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Тихоокеанская устрица Magallana gigas (Thunberg, 1793) является одним из наиболее распрост­
раненных объектов культивирования в мире. Несмотря на устойчивость этого вида к боль­
шинству патогенов, устричные фермы все чаще сталкиваются с проблемами, связанными 
с заражением различными организмами. Одним из наиболее опасных эпибионтов-вредителей 
является сверлящая губка Pione vastifica (Hancock, 1849). Целью данного исследования было 
определить влияние заражения губкой P. vastifica на иммунные параметры устрицы M. gigas. 
Ключевые параметры неспецифического иммунного ответа — клеточный состав гемолим­
фы, продукция активных форм кислорода и фагоцитарная активность, были исследованы 
в образцах гемолимфы методами проточной цитометрии и флуоресцентной микроскопии. 
У устриц с признаками перфорации раковины была обнаружена активация иммунной си­
стемы, выражавшаяся в повышении уровня продукции активных форм кислорода основны­
ми иммунными клетками гранулоцитами, а также в повышении фагоцитарной активности 
гранулоцитов и гиалиноцитов. При этом относительное количество гранулоцитов у устриц, 
пораженных сверлящей губкой, было значительно ниже, чем у здоровых особей. Поскольку 
гемоциты двустворчатых моллюсков участвуют в процессах биоминерализации, последний 
результат может свидетельствовать об инфильтрации гемоцитов в мантию, которая является 
основной тканью, ответственной за репарацию раковины. Это первое исследование, посвя­
щенное изучению иммунной системы тихоокеанских устриц, пораженных сверлящими губ­
ками. Полученные результаты помогают понять, как организм устриц реагирует на присут­
ствие таких опасных эпибионтов-вредителей, как сверлящие губки.

Ключевые слова: тихоокеанская устрица, гемоциты, сверлящая губка, фагоцитоз, активные 
формы кислорода, иммунитет
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Тихоокеанская устрица Magallana gigas (Thun­
berg, 1793) является одним из важнейших про­
мысловых видов моллюсков (Petton et al., 2021). 
M. gigas была завезена из Японии на побережье 
Тихоокеанского и Атлантического бассейнов 

(в США, Канаду, Великобританию, Францию, 
Корею, Китай, Новую Зеландию, Австралию, 
Южную Африку и  Южную Америку) (Mann 
et al., 1991; Orensanz et al., 2002; Miossec et al., 
2009; Martínez-García et al., 2022), поскольку 
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местные виды, Magallana angulata (Lamarck, 1819)  
и Ostrea edulis Linnaeus, 1758, находились на гра­
ни вымирания из-за заражения различными 
патогенами (Comps et al., 1976). Аналогичное 
явление наблюдалось вдоль береговой линии 
Атлантического океана и Мексиканского зали­
ва, где популяция Crassostrea virginica (Gmelin, 
1791) была уничтожена инфекцией Perkinsus 
marinus Levine, 1978 (Faisal et al., 1998; Proestou, 
Sullivan, 2020).

В  ходе недавних исследований было уста­
новлено, что M. gigas подвержен поражению 
различными эпибионтами-вредителями. Эти 
организмы нарушают целостность раковины, 
ослабляют моллюска, снижают скорость роста, 
что делает организм более уязвимым к различ­
ным инфекциям (Longshaw et al., 2012; Demann, 
Wegner, 2019; Hanley et al., 2019). Наиболее рас­
пространенными эпибионтами являются мно­
гощетинковые черви рода Polydora, которые 
проникают в известковый субстрат или рако­
вину моллюска, создавая там норы (Martinelli 
et al., 2020; Davinack et al., 2024), а также сверля­
щие губки (Carroll et al., 2015; Dieudonne, Carroll, 
2022) и гороховые крабы (Watts et al., 2018). Од­
ним из самых опасных и малоизученных эпи­
бионтов, представляющих угрозу для двуствор­
чатых моллюсков, являются сверлящие губки 
(Мальцев, 2021). Первые случаи заражения ти­
хоокеанских устриц сверлящими губками были 
зафиксированы еще в XIX веке (Rützler, Stone, 
1986; Ferrario et al., 2010; Kumar, 2016; Pyecroft, 
2022). Губки рода Pione, как и другие предста­
вители семейства Clionaidae, широко распро­
странены в различных частях Мирового океана. 
Среди них Pione vastifica (Hancock, 1849) выделя­
ется наиболее обширным ареалом (Zundelevich 
et al., 2007; Burgsdorf et al., 2022).

