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Резюме. Результаты экспериментов показали, что 
скармливание (per os) инактивированных клеток грампо-
ложительных бактерий рода Bacillus Cohn, 1872 и грамо-
трицательных рода Escherihia Castellani & Chalmers 1919 
личинкам вощиной огнёвки Galleria mellonella (Linnaeus, 
1758) через 12 часов приводит к изменениям гемоцитарной 
формулы в гемолимфе. Изменения структуры популяции 
клеток проявились в увеличении числа иммунокомпе-
тентных клеток гранулоцитов и снижении количества 
прогемоцитов и эноцитоидов. Кроме того, снижалось 
(×1,3–1,8) общее число гемоцитов и (×1,4–2,6) актив-
ность фенолоксидаз в гемолимфе личинок G. mellonella, 
но не сказывалось на выживаемости клеток. Вероятно, 
данные изменения могут быть связаны с распознаванием 
патоген-ассоциированных рецепторов на поверхности 
инактивированных бактерий, что приводило к выработке 
молекул медиаторов, активирующих клеточные иммун-
ные реакции. Однако проверка данной гипотезы требует 
дальнейшего глубокого изучения роли гемоцитов в акти-
вации сигнальных путей и изменениях физиологического 
статуса хозяина.

Abstract. The results of the experiments showed that 
inoculation per os of Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) 
larvae with inactivated cells of Gram-positive bacteria of the 
genus Bacillus Cohn, 1872 and Gram-negative bacteria of 
the genus Escherihia Castellani & Chalmers 1919 leads to 
structural changes in the hemocyte population after 12 hours. 
Changes in the structure of the cell population were manifested 
by an increase in the number of immunocompetent cells, 
granulocytes, and a decrease in the number of prohemocytes 
and оenocytoids. This was accompanied by a decrease in the 
total number of hemocytes and suppression of phenoloxidase 
activity in the hemolymph of G. mellonella larvae, but did not 
aff ect cell survival. It is likely that these changes are related to 
the recognition of microbial components retained after inac-
tivation by pathogen-associated receptors and the interaction 
between these receptors and microbial components, resulting 
in the production of mediator molecules that activate cellular 
immune responses. However, to verify this hypothesis, the role 
of hemocytes in activating signaling pathways and altering the 
physiological state of the host needs to be further investigated.

Введение
Врождённые иммунные реакции присущи всем 

животным, в том числе насекомым, и включают вза-
имосвязанные клеточные и гуморальные механизмы, 
направленные на быструю идентификацию и нейтра-
лизацию патогенов в результате иммунного ответа 
[Hultmark, 1993; Zhang et al., 2021], что сопровожда-
ется активацией путей Toll, Imd, Janus kinase/signal 
трансдуктора и активатора транскрипции (JAK/
STAT), c-Jun N- концевой киназы (JNK), и профено-
локсидазы (проФО) [Lu et al., 2020]. Значительную 
роль в этих реакциях играют клетки крови гемоциты, 
которые первыми реагируют на вторжение патогена 
[Pech, Strand, 1996]. На поверхности гемоцитов 
присутствуют патоген-ассоциированные рецепторы, 
например, водорастворимые формы рецепторов рас-
познавания лектинов С-типа, белки распознавания 
пептидогликанов (ПГ), липотейхоевых кислот (ЛТА), 
глюканов и др. [Rao et al., 2015; Lin et al., 2020; Zhu et 
al., 2020; Zhang et al., 2021]. Они распознают и иден-
тифицируют отдельные микробные компоненты или 
комплексы компонентов и активируют каскады вро-
ждённых иммунных реакций [Renwick et al., 2007; 
Satyavathi et al., 2018]. Консервативные микробные 
компоненты патогенов могут иметь различную при-
роду: (i) полисахариды (ПГ), липолисахариды (ЛПС), 
глюканы и т.д. [Swaminathan et al., 2006; Chen et al., 
2014]; (ii) липидные соединения (липотейхоевые 
кислоты, липоарабиноманнан) [Ariki et al., 2004; 
Jiang et al., 2004]; (iii) белки и полипептиды (фла-
геллин и капсидный белок) [Hayashi et al., 2001]; (iv) 
нуклеиновые кислоты [Oliveira, 2014]. 

