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Âëèÿíèå ñïîð ìèêðîñïîðèäèé íà ôåíîëîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü â ãåìîöèòàõ ñâåð÷êîâ

Ïîñëå èíêóáàöèè ñî ñïîðàìè ìèêðîñïîðèäèé Paranosema spp. â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ íà-
áëþäàëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå äîëè êëåòîê, äàþùèõ ïîëîæèòåëüíóþ ðåàêöèþ â ãèñòîõèìè÷åñêîì òå-
ñòå íà ôåíîëîêñèäàçíóþ (ÔÎ) àêòèâíîñòü. Ñïîðû ìèêðîñïîðèäèè P. grylli âûçûâàëè ñíèæåíèå ýòîãî ïî-
êàçàòåëÿ â 3 è 5.4 ðàçà ïðè êîíòàêòå â òå÷åíèå 1 ÷ ñ ãåìîöèòàìè ñâåð÷êîâ Gryllus bimaculatus è G. argenti-
nus ñîîòâåòñòâåííî. Ñïîñîáíîñòü ñïîð P. grylli ñíèæàòü äîëþ ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ìîíîñëîå
ãåìîöèòîâ G. bimaculatus áûëà âûðàæåíà ñèëüíåå ïðè áîëåå äëèòåëüíîì âðåìåíè èíêóáàöèè (2 ÷), à òàê-
æå ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå ñâåæèõ îáðàçöîâ ñïîð (ñ áîëåå âûñîêîé èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòüþ). Îá-
ðàáîòêà ñïîð P. grylli àíòèáèîòèêàìè óìåíüøàëà èõ ñïîñîáíîñòü ñíèæàòü äîëþ ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ ãå-
ìîöèòîâ. Íàèáîëüøåå ñíèæåíèå — ïî÷òè â 27 ðàç — îòìå÷åíî ïðè èíêóáàöèè ãåìîöèòîâ G. bimaculatus
ñî ñïîðàìè P. locustae, âûñîêîïàòîãåííûì ïàðàçèòîì, ñïîñîáíûì çàðàæàòü ïðÿìîêðûëûõ íàñåêîìûõ-
õîçÿåâ èñêëþ÷èòåëüíî øèðîêîãî êðóãà è ñîõðàíÿòü âûñîêèé óðîâåíü èíôåêöèîííîñòè íà ïðîòÿæåíèè
äëèòåëüíîãî âðåìåíè âíå îðãàíèçìà õîçÿèíà. Òåñíàÿ êîððåëÿöèîííàÿ ñâÿçü âûÿâëåíà ìåæäó óðîâíåì
èíôåêöèîííîñòè ñïîð ìèêðîñïîðèäèé è èõ ñïîñîáíîñòüþ ê ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè ÔÎ-ñèñòåìû —
êëþ÷åâîãî ôàêòîðà èììóíèòåòà íàñåêîìûõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîñïîðèäèè, ïðÿìîêðûëûå íàñåêîìûå, ãåìîöèòû, ôåíîëîêñèäàçíàÿ ñèñòå-
ìà, Paranosema grylli, Paranosema locustae, Gryllus bimaculatus, Gryllus argentinus.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÎÔÀ — 3,4-äèãèäðîêñèôåíèëàëàíèí, ÔÐ — ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñò-
âîð, ñîäåðæàùèé Òðèñ (ðÍ 7.2), ÔÎ — ôåíîëîêñèäàçà.

Ôåíîëîêñèäàçíàÿ (ÔÎ) ñèñòåìà ãåìîëèìôû íàñåêî-
ìûõ âûïîëíÿåò ðàçíîîáðàçíûå ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíê-
öèè è çàíèìàåò êëþ÷åâîå ìåñòî â ôîðìèðîâàíèè êîìï-
ëåêñà çàùèòíûõ ðåàêöèé â îòâåò íà íàðóøåíèå öåëîñòíî-
ñòè âíóòðåííåé ñðåäû îðãàíèçìà ïðè èíôåêöèîííîì
ïðîöåññå, èíòîêñèêàöèè, òðàâìèðîâàíèè è ïðî÷èõ íåáëà-
ãîïðèÿòíûõ âîçäåéñòâèÿõ îêðóæàþùåé ñðåäû (Götz, Bo-
man, 1985). Êîìïîíåíòû ÔÎ-êàñêàäà áåñïîçâîíî÷íûõ
ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ íåñïåöèôè÷åñêîãî ðàñïîçíàâàíèÿ
÷óæîãî, îïñîíèçàöèè ÷óæåðîäíûõ êëåòîê, ìåëàíèçàöèè
èíêàïñóëèðîâàííûõ ïàðàçèòîâ, äåòîêñèêàöèè ÿäîâ, ïàòî-
ãåííûõ ìåòàáîëèòîâ è ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ, à òàêæå çà-
ïóñêà äðóãèõ êàñêàäíûõ ñèñòåì çàùèòû (Gillepsie et al.,
1997).

Òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà ìåëà-
íèíà çàðåãèñòðèðîâàíî íà ïàðàçèòàõ ðàçëè÷íûõ ãðóïï —
âèðóñàõ (Popham et al., 2004), áàêòåðèÿõ, ïðîòèñòàõ (Hil-
lyer et al., 2003), â òîì ÷èñëå ìèêðîñïîðèäèÿõ (Tokarev
et al., 2007), ãðèáàõ, ãåëüìèíòàõ (Götz, Boman, 1985) è íà-
ñåêîìûõ-ýíòîìîôàãàõ (Carton, Nappi, 1997). Ó íàñåêîìûõ
êîìïîíåíòû ÔÎ-êîìïëåêñà íàõîäÿòñÿ â ãåìîëèìôå è â
ñâîáîäíîöèðêóëèðóþùèõ ãåìîöèòàõ, ðåàëèçóþùèõ
îñíîâíîé îáúåì êëåòî÷íûõ çàùèòíûõ ðåàêöèé. Äîëÿ
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ ãåìîöèòîâ ñëóæèò âàæíûì ïîêàçàòå-
ëåì â îïðåäåëåíèè íàïðÿæåííîñòè èììóííîãî ñòàòóñà

íàñåêîìûõ, â òîì ÷èñëå ïðè èíôåêöèîííîì ïàòîãåíåçå
(Ãëóïîâ, Áàõâàëîâ, 2001). Ïàðàçèòû íàñåêîìûõ — êàê
ìàêðî-, òàê è ìèêðîîðãàíèçìû — èñïîëüçóþò ðàçíîîá-
ðàçíûå ñïîñîáû èçáåãàíèÿ èëè ïîäàâëåíèÿ çàùèòíûõ ðå-
àêöèé îðãàíèçìà õîçÿåâ; ïðè ýòîì ÔÎ-ñèñòåìà è èììóíî-
êîìïåòåíòíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå ÷àñ-
òûõ ìèøåíåé èììóíîñóïðåññèâíûõ ñòðàòåãèé ïàðàçèòîâ.

Ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ÔÎ â ãåìîëèìôå è ãåìîöèòàõ
è ïîäàâëåíèå ðåàêöèè ìåëàíèçàöèè âûÿâëåíû ïðè íàñòóï-
ëåíèè îñòðîé ôàçû ìèêðîñïîðèäèîçà ïðÿìîêðûëûõ è ÷å-
øóåêðûëûõ íàñåêîìûõ, ñîïðîâîæäàþùåéñÿ ìàññîâûì íà-
êîïëåíèåì ñïîð ïàðàçèòà (Ñîêîëîâà è äð., 2000; Òîêàðåâ,
2003; Âîðîíöîâà è äð., 2004; Tokarev, Sokolova, 2005).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîâåðèòü ãèïîòåçó î òîì,
÷òî ñïîðû ìèêðîñïîðèäèé îáëàäàþò ñóïðåññèâíûì äåé-
ñòâèåì â îòíîøåíèè ñèñòåìû ìåëàíîãåíåçà íàñåêî-
ìûõ-õîçÿåâ íà ïðèìåðå êðàòêîâðåìåííîé êóëüòóðû ãåìî-
öèòîâ ñâåð÷êîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð à ç â å ä å í è å í à ñ å ê î ì û õ è ì è ê ð î ñ ï î ð è ä è é.
Äâóïÿòíèñòîãî ñâåð÷êà G. bimaculatus è àðãåíòèíñêîãî
ñâåð÷êà G. argentinus ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ,
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îïèñàííûõ ðàíåå (Òîêàðåâ, 2003). Äëÿ çàðàæåíèÿ ëè÷è-
íîê III—IV âîçðàñòîâ íà âàòó ïîèëêè íàíîñèëè ñóñïåí-
çèþ ñïîð ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli â êîíöåíòðà-
öèè 107 ñïîð â 1 ìë. Ïîèëêè ïîìåùàëè â ñàäêè ñ íàñåêî-
ìûìè íà 1 íåä. ×åðåç 2—3 ìåñ íàñåêîìûõ âñêðûâàëè,
æèðîâîå òåëî ãîìîãåíèçèðîâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè
10 ìèí ïðè 500 g è 4 °Ñ. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü è âåðõ-
íèå ñëîè îñàäêà óäàëÿëè, à íèæíèé ñëîé áåëîãî öâåòà, ñî-
ñòîÿùèé èç ñïîð ìèêðîñïîðèäèé, ðåñóñïåíäèðîâàëè â äè-
ñòèëëèðîâàíîé âîäå è îòìûâàëè ìíîãîêðàòíûì öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì ïðè óñëîâèÿõ, óêàçàííûõ âûøå. Âîäíóþ
ñóñïåíçèþ î÷èùåííûõ ñïîð õðàíèëè ïðè 4 °Ñ è èñïîëü-
çîâàëè äëÿ çàðàæåíèÿ ñâåð÷êîâ è â ýêñïåðèìåíòàõ, îïè-
ñàííûõ íèæå.

Äëÿ òåñòîâ ñî ñïîðàìè ìèêðîñïîðèäèè P. locustae èñ-
ïîëüçîâàëè ñóñïåíçèþ ñïîð, âûäåëåííûõ èç æèðîâîãî
òåëà ïåðåëåòíîé ñàðàí÷è ïî àíàëîãè÷íîé ìåòîäèêå.

