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8,8 ± 1,63% to 27,6 ± 8,94% in the fish of experimental group 2). The correlation coefficient between 
the number of morphologically changing of erythrocytes and time of residence in the polluted water 
in fish experimental group 1 was 0,88 ± 0,04 for micronuclei and 0,80 ± 0,9 for other abnormalities at 
p < 0, 01. For the experimental group 2 fish correlation coefficient was 0,51 ± 0,11 and 0,35 ± 0,08, p < 
0.01. The intensity and speed of growth of changes in red blood cells decreases with increasing degree 
of water pollution that can be explained by the heavy lesion of blood-forming organs, the cessation of 
hematopoiesis and decreased cellular adaptation of red blood cells of the second group of fish.
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Резюме: Для оценки состояния запасов и качества производителей проводится многолетний 
мониторинг состояния популяции тарани, одного из ценных промысловых видов Азовского 
бассейна. В качестве индикаторов физиологического состояния рыб использовали такие показа-
тели как содержание белка, влаги, жира в мышцах, печени и гонадах. Гистологические исследо-
вания гонад проводили по общепринятым методикам. Изучено состояние и особенности созре-
вания половых желез, оснащенность организма запасными и лабильными веществами на каж-
дом этапе жизненного цикла самок тарани – преднерестового, нерестового, посленерестового, 
нагульного, зимовального. Описаны различные нарушения развития половых желез, которые в 
современный период затрагивают до 10-20% половозрелых самок в популяции. Наиболее часто 
отмечались такие патологии, как дегенерация превителлогенных ооцитов, вителлогенных ооци-
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тов, вакуолизация цитоплазмы. Реже встречалась массовая (тотальная) резорбция ооцитов пе-
риода вителлогенеза, асинхронность развития гонад. Показано, что гонады самок с тотальной 
резорбцией ооцитов претерпевают липоидную дегенерацию (жировое перерождение), в резуль-
тате чего самки теряют свою воспроизводительную способность как минимум на 2 года. Одной 
из причин нарушения нормального развития половых продуктов является резкая смена темпе-
ратур воды при значительном похолодании, как в преднерестовый, так и в нерестовый период, 
а также отсутствие необходимых условий для нереста. Описанные в работе нарушения созре-
вания гонад приводят к снижению репродуктивного потенциала популяции азовской тарани.

Введение
В настоящее время тарань является од-

ним из самых массовых промысловых ви-
дов рыб бассейна Азовского моря. Состо-
яние запасов азовской тарани зависит от 
многих факторов, однако ведущими явля-
ются экологические условия, необходи-
мые для нормального протекания созрева-
ния половых продуктов. Для каждого пери-
ода жизненного цикла тарани свойственна 
определенная стадия зрелости яичника, ко-
торая протекает при сочетании определен-
ных факторов среды обитания, таких, на-
пример, как температура и соленость во-
ды, наличие определенного корма. При от-
сутствии хотя бы одного из этих факторов 
происходит нарушение нормального раз-
вития половых желез. Тарань обладает ши-
рокой экологической пластичностью и вы-
сокой устойчивостью к воздействиям не-
благоприятных факторов среды. Однако в 
современных условиях при существующей 
антропогенной нагрузке у представителей 
данного вида рыб обнаруживаются много-
численные отклонения в развитии и фор-
мировании половых желез.

Целью настоящей работы явилось из-
учение созревания самок тарани Азовско-
го бассейна, описание выявленных патоло-
гий развития половых продуктов. Такие ис-
следования имеют большое практическое 
значение, так как позволяют оценивать со-
стояние популяции и прогнозировать каче-
ственные изменения тарани как ценного 
объекта промысла.

Материалы и методы исследований
Основа данного исследования – много-

летний материал, который собирали в Та-
ганрогском заливе, Ясенском заливе, Бей-
сугском и Ейском лиманах Азовского моря 
во время зимовки, нерестовых миграций, 
летнего и осеннего нагула тарани. Обсле-
довано более 1000 рыб, изготовлено и опи-
сано 200 гистологических препаратов, для 
оценки физиологического состояния обра-
ботано более 6000 проб.

