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Аннотация. Ди(2-этилгексил)фталат (DEHP) является наиболее распространенным эфиром фталевой 
кислоты при производстве пластиковой продукции, которая повсеместно загрязняет воды Мирового 
океана. На сегодняшний день мало изучены механизмы воздействия токсичных продуктов распада 
пластика на живые организмы. В настоящей работе проводилось исследование влияния DEHP в 
различных концентрациях (0,4 и 4,0 мг/л) на клеточный состав гемолимфы, а также функциональные 
параметры гемоцитов средиземноморской мидии (Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)). Пробы 
снимали спустя 24 и 48 часов инкубирования моллюсков в воде с различным содержанием DEHP. 
Изменение клеточного состава гемолимфы мидий, а также способность продукции активных форм 
кислорода гемоцитами анализировали с помощью методов проточной цитометрии и оптической 
микроскопии. Показано, что в гемолимфе происходило увеличение доли гранулоцитов (с 4,0±0,5 до 
38,4±7,3 %) уже спустя 24 часа экспериментального периода. Кроме этого, отмечалось снижение 
содержания активных форм кислорода (АФК) в гемоцитах, причем более существенные изменения 
проявлялись под воздействием меньшей концентрации DEHP (0,4 мг/л). Результаты исследования 
могут свидетельствовать о токсическом воздействии DEHP на иммунные функции клеток гемолимфы.

Ключевые слова: ди(2-этилгексил)фталат, средиземноморская мидия (Mytilus galloprovincialis), 
гемоциты, АФК
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Abstract. Di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) is the most common phthalic acid ester used in plastic matter 
ubiquitously polluting the World Ocean. To date, the mechanisms of the toxic effect of plastic degradation 
products on aquatic living organisms have been poorly studied. In this work, we investigated the effect of 
DEHP at various concentrations (0.4 and 4.0 mg/L) on the hemolymph cellular composition and functional 
parameters of the hemocytes of the Mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)). 
Hemolymph samples were taken following 24- and 48-hour incubation of the molluscs in the water containing 
different concentrations of DEHP. Changes in the cellular composition of the mussel hemolymph and in 
the levels of reactive oxygen species production by hemocytes have been analyzed using flow cytometry 
and light microscopy. After 24 hours of experimental exposure to DEHP, an increase in the granulocyte 
number (from 4.0±0.5 to 38.4±7.3 %) was already observed. Additionally, a decrease in intracellular levels 
of reactive oxygen species (ROS) in hemocytes was recorded, and the most considerable changes occurred 
at the lower concentration of DEHP (0.4 mg/L). The results of this study may be indicative of a toxic effect 
of DEHP on the immune functions of mussel hemolymph cells.
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ВВЕДЕНИЕ

Мировое производство пластмасс непре-
рывно растет. Изделия из пластика получили
широкое применение практически во всех
сферах деятельности человека из-за простоты их 
обработки, долговечности и относительно низкой
стоимости [1]. В 2019 г. количество произведен-
ного пластика составило 368 млн т за год [2].
Такое количество пластмасс привело к новой
экологической проблеме — загрязнению Миро-
вого океана пластиковыми отходами. По некото-
рым оценкам, в 2010 г. в Мировой океан попало
от 4,8 до 12,7 млн т пластиковых отходов и,
исходя из прогнозов экспертов, его количество
увеличится и к 2025 г. составит примерно
17,5 млн метрических тонн пластика в год [3, 4].

Значительная часть пластиковых отходов
состоит из поливинилхлорида (ПВХ) [5]. Для
придания гибкости, прочности и прозрачности
изделиям из ПВХ при его производстве исполь-
зуются пластификаторы — эфиры фталевой
кислоты (фталаты) [6]. Фталаты химически
не связаны с матрицей пластика, поэтому спо-
собны легко выделяться в окружающую среду,
становясь доступными для морской флоры и

фауны и воздействуя непосредственно на водные
организмы [7].