Ò å ñ ò í à è í ô å ê ö è î í í î ñ ò ü ñ ï î ð P. g r y l l i.
Æèçíåñïîñîáíîñòü ñïîð ìèêðîñïîðèäèè P. grylli îöåíè-
âàëè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî ìåòîäà ñòèìóëÿöèè
âûñòðåëèâàíèÿ (ýêñòðóçèè) ñïîð in vitro (Kurtti et al.,
1994). Äëÿ ýòîãî ñïîðû ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè â
ñëåäóþùèõ ðàñòâîðàõ: 1) 10 ìÌ ðàñòâîð äèíàòðèåâîé
ñîëè ÝÄÒÀ, ñîäåðæàùèé 1 ìÌ Òðèñ, ðÍ 6.8—7, 30 ìèí;
2) àêòèâèðóþùèé ðàñòâîð 0.01 N KOH, ñîäåðæàùèé
0.17 Ì KCl, 40 ìèí; 3) íåéòðàëèçóþùèé ðàñòâîð, ñîäåð-
æàùèé 25 ìÌ Òðèñ, 0.17 Ì KCl, 10 ìÌ ÝÄÒÀ, 30 ìÌ
ãëþêîçû, ðÍ 8.0, 30 ìèí. Ïîñëå ýòîãî ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñ-
ëî âûñòðåëèâøèõ ñïîð â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå Ìèêðî-
ìåä-2 (ËÎÌÎ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Â êà÷åñòâå âàðèàíòîâ èñïîëüçîâàëè ñïîðû, õðàíèâ-
øèåñÿ â òå÷åíèå 1—2 íåä (ñâåæåâûäåëåííûå ñïîðû) è â
òå÷åíèå 1 ãîäà ïîñëå âûäåëåíèÿ, à òàêæå ñâåæåâûäåëåí-
íûå ñïîðû, îáðàáîòàííûå ðàñòâîðîì ïåíèöèëëèíà
(5 åä./ìë) è ñòðåïòîìèöèíà (500 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 12 ÷
ïðè 37 °Ñ.

Ê ó ë ü ò ó ð à ã å ì î ö è ò î â ñ â å ð ÷ ê î â i n v i t r o. Íà-
ñåêîìûõ îõëàæäàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4°C è ñòåðèëè-
çîâàëè ïîâåðõíîñòü òåëà 70%-íûì ýòàíîëîì. Ãåìîëèìôó
ñâåð÷êîâ îòáèðàëè â àíòèêîàãóëÿíò, ñîäåðæàùèé 100 ìÌ
NaOH, 150 ìÌ NaCl, 17 ìÌ ÝÄÒÀ è 40 ìÌ ëèìîííîé
êèñëîòû (pH 4.6), íà ëåäÿíîé áàíå. Ãåìîöèòû îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì (500 g, 5 ìèí, 4 °C), ðåñóñïåíäèðî-
âàëè â îõëàæäåííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå Ìèòöóõàøè è
Ìàðàìîðîøà (Sigma, Ãåðìàíèÿ) è ïîäñ÷èòûâàëè êîíöåí-
òðàöèþ êëåòîê â ãåìîöèòîìåòðå Íîéáàóýðà (BRAND,
Ãåðìàíèÿ). Ñóñïåíçèþ ãåìîöèòîâ ñìåøèâàëè ñ ñóñïåí-
çèåé ñïîð ìèêðîñïîðèäèé â ñîîòíîøåíèè 1 : 10. Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ãåìîöèòû áåç äîáàâëåíèÿ ñïîð
ìèêðîñïîðèäèé. Ñìåñü ãåìîöèòîâ è ñïîð âûñåâàëè â ëóí-
êè êàìåðû FLEXiperm (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ), ïðèêðåïëåí-
íîé ê ïðåäìåòíîìó ñòåêëó, èç ðàñ÷åòà 3�105 ãåìîöèòîâ íà
ëóíêó (Òîêàðåâ è äð., 2005). Ìîíîñëîè ãåìîöèòîâ ñî ñïî-
ðàìè èíêóáèðîâàëè ïðè 25 °Ñ, ïîñëå ÷åãî èñïîëüçîâàëè
äëÿ ãèñòîõèìè÷åñêèõ òåñòîâ.

À ê ò è â í î ñ ò ü Ô Î â û ÿ â ë ÿ ë è ãèñòîõèìè÷åñêè ïî
îïèñàííîé ìåòîäèêå (Ñîêîëîâà è äð., 2000), ìîäèôèöè-
ðîâàííîé äëÿ óñëîâèé äàííîãî èññëåäîâàíèÿ. Äëÿ ýòîãî
ìîíîñëîè ãåìîöèòîâ (ïîñëå ñíÿòèÿ êàìåðû FLEXiperm
ñ ïðåäìåòíîãî ñòåêëà) äâàæäû ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷å-
ñêèì ðàñòâîðîì (ÔÐ: 10 ìÌ Òðèñ, 150 ìÌ NaCl, ðÍ 7.2) è
ôèêñèðîâàëè àáñîëþòíûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 5 ìèí.
Çàòåì ôèêñàòîð óäàëÿëè è äîáàâëÿëè â ëóíêè ñ ìîíîñëîÿ-
ìè ãåìîöèòîâ 2 ìÌ ðàñòâîð 3,4-äèãèäðîêñèôåíèëàëàíè-
íà (ÄÎÔÀ) â ÔÐ. Ìîíîñëîè ãåìîöèòîâ èíêóáèðîâàëè â

òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè èõ ïðîòî÷-
íîé âîäîé è âûñóøèâàëè.

