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Резюме
Цель. Изучить гистохимию и ультраструкту-

ру желточных клеток, обеспечивающих разви-
тие яиц возбудителя описторхоза.

Материалы и методы. Материалом для 
работы служили трематоды Opisthorchis fe-
lineus, взятые при вскрытии кошек, спонтан-
но заражённых описторхозом. Гистохими-
ческие исследования проводили с помощью 
реакций: толуидиновый синий (при рН 4,2); 
бромфеноловый синий по Бонхегу и Кумас-
си, бриллиантовый синий G-250 на белки; 
проводили ферри-феррицианидный метод на 
SS- и SH-группы по Шевремону и Фредери-
ку. Ставили реакцию по Фельгену на ДНК, 
ШИК-реакцию на гликоген и окрашивали 
Суданом чёрным-В на липидный компонент. 
Результаты изучали в световом микроскопе. 
Для электронной микроскопии свежий мате-
риал выдерживали 2 часа в глютаровом аль-
дегиде на фосфатном буфере в соотношении 
1:9 в течение 10 минут, затем оставляли в чи-
стом фосфатном буфере на 5 минут, после че-
го фиксировали в 1% растворе тетраокиси ос-
мия. Фиксатор готовили на 0,1М фосфатном 
буфере (рН 7,4). После дегидратации в серии 
спиртов восходящей концентрации кусочки 
заключили в аралгит. Срезы готовили на уль-
трамикротоме КВ-ОА. После контрастирова-
ния в 2% уранил-ацетате и цитрате свинца по 

Рейнольдсу срезы изучали в электронном ми-
кроскопе ЭМВ-100В. 

Результаты. Ультраструктура желточных 
клеток Opisthorchis felineus зависит от стадии 
вителлогенеза, в процессе которого секрети-
руются вещества белково-липидного характе-
ра. В их состав входят основные белки, не-
которые аминокислоты (аргинин, гистидин, 
лизин, фенилаланин, тирозин, триптофан), 
SS- и SH-группы, незначительное количество 
гликогеновых зерен и липоиды. Эти вещества 
участвуют в образовании желточных гранул 
и глобул разной величины, которые создают 
кластеры в расширенных каналах-цистернах 
эндоплазматической сети. Желточные глобу-
лы необходимы для формирования оболоч-
ки яиц, выполняющей защитную функцию и 
обеспечивающей их сохранность во внешней 
среде.

Заключение. При изучении ультраструк-
туры и гистохимии установлено, что желточ-
ные клетки находятся на разных стадиях раз-
вития и в процессе вителлогенеза продуци-
руют желточные гранулы из белково-липид-
ного комплекса, обеспечивающие создание 
оболочки и формирование яиц Opisthorchis 
felineus. 

Ключевые слова: гистохимия, ультраструк-
тура, желточные клетки, скорлуповые гранулы, 
Opisthorchis felineus. 
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Abstract
Aim. To study histochemistry and ultrastructure 

of vitellocytes providing the development of 
Opisthorchis felineus eggs.

Materials and Methods. Opisthorchis felineus 
eggs were collected from cats with opisthorchiasis. 
Tissue were examined utilizing toluidine blue 
and bromphenol blue for nuclei staining, and 
Coomassie brilliant blue G-250 for protein 
staining. We further conducted ferric ferricyanide 
test (Chevremont and Frederic) to identify 
sulfur-containing amino acids, Feulgen staining 
to detect DNA, periodic acid–Schiff  staining 
for polysaccharides and mucosubstances, and 
Sudan Black B for lipids. Electron microscopic 
examination was carried out after ultrathin 
sectioning with the following staining with uranyl 

acetate and counterstaining with lead citrate. 
Results. Ultrastructure of Opisthorchis 

felineus vitellocytes was defined by the stage of 
vitellogenesis. Vitellocytes were positively stained 
for proteins, SS- and SH-containing amino acids, 
and also contained small amount of glycogen 
and lipids. These substances were involved in 
the formation of vitelline granules aggregating 
in clusters within the endoplasmic reticulum and 
representing precursors of vitelline membrane. 