Каждый экземпляр тарани, взятый для 
анализа, измеряли, определяли пол, оцени-

вали общую экстерьерную характеристи-
ку. Пробы тканей (навеской до 50 г) замо-
раживали и сохраняли в холодильнике при 
температуре - 15° С. В качестве индикато-
ров физиологического состояния рыб ис-
пользовали такие показатели как содер-
жание белка, влаги, жира в мышцах, пече-
ни и гонадах. Оценку состояния гонад про-
водили в полевых условиях, делали фото-
графии половых желез и описывали мор-
фологическое состояние гонад. Для гисто-
логического анализа образцы тканей го-
над фиксировали в 10%-ном растворе фор-
малина или смеси Буэна. После проводки 
через спирты возрастающей концентра-
ции, ксилол, снегоподобную массу (пара-
фин в ксилоле) делали парафиновую за-
ливку. После парафиновой заливки на сан-
ном микротоме делали срезы тканей тол-
щиной не более 7 мкм. Гистологические 
срезы окрашивали по методу Маллори [1]. 
Фиксированные препараты срезов тканей 
микроскопировали с помощью микроско-
пов «Olympus» (Япония) и «Jenamed» (Гер-
мания) при увеличении х10х20. Диаметр 
ооцитов измеряли с помощью окуляр-ми-
крометра. Степень зрелости половых про-
дуктов оценивали на основании макроско-
пических признаков и гистологического 
анализа [2, 3]. При микроскопировании об-
разцов тканей определяли наличие/отсут-
ствие отклонений в гистоструктуре поло-
вых желез. Измеряли диаметры ооцитов, 
изучали строение их оболочек, структуру 
цитоплазмы (степень вакуолизации, диа-
метры желтковых гранул, параметры жи-
ровых включений), положение ядра в оо-
ците, количество и расположение ядры-
шек, состояние фолликулярного эпителия 
и других тканей яичников [4].

Все методики, используемые при ис-
следовании показателей, характеризую-
щих физиолого-биохимическое состояние 
рыб, изложены в двух методических посо-
биях [3, 5]

Результаты и обсуждение 
У самок тарани, как и у всех весенне-

нерестущих рыб, жизненный цикл состо-
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ит из нескольких периодов: преднересто-
вого, нерестового, посленерестового, на-
гульного, зимовального. В соответствии с 
этими периодами происходят изменения 
яичников, которые связаны с присутстви-
ем в них определенных комплексов поло-
вых клеток, находящихся на разных фазах 
развития.

Яичники тарани имеют вид парных 
мешков. Оболочка состоит из соедини-
тельной ткани и гладкой мускулатуры. От 
наружных стенок оболочки внутрь яични-
ка отходят пластины, несущие яйцеклет-
ки. По центру яйценосных пластинок про-
ходит тяж соединительной ткани и крове-
носные сосуды. В строме тяжа расположе-
ны яйцеклетки. В центральной части тя-
жа располагаются более крупные клет-
ки, ближе к краям – самые молодые яйце-
клетки. По краям пластинок расположе-
ны клетки зародышевого эпителия. Меж-
ду яйценосными пластинами расположены 
участки полости яичника, которые соеди-
няются с полостью яйцевода, наполненно-
го овариальной жидкостью. Яйцевод ле-
жит на спинной стороне яичника. Морфо-
логические части яичника изменяются не-
значительно.

Процесс созревания яичников тарани 
претерпевает шесть стадий развития [6].

В яичнике I стадии зрелости имеют-I стадии зрелости имеют- стадии зрелости имеют-
ся яйцеклетки периода синаптенной фа-
зы и яйцеклетки ювенильной фазы. В этой 
стадии яичники находятся только раз в те-
чение жизни самки. Яичники этой стадии 
имеют вид тонких стекловидных тяжей, 
на поверхности яичника кровеносные со-
суды отсутствуют или выражены очень 
слабо. Полость яичника также выражена 
слабо. По краям пластин расположен за-
родышевый эпителий, далее лежат яйце-
клетки периода синаптенной фазы. Яйце-
клетки ювенильной фазы составляют ос-
новную массу яичника I стадии зрелости. 
Они имеют угловатую форму, тесно приле-
гают друг к другу, располагаются ближе к 
середине яйценосных пластин. В ювениль-
ный период визуально определить пол ры-
бы очень трудно. В этот период происхо-
дит интенсивный линейный рост. У молоди 
содержание белка (80-100 мг/г) и жира (3-
4%) в теле невысокое, количество мезен-
териального жира также небольшое. В го-
надах содержание белка и жира минималь-
ное.

Самки тарани созревают, как правило, 
на третьем году жизни. У впервые созрева-
ющих самок яичник переходит из I стадии 
во II стадию. У повторно созревающих са-II стадию. У повторно созревающих са- стадию. У повторно созревающих са-

мок яичник переходит во II стадию зрело-II стадию зрело- стадию зрело-
сти по окончании VI стадии, то есть после 
икрометания. Макроскопически яичник II 
стадии зрелости имеет вид прозрачно-сте-
кловидных тяжей желтовато-зеленовато-
вого цвета. В яичниках II стадии зрелости 
имеются все яйцеклетки периода синап-
тенной фазы и малого роста. Основная его 
масса состоит из яйцеклеток в фазе одно-
слойного фолликула. Полость яичника хо-
рошо выражена. Гонады во II стадии у не-II стадии у не- стадии у не-
половозрелых самок отличаются от гонад 
повторно нерестующих размерами, яич-
ники повторно нерестующих самок более 
крупные, кровеносные сосуды гонад и со-
единительнотканные тяжи более развиты. 
Стадия II у половозрелых особей начина-II у половозрелых особей начина- у половозрелых особей начина-
ется после окончания VI стадии, то есть с 
мая, и продолжается по июнь-июль. По-
сле икрометания наблюдается рассасыва-
ние пустых фолликулов и дегенерация не-
выметанных икринок. Этот процесс может 
продолжаться до 1.5 месяцев. За это время 
яйцеклетки фазы однослойного фоллику-
ла успевают увеличиться в размерах.