Ïðè ïîäñ÷åòå â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå êëåòêè, ïîòåì-
íåâøèå â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè ñ ÄÎÔÀ, ó÷èòûâàëè êàê
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûå, à ñâåòëûå — êàê ÔÎ-îòðèöàòåëü-
íûå. Äëÿ êàæäîãî âàðèàíòà èñïîëüçîâàëè ÷åòûðå ìîíî-
ñëîÿ ãåìîöèòîâ. Â êàæäîì ìîíîñëîå ïîäñ÷åò äîëè
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïðîèçâîäèëè â 50 ïîëÿõ çðå-
íèÿ è ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå çíà÷åíèå. Ñòåïåíü ñíèæåíèÿ
äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè êàê ñîîòíî-
øåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé â ýêñïåðèìåíòå è â ñîîòâåòñòâó-
þùåì êîíòðîëüíîì âàðèàíòå.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îá-
ðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà
STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc.). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûì è êîíòðîëüíûì âàðèàíòàìè, à òàêæå ìåæäó
ñòåïåíÿìè ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà (t-test, inde-
pendent, by variables). Äëÿ âûÿâëåíèÿ êîððåëÿöèîííûõ
ñâÿçåé ìåæäó óðîâíåì èíôåêöèîííîñòè ñïîð è ñòåïåíüþ
ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
íåïàðàìåòðè÷åñêèé êîððåëÿöèîííûé àíàëèç (Spearman
rank R) â îòíîøåíèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðÿäîâ äàííûõ,
ïðåäñòàâëåííûõ â òàáë. 2.

Ðåçóëüòàòû

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ñ ï î ð ì è ê ð î ñ ï î ð è ä è é.
Ïðè èñêóññòâåííîé ñòèìóëÿöèè in vitro íàáëþäàëè âû-
ñòðåëèâàíèå îêîëî 70 % ñâåæåâûäåëåííûõ ñïîð ìèêðî-
ñïîðèäèè P. grylli. Òîëüêî 6.8 � 2.3 % (n = 117) ñïîð, õðà-
íèâøèõñÿ â âèäå âîäíîé ñóñïåíçèè ñâûøå 1 ãîäà ïðè
4 °Ñ, ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ê ýêñòðóçèè, ò. å. èõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ñíèçèëàñü â 10 ðàç. Ïîòåðþ ñïîñîáíîñòè ê
ýêñòðóçèè in vitro, à òàêæå ê çàðàæåíèþ íàñåêîìûõ-õîçÿåâ
ïðè äëèòåëüíîì õðàíåíèè ñïîð ìèêðîñïîðèäèé äàííîãî
âèäà íåîäíîêðàòíî íàáëþäàëè ðàíåå (Òîêàðåâ, 2003; Ñå-
ìåíîâ, 2004). Ñðåäè ñïîð, îáðàáîòàííûõ àíòèáèîòèêàìè,
ñïîñîáíîñòü ê ýêñòðóçèè ñîõðàíÿëè ëèøü 22.4 � 3.2 %
(n = 165), ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î ÷àñòè÷íîé ïîòåðå
æèçíåñïîñîáíîñòè ñïîð (òàáë. 1).

Â ë è ÿ í è å ñ ï î ð ì è ê ð î ñ ï î ð è ä è é í à à ê ò è â -
í î ñ ò ü Ô Î â ì î í î ñ ë î å ã å ì î ö è ò î â. Èñïîëüçîâàíèå
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ ïîçâîëèëî èçó-
÷èòü íåïîñðåäñòâåííîå âëèÿíèå ñïîð ìèêðîñïîðèäèé íà
ñîñòîÿíèå ïîïóëÿöèè ñâîáîäíîöèðêóëèðóþùèõ êëåòîê
íàñåêîìûõ-õîçÿåâ, ÷òî çíà÷èòåëüíî çàòðóäíåíî â óñëîâè-
ÿõ ïàðàçèòî-õîçÿèííîé ìîäåëè in vivo. Âî âñåõ âàðèàíòàõ
êîíòàêòà ñïîð ìèêðîñïîðèäèé ñ ãåìîöèòàìè ñâåð÷êîâ â
ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè âàðèàíòàìè íàáëþäàëè ñíè-
æåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì âûÿâè-
ëè ñëåäóþùèå çàêîíîìåðíîñòè.