В водах Мирового океана концентрация
фталатов варьируется от нескольких пг/л до
10 мкг/л [8]. Помимо водной толщи, фталаты
способны накапливаться в донных отложениях.
Так, например, в исследовании Klamer et al. (2005) 
[9] фталаты были обнаружены в отложениях
Северного моря, а ди(2-этилгексил)фталат (DEHP) 
являлся преобладающим типом пластификато-
ров с  концентрацией от 170 до 3390 мкг/кг. При
изучении донных отложений Каспийского моря
содержание фталатов составило 2300 мкг/кг, а 
средняя концентрация DEHP — 863 мкг/кг [10]. 
Высокое содержание в водной среде ди(2-этил-
гексил)фталата относительно других видов эфи-
ров фталевой кислоты обусловлено тем, что DEHP
является наиболее часто используемым пластифи-
катором в рецептурах ПВХ [11]. Фталаты могут
вызывать нарушения в эндокринной системе, ока-
зывая иммунотоксический и нейротоксический 
эффект, а также приводя к развитию окислительно-
го стресса у морских организмов, в т. ч. двуствор-
чатых моллюсков [12]. Так, установлено снижение 
жизнеспособности линии эмбриональных клеток 
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транспортировки мидий размещали в стеклянных 
аквариумах емкостью 20 л, оборудованных систе-
мой аэрации и протока воды. Температура воды в 
аквариумах соответствовала сезонной температуре 
воды в Черном море и составляла +8 ℃. Период
акклиматизации к лабораторным условиям состав-
лял не менее 3 дней.

Моллюски были распределены случайным
образом в аэрируемых аквариумах емкостью
20 л. Объем выборки для каждой точки состав-
лял не менее 14 особей. В работе анализирова-
ли воздействие DEHP (аналитическая чистота
>99,0 %) на организм моллюсков в концентрации
0,4 и 4,0 мг/л в течение 24 и 48 ч. Концентрация 
DEHP в 0,4 мг/л — это зафиксированная концен-
трация загрязнения в естественной среде, в то 
время как концентрация в 4,0 мг/л — гипотети-
ческая концентрация, которая может возникнуть 
при устойчивых тенденциях загрязнения пласти-
ковым мусором Мирового океана [15]. DEHP был
первично растворен в 96 %-ном этиловом спир-
те в концентрации 1 мг/мл. Контрольная группа
мидий (n=14) содержалась в 20-литровом стеклян-
ном аквариуме, оборудованном системой аэрации. 
Каждые 24 часа в аквариумах производили замену 
воды с сохранением исходной концентрации DEHP 
для избежания интоксикации моллюсков продук-
тами метаболизма. Отбор проб гемолимфы
производился по трем точкам (контрольная груп-
па; группа, содержащаяся в воде с добавлением
DEHP в концентрации 0,4 мг/л; группа, содержа-
щаяся в воде с добавлением DEHP в концентрации 
4,0 мг/л) спустя 24 часа и спустя 48 часов инкуба-
ции мидий в воде, содержащей DEHP.

Гемолимфу моллюсков отбирали стерильным 
шприцем из аддуктора и трижды отмывали в
стерильной морской воде путем центрифугиро-
вания (500 g, 5 мин). Для анализа использовались 
пробы гемолимфы, объединенные из 2 особей. Все 
работы по подготовке клеток для анализа проводи-
лись при температуре +4 ℃ для предотвращения 
слипания клеток.