Сверлящие губки считаются серьезной эко­
логической проблемой для аквакультуры дву­
створчатых моллюсков (Mao Che et al., 1996; 
Daume et al., 2010; Moore, 2023). При проникно­
вении в раковину губка образует сеть туннелей 
(Kingma, 2022), которые могут быть заселены 
другими организмами, например, многощетин­
ковыми червями (Warme, Marshall, 1969). Кро­
ме того, заражение сверлящими губками при­
водит к задержке роста на 20–28%, снижению 
массы мягких тканей на  10% и  повышенной 
смертности пораженных устриц, а перфорация 

раковины снижает ее прочность (Мальцев, 
2021). Уменьшение веса и увеличение хрупкости 
раковины неизбежно влияют на рыночную сто­
имость устриц, что, в свою очередь, приводит 
к финансовым потерям на фермах марикуль­
туры (Pyecroft, 2022). Кроме того, сверлящие 
губки могут полностью разрушить раковину, 
тем самым нарушая первый уровень барьерной 
защиты (Rosell et al., 1999). Это, в свою очередь, 
приводит к  более интенсивному взаимодей­
ствию с микробной средой (Fallet et al., 2022). 
Потенциальное воздействие сверлящих губок 
на иммунную систему M. gigas еще не изучено.

Таким образом, цель настоящего исследова­
ния — оценить маркерные параметры клеточ­
ного иммунитета, включая клеточный состав 
гемолимфы, пролиферативную активность ге­
моцитов, их фагоцитарную активность и уро­
вень продукции активных форм кислорода 
(АФК) у тихоокеанской устрицы M. gigas, зара­
женной сверлящей губкой P. vastifica.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В настоящей работе было исследовано 110 осо­
бей Magallana gigas возрастом 5  лет (соглас­
но данным ООО  “Марикультура”), массой 
77.7±8.2 г, длиной раковины 11.4±2.6 см. Мол­
люски были собраны в  2023 г. в  прибрежной 
акватории г. Севастополь (температура воды 
15–18°C, соленость — 16–18‰, pH 8, содержание 
кислорода — 7–8 мг/л). Устриц доставляли в ла­
бораторию в контейнерах без воды, после чего 
помещали в аквариумы. Условия в аквариумах 
были приближены к  таковым в  месте отбора 
особей. В дальнейшем устрицы были разделе­
ны на 2 группы: 30 здоровых и 80 зараженных 
P. vastifica (рис. 1). У зараженных устриц наблю­
далось характерное повреждение сверлящей 
губкой, которое составляло 30–40% от общей 
площади раковины.

После периода акклимации 1–1.5 мл гемо­
лимфы устрицы отбирали из сердечного синуса 
стерильным шприцем объемом 2 мл. Гемолим­
фу от 3–4 особей объединяли в один образец 
для увеличения концентрации клеток и  сни­
жения индивидуальных различий. Гемоциты 
трижды отмывали центрифугированием (5 мин, 
10°С, 350 g) в эквивалентном объеме стерильной 
морской воды. Все манипуляции с гемоцитами 
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гистограммам прямого (FSC — forward scatter) 
и бокового (SSC — side scatter) рассеяния, со­
гласно ранее описанной методике (Andreyeva 
et al., 2021). Внутриклеточный уровень про­
дукции АФК гемоцитов оценивали с помощью 
2′,7′-дихлорфлуоресцеин диацетата (DCF-DA, 
Sigma-Aldrich, США). Образцы окрашивали 
в темноте в течение 30 мин, финальная концен­
трация красителя составляла 10 мкМ.

