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УДК 591.113

ОСМОТИЧЕСКАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ В ГЕМОЛИМФЕ  
МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS ПРИ ОСТРОЙ  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГИПЕРГЛИКЕМИИ

А. В. СИДОРОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Установлено, что развитие гипергликемии, сопровождаемой многократным увеличением содержания глюкозы 
в гемолимфе (до 4,0 – 4,5 ммоль/л), не приводит к изменению осмоляльности во внутренней среде Lymnaea. Инку-
бация моллюсков в 100 ммоль/л водном растворе полиэтиленгликоля-200 на протяжении 2 ч вызывает 1,4-кратное 
повышение осмоляльности гемолимфы (до 210 мосмоль/кг) по сравнению с контрольным уровнем.
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HEMOLYMPH OSMOLALITY IN MOLLUSK LYMNAEA STAGNALIS  
DURING ACUTE EXPERIMENTAL HYPERGLYCEMIA

A. V. SIDOROV  a

aBelarusian State University, 4 Niezaliežnasci Avenue, Minsk 220030, Belarus

It has been established that the development of hyperglycemia, accompanied by a multiple increase in the hemolymph 
glucose content (up to 4.0 – 4.5 mmol/L), doesn’t lead to any significant changes in Lymnaea’ s hemolymph osmolality. 
Incubation of mollusks in 100 mmol/L aqueous solution of polyethylene glycol 200 for 2 h causes a 1.4-fold increase in 
hemolymph osmolality (up to 210 mosmol/kg) compared to the control level.
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Введение
Количественный и качественный состав внеклеточный жидкости напрямую определяет как свойства 

нейронов, так и их способность выполнять свои функции. Оказавшись в интерстициальном пространстве, 
многие из продуктов нормального метаболизма, например глюкоза или различные органические кисло-
ты, начинают выполнять сигнальные функции, непосредственно определяя поведение контактирующих 
с ними клеток [1]. Кроме того, данные соединения изменяют физико-химические свойства внеклеточной 
жидкости (pH, осмолярность), что также обусловливает установление нового функционального состоя-
ния для целой популяции нейронов согласно принципам объемной передачи сигнала [2].

Ранее было показано, что пролонгированная  (2 ч) инкубация моллюсков Lymnaea stagnalis в  вы-
сококонцентрированном (100 ммоль/л) водном растворе глюкозы приводит к примерно 10-кратному 
повышению содержания глюкозы в их гемолимфе, т.  е. развитию острой гипергликемии  [3], это со-
провождается модификацией некоторых форм поведенческой активности и электрических характерис
тик нервных клеток [4]. Однако потенциальные осмотические эффекты, связанные с использованием 
такого высококонцентрированного раствора, учитывая высокую проницаемость покровов моллюска 
для воды, не были приняты во внимание. В связи с этим целью данной работы было оценить характер 
сдвигов осмотической концентрации в гемолимфе L. stagnalis при развитии экспериментальной гипер-
гликемии.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков L. stagnalis, собранных в летний период на территории Минской 

области (мелкие мелиоративные каналы). В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую особь 
приходилось не менее 1 л воды) при температуре (25 ± 1) °С. Смену воды проводили каждые 3 дня. 
Пищей для моллюсков служили листья одуванчика (питание ad libitum).

Животные контрольной группы (Cntr, n = 7) в течение 2 ч находились в 1-литровых аквариумах, наполнен-
ных «чистой» отстоявшейся водопроводной водой. Особи экспериментальных групп (n = 7 для каждой груп-
пы) такое же время содержались в свежеприготовленных водных растворах D-глюкозы (Glu (100 ммоль/л)), 
хлорида натрия (NaCl (50 ммоль/л)) и полиэтиленгликоля-200 (PEG-200 (100 ммоль/л)), подобранных 
таким образом, чтобы достигалось равенство их теоретически рассчитанных осмотических концентраций. 
По окончании инкубации сильной тактильной стимуляцией ноги моллюска вызывали реакцию полного 
втягивания тела, сопровождающуюся выбросом гемолимфы (в среднем объемом около 1 мл).

Содержание глюкозы в гемолимфе определяли глюкозооксидазным методом с применением набо-
ра реагентов компании Анализ Х (Беларусь). Измерения оптической плотности проводили на длине 
волны 500 нм (длина оптического пути 1 см) при температуре 20 °С посредством спектрофотометра 
Cary 50 (Variant  Inc., Австралия). Объем материала для анализа составлял 100 мкл, время инкуба-
ции с реагентом (1 мл) – 30 мин. В качестве стандарта использовали 100 мкл свежеприготовленного 
1 или 5 ммоль/л раствора глюкозы. Оценку осмоляльности пробы производили с помощью осмометра 
Vapro 5600 (Wescor Inc., США). В качестве калибровочного стандарта использовали 100 мосмоль/кг вод
ный раствор сорбитола.
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Все экспериментальные группы (по  7  особей в  каждой) комплектовались животными одинакового 
размерного класса (см. таблицу). Попарное сравнение морфометрических показателей указанных групп 
также не выявило статистически значимых различий между анализируемыми рядами данных ни для 
одной из пар сравнения.

