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Аннотация. Изучена направленность адаптивных реакций здоровых и инфицированных 
Hepatozoon spp. зеленых лягушек водных объектов Нижегородской области с различными 
гидрохимическими условиями. За период наблюдений выявлено заражение прудовых лягу-
шек и возрастание суммарных популяционных показателей заражения Hepatozoon spp. сам-
цов и самок озерных лягушек. У озерных лягушек выявлена гипертрофия морфометриче-
ских показателей зараженных эритроцитов крови по сравнению со здоровыми клетками. 
Содержание нейтрофильных гранулоцитов в крови зараженных озерных лягушек было вы-
ше по сравнению со здоровыми особями, уровень иммунных комплексов не различался. У 
зараженных прудовых лягушек выявлено возрастание уровня крупных иммунных комплек-
сов в сыворотке крови и индекса укрупнения по сравнению со здоровыми на фоне общего 
снижения резистентности организма в условиях сильного загрязнения среды обитания тя-
желыми металлами и сульфатами. Для озерных лягушек установлена корреляционная взаимо-
связь доли зараженных эритроцитов с содержанием в крови миелоцитов и юных форм 
нейтрофилов; для прудовых – с содержанием нейтрофилов и индексом укрупнения иммунных 
комплексов. Методом многофакторного дисперсного анализа выявлено значимое влияние на 
иммунный статус амфибий факторов: пол и взаимодействие пол/заражение гемопаразитами. 
Ключевые слова: Pelophylax ridibundus, P. lessonae, Hepatozoon spp., формула крови, им-
мунные комплексы 
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ВВЕДЕНИЕ 

Жизнеспособность популяций амфибий напрямую связана с состоянием осо-
бей, важными маркерами которого являются иммуногематологические показатели, 
подверженные влиянию комплекса экологических факторов и широко используе-
мые для оценки долгосрочных перспектив выживания, сохранения и реабилитации 
видов (Леонтьева, Семенов, 1997; Пескова, 2002; Вершинин, 2004; Романова и др., 
2018, 2023 и др.). При оценке состояния популяций используется и паразитологи-
ческий анализ (Малютина, 2008; Шевкопляс, Лопатин, 2008; Файзулин, Зарипова, 
2017; Чихляев и др., 2018 и др.), поскольку благодаря эвритопности, высокой чис-
ленности и темпам размножения, особенностям жизненного цикла со сменой сре-
ды обитания, амфибии заражены многими видами паразитов (Рыжиков, Шарпило, 
Шевченко, 1980; Резванцева и др., 2010; Романова и др., 2013), в том числе гемо-
паразитами (Smith, 1996; Netherlands et al., 2014; Peskova et al., 2018; Mehus, 
Vaughan, 2013; Flaherty et al., 2021), и являются индикатором паразитарного зара-
жения ареала (Гаибова, Мамедова, 2010).  

Сведения о характере количественных изменений в крови лягушек при зара-
жении гемопаразитами с учетом антропогенной нагрузки на среду обитания носят 
фрагментарный характер и зачастую противоречивы (Малышева, 2009; Гаибова, 
Мамедова, 2010; Smith, 1996; Netherlands et al., 2014; Peskova et al., 2018). Кроме 
того, практически отсутствуют динамические исследования по сравнительному 
анализу межвидовых особенностей функциональной активности иммунитета и 
немногочисленны данные о популяционных иммуногематологических характери-
стиках инфицированных амфибий. В этой связи задача отслеживания изменения 
направленности адаптивных реакций системы крови прудовых и озерных лягушек 
в условиях естественных биотопов является актуальной и своевременной, а также 
необходима как для теории, так и для решения практических природоохранных 
вопросов в области экофизиологии амфибий. 

Цель работы: сравнительный анализ лейкоцитарного профиля и уровня цир-
кулирующих иммунных комплексов в крови Pelophylax ridibundus Pallas, 1771 и 
P. lessonae Camerano, 1882 Нижегородской области при заражении Hepatozoon spp. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Материалом служили сборы озерных (103 особи) и прудовых (40 особей) ля-
гушек шести водоемов Нижегородской области в 2020 – 2022 гг. В пробах воды с 
помощью спектрофотометра Hach DR-2800 (Нach Company, США) определены 
основные химические загрязнители (железо, марганец, медь, хром, нитраты (NO3-), 
нитриты (NO2-), сульфаты (SO4