Анализ образцов гемолимфы проводился на 
проточном цитометре FC500 (Beckman Coulter, 
USA), оборудованном 1 лазером (488 нм), 5 детек-
торами флуоресценции (FL1–FL5), детектором 
светорассеивания в боковом (SS) и прямом (FS) 
направлениях. Готовые суспензии гемоцитов
разводили стерильной морской водой (концен-
трация клеток 1–2⸱106 на 1 мл) и окрашивали 

европейского морского окуня Dicentrarchus labrax 
(Linnaeus, 1758) в результате инкубации с DEHP 
[13]. Также воздействие DEHP приводило к нару-
шению метаболических функций и липидного
обмена у рыб Oryzias melastigma (McClelland, 1839) 
[14]. У моллюска венеры Ruditapes philippinarum 
(A. Adams & Reeve, 1850) были отмечены негатив-
ные изменения в иммунной системе: увеличение 
уровня экспрессии генов, связанных с иммуните-
том, и продукции активных форм кислорода (АФК) 
в гемоцитах [15].

Для оценки состояния морских организмов
широкое применение нашли методы биоиндикации 
и биотестирования [16]. Двустворчатые моллюски 
считаются одними из лучших биоиндикаторов для 
исследования состояния среды. Моллюски ведут 
прикрепленный образ жизни, являются фильтрато-
рами и способны накапливать химические соеди-
нения в десятки раз большей степени, чем другие 
виды [17]. Прикрепленный образ жизни и, следо-
вательно, непрерывный контакт с токсикантами, 
присутствующими в окружающей среде, делает 
двустворчатых моллюсков практичными и инфор-
мативными тест-объектам [18]. В настоящее
время одним из распространенных методов оцен-
ки состояния моллюсков является анализ маркер-
ных показателей клеток гемолимфы — гемоцитов. 
Это обусловлено широкой физиологической ролью
гемоцитов в организме моллюсков. Клетки гемо-
лимфы осуществляют фагоцитоз чужеродных
микроорганизмов, способны к генерации окисли-
тельного взрыва при контакте с инфекционными 
агентами различной природы путем продукции 
АФК, выделяют неспецифические цитотоксичес-
кие молекулы, реализуют трофическую и дыха-
тельную функции и др. [19].

К настоящему моменту механизмы токсическо-
го воздействия DEHP на иммунную систему дву-
створчатых моллюсков остаются слабо исследо-
ванными, поэтому целью работы является оценка 
влияния различной концентрации DEHP на клеточ-
ный состав гемолимфы и функциональные показа-
тели гемоцитов средиземноморской мидии Mytilus 
galloprovincialis (Lamarck, 1819).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования были средиземномор-
ские мидии M. galloprovincialis весом 12,9±2,3 г 
и размером 57,8±1,8 мм, отобранные на мидийно-
устричной ферме в Севастопольской бухте. После 
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ДНК-специфичным красителем SYBR Green I
(финальная концентрация в пробах 10 мкМ, инку-
бация 40 минут в темноте). Идентификацию
клеток гемолимфы проводили на основании оценки 
размеров и гранулярности гемоцитов на двухпара-
метрических гистограммах распределения клеток 
по параметрам прямого (FS) и бокового (SS) свето-
рассеяния, соответственно. Дискриминация кле-
точных агрегатов проводилась на основании ана-
лиза распределения интенсивности флуоресценции
красителя в канале FL2 по амплитуде сигнала. В 
анализе учитывались только частицы, входящие 
в пик флуоресценции красителя SYBR Green I. 
Способность гемоцитов к спонтанной продукции 
активных форм кислорода (АФК) оценивали при 
помощи окрашивания клеток флуоресцентным
зондом диацетат флуоресцеина (DCF-DA)
(1 мл суспензии гемоцитов инкубировали с 10 мкл 
раствора DCF-DA в течение 40 минут в темноте). 
Анализ флуоресценции красителя проводили в
канале FL2 (зеленая область спектра).

