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УДК 57.044

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ СОДЕРЖАНИЯ ГЛЮКОЗЫ  
В ГЕМОЛИМФЕ МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS  

ПРИ ПОВТОРЯЮЩЕМСЯ ГИПЕРГЛИКЕМИЧЕСКОМ СТРЕССЕ

Р. А. МАХОТИН 1), А. В. СИДОРОВ1)

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

Осуществляемая в течение 3 сут периодическая инкубация моллюсков 24-недельного возраста в 100 ммоль/л 
водном растворе глюкозы на протяжении 2 ч приводит к почти 5-кратному увеличению содержания глюкозы в ге-
молимфе по прошествии 24 ч после гипергликемического стресса. У животных 35-недельного возраста указан-
ное воздействие не вызывает статистически достоверного изменения рассматриваемого показателя. Установлено, 
что уровень глюкозы в гемолимфе животных старшей возрастной группы (0,21 (0,13; 0,23) ммоль/л) превышал 
таковой для животных младшей возрастной группы (0,13 (0,08; 0,16) ммоль/л) в 1,6 раза. Предполагается, что 
выявленные особенности регуляции содержания глюкозы связаны с функциональными характеристиками пеп-
тидпродуцирующих нейросекреторных клеток центральных нервных ганглиев.
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PECULIARITIES OF AGE-DEPENDENT GLUCOSE CONTENT  
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Periodic, for 3 days, incubation (2 h) of 24-week-old molluscs in a 100 mmol/L aqueous solution of glucose leads to 
an almost 5-fold increase in the glucose content in the haemolymph, 24 h after the hyperglycemic impact. For animals 
35 weeks of age, this impact does not lead to a statistically significant change in the considered indicator. It was found 
that the level of glucose in the haemolymph of animals of the older age group (0.21 (0.13; 0.23) mmol/L) exceeded that 
of animals of the younger age group (0.13 (0.08; 0.16) mmol/L) in 1.6 times. It is assumed that these features of glucose 
regulation are associated with the functional characteristics of peptide-producing neurosecretory cells of the central ner
vous ganglia.
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Введение
Глюкоза является веществом, которое не только обеспечивает метаболические потребности нервных 

клеток, но и выполняет функцию сигнальной молекулы, ответственной за формирование различных ти-
пов поведения у животных [1; 2]. С этих позиций становится понятной роль поддержания постоянного 
содержания глюкозы во внутренней среде организма и сдвигов ее уровня для успешного обеспечения 
жизнедеятельности. Очевидно, что различные этапы онтогенеза характеризуются разной степенью энер-
гетических затрат, особенностями поведенческого паттерна и т. п., а следовательно, для каждого из 
них может существовать свое «нормативное» значение содержания глюкозы во внутренней среде [3]. 
С другой стороны, реакция животных (как позвоночных, так и беспозвоночных) на повышенную глю-
козную нагрузку, связанную, например, с употреблением специфических пищевых субстратов, в воз-
растном аспекте не всегда однозначна и (или) линейна: нормальное старение ассоциируется со сниже-
нием потребления пищи на фоне повышенного содержания глюкозы во внутренней среде [4 – 6].

Ранее авторами была разработана модель транзиторной экспериментальной гипергликемии, когда про-
лонгированная (2 ч) инкубация моллюсков Lymnaea stagnalis в высококонцентрированном (100 ммоль/л) 
водном растворе глюкозы приводила к увеличению содержания глюкозы в их гемолимфе примерно на 
порядок [7], что сопровождается модификацией электрических характеристик ряда пептидергических 
нервных клеток [8; 9]. Эффект инкубации сохранялся на протяжении 2 ч, после чего значения иссле-
дуемого показателя возвращались к первоначальному уровню. Вместе с тем влияние повторяющихся 
воздействий такого рода, моделирующих хроническое, а не острое действие фактора, рассмотрено не 
было. Кроме того, остался нерешенным вопрос о потенциальной стабильности и изменчивости уровня 
глюкозы в гемолимфе моллюсков L. stagnalis разного возраста, равно как и вопрос о том, насколько 
эффективны механизмы поддержания глюкозного гомеостазиса на разных этапах жизненного цикла. 
Сказанное выше и определило проведение данного исследования.