У неполовозрелых особей II стадия 
развития гонад продолжается примерно до 
августа третьего лета жизни, то есть 12-14 
месяцев. У рыб всех возрастов период по-
сле нереста характеризуется усиленным 
питанием, ускорением роста. Степень на-
полнения кишечника достигает 4-5 баллов. 
Содержание белка в мышцах в это время 
высокое – 160-180 мг/г. Происходит нако-
пление жира в брюшной полости. У поло-
возрелых рыб гонадосоматический индекс 
составляет 0.5-0.6%.

Стадия зрелости яичника III насту-III насту- насту-
пает у тех самок, которые должны отне-
реститься в ближайшем нерестовом пе-
риоде, то есть на следующий год. Яичник 
III стадии зрелости имеет округлую фор- стадии зрелости имеет округлую фор-
му, немного расширяющуюся к краниаль-
ной части. Кровеносные сосуды, располо-
женные вдоль яичника, хорошо развиты и 
имеют многочисленные ответвления. Го-
нады III стадии зрелости характеризуется 
присутствием всего комплекса яйцеклеток 
яичника II стадии зрелости и клеток фазы 
первоначального накопления желтка. Эти 
клетки крупные, они располагаются бли-
же к полости яичника и краям яйценос-
ных пластин. Продолжительность созрева-
ния гонад III стадии длится 1-1.5 месяца (до 
конца августа). Рыбы активно питаются 
(наполнение кишечника 3-5 баллов). Коли-
чество жира достигает 2-3% от массы те-
ла (5 баллов). Жир обволакивает внутрен-
ности и поверхность гонад. Одновременно 
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происходит накопление жира в мышцах до 
10% и печени до 45-48%, а также в яични-
ках до 20%. О высокой интенсивности пи-
тания свидетельствует и высокий уровень 
липидов в крови. Содержание липидов мо-
жет достигать 3000 и более мг%. Гонадосо-
матический индекс в этот период составля-
ет 2.7-3.0%.

Осенью яичники начинают увеличи-
ваться. Это происходит за счет того, что 
яйцеклетки переходят из фазы первона-
чального накопления желтка в фазу на-
полнения желтком. Этот процесс начина-
ется синхронно во всех клетках этой гене-
рации и происходит в короткий срок. Да-
лее наблюдается синхронный рост яйце-
клеток фазы наполнения желтком. Та-
ким образом, яичники переходят в IV ста-IV ста- ста-
дию зрелости. Яичники IV стадии зрелости 
сильно увеличиваются в объеме по срав-
нению с яичниками III стадии и занимают 
большую часть брюшной полости, их обо-
лочки плотные и упругие. Икринки имеют 
многогранную или округлую форму, тесно 
прилегают друг к другу. Кровеносные со-
суды развиты и имеют многочисленные 
ответвления. Яйцеклетки находятся в фа-
зе наполнения желтком. Вся порция яйце-
клеток, которая должна быть выметана 
весной, хорошо просматривается уже осе-
нью. Таким образом, в яичниках IV стадии 
зрелости присутствует весь комплекс яй-
цеклеток яичника II стадии зрелости и яй-II стадии зрелости и яй- стадии зрелости и яй-
цеклеток III-IV стадии зрелости, напол-III-IV стадии зрелости, напол--IV стадии зрелости, напол-IV стадии зрелости, напол- стадии зрелости, напол-
ненных желтком. Стадия зрелости IV у та-IV у та- у та-
рани наступает с октября и продолжается 
до марта-апреля. Всю зиму яичники нахо-
дятся в IV стадии зрелости. В морфологи-IV стадии зрелости. В морфологи- стадии зрелости. В морфологи-
ческом отношении различий между яйце-
клетками осенью и весной почти нет, од-
нако отмечается увеличение всей гонады. 
Если в осенний период ГСИ самок состав-
ляет 7-10%, то весной он достигает 15-28%. 
Такое увеличение происходит в результате 
большого накопления желтка в яйцеклет-
ках за зимний период. Диаметр зрелых оо-
цитов у тарани перед нерестом составляет 
0.8-1.6 мм с модальной группой 1.1-1.2 мм.