Для проверки нормальности распределе-
ния выборки использовался критерий Фишера.
Достоверность различий между группами образцов 
оценивали при помощи дисперсионного анализа 
ANOVA при уровне значимости p≤0,05. О наличии 
статистически значимых различий между группа-
ми говорит превосходство полученного значения 
критерия Фишера над его критическим значением 
при заданном количестве наблюдений и количес-
тве групп (F˃F

КРИТ
). Все измерения исследуемых

параметров проводились в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Распределение гемоцитов мидий по параметрам 
прямого и бокового светорассеяния позволило
выделить две субпопуляции клеток, которые раз-
личались относительными размерами и уровнем
гранулярности (рис. 1а). Относительно мелкие 
клетки (FS=107,8±1,9 у. е.) с низким уровнем
гранулярности (SS=13,2±0,6 у. е.), которые были 
идентифицированы как агранулоциты, преоблада-
ли в контрольных образцах гемолимфы, состав-
ляя 95,6±0,6 % всех клеток суспензии. Крупные 
клетки с высокой гранулярностью (FS=259,3±
6,6 и SS=37,0±2,2 у. е., соответственно) — грануло-
циты — составляли 4,0±0,5 % всех клеток.

Инкубация мидий  в воде, содержащей различ-
ную концентрацию DEHP, оказывала существен-
ное воздействие на клеточный состав гемолимфы 

(рис. 1б–д). При воздействии DEHP в концентра-
ции 0,4 мг/л в течение 24 часов было замечено 
резкое уменьшение числа агранулоцитов по срав-
нению с контрольной группой, доля которых соста-
вила 61,4±7,1 % от общего числа клеток, и значи-
тельное увеличение доли гранулоцитов — до 38,4±
7,3 % (n=14, p<0,05). Спустя 48 часов инкубации 
моллюсков в данной концентрации доли аграну-
лоцитов и гранулоцитов вернулись к значениям, 
близким к контролю, и составляли 86,5±4,7 и 12,9±
4,8 %, соответственно (n=14, p<0,05) (рис. 2а).

Характер воздействия DEHP в концентрации
4,0 мг/л на клеточный состав гемолимфы мидий
отличался от такового при более низкой концен-
трации токсиканта. В течение всего периода
воздействия данной концентрации происходило 
постепенное уменьшение доли агранулоцитов. 
Спустя 24 часа воздействия доля агранулоцитов 
составляла 86,5±7,2 %, а через 48 часов — 75,6±
8,3 %. В свою очередь, доля гранулоцитов посте-
пенно возрастала: через 24 часа она составляла 
13,0±7,3 %, а через 48 часов — 23,6±8,7 %, однако 
изменения носили характер тенденции (рис. 2б).

Обе концентрации DEHP (0,4 и 4,0 мг/л) инду-
цировали снижение содержания АФК в гемоцитах,
что проявлялось в выраженном уменьшении
интенсивности флуоресценции агранулоцитов и 
гранулоцитов, окрашенных DCF-DA (таблица). 
При этом степень снижения способности клеток
к генерации АФК была пропорциональна вре-
мени воздействия DEHP. Спустя 24 часа нахож-
дения мидий в воде, содержащей 0,4 мг/л DEHP, 
способность агранулоцитов к генерации АФК 
упала почти в 2 раза, а на конец эксперименталь-
ного периода (48 часов инкубации) интенсивность 
флуоресценции DCF-DA была более чем в 6 раз 
меньше показателя контроля (n=14, p<0,05). У
гранулоцитов резкий скачок уменьшения флуо-
ресценции произошел при воздействии 0,4 мг/л
DEHP на второй день инкубации (48 часов), в то 
время как в первые 24 часа способность грануло-
цитов к генерации АФК сохранялась на уровнях, 
близких к контролю (n=14, p<0,05).

