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С целью повышения продуктивности и экологической чистоты рыбы в технологиях выращивания 
объектов аквакультуры все чаще используются биологически активные вещества, в том числе пробиоти-
ки. Целью работы было исследование уровня кортизола и результатов процесса формирования микроядер в 
эритроцитах периферической крови африканского сома при выращивании в условиях УЗВ на фоне пробиотика 
споротермина и без него. Отбор крови осуществляли прижизненно, концентрацию кортизола определяли, 
используя коммерческие наборы «Кортизол-ИФА». Для проведения микроядерного теста мазки крови фикси-
ровались в фиксаторе Май-Грюнвальда, окрашивались в красителе Романовский-Гимза, производили подсчёт 
количества клеток с микроядрами на 2000 клеток. Были установлены различия по частоте встречаемости 
микроядер и их типам между группой рыб, выращенных с использованием споротермина и без него. Было об-
наружено достоверное трехкратное превышение концентрации кортизола в крови африканских сомов, при 
традиционной технологии содержания, по сравнению с содержанием кортизола у рыб, выращенных с исполь-
зованием споротермина. Использование споротермина привело также к уменьшению частоты встречаемо-
сти микроядер в периферической крови клариевых сомов. На фоне споротермина доля клеток с микроядрами 
типа А снизилось с 2,9 до 1,9. Эритроциты периферической крови с микроядрами типов Б и В при использова-
нии споротермина не обнаруживались. Полученные результаты свидетельствуют, что микроядерный тест 
может быть успешно использован для прогностической оценки цитогенетического гомеостаза при выращи-
вании рыб в условиях индустриальной аквакультуры. 

Исследования выполнялись при поддержке РФФИ по гранту 18-416-730005.

Введение
Индустриальная аквакультура ХХ�������� I�������  столе-

тия - интенсивно развивающаяся отрасль сель-
ского хозяйства. Ее прогресс позволяет повы-
сить производство товарной продукции, создать 
оптимальные параметры гидрохимического ре-
жима среды обитания рыб, оптимизировать их 
кормление в течение всего процесса выращива-
ния [1]. 

Процесс выращивания рыб в условиях 
индустриальной аквакультуры постоянно со-
вершенствуется в направлении оптимизации 
производства для повышения эффективности и 
рентабельности. Одним из эффективных путей 
повышения производительности аквакультуры 
является использование пробиотиков [2, 3].

В современных условиях в качестве объ-
екта индустриального рыборазведения все 
большую популярность приобретает африкан-
ский клариевый сом (Clarias gariepinus), так как 

он по скорости роста превосходит все виды рыб, 
выращиваемых в индустриальной аквакультуре 
[4].

Выращивание клариевого сома в уста-
новках замкнутого водоснабжения (УЗВ) сопро-
вождается комплексом стрессовых факторов, 
возникающих при отлове, пересадке, в резуль-
тате высокой плотности посадки и др. [5-7]. В 
условиях стресса в организме рыб происходит 
усиленная секреция катехоламинов, таких как 
адреналин и норадреналин, а также кортизола 
[8]. Известно, что кортизол способен вызвать по-
давление иммунитета [9], активировать процес-
сы катаболизма, влиять на ход митотического 
деления кроветворных клеток [8]. Катехолами-
ны способствуют расщеплению липидов и глю-
козы, усиливают тромбоцитопоэз [8]. 

В своих исследованиях мы использовали 
кортизол как индикатор уровня стресса. В каче-
стве второго индикатора негативного действия 
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среды обитания на организм рыб был исполь-
зован микроядерный тест. Его применяют для 
обнаружения микроядер в эритроцитах пери-
ферической крови рыб и других биологических 
видов. В доступных источниках литературы от-
сутствуют сведения об уровне кортизола и со-
держании микроядер в эритроцитах африкан-
ского клариевого сома при выращивании в УЗВ. 
Полученные результаты являются новыми.

Целью нашей работы было исследование 
уровня кортизола и результатов процесса фор-
мирования микроядер в эритроцитах перифе-
рической крови африканского клариевого сома 
при выращивании в условиях УЗВ на фоне про-
биотика споротермина и без него. 

Объекты и методы исследований
Объектом исследования являлись сам-

ки африканского клариевого сома (Clarias 
gariepinus), выращиваемые в УЗВ объемом 3,8 
м3 при температуре 26  С, с содержанием кис-
лорода в воде не ниже 4 мг/л. Рыбам экспери-
ментальной группы в корма вводили пробиотик 
споротермин из расчета 4 г на 1 кг корма.