1. Âëèÿíèå âðåìåíè èíêóáàöèè. Ïðè èíêóáàöèè ìî-
íîñëîÿ ãåìîöèòîâ ñâåð÷êà G. bimaculatus ñî ñïîðàìè ìèê-
ðîñïîðèäèé P. grylli â òå÷åíèå 1 ÷ äîëÿ ÔÎ-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê ñîñòàâèëà 11.13 � 1.36 ïðîòèâ 33.54 � 2.10 %
â êîíòðîëå. ×åðåç 2 ÷ èíêóáàöèè ïîêàçàòåëè â ýêñïåðè-
ìåíòå è êîíòðîëå äîñòèãàëè 6.13 � 1.17 è 30.73 � 2.30 %
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, åñëè ÷åðåç 1 ÷
èíêóáàöèè äîëÿ ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïîä äåéñòâè-
åì ñïîð ìèêðîñïîðèäèé ñíèçèëàñü â 3 ðàçà, òî ÷åðåç
2 ÷ — â 5 ðàç; ðàçëè÷èå ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ïðè
Ð = 0.01. Ñëåäîâàòåëüíî, èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ñïîð
ìèêðîñïîðèäèé íà ÔÎ-ñèñòåìó ãåìîöèòîâ íàñåêîìûõ çà-
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âèñèò îò âðåìåíè êîíòàêòà ñ êëåòêîé-ìèøåíüþ, ÷òî íåîá-
õîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè ïîñòàíîâêå òåñòîâ è ñðàâíåíèè ðå-
çóëüòàòîâ ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

2. Âëèÿíèå âèäà íàñåêîìîãî — äîíîðà ãåìîöèòîâ.
Ïðè èíêóáàöèè ìîíîñëîÿ ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ ñî ñïîðàìè
ìèêðîñïîðèäèè P. grylli â òå÷åíèå 1 ÷ â ñëó÷àå ñ ãåìî-
öèòàìè G. argentinus äîëÿ ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
â ýêñïåðèìåíòå è êîíòðîëå ñîñòàâèëà 4.37 � 0.99 è
23.63 � 2.14 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2). Ñëåäîâàòåëüíî, â
îïûòíîì âàðèàíòå äëÿ ãåìîöèòîâ G. argentinus ýòîò ïîêà-
çàòåëü ñíèçèëñÿ â 5.4 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, òîã-
äà êàê äëÿ ãåìîöèòîâ G. bimaculatus ñíèæåíèå ñîñòàâèëî
3 ðàçà, êàê ñêàçàíî âûøå. Ðàçëè÷èå ìåæäó ñòåïåíüþ ñíè-
æåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñâåð÷êîâ äâóõ âè-
äîâ ïîä äåéñòâèåì ñïîð ìèêðîñïîðèäèé ñòàòèñòè÷åñêè
äîñòîâåðíî ïðè Ð = 0.0). Î âîçìîæíîñòè çàðàæåíèÿ àð-
ãåíòèíñêîãî ñâåð÷êà ìèêðîñïîðèäèÿìè è, ñëåäîâàòåëüíî,
î ïàòîãåíåçå ìèêðîñïîðèäèîçà è èíôåêöèîííûõ ñâîéñò-
âàõ ñïîð P. grylli ïî îòíîøåíèþ ê íàñåêîìûì äàííîãî

âèäà ñâåäåíèé íåò, ÷òî íå ïîçâîëÿåò äåëàòü âûâîäû î ôè-
çèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè âûÿâëåííîãî ðàçëè÷èÿ.

3. Âëèÿíèå ñðîêà õðàíåíèÿ ñïîð. Ïðè èíêóáàöèè ìî-
íîñëîÿ ãåìîöèòîâ ñâåð÷êà G. bimaculatus ñî ñïîðàìè ìèê-
ðîñïîðèäèé P. grylli, õðàíèâøèìèñÿ â òå÷åíèå 18 ìåñ
ïðè 4 °Ñ, äîëÿ ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñîñòàâèëà
16.94 � 1.70 ïðîòèâ 33.53 � 2.10 % â êîíòðîëå (ðèñ. 3),
ò. å. ñòåïåíü ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ ãåìîöè-
òîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ñîñòàâèëà 2 ðàçà, òîãäà êàê
äëÿ ñâåæèõ ñïîð — 3 ðàçà (ñì. âûøå); ðàçëè÷èå ñòàòèñòè-
÷åñêè äîñòîâåðíî ïðè Ð = 0.01. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïðè óòðàòå ñïîðàìè èíôåêöèîííîñòè â õîäå äëèòåëü-
íîãî õðàíåíèÿ ñíèæàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ïîäàâëåíèþ
ÔÎ-ñèñòåìû íàñåêîìûõ-õîçÿåâ.

4. Âëèÿíèå îáðàáîòêè ñïîð àíòèáèîòèêàìè. Â îòäåëü-
íîì ýêñïåðèìåíòå ìîíîñëîé ãåìîöèòîâ ñâåð÷êà G. bima-
culatus èíêóáèðîâàëè êàê ñ íàòèâíûìè ñïîðàìè P. grylli,
òàê è ñî ñïîðàìè, îáðàáîòàííûìè àíòèáèîòèêàìè. Äîëÿ
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ýòèõ äâóõ âàðèàíòàõ ñîñòà-
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Ò à á ë è ö à 1

Îïðåäåëåíèå èíôåêöèîííîñòè ñïîð ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli
ìåòîäîì èñêóññòâåííîé ñòèìóëÿöèè ýêñòðóçèè in vitro

Âàðèàíòû ñïîð ìèêðîñïîðèäèé Ïðîñìîòðåíî ñïîð Èç íèõ âûñòðåëèëî
Äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ

ñïîð, %

Ñâåæåâûäåëåííûå, îáðàçåö 1 196 138 70.4 � 3.3a

Ñâåæåâûäåëåííûå, îáðàçåö 2 134 92 68.7 � 4.0

Õðàíåíèå â òå÷åíèå 1 ãîäà 117 8 6.8 � 2.3

Îáðàáîòàííûå àíòèáèîòèêàìè 165 69 22.4 � 3.2

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Çäåñü è â òàáë. 2 äîëè óêàçàíû â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ñ îøèáêîé ïðîöåíòà.