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

ласти (мелкие мелиоративные каналы) или выращенных непосредственно в лаборатории. Всех животных 
содержали в аквариумах (на каждую особь приходилось не менее 1 л воды) при температуре (25 ± 1) °С, 
проводя смену воды каждые 3 дня. Пищей служили листья салата и одуванчика (питание ad libitum).

У всех животных, введенных в эксперимент, с помощью линейки (цена деления 1 мм) фиксировали 
высоту раковины, определяемую как расстояние от ее вершины до нижней точки устья (в месте схож-
дения колюмеллярного и наружного краев), а  также измеряли массу тела с раковиной (с  точностью 
до 0,1 г), используя весы Scout SC6010 (Ohaus, США). Возраст животных определяли по аллометри-
ческим уравнениям Берталанфи на основании коэффициентов индивидуального роста для моллюсков 
L. stagnalis [10] как среднее арифметическое при расчете по данным о массе тела и высоте раковины.
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Моллюски были разделены на две условные возрастные группы – младшую и старшую. В каждой 
из них выделены контрольная и экспериментальная серии, которые комплектовались животными оди-
накового размерного класса (см. таблицу). Попарное сравнение морфометрических показателей ука-
занных серий не выявило статистически значимых различий между анализируемыми рядами данных 
ни для одной из пар сравнения.

Морфологические характеристики групп моллюсков
Morphological characteristics of the animal groups

Показатели

Младшая возрастная группа Старшая возрастная группа

Контрольная 
серия 

(n = 12)

Экспериментальная 
серия 

(n = 12)

Контрольная 
серия 
(n = 7)

Экспериментальная 
серия 
(n = 7)

Масса тела, г 1,6 (1,3; 1,7) 1,3 (1,1; 1,5) 4,7 (3,5; 5,1) 5,1 (4,1; 5,8)

Достоверность различий z = 1,41; p = 0,16 z = 0,77; p = 0,44

Высота раковины, см 2,3 (2,2; 2,6) 2,7 (2,4; 2,8) 4,5 (4,3; 4,8) 4,7 (4,3; 5,5)

Достоверность различий z = 1,91; p = 0,06 z = 0,06; p = 0,95

Возраст, нед. 24 (22; 25) 24 (22; 26) 34 (29; 57) 35 (31; 44)

Достоверность различий z = 0,46; p = 0,64 z = 0,19; p = 0,85
П р и м е ч а н и я: 1. Данные о массе тела, высоте раковины и возрасте животных представлены в следующем виде: 

медиана (верхний; нижний квартили). 2. Символ n – число наблюдений; z – U-критерий Манна – Уитни; p – уровень 
значимости.

Забор исходных проб гемолимфы (до глюкозной нагрузки) проводили отдельно у каждой особи в на-
чальный день эксперимента. Для этого сильной тактильной стимуляцией ноги моллюска вызывали реакцию 
полного втягивания тела, сопровождающуюся выбросом гемолимфы (в среднем объемом около 1 мл). После 
указанной процедуры животных рассаживали в аквариумы объемом 10 л, заполненные отстоявшейся 
водопроводной водой с пищей, где они и находились до окончания опыта.

На следующий день (1-й день эксперимента) моллюсков экспериментальной серии на 2 ч помещали 
в аквариумы объемом 1 л со свежеприготовленным водным раствором D-глюкозы (100 ммоль/л). Жи-
вотные контрольной серии находились в эквивалентных по объему аквариумах с отстоявшейся водо-
проводной водой, содержавшей 50 ммоль/л NaCl (для выравнивания осмотической силы растворов). 
По окончании инкубации моллюсков обеих серий возвращали в начальные условия содержания. Дан-
ные процедуры повторяли на 2-й и 3-й дни эксперимента. Через 24 ч после их завершения (последний 
день эксперимента) повторно производили забор проб гемолимфы у животных. Пробы замораживали 
и хранили при температуре –18 °С до последующего анализа. Опыт проводили отдельно в разных воз-
растных группах моллюсков.