Осенью рыбы продолжают активно 
питаться (наполнение кишечника 3-4 бал-
ла). Однако содержание мезентериального 
жира значительно уменьшается (2-3 бал-
ла). Количество белка и жира в мышцах 
находится на уровне летних значений, жир-
ность печени снижается до 20-28%. В гона-
дах происходит рост количества белка. В 
сыворотке крови отмечается значитель-
ное увеличение содержания холестерина, 
предшественника половых гормонов, и ли-

пидов (430-570 мг% и 2000-2500 мг% соот-
ветственно). За зиму, в зависимости от тем-
пературных условий, происходят траты за-
пасных веществ, связанные как с созрева-
нием половых продуктов, так и с обеспече-
нием процессов жизнедеятельности. В хо-
лодные зимы, когда рыба практически не 
питается, эти траты значительные. Однако 
в теплые зимы зачастую также происхо-
дит большой расход трофических веществ, 
что связано с повышенной двигательной 
активностью тарани. К весне значительно 
снижается содержание жира в печени (до 
8-10%) и мышцах (до 4-6%), иногда умень-
шается содержание белка в мышцах. В го-
надах содержание белка достигает макси-
мальных значений (220-240 мг/г), содержа-
ние жира несколько снижается (8-10%).

Переход гонад из IV в V стадию совер-IV в V стадию совер- в V стадию совер-V стадию совер- стадию совер-
шается очень быстро, в течение несколь-
ких дней. Начало перехода характеризует-
ся появлением прозрачных икринок, пер-
воначально отделенных, потом небольших 
групп икринок, и, наконец, они заполняют 
вначале отдельные участки, а затем весь 
яичник. Первое появление прозрачных 
икринок в яичнике показывает, что зре-
лость всего яичника наступит в ближай-
шее время.

Все икринки становятся прозрачными, 
имеют правильную шарообразную фор-
му. На гистологических препаратах зрелых 
яичников видно, что в ооцитах капли жи-
ра и зерна желтка равномерно распреде-
ляются в цитоплазме, около оболочек кле-
ток видна четкая зона вакуолей. В неко-
торых клетках видно микропиле, что сви-
детельствует о высокой степени зрелости 
гонад. В V стадии зрелости присутствует 
весь комплекс яйцеклеток яичника II ста-II ста- ста-
дии зрелости и зрелые яйцеклетки. Вслед-
ствие очень больших размеров зрелых яй-
цеклеток, они на срезах яичника занимают 
преобладающее место, между ними раз-
бросаны сравнительно редкие, более мо-
лодые яйцеклетки. Довольно трудно об-
наружить и правильное расположение яй-
ценосных пластинок, которые деформи-
руются вследствие больших размеров зре-
лых яйцеклеток. Икрометание у тарани 
единовременное, выметывание созревших 
яйцеклеток происходит в течение корот-
кого времени. После икрометания самки 
истощенные, у них снижается содержание 
белка, холестерина и липидов в сыворотке 
крови, а также количество жира в мышцах 
и печени.

После икрометания в яичнике остает-
ся весь комплекс яйцеклеток, характерных 
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для яичника II стадии зрелости. Кроме то-II стадии зрелости. Кроме то- стадии зрелости. Кроме то-
го, в нем имеются многочисленные фолли-
кулы, оставшиеся после выхода из них зре-
лых яйцеклеток, а также редкие невыме-
танные яйцеклетки, которые подвергают-
ся постепенной резорбции. Яичники зна-
чительно уменьшаются в размерах, кажут-
ся дряблыми, мягкими на ощупь и имеют 
багрово-красную окраску. Оболочка плот-
ная, часто встречаются невыметанные 
икринки беловатого цвета. Гонадосомати-
ческий индекс в этот момент составляет 
1-1.5%. В яичниках VI стадии зрелости име-VI стадии зрелости име- стадии зрелости име-
ется весь комплекс яйцеклеток яичника II 
стадии зрелости и пустые фолликулы. То 
есть в яичнике половозрелых рыб посто-
янно имеется весь комплекс яйцеклеток II 
стадии зрелости.

Переход яичников из VI во II стадию 
зрелости совершается постепенно. Окра-
ска яичников переходит из багрово-крас-
ной вначале в розоватую, затем розова-
то-стекловидную и, наконец, приобретает 
желтовато-зеленоватый цвет и прозрач-
ный вид, характерный для II стадии зрело-II стадии зрело- стадии зрело-
сти гонад. Уже через несколько дней после 
икрометания в полости тела наблюдается 
отложение жира, который вскоре покры-
вает внутренности. По окончании резорб-
ции пустых фолликулов яичник переходит 
во II стадию зрелости, и годичный цикл из-II стадию зрелости, и годичный цикл из- стадию зрелости, и годичный цикл из-
менений яичника начинается снова.

Иногда при созревании самок отмеча-
ются различные патологии развития по-
ловых желез, что связано с действием раз-
личных факторов окружающей среды. На-
ши наблюдения за созреванием самок та-
рани показывают, что нарушения развития 
яичников затрагивают 10-20% половозре-
лых самок тарани. Встречаемые нами па-
тологии гонад не являются видоспецифич-
ными, резорбция гонад встречается у суда-
ка, пиленгаса и других видов рыб Азовско-
го моря. Наиболее часто встречающимися 
патологиями яичников являются дегенера-

ция превителлогенных ооцитов, вителло-
генных ооцитов, вакуолизация цитоплаз-
мы. Резорбция ооцитов может быть нор-
мальным процессом, если наблюдается у 
отнерестившихся особей и при установле-
нии конечной плодовитости, и патологиче-
ских, если происходит у созревших самок 
[7, 8].