Conclusion. At sequential stages of their 
development, vitellocytes produce protein- and 
lipid-rich granules that ultimately consitute 
vitelline membrane of Opisthorchis felineus eggs.

Keywords: histochemistry, ultrastructure, vi-
tellocytes, vitelline granules, vitellogenesis, Opist-
horchis felineus.

Введение 
Изучение тонкой структуры желточных кле-

ток, обеспечивающих морфофункциональные 
механизмы вителлогенеза паразита, может со-
здать фундаментальную платформу в поиске 
новых антигельминтных препаратов для более 
эффективного использования в практике здра-
воохранения при лечении описторхоза челове-
ка. 

О важности изучения у паразитов желточ-
ников свидетельствуют исследования этого ор-
гана с разных сторон. Морфофункциональные 
особенности желточных фолликулов и их ста-
дий развития были ранее описаны нами у тре-
матод, вызывающих заболевания как у челове-
ка, так и у животных [1, 2]. Другими авторами 
обнаружены специфические факторы в жел-
точных клетках и определены маркёры различ-
ных стадий в процессе их дифференцировки у 
Schistosoma mansoni [3]. Эти данные обеспе-
чивают основу для будущих исследований по  
изучению молекулярной биологии этого важ-
ного органа паразита. 

Микроскопический анализ, выполненный 
способом изоляции желточников из самок 
Schistosoma mansoni, показал характерные чер-
ты дифференциации желточных клеток, а цито-
логические и физиологические исследования 
продемонстрировали их жизнеспособность. В 
то же время исследователям удалось с помо-
щью флуоресцентно-активированной сорти-
ровки осуществить разделение и улучшение 
дифференциации желточных клеток in vitro [4]. 
В целом эти результаты демонстрируют целе-

сообразность способа изоляции органов для 
получения вителлинового материала, необхо-
димого для культивирования яиц паразитов и 
проведения дальнейших экспериментов и на 
других видах трематод.

Вителлогенез у трематод протекает в жел-
точниках, способствуя образованию в желточ-
ных клетках скорлуповых гранул, необходи-
мых для развития яиц паразита [5]. Этот жел-
точный материал, с одной стороны, нужен для 
формирования оболочки яиц, а с другой – игра-
ет трофическую роль при созревании самой яй-
цеклетки [6]. 

Khampoosa P. et al. изучали эмбриогенез и 
развитие яиц у Opisthorchis viverrini с помо-
щью световой и электронной микроскопии [7]. 
Авторами было показано участие желточных 
клеток в процессе образования яиц. При моле-
кулярном и биохимическом изучении Opisthor-
chis viverrini установлено, что как в желточных 
клетках, так и в других железах половой систе-
мы обнаруживается кальретикулин – белок эн-
доплазматического ретикулума, цитоплазмы и 
клеточной мембраны, который принимает уча-
стие в регуляции сигнальной функции, связы-
вает ионы кальция [8], обеспечивая его гомеос-
таз и фолдинг белков. Блокировка кальретику-
лина приводит к прекращению плодовитости. 

Мы считаем, что эти данные могут послу-
жить поиску антигельминтиков, направлен-
ных на разрушение белков желточных клеток 
паразита. Влияние празиквантеля на морфоло-
гию Opisthorchis felineus и Opisthorchis viverrini 
было показано с помощью световой и флуорес-
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центной микроскопии в эксперименте in vivo и 
in vitro [9].

Возбудитель описторхоза – Opisthorchis fe-
lineus в последние годы привлекает внимание 
с точки зрения изучения ультраструктуры его 
сперматозоидов, имеющих отношение к репро-
дукции паразита [10]. 