2-), сульфиды (S2-), никель, кобальт, цинк, свинец) и 
произведен расчет удельного комбинаторного индекса загрязненности воды 
(УКИЗВ) (РД 52.24.643-2002). У всех особей из сердца была взята кровь для опре-
деления лейкоцитарной формулы крови (Меньшиков и др., 1987). Дифференци-
ровку клеток проводили на окрашенных по Романовскому – Гимза мазках крови 
под микроскопом Meiji Techno (Japan) с иммерсией (ув. ×1500). В сыворотке крови 
определяли уровень крупных и мелких циркулирующих иммунных комплексов 
(ЦИК, ед. опт./10 мл) методом селективной преципитации в растворе полиэти-
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ленгликоля (3.5 – 7.0%) (Гриневич, Алферов, 1981) с последующим расчетом ин-
декса укрупнения (отн. ед.) как отношения содержания крупных комплексов к 
мелким иммунным комплексам.  

На основании лейкоцитарной формулы были рассчитаны интегральные лей-
коцитарные индексы (отн. ед):  

кровно-клеточный показатель (ККП): = Э+ПН+СН / Л+М; 
реактивный ответ нейтрофилов (РОН): = ПН×СН / Л+М×Э; 
лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс (ИЛГ): = Л×10 / Э+ПН+СН; 
индекс соотношения нейтрофилов и лимфоцитов (ИСНЛ): = ПН+СН / Л; 
индекс соотношения лимфоцитов и эозинофилов (ИСЛЭ): = Л / Э; 
индекс соотношения нейтрофилов и эозинофилов (ИСНЭ): = ПН+СН / Э; 
индекс сдвига лейкоцитов (ИСЛ): = Э+Б+∑Н / М+Л; 
индекс ядерного сдвига нейтрофилов (ИЯСН): = ПН+Мл+ЮН / СН, 

где Мл – миелоциты; ЮН – юные нейтрофилы; ПН – палочкоядерные нейтрофи-
лы; СН – сегментоядерные нейтрофилы; Э – эозинофилы; Б – базофилы; М – мо-
ноциты; Л – лимфоциты.  

Учет внутриэритроцитарных гемопаразитов Hepatozoon spp. проводили на 500 
эритроцитов каждой особи. Определяли: экстенсивности инвазии (Е, %) – количе-
ство особей вида, зараженных гемопаразитами, по отношению ко всему числу ис-
следованных особей; среднюю интенсивность инвазии (I, отн.ед.) – количество 
паразитов, приходящихся в среднем на одну особь; индекс обилия (ИО, отн. ед.) – 
количество гемопаразитов, приходящихся на одну особь. 

Окуляр-микрометром проводили измерение большой (2a) и малой (2b) осей 
здоровых и инфицированных эритроцитов. Площадь (мкм2) клеток рассчитывали 
по формуле эллипса: S = π × a × b, где, а – большая полуось эллипса; b – малая 
полуось эллипса; π = 3.14. 

Полученные первичные данные проверяли на нормальность распределения по 
критериям Шапиро – Уилка, Лиллиефорса, Колмогорова – Смирнова (Реброва, 
2008). Поскольку полученное значение р для данных критериев оказалось меньше 
принятого критического уровня (α < 0.05), то распределение показателей считали 
отличающимся от нормального. С учетом вида распределения полученные данные 
описывали медианой и межквартильным расстоянием. Статистический анализ 
проводили методами непараметрической статистики с расчетом критериев: Ман-
на – Уитни (U) (при сравнении двух независимых выборок); Краскела – Уоллиса 
(H) (при множественном сравнении независимых групп по одному признаку) с 
поправкой Бонферрони; Данна (Z) (множественным критерием при попарном 
сравнении групп), коэффициента ранговой корреляции Спирмена (ρ), критерия z 
(при сравнении долей), а также методом многомерного дисперсионного анализа с 
использованием лямбды Уилкса (λWilks) в качестве критериальной статистики. 
Ввиду несоответствия первичных данных нормальному распределению, значи-
мость отличий (p-значения) рассчитывалась путем рандомизации с использовани-
ем перестановочной процедуры (Шитиков, Розенберг, 2014). Группировку объек-
тов исследования и визуализацию межгрупповых различий проводили методами 
классификационного анализа (кластерным анализом, методом главных компо-
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нент), реализованными в пакете прикладных программ Statistica 8 (StatSoft Inc., 
OK, USA). За величину уровня статистической значимости принимали α = 0.05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Результат гидрохимического анализа водных объектов выявил превышение 
норматива качества воды для водоемов рыбохозяйственного назначения (ПДКрыб-хоз) 
по содержанию железа, марганца, меди, хрома, нитритов, сульфидов, кобальта, 
цинка, никеля. С целью группирования водных объектов по содержанию изучен-
ных химических элементов использовали кластерный анализ. Исследованные во-
доемы разделились на четыре кластера (рис. 1). 