Отбор крови осуществляли прижизнен-
но путем декапитации в пробирки, содержа-
щие ЭДТА, затем пробирки центрифугировали 
в течение 7 минут при 3000 об/мин, хранение 
плазмы осуществлялось при температуре минус 
12–18°С. Концентрацию кортизола определяли 
согласно инструкции производителя, используя 
коммерческие наборы «Кортизол-ИФА» (Хема, 
Россия).

Оценку микроядерного теста производи-
ли согласно методическим указаниям по разра-
ботке нормативов качества воды водных объек-
тов рыбохозяйственного значения, в том числе 
нормативов предельно допустимых концентра-
ций вредных веществ в водах водных объектов 
рыбохозяйственного значения от 3 сентября 
2009 г. n 14702.

Мазки крови клариевых сомов фиксиро-
вались в фиксаторе Май-Грюнвальда, окраши-
вались в красителе Романовский-Гимза [10]. 
Затем производили подсчёт количества клеток 
с микроядрами, просматривая 2000 клеток. Ми-
кроядром считали округлое хроматиновое тело 
с непрерывным гладким краем, находящееся в 
цитоплазме и лежащее отдельно от ядра, но в 
одной плоскости с ним, имеющее окраску той 
же интенсивности и одинаковый рисунок хро-
матина. 

Определение микроядер в перифериче-
ской крови клариевого сома производили со-
гласно критериям Дж. Мерча [11].

Статистическая обработка производилась 
с помощью пакета «STATISTICA-6» [12]. Различия 
считались значимыми при р=0,05. Были опреде-
лены основные статистические характеристики 
изучаемых параметров ( , Мe, D). 

Распределение, полученное при исследо-
вании, носило непараметрический характер по 
большинству изученных параметров, поэтому 
были использованы непараметрические ме-
тоды анализа различий между независимыми 
выборками, а именно критерий однородности 
Вилкоксона –U.

Результаты исследований
В ходе исследования была произведена 

оценка концентрации кортизола в перифериче-
ской крови клариевых сомов, выращенных с ис-
пользованием пробиотика споротермина. Она со-
ставила 8,4±0,1 нмоль/л. При выращивании рыбы 
по традиционной технологии (без пробиотика) 
концентрация кортизола была в несколько раз 
выше и составляла 23,8±0,9 нмоль/л, (рис. 1). 

Было обнаружено достоверное превыше-
ние концентрации кортизола в крови клариевых 
сомов контрольной группы, по сравнению с содер-
жанием кортизола у рыб, выращенных с исполь-
зованием споротермина, где уровень кортизола 

был почти в 3 раза 
меньше. По дан-
ным литературных 
источников высо-
кий уровень корти-
зола способен ока-
зать воздействие на 
ядерный аппарат 
клетки, вызывая 
его фрагментацию, 
сопровождающую-
ся повреждением 
генетического ма-
териала [13, 14] и Рис. 1 – Уровень кортизола у клариевых сомов (Clarias gariepinus)
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образованием микроядер. 
Поэтому на следую-

щем этапе исследования 
был произведён подсчёт 
микроядер в эритроцитах 
периферической крови 
клариевых сомов. У иссле-
дуемых особей были об-
наружены микроядра трёх 
типов (рис. 2).

Тип А – микроядра, 
у которых отсутствовала 
связь с ядром; тип Б – ми-
кроядра, имеющие струк-
туру и окраску «похожие» 
на ядро клетки; тип В – 
крупные микроядра, диа-
метр которых варьирует от одной деся-
той до одной трети диаметра ядра [11].

Затем произвели подсчёт доли 
эритроцитов периферической крови, 
имевших микроядра. Были получены 
результаты, демонстрировавшие по-
зитивное влияние споротермина на 
цитогенетический гомеостаз (рис.3).

При анализе препаратов пери-
ферической крови африканского кла-
риевого сома (Clarias gariepinus), вы-
ращенных с использованием споро-
термина, были обнаружены клетки с 
микроядрами типа А, микроядра других 
типов не были обнаружены, в то время, 
как у особей, выращиваемых по традицион-
ной технологии без споротермина, встречались 
клетки с микроядрами всех типов.

Обсуждение
Согласно литературным данным [14, 16], 

микроядра - это округлые, относительно не-
большие структуры, состоящие из хроматина, 
который находится в интерфазном состоянии и 
присутствует в цитоплазме клеток. Чаще всего 
микроядра по своей структуре схожи со структу-
рой ядра клетки, но более мелкие по размерам. 
Были выявлены и описаны случаи, когда в состав 
микроядер входили целые хромосомы [14] или 
фрагменты хромосом [15, 16]. Микроядра воз-
никают при перемещении из ядра в цитоплаз-
му абберантных хроматиновых структур, затем 
вокруг них формируется оболочка, этот процесс 
происходит в телофазе митоза [17]. Чаще всего 
формирование микроядер происходит при за-
медлении процесса расхождения хромосом в 
анафазе митоза [18]. 