Определение содержания глюкозы в пробе гемолимфы осуществляли глюкозооксидазным методом 
с применением набора реагентов научно-технического производственного кооператива «Анализ Х» (Бе-
ларусь). Измерения оптической плотности производили на длине волны 500 нм (длина оптического 
пути 1 см) при температуре 25 °С посредством спектрофотометра Ultrospec 100 pro (Amersham Bio-
sciences, Великобритания). Объем материала для анализа был равен 100 мкл, время инкубации с реа-
гентом (1 мл) составляло 30 мин. В качестве стандартов использовали 100 мкл свежеприготовленного 
0,1 и 0,5 ммоль/л раствора глюкозы.

Нормальность распределения для каждого ряда экспериментальных данных предварительно оцени-
вали с помощью W-теста Шапиро – Уилка (Shapiro – Wilk W-test). В случае подтверждения нормальнос
ти распределения сравниваемых показателей для обеих групп данных в целях оценки достоверности 
различий использовали t-критерий Стьюдента (Student’s t-test) для независимых пар. Если нормаль-
ность распределения не была подтверждена для обеих групп данных, применяли непараметрический 
U-критерий Манна – Уитни (Mann – Whitney U-test) для двух независимых выборок. Статистическая 
обработка данных и их представление проведены посредством программ Statistica 6.0 и GraphPad Prism 8 
соответственно. Данные в тексте представлены как среднее ± ошибка среднего или медиана (верхний; 
нижний квартили) в случае непараметрического характера распределения. Достоверными считались 
результаты при уровне значимости p ≤ 0,05.
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Результаты и их обсуждение
Животные старшей возрастной группы характеризовались более крупными размерами, превышая 

по массе тела и высоте раковины особей младшей возрастной группы в 3,3 и 1,8 раза: 4,9 (3,6; 5,3) г 
против 1,5 (1,1; 1,7) г и 4,6 (4,3; 4,8) см против 2,5 (2,3; 2,8) см соответственно (рис. 1, а, б). Исходя из 
произведенных расчетов, возраст этих групп отличался на 11 нед. (т. е. на 2–3 мес., что составляет при-
мерно 20 % от средней продолжительности жизни моллюсков L. stagnalis, оцениваемой в 1 год [11]): 
24 (22;  26) и  35 (30;  44)  нед. для младшей и  старшей возрастных групп соответственно (рис.  1,  в). 
Кроме того, было отмечено 1,6-кратное статистически достоверное увеличение содержания глюкозы 
в гемолимфе моллюсков старшего возраста: 0,21 (0,13; 0,23) ммоль/л против 0,13 (0,08; 0,16) ммоль/л 
(рис. 1, г).

Реакция на повторяющуюся глюкозную нагрузку отличалась в зависимости от возраста животных. 
Для экспериментальной серии моллюсков младшего возраста отмечено статистически значимое уве-
личение содержания глюкозы в гемолимфе до (0,48 ± 0,09) ммоль/л, т. е. в 4,8 раза по сравнению с ее 
уровнем в начальный день эксперимента, составившим (0,10 ± 0,01) ммоль/л (рис. 2, а). В то же время для 
контрольной серии животных этого возраста подобное сравнение не выявило каких-либо статистически 
достоверных отличий в содержании глюкозы: (0,16 ± 0,02) и (0,17 ± 0,04) ммоль/л для начального и по-
следнего дней эксперимента соответственно. Отдельно отметим существование статистически значимых 
различий в концентрации глюкозы в гемолимфе между контрольной и экспериментальной сериями при 
сравнении значений для последнего дня эксперимента, что дополнительно подчеркивает правомочность 
вывода о развитии гипергликемии.

Для моллюсков старшего возраста статистически значимых колебаний уровня глюкозы в гемолимфе 
отмечено не было (рис. 2, б ). Авторами не зафиксированы статистически достоверные различия данного 
показателя ни между животными экспериментальной ((0,22 ± 0,04) ммоль/л против (0,22 ± 0,02) ммоль/л), 
ни между животными контрольной ((0,19 ± 0,01) ммоль/л против (0,18 ± 0,02) ммоль/л) серий при срав-
нении значений для начального и последнего дней эксперимента.

Рис. 1. Морфологические характеристики и содержание глюкозы  
в гемолимфе моллюсков L. stagnalis младшей (Y) и старшей (O) возрастных групп: 
а – масса тела; б – высота раковины; в – возраст; г – уровень глюкозы в гемолимфе. 

