçìîæíî,
îí ïåðåõîäèò â öèòîïëàçìó (Ïèíàåâ, 2009).

Â ïðîöåññå ëîêîìîöèé ñòðóêòóðà öèòîñêåëåòà ýðèòðî-
öèòîâ ó ðûá, ëÿãóøåê è ïòèö ñòàíîâèòñÿ àíàëîãè÷íîé ëåé-
êîöèòàì.

Â ðÿäå ñëó÷àåâ ïðè äâèæåíèè ýðèòðîöèòû ëÿãóøåê
îáðàçóþò íà ëèäèðóþùåì êðàå äëèííûå âûðîñòû — ïñåâ-

äîïîäèè (ëàìåëîïîäèè) ðàçëè÷íîé ôîðìû (ðèñ. 5, à—ä),
õàðàêòåðíûå îáû÷íî äëÿ ëåéêîöèòîâ. Â ïñåâäîïîäèÿõ
ðàñïîëîæåíû ïó÷êè ïàðàëëåëüíî óëîæåííûõ àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ. Ó ïòèö ïðè ìèãðàöèè êðàñíûå êëåòêè êðîâè
ôîðìèðóþò íåáîëüøèå âûðîñòû (ðèñ. 6), ó ðûá âûïÿ÷èâà-
íèé ìåìáðàíû íå íàáëþäàåòñÿ. Ñîãëàñíî äàííûì, ïîëó-
÷åííûì Ãîëîâêî (2010), ó ýðèòðîöèòîâ çåìíîâîäíûõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè àíàëîãè÷íîãî ïóëà ðûá è ïòèö áî-
ëåå âûñîêèé ïîêàçàòåëü ñêëàä÷àòîñòè ïëàçìàëåììû è
áîëüøèé ìåìáðàííûé ðåçåðâ, ïîçâîëÿþùèé îáðàçîâû-
âàòü äëèííûå ïñåâäîïîäèè. Â ñâîþ î÷åðåäü îáðàçîâàíèå
ïñåâäîïîäèé ó ÿäåðíûõ ýðèòðîöèòîâ ëÿãóøåê è â ìåíü-
øåé ñòåïåíè ó êóð äàåò âîçìîæíîñòü ýòèì êëåòêàì ó÷àñò-
âîâàòü â ðåàêöèÿõ ìèãðàöèè (×åðíÿâñêèõ è äð., 2008),
îñóùåñòâëÿÿ àìåáîèäíûå äâèæåíèÿ, à òàêæå â ïðîöåññàõ
ôàãîöèòîçà (Prunesco, 1971), ïîäîáíî ëåéêîöèòàì.
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THE REORGANIZATION OF THE ACTIN CYTOSKELETON OF NUCLEAR ERYTHROCYTES

AND LEUKOCYTES IN FISH, FROGS AND BIRDS DURING CELL MIGRATION

S. D. Chernyavsky,1 M. Z. Fedorova, Vo Van Thanh, Do Huu Quyet

Belgorod State National Research University, Belgorod;
1 e-mail: Chernyavskikh@bsu.edu.ru

Changes in the spatial organization of actin filaments of nuclear erythrocytes and leukocytes during their
migration in fish, frogs and birds have been studied by the method of confocal laser scanning microscopy. It has
been shown that, during movement of cells, the reorganization of cytoskeleton microfilaments in erythrocytes is
similar to that in leukocytes. During migration, red blood cells of amphibious and birds form pseudopodia filled
with bunches in parallel laid actin filaments. Erythrocytes in fish do not form pseudopodia. Similar to leukocy-
tes change in the structure of the actin cytoskeleton in nuclear erythrocytes determines the ability of red blood
cells to reactions of migration and phagocytosis.

K e y w o r d s: actin cytoskeleton, confocal laser scanning microscopy, nuclear erythrocytes, leukocytes,
migration of cells.
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