В анафазе митоза сестринские хромати-

ды передвигаются к полюсам клетки за счёт со-
кращения тубилина в микротрубочках веретена 
деления и растягивания сестринских хроматид, 
образовавшихся при разрыве центромеры хро-
мосом, стоящих в области экватора и образую-
щих метафазную пластинку. При нормальном 
процессе деления одна хроматида совершает 
движение к одному полюсу, другая движется к 
другому. Если же происходит нарушение микро-
трубочек веретена деления, то происходит не-
расхождение хроматид и образуется отстающая 
хроматида, она не попадает в ядро вновь обра-
зовавшейся клетки и приводит к формированию 
микроядра [19, 20]. Таким образом, формирова-
ние микроядер происходит из запаздывающих 
хроматид, которые находятся в материнской 
клетке или фрагментов ядерного материала, 
возникающего во время митоза; а может из хро-
мосом, выведенных в мини-клетки, с последу-
ющим слиянием их с дочерними клетками [21-
23].

Затем, в клетках, содержащих микроядра, 
происходит нарушение деления, за счёт актива-

Рис. 2 – Типы микроядер в эритроцитах периферической крови 
клариевых сомов (Clarias gariepinus).

Рис. 3 - Доля клеток с микроядрами разных типов
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ции защитных механизмов репликации или ре-
парации ДНК. Клетке с микроядрами могут всту-
пить в апоптоз или образуют двуядерные клетки 
[24, 25].

Заключение
При оценке цитогенетического гомеостаза 

африканского клариевого сома, выращиваемо-
го в условиях УЗВ, были получены результаты, 
свидетельствующие о том, что споротермин, 
поступающий с пищей, способствует снижению 
уровня кортизола в крови рыб и частоты образо-
вания клеток с микроядрами в эритроцитах пе-
риферической крови африканского клариевого 
сома. 

Можно полагать, что феномен повышения 
уровня цитогенетического гомеостаза обуслов-
лен снижением уровня кортизола под действи-
ем споротермина и соответственно снижени-
ем повреждающего воздействия кортизола на 
фазы митотического цикла.

Полученные результаты также свидетель-
ствуют, что споротермин повышает адаптаци-
онную пластичность африканских сомов к воз-
действию стресс - факторов, возникающих при 
выращивании в условиях УЗВ. 

Оценка уровня повреждения ядер эри-
троцитов периферической крови с выделением 
микроядер может быть использована в качестве 
индикатора физиологического статуса афри-
канского сома (Clarias gariepinus). Это позволит 
своевременно формировать прогностическую 
оценку и осуществлять раннюю диагностику 
развития патологического процесса в организме 
рыб, выращиваемых в условиях установок зам-
кнутого водоснабжения. 
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LEVEL OF CARTISOL AND PARAMETERS OF CYTOGENIC HOMEOSTASIS IN FISH ORGANISM AGAINST SPORETERM 
PROBIOTICS

Romanova Е.М., Spirina Е.V., Romanov V.V., Shadyeva L.А.
FSBEI HE Ulyanovsk State Agrarian University

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets Boulevard, 1; tel. 8(8422)55-23-75; 
e-mail: elspirin@yandex.ru

Key words: aquaculture, African catfish, probiotic spore term, red blood cells, micronucleus test, cortisol.
With the aim of productivization and ecological safety of fish in growing technologies of aquaculture objects, biologically active agents are often used 

, including probiotics . The research aim was the study of cortisol level and results of the process of micronucleation in red blood cells of peripheral blood of 
African sharptooth catfish during growing in conditions of RAS against probiotics of spore term and without it. Blood selection was made for life, cortisol 
concentration was determined by the use of commercial kits «Cortisol-IFA». For the conduction of micronucleus test of blood films were recorded in anchor 
May- Gryunvald , they were colored in Romanovskiy- Gimza stain, circulation number of cells with micro nucleuses for 2000 cells was made. Differences were 
established according to degree of incidence of micronucleus and their types between fish group, grown with the use of sore-term and without it. Accurate 
three time concentration override of cortisol, in blood of sharptooth catfish was found, in traditional technological context as compared to containing of cortisol 
at fish, grown with the use of spore term. The use of spore term leaded also to decrease of micronucleus incidence degree in peripheral blood of sharptooth 
catfish. Against spore term dose of cells with micronucleus of A type decreased from 2,9 to 1,9. Red blood cells of peripheral blood with micronucleus of B and 
V types during the use of spore term were not found. Obtained results show that micronucleus test can be successfully used during predictive appraisal of 
cytogenetic homeostasis during fish growing in conditions of industrial aquaculture.
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