Мы считаем, что исследования ультраструк-
туры и гистохимии органов женской половой 
системы описторхов в большей степени спо-
собствуют созданию фундаментальной базы 
данных для поиска новых антигельминтных 
средств, которые могут воздействовать на тон-
кие механизмы формирования яиц трематод, 
обеспечивая их репродуктивную стерилиза-
цию. 

Цель исследования 
Изучить гистохимию и ультраструктуру 

желточных клеток, обеспечивающих развитие 
яиц возбудителя описторхоза.

Материалы и методы 
Материалом для исследований были мариты 

Opisthorchis felineus, взятые из печени кошек, 
спонтанно заражённых описторхозом.

Гистохимические исследования проводили с 
помощью реакций: толуидиновый синий (при 
рН 4,2), бромфеноловый синий по Бонхегу, Ку-
масси бриллиантовый синий G-250. Реагент 
Брэдфорда, состоящий из красителя Кумасси 
G-250, метанола и фосфорной кислоты, тради-
ционно используется для количественного опре-
деления белков [11, 12]. Использование этого 
реагента в анализе Брэдфорда основывается на 
связывании красителя Кумасси бриллиантовый 
синий G-250 с белками. Установлена способ-
ность красителя реагировать с небольшой груп-
пой аминокислот: аргинин, гистидин, лизин, 
фенилаланин, тирозин и триптофан [13]. Выяв-
ление белков в разных клетках паразита имеет 
большое значение для установления механиз-
мов развития как репродуктивной системы, так 
и жизненного цикла паразита в целом [14]. 

Выполняли реакцию по Фёльгену на ДНК 
и ШИК-реакцию по Мак-Манусу. Применяли 
ферри-феррицианидный метод для выявления 
SH-групп по Шевремону и Фредерику. Резуль-
таты изучали в световом микроскопе. Опреде-
ление липидного компонента проводили окра-
шиванием Суданом чёрным В.

Электронно-микроскопические исследова-
ния проводили со свежим материалом, который 

выдерживали 2 часа в глютаровом альдегиде на 
фосфатном буфере в соотношении 1:9 10 минут 
и оставляли в чистом фосфатном буфере на 5 
минут, после чего фиксировали в 1% растворе 
тетраокиси осмия. Фиксатор готовили на 0,1М 
фосфатном буфере (рН 7,4). После дегидрата-
ции в серии спиртов восходящей концентрации 
кусочки заключили в аралгит. Срезы готовили 
на ультрамикротоме КВ-ОА. После контрасти-
рования в 2% уранил-ацетате и цитрате свин-
ца по Рейнольдсу срезы изучали в электронном 
микроскопе ЭМВ-100В. 

 Результаты и обсуждение
 Желточники Opisthorchis felineus представ-

лены фолликулами гроздьевидной формы, каж-
дый из которых окружен тонкой мембраной, 
относительно отделяющей их от паренхимы. 
Взаимодействие желточников с клетками вну-
тренней среды паразита происходит через мем-
брану за счёт её избирательной проницаемости, 
которая обеспечивается присутствием гиалуро-
новой кислоты в мембране желточных фолли-
кул. Свидетельством наличия этой кислоты в 
мембране является её метахроматическое окра-
шивание при реакции с толуидиновым синим 
(при рН 4,2).

Цитоархитектоника желточников Opisthorchis 
felineus характеризуется тремя группами жел-
точных клеток (вителлоцитов): недифференци-
рованными клетками, имеющими плотное ядро 
и небольшой ободок цитоплазмы, располагаю-
щимися пристеночно, которые могут находить-
ся на разных фазах деления митозом; базовыми 
(основными) или созревающими клетками, ко-
торые претерпевают период роста, на этой ста-
дии в них начинается образование желточных 
или скорлуповых гранул; зрелыми клетками, 
цитоплазма которых заполнена большим коли-
чеством желточных гранул, эти клетки транс-
портируются в желточный проток. Желточные 
клетки находятся на разных стадиях развития 
(вителлогенеза) и соответственно имеют разные 
морфофункциональные особенности.