Количество половых клеток и темп их 
формирования зависит от температуры во-
ды [9]. В условиях затяжной теплой осени, 
когда рыбы усиленно питаются, происхо-
дит активное усвоение запасных веществ. 
В такие годы в осенний период среди ооци-
тов отмечается до 5-10% резорбирующих 
клеток. В отдельных ооцитах отмечается 
накопление желтка. Однородность состо-
яния ооцитов достигается за счет резорб-
ции зрелых яйцеклеток. Такую резорбцию 
единичных ооцитов можно рассматривать 
как норму в гаметогенезе рыб [10]. Однако 
массовая (тотальная) резорбция ооцитов 
периода вителлогенеза, по мнению многих 
исследователей, является реакцией вос-
производительной системы самок на изме-
нение качества водной среды и свидетель-
ствует о нарушении условий размножения 
[11-14].

Гонады самок с тотальной резорбцией 
ооцитов затем претерпевают липоидную 
дегенерацию (жировое перерождение). 
Среди обследованных нами рыб встреча-
лись самки с такими нарушениями созре-
вания гонад. На рис. 1 представлены гона-
ды самки тарани с текущей тотальной ре-
зорбцией. 

На гистологических препаратах вид-
но, что в резорбирующих ооцитах сильно 
утолщены оболочки яйцеклеток, ядра еще 
сохраняют округлую форму, но их оболоч-
ки приобретают волнообразную структу-
ру (рис. 2). 

По ряду причин нерест таких самок не 
произошел. На рис. 3 представлена фото-
графия гонад, а на рис. 4 гистограмма рас-

 

Рис.1. Динамика появления микроядер в эритроцитах рыб опытных групп
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Рисунок 2. Срез гонады самки тарани с резорбцией ооцитов
а – скопление жировой ткани, б – резорбированные ооциты,

в – ооциты протоплазматического роста

 

а 

б 

в 

пределения размеров ооцитов самки с ли-
поидной дегенерацией гонад (масса 124 г, 
длина 18.3 см, ГСИ 1.8%). Для примера на 
рисунке представлены гонады самки мас-
сой 127 г и длиной 18.0 см с нормальным 
развитием гонад, ГСИ 14.0%. В таком со-
стоянии яичники, представленные на рис. 
3, находятся на следующий год после того, 
как самка не отнерестилась. При анализе 
гистологического препарата выявляются 
резорбированные половые клетки, кото-

рые слились друг с другом в единую мас-
су, их структура уже не видна, лишь отдель-
ные ооциты сохраняют целостность обо-
лочек. В поле зрения отмечаются единич-
ные ооциты протоплазматического роста с 
нормальной структурой (рис. 4).

Ооциты протоплазматического ро-
ста размером 0.1-0.2 мм, которые обыч-
но присутствуют в яичниках и составля-
ют генерацию следующего года, на яйце-
носных пластинах не отмечаются. Низкий 
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Рисунок 3. Гонады самок тарани, апрель 2013 г.
а – патология развития; б – норма
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Рисунок 4. Распределение размеров ооцитов с патологией и нормой развития гонад
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Рисунок 5. Гонады самки тарани в весенний период 2014 г.
а – тотальная резорбция ооцитов; б – гонада во II стадии зрелости

гонадосоматический индекс (1.8%) и на-
личие мелких икринок диаметром 0.35-0.8 
мм позволяют предположить, что произо-
шла остановка в развитии ооцитов на на-
чальных стадиях трофоплазматического 
роста, о чем также свидетельствуют био-
химические показатели: сниженное на 40% 
количество белка и повышенная жирность 
икры (53%). У самок с нормальным раз-
витием гонад содержание жира в икре со-
ставляет 8-10%. Самки с липоидной деге-
нерацией гонад пропускают как минимум 
два нерестовых сезона. В этом случае, ес-
ли по ряду причин самка не отнерести-
лась, происходит дегенерация зрелых яй-
цеклеток, которые должны были созреть 
и быть выметанными во время очередного 
нереста. Резорбция дегенерированных яй-
цеклеток продолжается, как правило, до 3 
месяцев. Процессы резорбции зрелых кле-
ток не дают возможности расти яйцеклет-
кам новой генерации. Они остаются в фа-
зе однослойного фолликула до весны сле-
дующего года. Только через год гонады по-
лучают возможность развиваться, а ооци-
ты достигают зрелости только к весне вто-
рого года. Продолжительность созрева-

ния гонад II стадии зрелости в этом случае 
продолжается до 10-12 месяцев. Таким об-
разом, самки могут восстановиться только 
через 2 года, они пропускают два нересто-
вых сезона. В летний период (июль) в мор-
ских рейсах мы отмечали до 10% рыб дли-
ной 16.5-18 см с гонадами II стадии зрело-II стадии зрело- стадии зрело-
сти с низкими значениями гонадосомати-
ческого индекса (менее 0.3%).