Во время гемопоэза формируются различные 
типы гемоцитов для которых характерна определён-
ная функциональная значимость. В частности, даже 
определённые подтипы клеток в пределах одного 
типа могут отвечать за определённые иммунные 
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реакции, например, нодуляцию, инкапсуляцию, 
фагоцитоз и меланизацию [Glupov, 2001; Tepass et 
al., 1994; Wu et al., 2016]. Для чешуекрылых (Lepi-
doptera) известно пять типов клеток (гранулоциты, 
плазматоциты, прогемоциты, сферулоциты и эно-
цитоиды) [Eleftherianos et al., 2021]. Гранулоциты 
и плазматоциты обладают повышенной адгезией и 
имеют на поверхности рецепторы распознавания, что 
делает их схожими с нейтрофилами млекопитающих 
[Kavanagh, Reeves, 2004; Renwick et al., 2007]. Эно-
цитоиды — неадгезивные гемоциты, содержащие 
молекулы проФО-предшественников активной фено-
локсидазы (ФО) [Banerjee et al., 2019]. Сферулоциты 
способны секретировать внеклеточные ловушки 
нуклеиновых кислот, которые участвуют в секве-
страции микроорганизмов и активации процессов 
коагуляции [Altincicek et al., 2008]. Прогемоциты — 
базовые элементы и предшественники остальных 
типов клеток [Lavine, Strand, 2002; Liu et al., 2013]. 

Деление врождённых иммунных реакций на 
клеточный и гуморальный иммунитет довольно 
условно. Активные клеточные иммунные реакции 
приводят к активации гуморальных реакций и, нао-
борот, гуморальные реакции приводят к активации 
клеточного иммунитета. В целом, можно выделить 
несколько блоков формирования врождённых 
иммунных реакций: 1) активация проФО каскада 
с образованием активной ФО; 2) активация опреде-
лённых путей экспрессии антимикробных пептидов 
(АМП); 3) синтез глико- и липопротеинподобных 
лектинов [Cerenius et al., 2010; Xu et al., 2019]. 
В результате активации проФО каскада запускают-
ся процессы, связанные с меланогенезом, а также 
с образованием склеротина [Slepneva et al., 1999; 
Wang et al., 2022]. Меланин и склеротин входят в 
состав капсул и гранул, образованных в результате 
клеточных иммунных реакций. При формировании 
этих соединений формируется большое количество 
свободных радикалов, в первую очередь, хининов и 
полухинонов [Dziarski et al., 2016; Whitten, Coates, 
2017]. Синтез АМП в гемоцитах и в жировом теле 
при распознавании микробных компонентов регули-
руется в основном двумя сигнальными путями Imd и 
Toll [Vogel et al., 2011]. АМП связываются с полиса-
харидами и липотейхоевыми кислотами патогенов, 
разрушают их клеточные стенки, мембраны или 
рецепторы и взаимодействуют с внутриклеточными 
мишенями патогенов (белки, ДНК, РНК) [Malanovic, 
Lohner, 2016; Wojda et al., 2020]. В связывании АМП 
с микробами значительную роль играют лектинопо-
добные молекулы, которые функционально анало-
гичны лектинам млекопитающих [Rao et al., 2015; 
Zhu et al., 2020; Elíes et al., 2020]. Лектины С-типа 
являются водорастворимыми рецепторами распоз-
навания образов и участвуют в клеточных реакциях 
нодуляции, инкапсуляции и активации проФО [Yu, 
Kanost, 2004; Wang et al., 2017; Zhu et al., 2020]. 

Патогенез — сложный процесс, зависящий от 
множества факторов, среди которых иммунный 
статус хозяина, вирулентность патогена, микроби-

ота и внешние факторы (температура, влажность, 
инсоляция и др.). Известно, что специфические  вро-
ждённые иммунные реакции у насекомых способны 
вызывать как патогены [Moret, Siva-Jothy, 2003; Pham 
et al., 2007; Roth et al., 2009; Milutinović et al., 2014] 
или их отдельные компоненты, например токсины 
[Milutinović et al., 2014] или супернатанты спор 
[Rodrigues et al., 2010], так и симбионты [Laughton 
et al., 2011; Hassan et al., 2020; Perreau et al., 2021; 
Polenogova et al., 2022]. Большинство из этих работ 
посвящены изучению возможности формирования 
врождённой иммунной памяти у насекомых при 
первичном заражении хозяина патогеном, что может 
сказываться в дальнейшем на устойчивости насеко-
мых к патогенам и имеет аналогию с адаптивным 
иммунитетом млекопитающих, опосредованного ан-
тителами [Kurtz, Franz, 2003; Kurtz, 2005]. Однако, в 
данных исследованиях зачастую были использованы 
методы (i) — инъецирования насекомых бактери-
альными компонентами, инактивированными или 
низкими дозами патогенов [Moret, Siva-Jothy, 2003; 
Pham et al., 2007; Roth et al., 2009], или (ii) — перо-
рального скармливания живых клеток бактерий или 
компонентов (Cry-токсинов бактерий B. thuringiensis 
Berliner, 1915), полученных из бактерий [Rodrigues 
et al., 2010; Milutinović et al., 2014]. 