Точки диаграммы – данные по каждому моллюску отдельно.  
Представлены медиана (верхний; нижний квартили), число наблюдений (n), 

значения U-критерия Манна – Уитни (z) и уровня значимости ( p). 
Звездочкой отмечены статистически достоверные различия 

Fig. 1. Morphological characteristics and haemolymph glucose level of molluscs L. stagnalis  
of the younger (Y) and older (O) age groups: 

a – body weight; b – shell height; c – age; d – haemolymph glucose level. 
The points of the diagram are the data for each mollusc separately.  

Median (upper; lower quartiles), number of observations (n),  
Mann – Whitney U-test (z) value, significance level ( p) are also presented. 

Statistically significant differences are marked by asterisk
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В регуляции уровня глюкозы в гемолимфе моллюсков L. stagnalis важная роль отводится пептидер-
гическим нейронам центральных ганглиев (кластер нейросекреторных темно-зеленых клеток (dark 
green cells)), ответственным за продукцию в том числе инсулиноподобных нейропептидов [12]. Помимо 
этого, указанная группа нейронов вовлечена в контроль за процессами роста и размножения, которые 
требуют существенных энергетических затрат. Добавление глюкозы усиливает частоту импульсации 
этих клеток [13], что автоматически означает увеличение выброса соответствующего нейромедиатора(-ов) 
из их синаптических окончаний. Вероятно, функциональная активность данной популяции нейронов 
выше у животных старшей возрастной группы, что может быть связано с увеличением размеров ней-
ронов в ганглиях моллюсков L. stagnalis с возрастом [14] и большей продукцией инсулиноподобных 
нейропептидов. Результатом будет более быстрая нормализация уровня глюкозы в гемолимфе в ответ 
на гипергликемическую нагрузку, чем у более молодых особей. Поскольку обе рассматриваемые 
возрастные группы моллюсков относились к половозрелым особям (согласно данным работы [15] 
и собственным наблюдениям, подтверждающим яйцекладку в аквариумах их постоянного содержания), 
выявленные различия не могут быть связаны с функциональной незрелостью кластера нейросекре-
торных темно-зеленых клеток. Интересно, что фоновый уровень содержания глюкозы в гемолимфе 
оказывается выше у животных старшей возрастной группы, это может быть отражением продукции 
инсулиноподобных нейропептидов не в тоническом режиме, а в качестве ответа на гипергликемию. 
Другими словами, это скорее механизм экстренной нормализации уровня сахара в гемолимфе, а не 
поддержания его фоновой концентрации. С этих позиций изменения поведения в самом широком 
смысле, наблюдаемые при модификации пищевой активности прудовика [16 –18], могут быть более 
выражены у моллюсков младшего возраста, в то время как ответы их старших сородичей будут носить 
более консервативный характер.

Рис. 2. Изменение содержания глюкозы в гемолимфе моллюсков L. stagnalis  
разных возрастных групп при повторяющейся глюкозной нагрузке: 

а – младшая возрастная группа; б – старшая возрастная группа. 
Точки диаграммы – данные по каждому моллюску отдельно.  

Представлены среднее ± квадратичное отклонение, число наблюдений (n)  
для начального (до нагрузки) и последнего (после нагрузки) дней эксперимента  
для контрольной и экспериментальной серий, значения t-критерия Стьюдента  
и уровня значимости ( p) для сравниваемых пар данных (показаны скобкой). 

Звездочкой отмечены статистически достоверные различия
Fig. 2. Changes in the haemolymph glucose level after repeated glucose load 

in the molluscs L. stagnalis of different age groups: 
a – younger age group; b – older age group. 

The points of the diagram are the data for each mollusc separately.  
Mean ± standard deviation, number of observations (n) are presented for the initial (before load)  

and last (after load) days of the experiment for the control and experimental groups,  
Student’s t-test value and significance level ( p) for the data compared marked upon brackets. 

Statistically significant differences are marked by asterisk
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Заключение
Таким образом, существуют возрастные особенности, связанные с регуляцией содержания глюкозы 

в гемолимфе моллюсков, что может быть использовано для разработки экспериментальных моделей 
гипергликемии (в том числе пролонгированной), более эффективных у животных определенного воз-
раста. Однако вопрос о потенциальных колебаниях уровня глюкозы на протяжении всего жизненного 
цикла моллюска остается открытым.
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