Для оценки фагоцитарной активности гемо­
цитов использовали флуоресцентный зимозан 
(Green Zymosan, Phagocytosis Assay Kit, Sigma-
Aldrich, США). Образец готовили в  соответ­
ствии с количественными характеристиками, 
указанными производителем. Анализ про­
водили согласно описанной ранее методике 
(Andreyeva et al., 2024). Клетки инкубирова­
ли с зимозаном в течение 1 ч при 25°C, затем 
трижды промывали стерильной морской водой 
(5 мин, 10°C, 350 g). Оценку фагоцитарной ак­
тивности проводили при помощи флуорес­
центного микроскопа Olympus CX43 (Olympus, 
Япония). Фагоцитарную активность гемоцитов 
определяли по количеству клеток, содержащих 
частички зимозана, относительно общего чис­
ла гемоцитов в пробе, анализировали не менее 
1000 клеток.

Рис. 1. Раковина тихоокеанской устрицы Magallana gigas в здоровом состоянии (а) и зараженная сверлящей губкой (б).

проводили при 5°C, чтобы избежать агрегации 
клеток. Функциональные параметры гемоци­
тов оценивали на проточном цитометре MACS 
Quant (Miltenyi Biotec, Германия), оборудован­
ном однофазным аргоновым лазером (длина 
волны 488 нм). Для анализа готовили суспен­
зию с  финальной концентрацией гемоцитов 
1–2×106 кл/мл. Для каждого образца подсчиты­
вали 10 000 событий, все измерения проводили 
в трех повторах.

Для анализа клеточного цикла и  клеточ­
ного состава гемолимфы использовали ДНК-
специфический краситель SYBR Green I (SGI, 
Sigma, США). Суспензии гемоцитов окраши­
вали в темноте в течение 30 мин (финальная 
конечная концентрация 10 мкМ) Содержание 
ДНК в  гемоцитах измеряли по  однопараме­
трическим гистограммам флуоресценции SGI 
(FL1-канал). Количество пролиферирующих 
клеток оценивали с  помощью стандартного 
анализа клеточного цикла, подсчитывая число 
клеток на стадиях покоя (G0/G1), синтеза ДНК 
(S), роста клеток и подготовки к митозу (G2), 
а также митоза (М).

Идентификацию клеточных типов про­
води ли среди событий полож ительных 
по  SYBR Green I, по  двухпараметрическим 

(à) (á)
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Данные анализировали с  помощью прог­
раммы MACS Quantify Software 2.13. Статисти­
ческую обработку выполняли с  помощью ин­
тегрированной среды разработки RStudio. 
Нормальность распределения проверяли при 
помощи критерия Колмогорова–Смирнова. По­
скольку распределение данных было отличным 
от нормального, достоверность рассчитывали 
по U-критерию Манна–Уитни. Данные счита­
лись статистически значимыми при p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клеточный состав гемолимфы  
и пролиферативная активность гемоцитов
В гемолимфе Magallana gigas было выделено 

три типа клеток, которые различались по отно­
сительному размеру и степени гранулярности 
(рис. 2б). Агранулоциты — это небольшие клетки 
с низкой степенью гранулярности и небольшим 

относительным размером, по сравнению с дру­
гими типами клеток. Гранулоциты, напротив, 
обладали высокой относительной грануляр­
ностью и  большим размером. Гиалиноциты 
представляли собой промежуточный тип кле­
ток, их относительная гранулярность и размер 
были выше, чем у агранулоцитов, но ниже, чем 
у гранулоцитов.

Наши данные показали, что клеточный 
состав гемолимфы здоровых и  зараженных 
моллюсков существенно различался (рис. 2в), 
однако эти различия не сопровождались про­
лиферацией циркулирующих гемоцитов. В ге­
молимфе здоровых устриц преобладающим ти­
пом были гиалиноциты (40.81±2.65% от всего 
числа гемоцитов). Относительное количество 
агранулоцитов составляло 38.24±1.25%, грану­
лоцитов — 20.95±1.71%. Клеточный состав ге­
моцитов зараженных устриц отличался от тако­
вого здоровых моллюсков. Доля гиалиноцитов 

Рис. 2. Изменение функциональных показателей гемоцитов устрицы Magallana gigas при поражении сверлящей губкой:  
(а) – график распределения содержания ДНК: красный пик – диплоидный пик ДНК, розовый пик – теоретическое изобра­
жение пика делящихся клеток; (б) – пример идентификации клеточных типов гемоцитов на двухпараметрическом графике 
FS/SS; (в) – клеточный состав гемолимфы; (г) – уровень продукции АФК в нестимулированных гемоцитах; (д) – фагоци­
тарная активность гемоцитов.
Примечание. АГ – агранулоциты, Гиа – гиалиноциты, Гр – гранулоциты.