Достаточно редко встречается такая 
патология, как асинхронное развитие яич-
ников. На рис. 5 представлены гонады сам-
ки возрастом 4 года. Одна гонада была не-
зрелая, в ней отмечены ооциты II стадии 
зрелости, в другой гонаде – резорбирован-
ные ооциты IV стадии зрелости.

В результате развития описанных па-
тологических процессов некоторое коли-
чество производителей теряют свою вос-
производительную способность. Одной из 
причин нарушения нормального развития 
половых продуктов является резкая смена 
температур воды при значительном похо-
лодании, как в преднерестовый, так и в не-
рестовый период, а также отсутствие необ-
ходимых условий для нереста

Выводы
Для определенных этапов жизненно-

го цикла самок тарани свойственна опре-
деленная стадия зрелости яичника. По-
ловой цикл, нормальное течение которо-
го важно для существования вида, явля-
ется необходимым для биологии рыбы и 
определяет в основных чертах ее поведе-
ние. Каждая стадия протекает при опреде-
ленных экологических условиях, таких как 
температура, соленость, качество и коли-
чество кормовых организмов. После не-
реста рыб происходит усиленное питание 
и накопления жира, ускорение роста тела. 
В период развития и созревания половых 

продуктов происходит прекращение пита-
ния рыб и почти полное прекращение их 
роста. При отсутствии хотя бы одного из 
необходимых экологических условий оби-
тания происходит нарушение нормального 
развития половых желез, что не дает тара-
ни возможности нормально отнерестить-
ся, вызывает дегенерацию и последующую 
резорбцию невыметанной икры и наруша-
ет нормальное течение полового цикла. 
Это сказывается и на дальнейшем поведе-
нии производителей, которые, вместо того, 
чтобы заходить на нерест, остаются в море, 
в результате чего снижается репродуктив-
ный потенциал популяции.
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Sergeeva S.G., Kornienko G.G.
MORPHOPHYSIOLOGICAL SPECIFICITIES OF MATURATION OF THE 
AZOV ROACH RUTILUS RUTILUS L

Key Words:  roach, gonads, ovicellis, stage of maturity, gonadosomatic index, spawning, follicle, 
maturation pathology pathological ripening, resorption 

Abstract:  A multy-year monitoring has been conducted of the roach, one of valuable commercial 
species in the Azov Sea basin, in order to assess their population stocks and the quality of roach breeders. 
Such parameters as content of protein, moisture and fat in muscles, liver and gonads are studied to 
reveal physiological status of fish. Histological analysis is done by generally accepted methods. We 
have studied specificities of gonad ripening and availability of reserved and labile substances at each 
stage of the life cycle of roach females, i.e. during prespawning, spawning, postspawning, feeding and 
wintering periods. Anomalous development of gonads occurred nowadays in 10-20% of mature females 
has been considered. The most frequently observed pathologies are degeneration of previtellogenic and 
vitellogenic oocytes and cytoplasmic vacuolization. Total resorption of oocytes at vitellogenetic stage 
and asynchronism of gonad development are not so frequent. Female gonads with total resorption of 
oocytes are shown to undergo lipoid degeneration due to which the females lose their reproductive 
abilities for at least two years. One of the reasons of such a disfunction is a sharp change of water 
temperatures when weather becomes too cold during prespawning and spawning periods; the absence 
of necessary conditions for spawning also disturbs the proper development of gonads. The disturbances 
described have brought on the decreased reproductive potential of the Azov Sea roach.
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РАЗРАБОТКА ТЕСТ-СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ 
ПЦР ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ БАКТЕРИЙ РОДА 
WOLBACHIA У СОБАК С D.IMMMITIS
Ключевые слова: дирофиляриоз, инвазия, бактерии рода Wolbachia, ПЦР, диагностика, прай-
меры

Резюме: Универсальность, высокая чувствительность и относительная простота исполне-
ния ПЦР, а также отсутствие данных о распространенности бактерий рода Wolbachia у собак с 
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Введение
Бактерии-эндосимбионты уже сейчас 

поражают воображение своей необычай-
но широкой распространенностью сре-
ди беспозвоночных, в особенности члени-
стоногих, и тем разнообразием феноти-
пических эффектов, которые они способ-
ны вызывать у колонизируемых ими орга-
низмов. Как грамотрицательная бактерия 
Wolbachia может играть важную роль в па-
тогенезе дирофиляриоза и иммунном отве-
те на эту инфекцию. Изучены возможные 
последствия массивного высвобождения 
Wolbachia у хозяина, инфицированного ди-
рофиляриями. Wolbachia высвобождается 
как из живых, так и из мертвых (естествен-
ная гибель) гельминтов, а также в процес-
се обновления популяции микрофилярий и 
при фармакологических вмешательствах. 
При исследовании специфических антител 
к Wolbachia было обнаружено, что у собак 
с циркулирующими микрофиляриями им-
мунный ответ более выражен, чем у собак 
со скрыто протекающей инфекцией, - это 
подтверждает гипотезу, что обновление 
популяции личинок служит важным источ-
ником Wolbachia у собак, больных дирофи-
ляриозом. Показано, что Wolbachia, выде-
ленная из D. immitis, стимулирует хемоки-
нез нейтрофилов собаки и выработку ими 
провоспалительных цитокинов [1].