Гистохимические реакции показали, что 
наиболее интенсивное окрашивание ядер при 
реакции по Фёльгену на ДНК определялось в 
желточных клетках недифференцированного 
типа, и в наименьшей степени окрашивались 
ядра зрелых клеток. 

Установлено, что желточные клетки в целом 
окрашиваются бромфеноловым синим в голу-
бой цвет, а гранулы – в зеленовато-голубой. Раз-
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ное окрашивание свидетельствует о том, что в 
цитоплазме клеток содержатся суммарные бел-
ки, а в гранулах – основные протеины. При про-
ведении ферри-феррицианидной реакции было 
показано, что желточные гранулы описторхов 
представлены основными белками, имеющими 
в своём составе SS- и SН-группы. Это было опи-
сано нами ранее при исследовании разных ви-
дов трематод, включая описторхов [15]. Мы счи-
таем, что положительное окрашивание желточ-
ных гранул в реакции на SH-группы указывает 
на содержание в гранулах веществ, способству-
ющих кератизации. Подобные высказывания 
сделаны другими авторами, которые также изу-
чали сульфгидрильные группы белков по методу 
Шевремона и Фредерика, но на других объектах 
[16]. Наибольшее количество сульфгидрильных 
групп определяли в роговом слое, и SH-группы 
были распространены в основном диффузно или 
в виде мелкозернистой массы. 

При окраске с Кумасси бриллиантовым си-
ним G-250 желточные гранулы клеток желточ-
ников описторхов окрашиваются в коричневый 
цвет, что указывает на присутствие в них неко-
торых аминокислот – аргинина, гистидина, ли-
зина, фенилаланина, тирозина и триптофана. 

Желточные гранулы в клетках проявляли по-
ложительную реакцию с Суданом чёрным-В, 
что указывает на присутствие в них липоидно-
го компонента.

При ШИК-реакции ярко-малиновое окраши- 
вание обнаруживали в цитоплазме клеток, в 
стенке фолликулов и ячейках прилежащей к ним 
паренхимы. Гликоген в виде темно-фуксиновых 
гранул выявлялся преимущественно вокруг жел-
точников, но незначительное количество мелких 
зёрен встречалось в цитоплазме желточных кле-
ток. Наличие гликогена указывает на возмож-
ность автономного обеспечения энергетическим 
ресурсом клеток на всех стадиях вителлогенеза. 

Гистохимические методы эффективны тем, 
что можно их экстраполировать для исследова-
ния патологии тканей после лечения антигель-
минтиками, но для этого следует сначала опре-
делить тканевую гистохимическую реактив-
ность как паразита, так и хозяина до применения 
препарата. Эти методы являются чувствитель-
ными и могут использоваться для диагностики 
как степени зрелости той или иной клетки, так и 
определения её нормы или патологии.

Электронно-микроскопические исследования 
желточных клеток были изучены другими авто-
рами у разных видов дигенетических трематод и 

показано, что клетки находятся на разных стади-
ях развития и это можно определить по содержа-
нию в них желточных глобул, которые, как и не-
которое количество липидных капель, являются 
основными включениями, возникающими в ре-
зультате вителлоцитарной синтетической актив-
ности [17, 18]. Некоторые авторы выделяют че-
тыре или пять стадий вителлогенеза трематод, 
включая в этот процесс не только стадии разви-
тия самих желточных клеток, но и особенности 
ультраструктуры паренхимы, окружающей ви-
теллоциты в желточниках [19, 20]. 

Проведенные нами исследования ультра-
структуры желточных клеток Opisthorchis fe-
lineus подтвердили наши же данные световой 
микроскопии о наличии в желточных фолли-
кулах клеток, находящихся на разных стади-
ях вителлогенеза. По своей цитоархитектони-
ке и ультраструктуре вителлоциты находятся 
на трёх стадиях развития. Поэтому мы будем 
описывать три группы этих клеток: незрелые 
(малодифференцированные), созревающие (ос-
новные) и зрелые вителлоциты. 