Òèïû êëåòîêÒèïû êëåòîêÒèïû êëåòîê

Àã     Ãèà      Ãð Àã     Ãèà      Ãð Àã     Ãèà      ÃðÎ
òí

î
ñè

òå
ë
ü
í
î
å 

÷
è
ñë

î
 ã

åì
î
ö
è
òî

â
, 
%

Â
í
ó
òð

è
ê
ë
åò

î
÷
í
û

é
 ó

ð
î
â
åí

ü
 À

Ô
Ê

, 
ó
.å

.

Ô
àã

î
ö
è
òà

ð
í
û

é
 è

í
ä
åê

ñ

Îòíîñèòåëüíûé ðàçìåð (FS Log)Ôëóîðåñöåíöèÿ SGI (Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ) Î
òí

î
ñè

òå
ë
ü
í
àÿ

 ã
ð
àí

ó
ë
ÿ
ð
í
î
ñò

ü
 (

S
S
 L

o
g)

×
è
ñë

î
 ê

ë
åò

î
ê

Êîíòðîëü
Îïûò

ãðàíóëîöèòû

ãèàëèíîöèòû

àãðàíóëîöèòû

(à) (á)

(â) (ã) (ä)

100

75

50

25

0

150

100

50

0

100

75

50

25

0

30

20

10

0
10⁰ 10¹ 10² 10³ 10⁰ 10¹ 10² 10³

10³

10²

10¹

10⁰

G0/G1

G2/Ì

Äåáðèñ S-ôàçà



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 51  № 2  2025

	РЕ АКЦИИ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ	 95

была значительно ниже контрольного значения 
(p <0.05). Наиболее многочисленными в гемо­
лимфе зараженных особей были агранулоци­
ты — 54.7±4.3% от общего числа клеток (p <0.05). 
Доля гранулоцитов у зараженных устриц была 
на 5.15% меньше, чем у здоровых, и составляла 
15.8±2.8% от общего числа клеток.

Продукция активных форм кислорода
Внутриклеточный уровень АФК во всех типах 

гемоцитов был значительно выше у зараженных 
устриц по сравнению с контролем (рис. 2г). Наи­
большие различия зафиксированы для грануло­
цитов, где уровень продукции АФК у заражен­
ных устриц был более чем в 2 раза выше, чем 
в контрольной группе (p <0.05).

Фагоцитарная активность гемоцитов
Как у здоровых, так и у зараженных устриц 

агранулоциты не проявляли фагоцитарную ак­
тивность, а гранулоциты, в свою очередь, были 
наиболее активно фагоцитирующим типом 
клеток (рис. 2д). Заражение сверлящей губкой 
сопровождалось повышением фагоцитарной 
активности гиалиноцитов в 2.8 раза, а грануло­
цитов в 2.5 раза (p <0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе нами было исследовано 
влияние сверлящей губки Pione vastifica на кле­
точный иммунитет тихоокеанской устрицы 
Magallana gigas. Выявлены различия в клеточ­
ном составе гемолимфы, уровне продукции 
АФК гемоцитами и  их способности к  фаго­
цитозу гемоцитов у  здоровых и  зараженных 
моллюсков.

Количество гемоцитов в гемолимфе и ее кле­
точный состав являются важными маркëрами 
клеточного иммунитета двустворчатых мол­
люсков, поскольку гемоциты — это основные 
клетки, ответственные за  неспецифический 
иммунный ответ (Evariste et al., 2016; De la Bal­
lina et al., 2022; Weng et al., 2022; Freire et  al., 
2023). Поселение сверлящих губок на ракови­
нах приводит к хрупкости и эрозии раковины, 
что в свою очередь снижает ее барьерную за­
щиту и делает уязвимой для различных пато­
генов (Rioult et al., 2013; Baden et al., 2021; Okon 
et al., 2023). Значительное изменение соотноше­
ния клеточных типов гемоцитов — типичная 