Ò à á ë è ö à 2

Çàâèñèìîñòü ñòåïåíè ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ ãåìîöèòîâ
îò óðîâíÿ èíôåêöèîííîñòè ñïîð ìèêðîñïîðèäèé

Âàðèàíòû ñïîð ìèêðîñïîðèäèé
Ïîâòîð-

íîñòü

Äîëÿ ÔÎ+-ãåìîöèòîâ, %
Ñíèæåíèå äîëè

ÔÎ+-êëåòîê
ÈÑà

ýêñïåðèìåíò êîíòðîëü

Paranosema grylli; õðàíèëèñü
â òå÷åíèå 1 ãîäà

1 16.94 � 3.369 31.82 � 4.965 2 1

2 17.65 � 4.135 32.69 � 3.756 1.9 1

3 18.02 � 3.648 37.50 � 4.419 1.9 1

4 15.15 � 2.791 32.17 � 3.906 2.2 1

Paranosema grylli; îáðàáîòàíû
àíòèáèîòèêàìè

1 13.83 � 3.561 25.37 � 3.759 1.7 1

2 19.58 � 3.318 24.11 � 3.602 1.2 1

3 15.63 � 3.210 21.77 � 3.706 1.5 1

4 13.68 � 3.177 20.93 � 4.387 1.7 1

Paranosema grylli; ñâåæåâûäå-
ëåííûå

1 12.95 � 2.848 31.82 � 4.965 2.6 2

2 9.63 � 2.539 32.69 � 3.756 3.5 2

3 10.53 � 3.521 37.50 � 4.419 3.2 2

4 11.41 � 2.344 32.17 � 3.906 2.9 2

Paranosema locustae 1 1.75 � 1.228 31.82 � 4.965 19.2 3

2 1.04 � 1.053 32.69 � 3.756 32.3 3

3 1.41 � 0.989 37.50 � 4.419 23.8 3

4 0.85 � 0.845 32.17 � 3.906 39.5 3

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à ÈÑ (èíôåêöèîííîñòü ñïîð) äëÿ P. grylli îïðåäåëåíà êàê 1 (íèçêàÿ) è 2 (ñðåäíÿÿ) íà îñíîâàíèè äàííûõ
òàáë. 1 è èç: Òîêàðåâ, 2003, äëÿ P. locustae — êàê 3 (âûñîêàÿ) íà îñíîâàíèè äàííûõ èç: Henry, Oma, 1981.



âèëà 7.53 � 1.23 è 15.68 � 1.65 % ñîîòâåòñòâåííî ïðîòèâ
23.05 � 1.91 % â êîíòðîëå (ðèñ. 4). Òàêèì îáðàçîì, åñëè
íàòèâíûå ñïîðû âûçûâàëè ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëü-
íûõ ãåìîöèòîâ â 3.2 ðàçà, òî îáðàáîòàííûå àíòèáèîòèêàìè
ñïîðû — òîëüêî â 1.5 ðàçà (äîñòîâåðíî ïðè Ð = 0.01).

5. Âëèÿíèå âèäà ïàðàçèòà. Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíîå
ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (äî
1.26 � 0.51 %) íàáëþäàëè ïðè èíêóáàöèè ìîíîñëîÿ ãåìî-
öèòîâ ñî ñïîðàìè ìèêðîñïîðèäèè P. locustae. Â ñëó÷àå
P. grylli ýòî ñíèæåíèå ñîñòàâèëî 11.13 � 1.36 ïðîòèâ
33.53 � 2.10 % â êîíòðîëå (ðèñ. 5). Ýòî ñîîòâåòñòâóåò
ñíèæåíèþ ðàññìàòðèâàåìîãî ïîêàçàòåëÿ ïîä âîçäåéñòâè-
åì ñïîð P. locustae â 28.7 ðàçà, ÷òî ïî÷òè â 10 ðàç áîëüøå,
÷åì â âàðèàíòå ñî ñïîðàìè P. grylli. Òàêîå ðàçëè÷èå ïî-
äàâëÿþùåãî äåéñòâèÿ, íà íàø âçãëÿä, ñâÿçàíî ñî çíà÷è-
òåëüíî áîëåå âûñîêèì èíôåêöèîííûì ïîòåíöèàëîì P. lo-
custae (Henry, Oma, 1981; Lomer et al., 2001; Sokolova,
Lange, 2002).
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå âðåìåíè èíêóáàöèè íà ñïîñîáíîñòü ñïîð ìèê-
ðîñïîðèäèé Paranosema grylli âûçûâàòü ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïî-
ëîæèòåëüíûõ (ÔÎ+) êëåòîê â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ.

Çäåñü è íà ðèñ. 2—5 äîëÿ ÔÎ+ óêàçàíà â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ñ îøèá-
êîé ïðîöåíòà (±m%) äëÿ âàðèàíòîâ ñ äîáàâëåíèåì ñïîð ìèêðîñïîðèäèé è

áåç íèõ (Êîíòðîëü).