В первый кластер вошли оз. Вторчермет (2020 – 2021 гг.) с наиболее близки-
ми гидрохимическими показателя и доминированием прудовых лягушек и оз. Си-
ликатное (2020 г.) с близкими абиотическими условиями среды обитания озерных 
лягушек (IV класс, грязная, разряд «а») и высоким содержанием марганца, меди, 
хрома и цинка (табл. 1). Внутри этого кластера водные объекты объединялись в 
соответствии с межгодовыми гидрохимическими различиями. Второй кластер 
сформировало оз. Силикатное (2021, 2022) с доминированием озерных лягушек, в 
котором за период исследований качество воды ухудшились и перешло по сравне-
нию с 2020 г. из разряда «а» и разряда «б» – грязная (2021), а позднее – в разряд 
«в» – очень грязная (2022), за счет сильного загрязнения водоема органическими 
веществами, а также окисления сульфидов и серы, что подтверждалось значитель-
ным количеством сульфатов в пробах водного объекта. В третий и четвертый кла-
стер вошли водные объекты Нижегородской области Борского и Павловского рай-
онов с более высоким, со-
гласно УКИЗВ, уровнем 
загрязнения. 

Водные объекты III 
кластера (Бол. Белкино-2 и 
Бол. Груздевское) с доми-
нированием озерных лягу-
шек, в отличие от город-
ских объектов, отличались 
повышенным содержанием 
железа, меди, а также 
наличием дополнительных 
тяжелых металлов: никеля 
и кобальта. Оба водных 
объекта IV кластера, со-
гласно УКИЗВ, относились 
к категории экстремально 
грязных вод с высоким со-
держанием сульфатов, ме-
ди, марганца, железа и дру-
гих тяжелых металлов, при 

 

0             1             2             3             4             5            6 
Расстояние объединения / Euclidean distances

Оз. Силикатное / 
Silikatnoe lake_2020 

Оз. Вторчермет / 
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Vtorchermet lake / 2021 

Оз. Силикатное / 
Silikatnoe lake_2021 

 

Оз. Силикатное / 
Silikatnoe lake_2022 

Бол. Груздевское / 
Gruzdevskoe swamp_2022 

Бол. Белкино-2 / 
Belkino swamp-2_2022 

Бол. Белкино-1 / 
Belkino swamp-1_2021 

Торфокарьер / 
Peat quarry_2021 

 

Рис. 1. Дендрограмма иерархической кластеризации вод-
ных объектов Нижегородской области (2020 – 2022 гг.) 

Fig. 1. Hierarchical clustering dendrogram of water bodies of
the Nizhni Novgorod region (2020–2022) 
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этом в Бол. Белкино-1 (2021) доминировали прудовые, а в торфокарьере Ситни-
ковского заказника (2021) – озерные лягушки. 

 
Таблица 1. Превышение ПДКрыб-хоз (раз) химических элементов водных объектов, группи-
рующихся по гидрохимическому составу  
Table 1. Excesses over the maximum permissible concentrations of chemical elements (used for 
fishery reservoirs) in water bodies, grouped by hydrochemical composition 

Кластер / 
Cluster 

Водоем / Год / УКИЗВ, отн. ед / 
Water body / Year / Specific  

Combinatorial Index of Water  
Pollution, rel. u.s 

Fe Mn Cu Cr NO2 SO4 Zn Ni Co 

I 

Оз. Силикатное / Silikatnoe lake / 
2020 /5.1 

– 30 15.5 2.0 24.3 – 39 – – 

Оз. Вторчермет / Vtorchermet lake 
/ 2020 / 5.59 

1.3 60 90 3.3 10.3 – 37 – – 

Оз. Вторчермет / Vtorchermet lake 
/ 2021 / 4.4 

– 30 60 4.9 – – 4 – 1.6 

II 

Оз. Силикатное / Silikatnoe lake / 
2021 / 7.15 

– 50 30 2.5 – 600 11 – – 

Оз. Силикатное / Silikatnoe lake / 
2022 / 8.82 

– 20 40 2.0 – 800 8 – – 

III 

Бол. Груздевское / Gruzdevskoe 
swamp / 2022 / 10.36 

7.9 130 410 7.3 – 74 – 2.8 6.3 

Бол. Белкино-2 / Belkino swamp_2 / 
2022 / 11.03 

15.3 120 310 5.2 – 22.6 50 6.23 6.4 

IV 

Торфокарьер / Peat quarry / 2021 / 
19.2 

13.7 220 440 8.2 – 2200 2 1.8 – 

Бол. Белкино-1 / Belkino swamp / 
2021 /34.02 

17.3 330 770 12.05 – 5000 17 4.1 9 

Примечание. Прочерк – отсутствует превышение ПДКрыб-хоз химического эдемента. 
Note. Dash means the absence of any excess over the maximum permissible concentrations 

(used for fishery reservoirs) of the chemical element. 
 