реакция двустворчатых моллюсков в  ответ 
на  инвазию различных патогенов (Carballal 
et al., 1998; Li et al., 2008; Parisi et al., 2008; Yang 
et al., 2021; De la Ballina et al., 2022). Например, 
клеточный состав гемолимфы значительно из­
менялся у мидии Mytilus galloprovincialis Lamarck, 
1819 при заражении различными видами вибри­
онов и микрококков (Li et al., 2008; Parisi et al., 
2008). У устрицы O. edulis, зараженной параз­
итом Bonamia ostreae (Pichot, Comps, Tigé, Gri­
zel & Rabouin, 1980), значительно повышался 
уровень гиалиноцитов в гемолимфе по сравне­
нию со здоровой группой моллюсков (Carballal 
et al., 1998). С другой стороны, инвазия бакте­
риями рода Vibrio приводила к снижению коли­
чества гранулярных клеток у M. galloprovincialis 
(Ciacci et al., 2010). В нашем исследовании по­
ражение сверлящей губкой P. vastifica привело 
к увеличению процента агранулоцитов и сни­
жению количества гиалиноцитов (p  <0.05). 
Изменения в  клеточном составе гемолимфы 
могут быть связаны с  усиленной пролифе­
рацией гемоцитов, поскольку агранулоциты 
считаются предшественниками гиалиноцитов 
и гранулоцитов (Montes et al., 1995, 1997). Одна­
ко мы не наблюдали пролиферирующих гемо­
цитов в образцах гемолимфы. С другой сторо­
ны, гемоциты способны мигрировать к местам 
вторжения патогенов, а  также участвовать 
в процессах репарации и биоминерализации 
раковины (Allam, Espinosa, 2016). Положитель­
ный хемотаксис гемоцитов к  месту воспале­
ния был продемонстрирован при воздействии 
на M. gigas и M. galloprovincialis патогенов рода 
Vibrio (Lau et al., 2018; Rey-Campos, 2019; Lv et al., 
2022; Panebianco et al., 2023).. В пользу теории 
о том, что у M. gigas изменение соотношения 
клеточных типов было связано с  миграцией 
гемоцитов к тканям с очагами воспаления или 
к мантии для репарации поврежденных участ­
ков раковины, свидетельствуют недавние ис­
следования M. galloprovincialis (Panebianco et al., 
2023). Повреждение раковины этого моллюска 
в  результате воздействия патогенных факто­
ров или других стрессовых условий (например, 
снижения pH) приводило к миграции гемоци­
тов к участкам повреждения.

Фагоцитоз — одна из основных защитных ре­
акций организма, которая играет важную роль 
в уничтожении и удалении патогенов (Lambert 
et al., 2003; Jiang et al., 2016; Takahashi et al., 2017). 
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В нашей работе фагоцитарная активность ге­
моцитов существенно различалась у здоровых 
и зараженных устриц. В группе инфицирован­
ных моллюсков гиалиноциты и гранулоциты 
проявляли более высокую способность к  фа­
гоцитозу, что отражалось в большем фагоци­
тарном индексе, по сравнению со здоровыми 
моллюсками. В  исследовании, объектом ко­
торого была устрица Crassostrea tulipa (Lamarck, 
1819), гранулоциты также были клетками, про­
являющими наибольшую фагоцитарную ак­
тивность (Freire et al., 2023). Кроме того, наши 
данные об отсутствии поглощения фагоцитар­
ных частиц агранулоцитами подтверждаются 
на примере других двустворчатых моллюсков 
(Donaghy et al., 2009; Kim et al., 2020). Более 
высокий фагоцитарный индекс у  наиболее 
активных иммунных клеток гемолимфы явно 
указывает на активацию иммунной системы 
у инфицированных устриц. Очевидно, что это 
связано с разрушением первого уровня барьер­
ной защиты (раковины) в  результате перфо­
рации сверлящей губкой, что подтверждается 
и  результатами транскриптомных исследова­
ний различных видов моллюсков после меха­
нической перфорации раковины (Yarra et al., 
2021; Peng et al., 2024).