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå âèäà íàñåêîìîãî (ñâåð÷êà Gryllus bimaculatus
èëè G. argentinus) íà ñïîñîáíîñòü ñïîð ìèêðîñïîðèäèé Para-
nosema grylli âûçûâàòü ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ

êëåòîê â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ñðîêà õðàíåíèÿ íà ñïîñîáíîñòü ñïîð ìèêðî-
ñïîðèäèé Paranosema grylli âûçûâàòü ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïî-

ëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå îáðàáîòêè àíòèáèîòèêàìè (+ÀÁ) íà ñïîñîá-
íîñòü ñïîð ìèêðîñïîðèäèé Paranosema grylli âûçûâàòü ñíèæå-
íèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ

ñâåð÷êîâ.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå âèäà ïàðàçèòà íà ñïîñîáíîñòü ñïîð ìèêðîñïî-
ðèäèé âûçûâàòü ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â

ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ ñâåð÷êîâ.



Ê î ð ð å ë ÿ ö è ÿ ì å æ ä ó è í ô å ê ö è î í í î ñ ò ü þ
ñ ï î ð è ñ ò å ï å í ü þ ñ í è æ å í è ÿ ä î ë è Ô Î - ï î ë î -
æ è ò å ë ü í û õ ê ë å ò î ê. Ïî ðåçóëüòàòàì òåñòèðîâàíèÿ
ñïîð íà ãåìîöèòàõ G. bimaculatus ñïîðû ðàçäåëèëè íà
òðè ãðóïïû: 1) íèçêîé èíôåêöèîííîñòè (P. grylli), äëè-
òåëüíîãî ñðîêà õðàíåíèÿ èëè îáðàáîòàííûå àíòèáèîòèêà-
ìè; 2) ñðåäíåé èíôåêöèîííîñòè (P. grylli), ñâåæèå; 3) âû-
ñîêîé èíôåêöèîííîñòè (P. locustae). Â âàðèàíòàõ ñî ñïî-
ðàìè íèçêîé, ñðåäíåé è âûñîêîé èíôåêöèîííîñòè äîëÿ
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ ãåìîöèòîâ ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì â 1.5—2.3 è 28.7 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî (óñðåä-
íåííûå äàííûå, òàáë. 2). Êîððåëÿöèîííûé àíàëèç âûÿâèë
íàëè÷èå òåñíîé ñâÿçè ìåæäó ñòåïåíüþ ñíèæåíèÿ äîëè
ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê è óðîâíåì èíôåêöèîííîñòè
ñïîð: êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè r = 0.92 ïðè ïðè Ð = 0.01.

Îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ìîíî-
ñëîå ãåìîöèòîâ â óñëîâèÿõ îïèñàííîãî ýêñïåðèìåíòà ìî-
æåò áûòü âûçâàíî ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè. Â ÷àñòíîñòè,
ïîìèìî èììóíîñóïðåññèâíîãî äåéñòâèÿ, ïðåäïîëàãàåìî-
ãî äëÿ èíôåêöèîííûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ (ñïîð) ìèêðîñïî-
ðèäèé, ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ äîëè ÄÎÔÀ-ðåàêòèâíûõ êëå-
òîê ìîãëà ïîñëóæèòü ÷àñòè÷íàÿ äåãðàíóëÿöèÿ èììóíîêîì-
ïåòåíòíûõ êëåòîê, âûçâàííàÿ êîíòàêòîì ñ ÷óæåðîäíûì
îáúåêòîì (Götz, Boman, 1985). Îäíàêî ýòà ïðè÷èíà íå îáú-
ÿñíÿåò íàëè÷èÿ êîððåëÿöèè ìåæäó óðîâíåì èíôåêöèîííî-
ñòè ñïîð è ñòåïåíüþ ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ
ãåìîöèòîâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå âåðîÿò-
íûì ïðåäïîëîæåíèå íàëè÷èÿ ó àêòèâíûõ ñïîð ìèêðîñïî-
ðèäèé ìåõàíèçìà èíãèáèðîâàíèÿ òîãî èëè èíîãî çâåíà
ÔÎ-àêòèâèðóþùåãî êàñêàäà. Ýòî ñâîéñòâî ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê ïðèñïîñîáëåíèå ìèêðîñïîðèäèé ê ïàðà-
çèòèðîâàíèþ â íàñåêîìûõ, òàê êàê èìåííî ñïîðû êîíòàê-
òèðóþò ñ èììóíîêîìïåòåíòíûìè êëåòêàìè æèâîòíûõ-õî-
çÿåâ íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà.
Àäàïòèâíîå ïðåèìóùåñòâî òàêîé èììóíîñóïðåññèâíîé
ñïîñîáíîñòè ïîäòâåðæäàåò òîò ôàêò, ÷òî ïðîäóêòû ìåëà-
íîãåíåçà ïðè çàùèòíûõ ðåàêöèÿõ ïðÿìîêðûëûõ íàñåêî-
ìûõ îêàçûâàþò òåðàòîãåííîå âîçäåéñòâèå íà ìèêðîñïî-
ðèäèé Paranosema spp., íàðóøàÿ íîðìàëüíûé ïðîöåññ
ñïîðîãåíåçà (Tokarev et al., 2007).