Каждая желточная клетка окружена мембра-
ной, которая инвагинирует внутрь цитоплазмы, 
образуя эндоплазматическую сеть (ЭПС) гра-
нулярного типа. Ядро представлено конденси-
рованным и диффузным хроматином и отчёт-
ливо контурируемой двойной ядерной мембра-
ной – наружной и внутренней, или собственно 
ядерной. Между ними образуется перинукле-
арное пространство. Наружная мембрана вы-
пячивается в цитоплазму, и между ней и ци-
топлазмой определяется незначительная ваку-
олизация (рисунок 1). Отмечено, что по ме-
ре развития вителлоцитов наружная ядерная 
мембрана взаимосвязана с ЭПС, и взаимоот-
ношения между клеточной мембраной и ядер-
ной мембраной происходят через ЭПС, функ-
ционируя как система. Желточная клетка имеет 
овальную форму, а ядро, как правило, круглую, 
и клетки обладают выраженным ядерно-цито-
плазматическим соотношением, которое меня-
ется по мере их созревания. У незрелых жел-
точных клеток объём цитоплазмы превышает 
объём ядра в два раза. При дальнейшем раз-
витии желточных клеток мы наблюдали син-
хронное изменение их объёмов. Но уже в зре-
лой клетке, заполненной большим количеством 
желточного материала, определялось преобла-
дание объема цитоплазмы. 

Малодифференцированные или незрелые 
вителлоциты, находящиеся на начальной ста-
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дии вителлогенеза, имеют темное ядро, содер-
жат много рибосом, митохондрий и каналов эн-
доплазматической сети (ЭПС). 

Изредка встречаются фагосомы (рисунок 2). 
Комплекс Гольджи на электронограммах нам 
обнаружить не удалось.

В созревающих вителлоцитах наблюда-
ли мелкую вакуолизацию в ядре, разрыхление 
хроматина, в цитоплазме определялось расши-
рение каналов ЭПС, вакуолизация, скопление 
округлых гранул небольшой величины. Секре-
ция гранул связана с гранулярной ЭПС. 

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ
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Рисунок 1. 
Желточные клетки 
Opisthorchis feline-
us. НЖК – незрелые 
желточные клетки с 
тёмным ядром, жГ – 
желточные гранулы 
зрелой желточной 
клетки, Фс – фагосо-
ма. Электронограм-
ма. Ув. 18000. Окра-
ска уранил-ацетат, 
цитрат свинца

Figure 1.  
Vitellocytes of Opist-
horchis felineus. Im-
VC– immature vitelline 
cells with dark nucle-
us, vG – vitelline gran-
ules within the ma-
ture vitellocyte, Phs 
– phagosome. Uranyl 
acetate staining with 
lead citrate counter-
staining, x18000 mag-
nification

Рисунок 2. 
Желточные клетки 
Opisthorchis felineus 
разной степени зре-
лости. бЖК – базо-
вые, основные или 
созревающие жел-
точные клетки, ЯМЖ 
– ядро желточной 
клетки, ЭПС – эндо-
плазматическая сеть, 
жГ –желточные гло-
булы разной величи-
ны в увеличенных 
цистернах ЭПС. Гз – 
гликогеновые зерна 
в паренхиме окру-
жающей желточные 
клетки. Электроно-
грамма. Ув. 18000. 
Окраска уранил-аце-
тат, цитрат свинца

Figure 2.  
Vitellocytes of Opist-
horchis felineus at 
different stages. bVC 
– basic or immature 
vitellocytes, nVC–nu-
cleus, EPS – endo-
plasmic reticulum, vG 
– vitelline granules in 
the EPS. G – glyco-
gen in parenchymal 
cells surrounding the 
yolk. Uranyl acetate 
staining with lead ci-
trate counterstaining, 
x18000 magnification