В данной работе использовали лабораторную ли-
нию вощиной огнёвки Galleria mellonella (Linnaeus, 
1758) (Lepidoptera: Pyrallidae). Galleria mellonella 
(Linnaeus) имеет ряд преимуществ, среди которых 
хорошо изученный врождённый иммунитет [Lange 
et al., 2018; Wojda et al., 2020; Kordaczuk et al., 2022]. 
Личинки этих насекомых широко используются как 
модельный объект для токсикологических исследо-
ваний, в том числе антибактериальных препаратов, 
для оценки патогенности различных микроорганиз-
мов in vivo [Cutuli et al., 2019; Coates, Söderhäll, 2020; 
Duman et al., 2022]. 

Эксперименты заключались в скармливании ли-
чинкам вощиной огнёвки инактивированных клеток 
грамположительных бактерий рода Bacillus Cohn, 
1872 и грамотрицательных рода Escherihia Migula, 
1895, которые часто могут встречаться в микрофлоре 
животных, в том числе в кишечнике насекомых, и 
оценке реакций клеточного (общее число, выжива-
емость и соотношение типов клеток в популяции 
гемоцитов) и гуморального иммунитета (активность 
ФО в гемолимфе).

Материал и методы
Насекомые и бактерии. Лабораторную линию 

вощиной огнёвки Galleria mellonella (Linnaeus) со-
держали при постоянной температуре 28,0  ºС и 60,0  % 
влажности на искусственной питательной среде 
[Kryukova et al., 2020]. В эксперименте использовали 
четыре вида бактерий: Bacillus thuringiensis galleria 
(Shvetsova, 1959), Bacillus cereus Frankland, Frankland, 
1887, Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872 
и Escherihia coli (Migula, 1895) Castellani, Chalmers, 
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1919 из Коллекции микроорганизмов Зоологического 
музея Института систематики и экологии животных 
СО РАН. Бактерии культивировали на протяжении 
16 часов (140 rpm, 28 ºС) в питательном бульоне (Хай-
мидиа, Индия) и затем дважды отмывали (10000×g, 
10 мин, 4 ºС) в 75 mM растворе хлорида натрия. 
Конечные концентрации бактериальных суспензий в 
75 mM растворе хлорида натрия составили 1×108

 
кле-

ток/мл. Часть суспензии каждого вида бактерий 
автоклавировали (15 мин при 121 ºС) и охлаждали. 
Качество инактивации бактерий проверяли путем 
инокуляции суспензий на поверхность питательного 
агара и 48-часовой инкубации при 28 ºС. Сохранность 
структур клеток бактерий после инактивации автокла-
вированием была подтверджена микроскопией (Carl 
Zeiss Axioskop 40, Германия).

По одному мл суспензий активных (N) или 
инактивированных (A) клеток бактерий вносили в 
3 г искусственной диеты и скармливали личинкам 
G. mellonella IV возраста (порция 3 г корма на 30 
личинок). В контроле в диету личинкам вносили 
стерильный 75 mM раствор хлорида натрия. За-
мену корма необработанным осуществляли через 
24 ч и далее ежедневно. Учёт выживших личинок 
осуществляли ежедневно на протяжении 5 суток. 
Количество насекомых, используемых в биотесте, 
составило минимум 220 особей в каждом варианте.

Через 12, 24 и 48 ч после per os воздействия ли-
чинок анестезировали при + 4  ºС и отбирали образцы 
гемолимфы через прокол в кутикуле для оценки ак-
тивности фенолоксидаз (ФO), анализа общего числа 
гемоцитов (ОЧГ), определения структуры популяции 
гемоцитов и выживаемости клеток.

Активность фенолоксидазы. Гемолимфу 
(10 мкл) переносили в 40 мкл 0,1 M натрий-фосфат-
ного буфера (ФБ; 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM 
глюкоза, 10 mM HEPES, pH 7,2). 10 мкл супернатанта 
(5 мин, 4 °С, 500×g) вводили в 200 мкл свежепри-
готовленной 10 mM L-DOPA (3,4-dihydroxyphenyl-
alanine) в ФБ и инкубировали в темноте при 28 ºС в 
течение 25 мин в темноте. Активность ФО оценивали 
спектрофотометрически по скорости образования 
допахрома на длине волны 490 нм по методу Ashida 
& Söderhäll [1984]. В каждом варианте исследовали 
не менее чем 25 образцов (1 образец = 1 насекомое). 

Содержание белка в образцах определяли по 
методу Брэдфорда [Bradford, 1976]. Для построения 
калибровочной кривой использовали бычий сыворо-
точный альбумин. Активность ферментов выражали 
в единицах оптической плотности (∆A) инкубацион-
ной смеси на 1 мг белка за единицу времени.