В дозировке DEHP 4,0 мг/л флуоресценция DCF 
в клетках гемолимфы в меньшей степени опреде-
лялась временем воздействия. В течение первых 24 
часов воздействия данной концентрации способ-
ность агранулоцитов к генерации АФК упала более 
чем в 2 раза (таблица). В последующие сутки сни-
жение содержания АФК было не таким сильным, 



Рис. 1. Изменения клеточного состава гемолимфы мидий в результате воздействия DEHP: (а) контрольная 
группа; (б) 0,4 мг/л DEHP в течение 24 часов; (в) 0,4 мг/л DEHP в течение 48 часов; (г) 4,0 мг/л DEHP в
течение 24 часов; (д) 4,0 мг/л DEHP в течение 48 часов

Fig. 1. Changes in the hemolymph cellular composition of the mussels exposed to DEHP: (а) control group;
(б) 0.4 mg/L DEHP for 24 hours; (в) 0.4 mg/L DEHP for 48 hours; (г) 4.0 mg/L DEHP for 24 hours; (д) 4.0 mg/L 
DEHP for 48 hours

Рис. 2. Соотношение морфотипов клеток в гемолимфе при воздействии концентраций DEHP в 0,4 мг/л (а)
и 4,0 мг/л (б): 1 — гранулоциты, 2 — агранулоциты

Fig. 2. Ratio of cell morphotypes in the hemolymph after the exposure to DEHP concentrations of 0.4 mg/L (a)
and 4.0 mg/L (б): 1 — granulocytes, 2 — agranulocytes
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и интенсивность флуоресценции DCF на конец 
экспериментального периода была почти в 3 раза 
меньше показателей контроля. У гранулоцитов
спустя 24 часа нахождения мидий в воде, содержа-
щей 4,0 мг/л DEHP, способность к генерации АФК 
была достаточно близка к контролю, а спустя 48 
часов воздействия интенсивность флуоресценции 
DCF была почти в 2 раза меньше контроля (p<0,05).

По результатам проделанной работы было выяв-
лено, что воздействие DEHP in vivo влияло на функ-
циональное состояние мидий (M. galloprovincialis). 
Инкубирование мидий в воде, содержащей DEHP, 
приводило к достоверным изменениям клеточного 
состава гемолимфы, которые зависели от времени 
влияния вещества на организм моллюска (n=14,
p<0,05). Так, в первые сутки экспериментального 
периода при концентрации DEHP 0,4 мг/л произо-
шел резкий рост доли гранулоцитов, а в последую-
щие сутки этот показатель стремился к контроль-
ному уровню. Влияние DEHP в большей дозировке
(4,0 мг/л) в меньшей степени оказывало воздей-
ствие на клеточный состав гемолимфы мидий: на-
блюдалась слабая тенденция роста доли грануло-
цитов со временем инкубации. Повышение доли 
гранулоцитов свидетельствует об активации им-
мунного ответа, поскольку эти клетки в большей 
степени реализуют клеточные иммунные функ-
ции [20]. Аналогично полученным результатам, в 
исследовании воздействия хлорида кадмия и ди-
зельного топлива в концентрациях 2 мг/л и 2 мл/л 
соответственно в течение 36 часов на двустворча-
тых моллюсков (Anadara inaequivalvis (Bruguière, 
1789) и M. galloprovincialis) наблюдалось увели-
чение числа гранулярных клеток в гемолимфе экс-
трапаллиальной жидкости [21]. При воздействии 
бенз(а)пирена (BaP) на мидию M. galloprovincialis 
[22] и устрицу Magallana gigas (Thunberg, 1793) 

Тип клеток
Cell type

Контроль
Control group

DEHP 0,4 мг/л / 0.4 mg/L DEHP 4,0 мг/л / 4.0 mg/L
24 ч. / 24 h 48 ч. / 48 h 24 ч. / 24 h 48 ч. / 24 h

Агранулоциты
Agranulocytes

714,1±126,2 345,6±29,3* 115,4±26,3* 311,6±71,8 242,0±78,9

Гранулоциты
Granulocytes

1641,8±190,4 1544,5±134,2* 322,4±85,9* 1312,2±186,5 872,2±216,9

Примечание: *Статистическая достоверность изменения показателя по сравнению с контролем
Note: *Signifi cant diff erence as compared to the control group

Содержание активных форм кислорода в агранулоцитах и гранулоцитах при воздействии DEHP в
концентрациях 0,4 и 4,0 мг/л