В эритроцитах крови озерных лягушек (II, III кластер) и прудовых (IV кла-

стер) были обнаружены гамонты гемопаразита Hepatozoon spp. (Hepatozoidae, 
Adeleida, Sporozoa). Как известно, представители семейства Hepatozoidae обладают 
особенно сложными жизненными циклами, которые значительно различаются 
между видами (Малышева, 2009; Smith, 1996; Netherlands et al., 2014). Заражение 
происходит при проглатывании комара, содержащего Hepatozoon spp. на стадии 
спорозоита. Спорозоиты из кишечника лягушки мигрируют в паренхиматозные 
клетки печени, где подвергаются шизогонии с образованием меронтов. Меронты 
попадают в кровоток, где образуют гаметоциты. Развитие и рост гаметоцитов про-
должается в эритроцитах, при этом ядро смещается к одному из полюсов клетки. 
Молодые гамонты имеют бобовидную форму тела и невыраженную паразитофор-
ную вакуоль (рис. 2, а). Зрелые гамонты лежат в паразитофорной вакуоли, имеют 
широкоовальную форму, их цитоплазма сильно вакуолизирована (см. рис. 2, б). 
Это заключительная стадия развития в организме лягушки – промежуточного хо-
зяина Hepatozoon spp. 
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Экстенсивность инвазии 
и доля зараженных эритроци-
тов различались у самок и 
самцов обоих видов амфибий. 
Выявлено значимое возраста-
ние инвазии и доли заражен-
ных клеток у самцов озерной 
лягушки оз. Силикатное (II 
кластер) в полевые сезоны 
2021 – 2022 гг. (z = 2.6, p = 0.01) 
в отличие от самок, у которых 
эти показатели не изменялись 
(z = 0.17, p > 0.05). Интенсив-
ность заражения самок озерных лягушек в условиях III кластера (Бол. Белкино-2) 
Hepatozoon spp. оказалась существенно выше (z = 6.33, p = 0.001), что отражалось 
и на суммарных показателях интенсивности и экстенсивности инвазии в целом по 
выборке (z = 4.26, p = 0.001) по сравнению с особями, обитающими в менее за-
грязненной водной среде (табл. 2). 

 
Таблица 2. Зараженность озерных лягушек II и III кластеров Нepatozoon spp. 
Table. 2. Infestation of marsh frogs of clusters II and III with Hepatozoon spp. 
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Ч
ис
ло

 з
ар
аж

ен
ны

х 
ос
об
ей

 / 
N

um
be

r 
of

 in
fe

ct
ed

 in
di

vi
du

al
s 

Ч
ис
ло

 п
ар
аз
ит
ов

 н
а 

50
0 

 
эр
ит
ро
ци
то
в 

/ T
he

 n
um

be
r 

of
 

pa
ra

si
te

s 
pe

r 
50

0 
re

d 
bl

oo
d 

ce
ll

s 

Д
ол
я 
кл
ет
ок

 с
 п
ар
аз
ит
ам
и 

/ 
T

he
 p

ro
po

rt
io

n 
of

 c
el

ls
 w

it
h 

pa
ra

si
te

s 
 

E
, %

 

I,
 о
тн

. е
д.

 / 
re

l. 
un

. 

И
О

, о
тн

. е
д.

 / 
A

I,
 r

el
. u

n.
 