Ñïîñîáíîñòü ñïîð ìèêðîñïîðèäèé íåãàòèâíî âëèÿòü
íà ÔÎ-ñèñòåìó ãåìîöèòîâ, îáíàðóæåííàÿ â íàñòîÿùåé
ðàáîòå, îáúÿñíÿåò ïîäàâëåíèå ðåàêöèè ìåëàíèçàöèè (Âî-
ðîíöîâà è äð., 2004), ñíèæåíèå äîëè ÔÎ-ïîëîæèòåëüíûõ
ãåìîöèòîâ (Ñîêîëîâà è äð., 2000) è ÔÎ-àêòèâíîñòè ãåìî-
ëèìôû (Ëîçèíñêàÿ, 2002) ó çàðàæåííûõ íàñåêîìûõ ïðè
ìàññîâîì íàêîïëåíèè ñïîð ïàðàçèòà, à òàêæå ó íàñåêî-
ìûõ, â ïîëîñòü òåëà êîòîðûõ áûëè èíúåöèðîâàíû ñïîðû
ìèêðîñïîðèäèé (Tokarev et al., 2003). Êðîìå òîãî, ñïîðî-
ãåíåç P. locustae ïðè ðàçâèòèè ìèêðîñïîðèäèé â ïåðåëåò-
íîé ñàðàí÷å ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíî áîëåå ñèëüíûì
ïîäàâëåíèåì ðåàêöèè ìåëàíèçàöèè íàñåêîìîãî-õîçÿèíà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ìèêðîñïîðèäèîçîì äâóïÿòíèñòîãî ñâåð÷êà,
âûçûâàåìîãî P. grylli (Tokarev, Sokolova, 2005; Tokarev
et al., 2007). Óêàçàííîå ðàçëè÷èå â ïîäàâëåíèè ñïîðàìè
ìèêðîñïîðèäèé ðåàêöèè ìåëàíèçàöèè íàñåêîìûõ-õîçÿåâ
ñîîòâåòñòâóåò ðàçëè÷èþ óðîâíÿ ñíèæåíèÿ äîëè ÔÎ-ïîëî-
æèòåëüíûõ êëåòîê â ìîíîñëîå ãåìîöèòîâ, âûÿâëåííîìó
äëÿ äàííûõ âèäîâ ïàðàçèòîâ â íàñòîÿùåé ðàáîòå.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ òàêæå è ñ äàí-
íûìè, ïîëó÷åííûìè íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ in

vitro, êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá èíãèáèðóþùåì âëèÿ-
íèè ñïîð ìèêðîñïîðèäèé ðàçíûõ âèäîâ íà ïðîöåññû
ôàãîöèòîçà (Shaw et al., 2001), ôàãîëèçîñîìàëüíîé äåãðà-
äàöèè (Weidner, Sibley, 1985) è îêèñëèòåëüíîãî âçðûâà
(Leiro et al., 2001) èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê æèâîò-
íûõ-õîçÿåâ. Ðåçêîå ñíèæåíèå ãåíåðàöèè àêòèâíûõ êèñëî-
ðîäíûõ ìåòàáîëèòîâ â ãåìîöèòàõ íàñåêîìîãî-õîçÿèíà
âûÿâëåíî è â ñèñòåìå in vivo ïðè ðàçâèòèè ìèêðîñïîðè-
äèè Vairimorpha ephestiae â îðãàíèçìå ï÷åëèíîé îãíåâêè
íà ýòàïå ìàññîâîãî ñïîðîîáðàçîâàíèÿ (Ëîçèíñêàÿ, 2002).
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INFLUENCE OF MICROSPORIDIAN SPORES ON PHENOLOXIDASE ACTIVITY

IN THE HAEMOCYTES OF GRYLLUS SPP. (INSECTA: ORTHOPTERA) IN VITRO

Yu. S. Tokarev

All-Russian Institute of Plant Protection, St. Petersburg—Pushkin, 196608;

e-mail: jumacro@yahoo.com

After incubation with spores of microsporidia Paranosema spp. during 1—2 h, the quotes of Gryllus spp.
haemolymph cells giving positive reaction in histochemical assay for phenoloxidase (PO) activity were signifi-
cantly lower as compared to the control. Spores of microsporidia P. grylli caused 3- and 5.4-fold decrease of
this index in haemocyte monolayers of Gryllus bimaculatus and G. argentinus, respectively. The ability of
P. grylli spores to decrease the quote of PO-positive cells in G. bimaculatus haemocyte monolayers was stron-
ger when monolayers and spores had been coincubated for a longer period (2 h) and when the spores used were
more fresh (with higher level pf infectivity). Treatment of P. grylli spores with antibiotics resulted in dimini-
shing their ability to decrease the quote of PO-positive cells. The highest level of decrease of this index, being
28.7-fold, was registered when G. bimaculatus haemocytes had been incubated with spores of P. locustae, the
highly aggressive parasite which is able to infect orthopteran insect hosts belonging to more than 100 species
and to preserve a high level of infectivity for years. Strong correlation has been revealed between infectivity of
microsporidian spores and their ability to suppress PO system, which is a key factor in invertebrate immunity.

K e y w o r d s: microsporidia, Orthoptera, haemocytes, phenoloxidase system, Paranosema grylli, Parano-
sema locustae, Gryllus bimaculatus, Gryllus argentinus.
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