На активацию иммунного ответа указывают 
и результаты исследования уровня продукции 
АФК в  различных типах гемоцитов тихооке­
анской устрицы после поражения сверлящей 
губкой. Способность гемоцитов продуциро­
вать АФК обычно используется в качестве вто­
рого маркëра состояния иммунной системы 
у  большинства организмов, в  том числе дву­
створчатых моллюсков (Terahara, Takahashi, 
2008; De la Ballina et al., 2022), поскольку АФК 
генерируются гемоцитами при фагоцитозе 
для уничтожения патогенов (Lushchak, 2011; 
Gajbhiye, Khandeparker, 2017; Brokordt et al., 
2019). Однако если уровень продукции АФК 
превышает способность антиоксидантного 
комплекса к их нейтрализации, это может при­
вести к  окислительному повреждению и  ги­
бели клеток (Cheng et al., 2004; Gu et al., 2020). 
Наши результаты показали, что клетки, про­
демонстрировавшие наибольшую фагоцитар­
ную активность — гиалиноциты и гранулоци­
ты, вырабатывали значительно больше АФК 
у  моллюсков, зараженных губкой, по  сравне­
нию с  контрольной группой. Аналогичный 

эффект наблюдался у тихоокеанской устрицы, 
зараженной Vibrio aestuarianus Tison & Seidler, 
1983 (см.: Labreuche et al., 2006a, 2006б; Park et 
al., 2012). В другой работе нами было продемон­
стрировано общее увеличение продукции АФК 
у устрицы, зараженной губкой P. vastifica (см.: 
Chelebieva et al., 2024), при отсутствии измене­
ний антиоксидантного комплекса моллюсков, 
что может сопровождаться развитием окисли­
тельного стресса (Kladchenko et al., 2024).

В  заключение следует отметить, что нами 
впервые была проведена оценка иммунных реак­
ций M. gigas при поражении P. vastifica. Резуль­
таты исследований показали, что поражение 
раковины сверлящей губкой P. vastifica сопрово­
ждается активацией иммунной системы устри­
цы M. gigas. Мы предполагаем, что губка сни­
жает защитный барьер раковины в результате 
ее полной перфорации. Это делает моллюсков 
более уязвимыми к другим заболеваниям и па­
тогенам. Для более глубокого понимания ме­
ханизмов взаимодействия между сверлящей 
губкой и устрицей необходимо провести допол­
нительные микробиологические и гистопатоло­
гические исследования. Также важно проанали­
зировать зависимость наблюдаемых эффектов 
от степени покрытия раковины губкой.
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© 2025   D. S. Lavrichenko, E. S. Chelebieva, M. S. Podolskaya,  
A. Yu. Andreyeva, E. S. Kladchenko*

Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas,  
Russian Academy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia 

*e-mail: kladchenko_ekaterina@bk.ru

The Pacific oyster, Magallana gigas (Thunberg, 1793), is one of the most widely cultured species 
in the world. Despite the resistance of this species to most pathogens, oyster farms increasingly face 
problems associated with infestations by various organisms. One of the most dangerous epibiont 
pests is the boring sponge, Pione vastifica (Hancock, 1849). The aim of this study was to determine 
the effect of infestation by the sponge P. vastifica on the immune system of the oyster M. gigas. The key 
parameters of the nonspecific immune response, including the cellular composition of the hemolymph, 
the production of reactive oxygen species, and phagocytic activity, were studied in hemolymph samples 
using flow cytometry and fluorescence microscopy. Oysters with signs of shell perforation showed 
activation of the immune system, expressed as an increase in the production of reactive oxygen species 
by granulocytes, the main immune cells, and an increase in the phagocytic activity of granulocytes 
and hyalinocytes. The relative number of granulocytes in oysters infested by the  boring sponge 
was significantly lower than that in healthy individuals. Since hemocytes of bivalves are involved 
in biomineralization processes, this result may indicate hemocyte infiltration into the mantle, the main 
tissue responsible for shell repair. This is the first study to focus on the immune system of Pacific oysters 
infested by the boring sponge. The results obtained provide insights into how the oyster organism 
responds to the presence of such dangerous epibiont pests as the boring sponge.

Keywords: Pacific oyster, hemocytes, boring sponge, phagocytosis, reactive oxygen species, immune 
system