Оз. Силикатное / Silikatnoe lake, 2021 (II кластер / cluster)  
Самки / Females (n = 14) 6 19 0.038 42.85 3.17 1.36 
Самцы / Males (n = 10) 7 20 0.04 70.0 2.86 2.0 
В целом по выборке / Total sample (n = 24) 13 39 0.078 54.16  3.0 1.62 

Оз. Силикатное / Silikatnoe lake, 2022 (II кластер / cluster)  
Самки / Females (n = 5) 2 20 0.04 40.0 10.00 1.25 
Самцы / Males (n = 11) 6 40 0.08 54.55 6.67 2.63 
В целом по выборке / Total sample (n = 16) 8 60 0.12 50.0 7.5 3.88 

Бол. Белкино-2 / Belkino swamp-2, 2022 (III кластер / cluster)  
Самки / Females (n = 9) 7 80 0.16 77.78 11.43 8.89 
Самцы / Males (n = 5) 4 45 0.09 80.0 11.25 9.0 
В целом по выборке / Total sample (n = 14) 11 125 0.25 78.57 11.36 8.93 

Примечание. Е – экстенсивность инвазии, I – средняя интенсивность инвазии, ИО – 
индекс обилия. 

Note. E – extensiveness of invasion, I – average invasion intense, AI – abundance index. 

  

а / a                                  б / b 

Рис. 2. Микрофотографии паразитарных форм Hepato-
zoon spp.: а – молодой гамонт, б – зрелый гамонт 
Fig. 2. Microphotographs of Hepatozoon spp. parasitic 
forms: a – young gamont, b – mature gamont 
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Общая доля зараженных клеток прудовых лягушек (IV кластер) оказалась 
меньше (z = 7.87, p = 0.001) по сравнению аналогичным показателем озерных ля-
гушек (III кластер), за счет невысокой интенсивности заражения как самцов (z = 
= 6.43, p = 0.001), так и самок (z = 4.87, p = 0.001) (табл. 3).  

 
Таблица 3. Зараженность прудовых лягушек IV кластера Hepatozoon spp. 
Table. 3. Infection of pool frogs of cluster IV with Hepatozoon spp. 

Пол / Sex 

Число заражен-
ных особей / 

Number of 
infected individuals 

Число паразитов на 
500 эритроцитов / 

Number  
of parasites per 500 

red blood cells 

Доля клеток с 
паразитами /  

Proportion  
of cells with  

parasites  

E, % 
I,  

отн. ед. / 
rel. un. 

ИО,  
отн. ед. / 
AI, rel. un. 

Самки / Females 
(n = 8) 

6 32 0.064 75.0 5.33 4.0 

Самцы / Males  
(n = 4) 

1 2 0.004 25.0 2 0.5 

В целом по 
выборке / Total 
sample (n = 12) 

7 34 0.068 58.3 4.86 2.83 

Примечание. Е – экстенсивность инвазии, I – средняя интенсивность инвазии, ИО – 
индекс обилия. 

Note. E – extensiveness of invasion, I – average invasion intense, AI – abundance index. 
 

Площадь и длина зараженных эритроцитов самцов (z = 2.8, p = 0.03; z = 3.18, 
p = 0.009) и самок (z = 3.71, p = 0.001; z = 2.68, p = 0.04) озерных лягушек превыша-
ли показатели здоровых клеток. При этом у самок, в отличие от самцов, заражен-
ные клетки были слегка расширены (z = 2.9, p = 0.02). В целом по выборке озерных 
лягушек II кластера все морфометрические показатели зараженных эритроцитов 
оказались статистически значимо больше, чем аналогичные показатели здоровых 
клеток (табл. 4). 

Многофакторный дисперсионный анализ выявил значимое влияние на имму-
ногематологические показатели пола (λWilks= 0.809, p = 0.028) и взаимодействие 
факторов пол/заражение гемопаразитами (λWilks= 0.814, p = 0.03). Эффект фактора 
заражения гемопаразитами оказался незначимым (λWilks = 0.95, p = 0.72). 

У зараженных озерных лягушек наименее загрязненного II кластера доля сег-
ментоядерных форм (z = 2.67, p = 0.007) и общее содержание нейтрофильных гра-
нулоцитов (z = 2.31, p = 0.02) было выше по сравнению со здоровыми особями, что 
отражалось на интегральных показателях ИСНЛ (z = 2.31, p = 0.02) и ИСНЭ 
(z = 2.04, p = 0.04) и свидетельствовало об активации неспецифической защитной 
системы крови. У озерных лягушек III, IV кластеров отклонений в лейкоцитарном 
профиле здоровых и инфицированных особей не обнаружено. Лейкограмма этих 
особей характеризовалась снижением количества лимфоцитов и нейтрофильных 
гранулоцитов, что отражало снижение адаптивных реакций системы крови и фор-
мирование стресс-индуцированной реакции при высоких значениях ИЛГ и низких 
показателях ККП, РОН, ИСНЛ, ИСЛ, ИЯСН. 