У тех видов филярий, которые слу-
жат хозяевами для Wolbachia, инфициро-
ванность составляет 100 %. Бактерии пе-
редаются от самки потомству. Wolbachia 
повышает жизнеспособность и плодови-
тость зараженных самок; снижает плодо-
витость незараженных, сдвигает соотно-
шение полов в популяции хозяев в сторо-
ну преобладания самок. Дело в том, что 
Wolbachia не может передаваться со спер-
миями [2, 3. 4]. Wolbachia может элимини-
роваться из взрослых гельминтов в процес-
се антибиотикотерапии животного-хозя-
ина. Многочисленные исследования пока-
зали, что различные протоколы лечения и 
дозы препаратов (наиболее эффективны-
ми представляются тетрациклин и его син-
тетические производные) способны резко 

снизить численность эндосимбионтов или 
элиминировать их из организма гельмин-
та. Такое уничтожение Wolbachia оказыва-
ет антифиляриозные эффекты, что может 
послужить ключом для новых стратегий 
лечения филяриозов [5].

Хотя природа воздействия вольбахий 
на нематоду-хозяина неизвестна [6], введе-
ние антибиотиков позвоночному хозяину, 
пораженному филяриями, приводит к на-
рушению процесса линьки микрофилярий, 
снижению репродуктивных способностей 
взрослых нематод и, в конце концов, к ги-
бели взрослых гельминтов [7]. Было пока-
зано, что зависимость филярий от вольба-
хий открывает значительные перспективы 
контроля филярий с помощью антибиоти-
ков [5,8]. Известно также, что вызываемые 
паразитизмом филярий воспалительные 
реакции связаны скорее с ответом позво-
ночного на белки поверхности вольбахий, 
чем ответом собственно на нематод [9,10].

Одним из современных методов диа-
гностики на сегодняшний день является 
полимеразная цепная реакция (ПЦР). Уни-
версальность, высокая чувствительность и 
относительная простота исполнения ПЦР, 
а также отсутствие данных о распростра-
ненности бактерий рода Wolbachia у собак 
с D.immitis в Ростовской области, диктует 
актуальность разработки тест-системы на 
основе ПЦР для обнаружения этих бакте-
рий у собак с дирофиляриозом и оценки ее 
специфичности.

Материалы и методы исследований
После клинического осмотра 76 собак, 

у которых в анамнезе была установлена 
потеря массы тела, снижение активности, 
утомляемость, бледность слизистых обо-
лочек, повышение скорость наполнения 
капилляров, наличие сухого кашля, одыш-
ка, асцита, а также отсутствие терапии ан-
тибиотиками тетрациклинового ряда в те-
чение последних 3-х лет, была выделена 
группа животных (n=45) с микрофиляри-
емией, установленной при помощи моди-
фицированного метода Кнотта. Все про-
бы крови, положительные на микрофиля-

D.immitis в Ростовской области, диктует актуальность разработки тест-системы на основе ПЦР 
для обнаружения этих бактерий у собак с дирофиляриозом и оценки ее специфичности.
В результате проведенных исследований, нам удалось сконструировать видоспецифичные прай-
меры Wolb.F (5´ - ata-aca-gca-gga-atg-ggt-ggt - 3´) и Wolb.R (5´ - tca-cgc-act-cta-ttt-gct-gca - 3´), 
фланкирующие участок в 590 пар нуклеотидов, и определить оптимальные условия проведения 
ПЦР для обнаружения бактерий рода Wolbachia у собак с D.immmitis. Специфичность разрабо-
танной тест-системы была подтверждена путем сравнительного анализа результатов определе-
ния ДНК W. pipientis, полученных из периферической крови собак, с ДНК Borrelia burgdorferi, а 
также с ДНК, выделенной непосредственно от самок D.immitis.
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риемию были протестированы при помо-
щи иммунохроматографичесого метода на 
наличие антигена D.immitis. В результате 
была выделена группа животных (n=37) с 
подтвержденной сердечно-легочной фор-
мой дирофиляриоза. Из выделенной груп-
пы животных в ходе работы 3 собаки пало, 
после чего им было проведено патологоа-
натомическое вскрытие для выделения по-
ловозрелых D.immitis.