жГ
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Рисунок 3. 
Желточные клетки 
Opisthorchis feline-
us. ЗЖК – зрелая 
желточная клетка с 
ядром. жГ – желточ-
ные глобулы раз-
ной величины, ЯМ – 
ядерная мембрана. 
Электронограмма. 
Ув. 18000. Окраска 
уранил-ацетат, ци-
трат свинца

Figure 3.  
Vitellocytes Opisthor-
chis felineus. mVC – 
mature vitellocytes 
with a nucleus (I). G 
– vitelline granules, 
EPS – endoplasmic 
reticulum, nM – nucle-
ar membrane. Uranyl 
acetate staining with 
lead citrate counter-
staining, x18000 mag-
nification

За счёт секреции специальных белково-ли-
пидных веществ происходит образование и ско-
пление желточных гранул, что ведёт к расшире-
нию каналов ЭПС, которые напоминают в этих 
местах цистерны. Желточный материал в виде 
гранул скапливается именно в цистернах ЭПС. 
Вителлогранулы тёмные, электронноплотные, 
образуют в цистернах ЭПС отдельные группы, 
обособленные мембраной. Большие по объёму 
скопления желточных гранул в группы следует 
именовать как кластеры (рисунок 2,3), а кана-

лы ЭПС в этой части – «цистерны». Цитоплаз-
ма желточных клеток за счёт большого количе-
ства желточных гранул увеличивается. Грану-
лярная поверхность ЭПС содержит рибосомы, 
которые обеспечивают синтез протеинов, обра-
зующих желточные гранулы. Белковая природа 
гранул подтверждена нами гистохимическими 
исследованиями на белки. 

Между созревающими и зрелыми клетками 
в паренхиме желточных фолликул встречаются 
зерна гликогена (рисунок 3).

Следующая стадия вителлогенеза характе-
ризуется наличием зрелых желточных клеток 
(рисунок 3). В этих желточных кластерах, на-
ходящихся в цистернах ЭПС, обнаруживается 
много желточных гранул, и они имеют разные 
размеры, форму, и структуру. 

По размерам гранулы можно разделить на 
мелкие, средние и крупные, но все они будут 
иметь круглую форму. Здесь же располага-
ются ещё гранулы-глобулы, которые имеют 
очень крупную, неправильную форму и на-
поминают конгломераты, в которых просма-
триваются мелкие гранулы, часто склеенные 
между собой. Глобулы, смешиваясь с липид-
ными веществами, образуют белково-липид-
ный комплекс и приобретают пластичность. 
Такие глобулы обычно светлые и напомина-

ют по структуре и форме крупные разрежен-
ные конгломераты. Этот материал поступает 
в желточный проток, затем в оотип и началь-
ные отделы матки. Сюда же из тельца Мели-
са выбрасывается секрет, который является 
пластификатором желточных конгломератов, 
обеспечивая их преобразование, что необ-
ходимо для создания защитной скорлуповой 
оболочки и формирования яиц описторхов в 
целом.

Ультраструктурные особенности желточных 
клеток показывают изменения их цитоархитек-
тоники в процессе вителлогенеза, одним из за-
ключительных фаз которого может быть рас-
пад желточных клеток. Встречаются клетки, 
которые можно обозначить как «перезревшие». 
Они характеризуются распадом ЭПС на отдель-
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ные фрагменты, которые представлены макси-
мально расширенными каналами, содержащи-
ми кластеры с крупными желточными конгло-
мератами. Мембрана этих клеток не определя-
ется, она лизирована. В этих полуразрушенных 
клетках нет разнообразия желточных гранул, в 
основном видны большие слившиеся глобулы 
или конгломераты.

Заключение
При изучении ультраструктуры и гистохи-

мии установлено, что желточные клетки нахо-
дятся на разных стадиях развития и в процес-
се вителлогенеза продуцируют желточные гра-
нулы из белково-липидного комплекса, обеспе-
чивающие создание оболочки и формирование 
яиц Opisthorchis felineus.
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