Уровень активации гуморального иммунного ответа как зараженных, так и 
здоровых озерных лягушек в сходных гидрохимических условиях обитания был 
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сопоставимым, о чем свидетельствовало отсутствие значимых различий между 
уровнем мелких и крупных ЦИК и индексом укрупнения инфицированных и здо-
ровых особей, как во II (крупные – U = 710.5, p = 0.12; мелкие – U = 1536.5, p = 0.05; 
индекс укрупнения – U = 837, p = 0.98), так и в III кластере (крупные – U = 182, p = 0.8; 
мелкие – U = 147.5, p = 0.24; индекс укрупнения – U = 133, p = 0.12). 

 
Таблица 4. Морфометрические параметры эритроцитов озерных лягушек II кластера 
(оз. Силикатное, г. Нижний Новгород) (Me / IQR) 
Table. 4. Morphometric parameters of erythrocytes of marsh frogs of cluster II (Silikatnoye lake, 
Nizhni Novgorod) (Me / IQR) 

Пол / Sex 
Эритроциты крови /  

Erythrocyte 
a, мкм / μm b, мкм / μm a / b S, мкм2 / μm2 

Самки / Females 

1. Без паразитов / Without 
parasites, n = 100 

22 / 4 14 / 2.75 1.64 / 0.27 939.34 / 267.04 

2. С паразитами / With 
parasites, n = 100 

23 / 4 14.5 / 3 1.63 / 0.19 1055.57 / 282.74 

Самцы / Males 

3. Без паразитов / Without 
parasites, n = 100 

22 / 3 14 / 2 1.6 / 0.35 984.88/ 243.47 

4. С паразитами / With 
parasites, n = 100 

24 / 3 14 / 2 1.64 / 0.3 1083.85 / 282.74 

Статистические показатели / Statistical index 

H = 20.45 
p < 0.01 

H = 10.83 
p = 0.013 

H = 2.39 
p = 0.5 

H = 22.92 
p < 0.01 

z1-z2 = 2.68, 
p = 0.04; 

z1-z4 = 4.03, 
p = 0.0003; 
z3-z4 = 3.18, 
p = 0.009 

z1-z2 = 2.9, 
p = 0.02 

z1-z2 = 0.33 

z1-z3 = 0.8 
z1-z4 = 0.79 
z2-z3 = 0.3 

z2-z4 = 1.12 

z3-z4 = 1.44 

z1-z2 = 3.71,  
p = 0.001; 

z1-z4 = 4.01,  
p = 0.0003; 
z3-z4 = 2.8,  
p = 0.03 

В целом по 
выборке / Total 
over the sample 

Без паразитов / Without 
parasites, n = 200 

22 / 3 14 / 2 1.63 / 0.3 942.48 / 268.61 

С паразитами / With para-
sites, n = 200 

23 / 3 14 / 2 1.63/ 0.29 1061.86 / 296.88 

Статистические показатели / Statistical index 
U = 18439 
p < 0.01 

U = 20145 
p = 0.002 

U = 23019.5 
p = 0.04 

U = 17941.5 
p < 0.01 

Примечание. a – длина большой оси, b – длина малой оси, S – площадь клетки, H – 
критерий Краскела – Уоллиса, D – критерий Данна, u – критерий Манна – Уитни, n – коли-
чество просмотренных клеток. Жирным шрифтом выделены значимые различия. 

Note. a – the major axis length; b – the minor axis length; S – the area of the cell; H – the 
Kruskal–Wallis criterion; D – the Dunn criterion; U – the Mann–Whitney criterion; n – the number 
of viewed cells. Significant differences are highlighted in bold. 

 
Реакцией прудовых лягушек на высокий уровень загрязнения являлась акти-

вация специфической иммунной составляющей, проявляющаяся повышением со-
держания в крови лимфоцитов. Изменение интегральных лейкоцитарных индек-
сов: увеличение ККП (z = 2.75, p = 0.006), РОН (z = 2.85, p = 0.004), ИСНЛ 
(z = 3.35; p = 0.0008), ИСЛ (z = 3.217, p = 0.001) и снижение ИЛГ (z = 2.92, 
p = 0.004), ИСЛЭ (z = 2.27, p = 0.023) отображало перераспределение гранулоцитов 
и агранулоцитов в организмах прудовых лягушек I и IV кластеров. Лейкоцитарный 
состав крови зараженных и здоровых прудовых лягушек, обитающих в наиболее 
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загрязненных условиях (IV кластер), не различался и характеризовался понижен-
ным суммарным содержанием гранулоцитов (z = 2.55, p = 0.011), нейтрофильных 
гранулоцитов (z = 3.75, p = 0.0002) за счет палочкоядерных (z = 3.45, p = 0.0003) и 
сегментоядерных (z = 2.05, p = 0.037) форм. Зараженные прудовые лягушки IV 
кластера отличались повышенным индексом укрупнения (U = 41, p = 0.0004) и 
уровнем крупных иммунных комплексов (U = 64, p = 0.009) (рис. 3) по сравнению 
со здоровыми особями, что свидетельствовало о снижении фагоцитарной функции 
и повышении реактивности иммунной системы организма в условиях сильного 
загрязнения среды обитания тяжелыми металлами, сульфатами и одновременного 
инфицирования гемопаразитами. 