Выделение ДНК из крови и нематод 
проводили с использованием коммерче-
ского набора «ДНК-Сорб-В» вариант 50 
(ООО «ИнтерЛабСервис»). Анализ нукле-
отидных полноразмерных геномов и участ-
ков различных генов Wolbachia, взятых из 
базы данных GenBank (NCBI) последова-
тельностей, проводили с применением па-

кета прикладных программ «BioEdit 6.0». 
Специфичность выбранных праймеров 
теоретически изучали с использованием 
компьютерной программы BLAST. Скон-
струированные праймеры были синтези-
рованы и очищены в ЗАО «Синтол» (г. Мо-
сква). 

Результаты и обсуждение
Нуклеотидные последовательности 

генов-мишеней для ПЦР были получены 
из баз данных NCBI GenBank (AJ010272, 
AJ010273, AJ495000, AY523519 и AJ131709). 
В результате выравнивания нуклеотидных 
последовательностей cpe гена Wolbachia 
pipientis было выявлено несколько протя-
женных районов 100%-ной идентичности 
нуклеотидной последовательности между 

Таблица. Характеристика праймеров, использованных для 
идентификации W.pipientis 

№ Wolbachia 5’-3’ T Длина 

Wolb.F 5'-ATAACAGCAGGAATGGGTGGT-3' 62 21 
590 

Wolb.R 5'-TCACGCACTCTATTTGCTGCA-3' 62 1 

 

 
всеми штаммами, которые и были избра-
ны в качестве мишеней для отжига прай-
меров и проб. Видоспецифичные прайме-
ры Wolb.F (5´ - ata-aca-gca-gga-atg-ggt-ggt - 
3´) и Wolb.R (5´ - tca-cgc-act-cta-ttt-gct-gca - 
3´) фланкировали участок в 590 пар нукле-
отидов (п.н.).

ПЦР для выявления ДНК Wolbachia 
электрофоретическим методом проводили 

в реакционной смеси объёмом 25 мкл, со-
держащей 10 мкл деионизированной воды, 
5 мкл 5×ПЦР буфера, 2 мкл 25 мМ MgCl2, 
по 1 мкл прямого и обратного праймеров 
(10 пмоль), 0,5 мкл зонда (5 пмоль), 0,5 мкл 
dNTPs (10 пмоль), 0,25 ед. Таq полимеразы, 
5 мкл исследуемой ДНК. Рассчитанные ви-
доспецифичные праймеры для выявления 
ДНК имели высокую температуру отжига 

 
Рис.1. Детекция продуктов амплификации в агарозном геле (ДНК крови собак 

с микрофиляриемией (дорожка 1-6), ДНК D.immitis (дорожка 7-8), М – маркер молекулярной массы, 
(К-) – отрицательный контроль)
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62 °С, что позволило значительно снизить 
время постановки реакции, но не повлияло 
на её специфичность. Амплификация про-
водилась в следующем режиме: предвари-
тельная денатурация при 95ºС в течение 1 
минута, затем 40 циклов, включающих эта-
пы 1) денатурация при 95ºС – 15 секунд, 
отжиг праймеров при 62ºС – 15 секунд, 3) 
элонгация при 72ºС – 15 секунд (таблица 3).

Учет результатов ПЦР анализа прово-
дили по наличию или отсутствию на элек-
трофореграмме специфических полос ам-
плифицированой ДНК (рисунок 1). Поло-
жительными считали образцы, которые 
содержали специфическую светящуюся 
полосу на уровне 590 п.н.

Для проверки специфичности реакции 
обоих Wolb.F и Wolb.R праймеров в каче-
стве контроля использовали ДНК Borrelia 
burgdorferi (Ростовская областная вете-
ринарная лаборатория), а также ДНК, 
выделенную непосредственно от самок 
D.immitis. Ампликоны из 590 пар нуклео-
тидов были получены во всех пробах, со-

держащих ДНК, выделенных от самок 
D.immitis (дорожка 1) и из крови собак с 
микрофиляриемией (дорожка 2-3) (рису-
нок 2).

Заключение 
В результате проведенных исследо-

ваний были сконструированы видоспеци-
фичные праймеры Wolb.F (5´ - ata-aca-gca-
gga-atg-ggt-ggt - 3´) и Wolb.R (5´ - tca-cgc-act-
cta-ttt-gct-gca - 3´), фланкирующие участок 
в 590 пар нуклеотидов, оптимальный тем-
пературно-временной профиль програм-
мы амплификации составил: 95 °С - 3 мин 
- 1 цикл; 95 °С - 15 с - 40 циклов; 62 °С – 
15 с -40 циклов; 72 °С - 15 с - 40 циклов, 72 
°С - 2 мин - 1 цикл. Специфичность разра-
ботанной тест-системы была подтвержде-
на путем сравнительного анализа резуль-
татов определения ДНК W. pipientis, полу-
ченных из периферической крови собак, с 
ДНК Borrelia burgdorferi, а также с ДНК, 
выделенной непосредственно от самок D. 
immitis.

 
Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК самок D.immitis (дорожка 1), 

ДНК крови собак с микрофиляриемией (дорожка 2-3) и ДНК Borrelia burgdorferi (дорожка 4) 
с видоспецифичными праймерами Wolb.F и Wolb.R
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