Морфологическая характеристика экспериментальных групп
Morphological characteristics of the experimental groups

Показатели
Экспериментальная группа

Статистика для рядов 
данных группCntr NaCl  

(50 ммоль/л)
PEG-200  

(100 ммоль/л)
Glu  

(100 ммоль/л)

Масса (6,4 ± 0,3) г (5,6 ± 0,3) г (5,9 ± 0,5) г (6,1 ± 0,3) г F (3, 24) = 0,829 12;  
p = 0,490 89

Высота  
раковины (47 ± 1) мм (46 ± 1) мм (45 ± 1) мм (46 ± 1) мм F (3, 24) = 0,951 01;  

p = 0,431 72
П р и м е ч а н и я: 1. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. 2. Статистика для рядов данных групп 

рассчитана с использованием дисперсионного анализа по однофакторной схеме (one-way ANOVA).

Нормальность распределения для каждого ряда экспериментальных данных предварительно оце-
нивали с помощью W-теста Шапиро – Уилка. В случае подтверждения нормальности распределения 
сравниваемых показателей использовали параметрические методы оценки, а именно t-критерий Стью-
дента для независимых пар и дисперсионный анализ по однофакторной схеме (one-way ANOVA). Если 
нормальность распределения показателей не была подтверждена для всех без исключения групп дан-
ных, применяли непараметрические методы, в частности U-критерий Манна – Уитни (Mann – Whitney 
U-test) (z) или Н-тест Крускала – Уоллиса (Kruskal – Wallis ANOVA) при сравнении двух или нескольких 
независимых выборок соответственно. Статистическая обработка результатов проведена посредством 
программы Statistica 6.0. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего (в случае нормального 
распределения) или медиана (верхний; нижний квартили) (в случае непараметрического распределе-
ния). Достоверными считались результаты при уровне значимости p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение
Инкубация моллюсков в экспериментальных растворах приводит к статистически значимому уве-

личению содержания глюкозы в гемолимфе только в случае использования высококонцентрированного 
водного раствора глюкозы (см. рисунок, часть а). Речь идет о примерно 30-кратном возрастании ее со-
держания по сравнению с уровнем глюкозы в контроле или других экспериментальных группах. В то же 
время согласно дисперсионному анализу (one-way ANOVA) различий между оставшимися эксперимен-
тальными группами и контролем не выявлено (F (2, 18) = 2,1; p = 0,151 4), несмотря на отмеченное 
расхождение между данными для растворов NaCl (50 ммоль/л) и PEG-200 (100 ммоль/л). В этом случае 
колебания содержания глюкозы носят умеренный характер (около 40 %), что несопоставимо с таковыми 
при гипергликемии.

Развитие экспериментальной гипергликемии не ассоциируется с изменением осмотической концентра-
ции в гемолимфе L. stagnalis (см. рисунок, часть б ). Эффекты, вызываемые инкубацией моллюсков в высоко
концентрированном растворе глюкозы, согласно дисперсионному анализу (Kruskal – Wallis ANOVA) сопо-
ставимы с эффектами инкубации для контроля и раствора NaCl (50 ммоль/л) (H (2, 21) = 2,6; p = 0,273 5). 
Вместе с тем использование раствора PEG-200 (100 ммоль/л) приводит к почти 1,3–1,4-кратному уве-
личению осмотической концентрации в гемолимфе по сравнению с таковой как в контроле, так и в дру-
гих экспериментальных группах.

Осмотическая концентрация в гемолимфе L. stagnalis обычно составляет 130 мосмоль/кг, хотя от-
клонения этого показателя в разные стороны тоже хорошо задокументированы [5], не говоря уже о су-
щественном превышении данного уровня у других групп беспозвоночных, например насекомых [6]. 
Именно такое ее расчетное значение определяется и для гемолимфозамещающего раствора Рингера, 
используемого при работе с препаратами изолированной нервной системы прудовика [7]. С этих по-
зиций прирост осмотической силы, вызываемый увеличением содержания глюкозы в гемолимфе при 
развитии экспериментальной гипергликемии, составляет всего около 4 –5 % (4 –5 мосмоль/кг) к базаль-
ному уровню. Следовательно, наблюдаемые при этом изменения поведения моллюсков, электрической 
активности их нейронов обусловлены действием глюкозы и не связаны с осмотическими эффектами от 
ее присутствия во внеклеточной жидкости. 
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Известно, что возрастание осмотической силы гемолимфы (до 160 –190 мосмоль/кг) приводит к огра-
ничению синтеза и накоплению пептидных гормонов, т. е. регулирует активность нейросекреторных кле-
ток (dark green cells) центральных нервных ганглиев Lymnaea [8], в том числе вовлеченных в контроль 
процессов размножения и  роста у  прудовика  [9]. С  этой точки зрения факт несколько повышенной 
(150 –160 мосмоль/кг) осмоляльности гемолимфы, отмечаемый в проведенных экспериментах, получает 
удовлетворительное объяснение: новые кладки яиц на стенках аквариумов, используемых для постоян
ного содержания опытных животных, наблюдались практически постоянно. Полученные результаты 
также свидетельствуют о том, что использование водорастворимых неионных полимеров (полиэтилен-
гликоли) с небольшой молекулярной массой может быть эффективным для моделирования состояния 
гиперосмолярности и вызываемых ею эффектов у водных беспозвоночных.
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