Исследование линейной связи количественных иммуногематологических по-
казателей озерных лягушек с числом зараженных эритроцитов выявило наличие 
умеренной отрицательной корреляции в выборке II кластера с количеством эози-
нофилов (ρ = -0.36, р = 0.03), в выборке III кластера – с уровнем крупных иммун-
ных комплексов (ρ = -0.62, р < 0.05). Для прудовых лягушек (IV кластер) установ-
лена корреляционная взаимосвязь числа пораженных эритроцитов с суммарным 
содержанием нейтрофильных гранулоцитов (ρ = -0.57, р < 0.05) и индексом укруп-
нения (ρ = 0.91, р < 0.05) иммунных комплексов. 

С целью изучения взаимосвязей между различными показателями иммунного 
статуса амфибий, находящихся в условиях одновременного воздействия комплекса 
абиотических и биотических экологических факторов, а также выявления факто-
ров, которые упростили бы процесс классификации изучаемых выборок, мы вос-
пользовались методом главных компонент. Первая главная компонента, соответ-
ствующая максимальному собственному значению 239.89, описывала приблизи-
тельно 82.78% общей дисперсии и обладала сильной положительной корреляцией 

с переменными: эозинофи-
лы (2.55), нейтрофилы (2.26), 
базофилы (1.54), и сильной отри-
цательной корреляцией с пере-
менными: лимфоциты (-8.97), 
фракции мелких (-6.39) и круп-
ных (-3.80) циркулирующих им-
мунных комплексов. Вторая ком-
понента с собственным значением 
48.17 описывала 16.62% остав-
шейся дисперсии и имела силь-
ную положительную корреляцию 
с лимфоцитами (1.66) и миелоци-
тами (0.80); сильные отрицатель-
ные корреляции – с фракцией мел-
ких (-5.94) и крупных (-1.09) им-
мунных комплексов, а также ней-
трофилами (-0.92), эозинофилами 
(-0.80) и базофилами (-0.72).  
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Рис. 3. Содержание крупных иммунных комплексов
в сыворотке крови здоровых и зараженных зеленых
лягушек: 1 – здоровые, 2 – инфицированные 
Fig. 3. Content of large immune complexes in the blood
serum of healthy and infected green frogs: 1 – healthy,
2 – infected with Hepatozoon spp. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ ИММУНОГЕМАТОЛОГИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ 

ПОВОЛЖСКИЙ ЭКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ   № 2   2024                                                                    199 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

График рассеяния выбо-
рок в пространстве двух пер-
вых компонент визуализиро-
вал отличия функциональной 
активности иммунитета ин-
фицированных и здоровых 
особей. В первом квадранте 
факторного пространства уда-
ленно от других выборок рас-
полагались здоровые озерные 
лягушки наименее загряз-
ненного I кластера, имеющие 
минимальный уровень круп-
ных и мелких иммунных 
комплексов в сыворотке кро-
ви и относительно сбаланси-
рованный адаптивный ответ. 
Зараженные Hepatozoon spp. 
озерные лягушки занимали 
первый, второй и четвертый 
квадранты, что обусловлива-
лось разнонаправленными 
изменениями лейкоцитарно-
го профиля в разных гидро-
химических условиях среды. Напротив, прудовые лягушки, как здоровые, так и 
зараженные по совокупности показателей были близки к здоровым озерным ля-
гушкам III кластера и располагались во втором квадранте (рис. 4).  

Следует отметить, что различия по исследованным показателям между вы-
борками здоровых амфибий оказались гораздо значительнее, чем между выборка-
ми инфицированных особей. Лейкоцитарный профиль и маркеры популяционного 
гомеостаза (лейкоцитарные индексы реактивности) озерных и прудовых лягушек, 
дополняя друг друга, свидетельствовали о значимых изменениях в состоянии ор-
ганизма в специфических гидрохимических условиях среды, обусловленных ком-
плексом внешних и внутренних экологических факторов, среди которых особая 
роль отводится гемопаразитам.  