Сontent of reactive oxygen species in agranulocytes and granulocytes after the exposure to DEHP
concentrations of 0.4 and 4.0 mg/L

[23] также отмечались сдвиги клеточного состава
гемолимфы в сторону роста доли гранулоцитов. В
первом случае длительность воздействия BaP 
in vivo составляла 7 и 14 дней с концентрацией
150 нг/л, во втором случае — in vitro 4 и 24 ч. в
дозах 200 мкмоль/л. В обоих исследованиях влия-
ние бенз(а)пирена отразилось на соотношении типов 
клеток в гемолимфе моллюсков с заметным увеличе-
нием доли гранулоцитов, что свидетельствует о сти-
мулировании иммунной реакции организма. Таким 
образом, воздействие DEHP на клеточный состав
гемолимфы, очевидно, носит неспецифический
характер и сходно с воздействием других токсикантов.

Спонтанная продукция активных форм кисло-
рода играет важную роль в клеточной защите
организма двустворчатых моллюсков. Молекулы 
АФК участвуют в реализации неспецифическо-
го иммунного ответа, оказывая цитотоксический
эффект на патогенные микроорганизмы и вызывая 
у них окислительный стресс [24]. В данной работе 
инкубация моллюсков в среде, содержащей DEHP, 
приводила к снижению способности гемоцитов к 
генерации АФК (n=14, p<0,05). Наиболее выражен-
ный эффект отмечался при воздействии меньшей 
концентрации (0,4 мг/л). Это позволяет предполо-
жить токсическое воздействие DEHP на иммун-
ные функции клеток гемолимфы. У гранулоцитов 
способность к спонтанной продукции АФК была 
в большей степени подвержена влиянию DEHP, в 
сравнении с агранулоцитами. Исследование воз-
действия хлороталонила на активацию иммунного 
ответа гемоцитов устрицы in vitro в концентрации 
10, 50, 100, 250 и 500 мг/л в течение 20 ч. выявило 
дозозависимое снижение общей продукции АФК 
[25]. В работе Gómez-Mendikute et al., 2003 [26]
гемоциты мидий обрабатывали тяжелыми метал-
лами (кадмием (Cd) и медью (Cu)) в различных 
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концентрациях в условиях in vitro, а также орга-
ническими ксенобиотиками паракватом и бенз(а)-
пиреном в течение 24 часов. Уменьшение продук-
ции АФК наблюдалось только в гемоцитах, обра-
ботанных Cu. Нарушение способности гемоцитов 
продуцировать АФК можно рассматривать как
показатель иммуносупрессии, поскольку свобод-
ные радикалы участвуют в механизмах клеточно-
опосредованной противомикробной защиты [24]. 
Предположения о иммунотоксичности фталатов
на молекулярном уровне у двустворчатых мол-
люсков были высказаны ранее в исследовании
Lu Y. et al., 2013 [15]. Воздействие DEHP в кон-
центрациях 0,4 и 4,0 мг/л приводило к изменениям
экспрессии генов, связанных с иммунитетом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, сходно с исследованными ранее
ксенобиотиками, DEHP вызывал токсический
эффект на двустворчатых моллюсков. Различные 
концентрации DEHP уже спустя сутки оказывали 
негативное влияние на некоторые иммунные пара-
метры мидии M. galloprovincialis, такие как соот-
ношение типов клеток в гемолимфе и способность 
гемоцитов к генерации активных форм кислорода. 
Изменение этих показателей может свидетельство-
вать об интоксикации организма моллюска. Иссле-
дование показывает, что иммунная система мидий 
чувствительна к относительно низким концентра-
циям DEHP (0,4 мг/л), что говорит о высокой ток-
сичности данного пластификатора.

Работа выполнена в рамках госзадания
№ 121102500161-4 «Закономерности организации 
иммунной системы промысловых гидробионтов и 
исследование влияния факторов внешней среды на 
функционирование их защитных систем».
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