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Полученные результаты свидетельствуют о взаимосвязи и разнонаправленно-
сти одновременного влияния комплекса абиотических и биотических экологиче-
ских факторов на зеленых лягушек рода Pelophylax. Показано, что специфика гид-
рохимического загрязнения среды обитания влияет на интенсивность инфициро-
вания лягушек гемопаразитами Hepatozoon spp. Постоянное нахождение амфибий 
в условиях повышенного загрязнения вызывает стрессовый тип адаптации, прояв-
ляющейся у озерных лягушек напряжением неспецифической защитной системы 
крови, а у прудовых характеризуется пониженным содержанием нейтрофильных 
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Рис. 4. График рассеивания выборок из популяций здоро-
вых и зараженных озерных (I – III кластеры) и прудовых 
(IV кластер) лягушек в пространстве главных компонент, 
построенных по иммуногематологическим переменным: 
1 – здоровые, 2 – инфицированные Hepatozoon spp. 
Fig. 4. Dispersion graph of samples from the populations of 
healthy and infected marsh (clusters I–III) and pool (cluster 
IV) frogs in the space of the main components constructed 
by immunohematological variables: 1 – healthy, 2 – infected 
with Hepatozoon spp. 
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гранулоцитов и повышенной долей лимфоцитов. Межвидовые различия в путях 
адаптации на уровне системы крови озерных и прудовых лягушек к гидрохимиче-
ским условиям среды осложнялись дополнительным заражением амфибий Hepato-
zoon spp., как возможным фактором, который не только определяет численность 
животных (Frost, 2010), но и, подавляя иммунную защиту организма, повышает 
риски заражения другими инфекционными и вирусными заболеваниями. Кроме 
того, состояние постоянной интоксикации, обусловленное наличием гемопаразита, 
вызывает нарушение баланса системы антиген – антитело и существенные сбои в 
механизме гуморальной защиты организма.  

Суммируя полученные результаты, следует заключить, что возможности ре-
акций врожденного и адаптивного иммунитета озерных и прудовых лягушек в 
условиях подавления токсикантами водной среды крайне снижены, и, следова-
тельно, отсутствие существенных изменений в организме амфибий при заражении 
эритроцитов Hepatozoon spp. может быть обманчивым. Можно полагать, что ги-
пертрофия инфицированных эритроцитов, выполняющих регуляторные функции, 
отражается и на функциональной активности иммунокомпетентных клеток орга-
низма хозяина. Массовое заражение гемопаразитами Hepatozoon spp. может поста-
вить под угрозу существование соответствующих видов амфибий. Таким образом, 
выявление и анализ эколого-физиологических особенностей паразитарных систем 
могут иметь решающее значение для лучшего понимания механизма межвидовых 
отношений паразит – хозяин и сохранения биологического разнообразия, что обос-
новывает необходимость дальнейших исследований путей формирования адаптив-
ных стратегий амфибий, позволяющих особям успешно выживать, расширять ареал 
и существовать на антропогенно трансформированных территориях. 
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Abstract. The direction of adaptive reactions of healthy and Hepatozoon spp.-infected green frogs 
from water bodies of the Nizhni Novgorod region with various hydrochemical conditions was 
studied. During the observation period, infection of pool frogs and an increase in the total popula-
tion indicators of infection of male and female marsh frogs with Hepatozoon spp. were revealed. 
Hypertrophy of the morphometric parameters of infected blood erythrocytes compared with 
healthy cells was revealed in marsh frogs. The content of neutrophil granulocytes in the blood of 
infected marsh frogs was higher compared to healthy individuals, while the level of immune com-
plexes did not differ. In infected pool frogs, an increase in the level of large immune complexes in 
the blood serum and the enlargement index was revealed compared to healthy ones against the 
background of a general decrease in the body’s resistance in conditions of severe pollution of their 
habitat with heavy metals and sulfates. For marsh frogs, a correlation was established between the 
proportion of infected erythrocytes and the content of myelocytes and young forms of neutrophils 
in the blood; while for pool frogs – with the content of neutrophils and the enlargement index of 
immune complexes. The method of multifactorial dispersion analysis revealed a significant influ-
ence of such factors as gender and the interaction of gender/infection with hemoparasites on the 
immune status of amphibians. 
Keywords: Pelophylax ridibundus, P. lessonae, Hepatozoon spp., WBC (white blood cells), im-
mune complexes 
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