Общее число гемоцитов. Общее число гемоци-
тов (ОЧГ), структуру популяции гемоцитов и выжи-
ваемость клеток оценивали с помощью микроско-
пии. Для анализа ОЧГ, 10 мкл гемолимфы вносили в 
70 мкл ледяного (+4 °C) антикоагулирующего буфера 
(АБ) (62 mM NaCl, 100 mM глюкозы, 10 mM EDTA, 
30 mM цитрата натрия, 3,26 mM лимонной кислоты, 
pH 4,6), содержащего 2 mM фенилтиомочевины. 
Образцы центрифугировали (5 мин при 500×g). Клет-

ки ре-суспендировали и трижды промывали в 80 мкл 
ледяного АБ. Затем, к осадку вносили HEPES буфер 
[140 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM глюкозы, 10 mM 
HEPES, pH 7,2]. Количество гемоцитов определяли 
как общее число гемоцитов в 1 мл гемолимфы. Каж-
дый вариант включал 9 биологических повторностей 
(1 повторность = 1 особь). 

Популяционная структура и выживаемость 
гемоцитов. Типы гемоцитов определяли с помощью 
опубликованной ранее модифицированной класси-
фикации Gupta [1979] и Brehélin и Zachary [1986]. 
Гемолимфу (30 мкл) помещали в 30 мкл ледяного 
АБ (+4 °C), содержащего 2 mM фенилтиомочевины. 
Затем готовили суспензию гемоцитов, как для анали-
за ОЧГ (см. выше), каплю суспензии гемоцитов (30 
мкл) наносили на предметное стекло и инкубировали 
во влажной камере при комнатной температуре в те-
чение 20–30 мин. Гемоциты фиксировали в течение 
20 мин глутаральдегид-формальдегидным фиксато-
ром (2,5 % глутаральдегида, 4 % формальдегида в 
ФБ). После фиксации предметные стекла со слоями 
гемоцитов трижды промывали дистиллированной 
водой и окрашивали по Май-Грюнвальду-Гиемзе 
(MGG). Соотношение типов гемоцитов определяли 
путём микроскопического подсчёта клеток в 20 по-
лях зрения на образец. Соотношение типов клеток 
переводили в проценты. В каждом варианте было 
использовано не менее 15 биологических повторно-
стей (1 повторность = 3 особи). 

Жизнеспособные клетки гемоцитов определяли в 
монослое клеток, окрашенных в течение 20 мин 1 % 
раствором трипанового синего. Соотношение жиз-
неспособных гемоцитов определяли путём подсчёта 
клеток в 30 полях зрения на образец и переводили 
в проценты. В каждом варианте было использовано 
не менее 15 биологических повторностей (1 повтор-
ность = 3 особи).

Статистика. Анализ выживаемость насеко-
мых анализировали по методу Каплана-Мейера 
(Лог-Ранк). Статистическая значимость ненормаль-
но распределённых данных (Shapiro-Wilk test, P < 
0,05) была проанализирована с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа Краске-
ла-Уоллиса с пост-хок тестом Дана (Kruskal-Wallis 
test with Dunn's test). Для расчётов использовали 
программы STATISTICA 8, Past3 и GraphPad Prism5 
и SigmaPlot.

Результаты
Скармливание личинкам вощиной огнёвки 

суспензии ABt, а также суспензий активных и 
инактивированных клеток NBc, ABc, NBs, ABs, 
NEc, AEc не приводило к гибели насекомых и их 
выживаемость, как и в контроле, составила 97–99 % 
(табл. 1). Скармливание суспензии активных клеток 
NBt привел о к классическому развитию бактериаль-
ной инфекции, где выживаемость особей на 5-й день 
наблюдения составила 53 % (Лог ранк тест, p < 0,001, 
по сравнению с контролем).
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Результаты анализа общего числа гемоцитов 
(ОЧГ) показали изменения числа клеток уже через 
12 ч после воздействия. Скармливание активных 
клеток NBt 12 ч после воздействия привело к значи-
тельному (×1,4) всплеску числа гемоцитов (Краскел-
Уоллис тест и тест Данна, p = 0,007, по сравнению 
с контролем, рис. 1). Однако, в дальнейшем наблю-
далось (×1,5–1,9) снижение данного показателя 
(p < 0,001, по сравнению с контролем). В то время 
как инактивированные ABt приводили к значитель-
ному (×1,3–1,8) подавлению ОЧГ во всех временных 
точках (p < 0,05, по сравнению с контролем). Схожий 
эффект в виде снижения ОЧГ во всех временных точ-

Вид бактерий

Выживаемость личинок G. mellonella после per os 
воздействия суспензиями бактерий (1×108

 
клеток/мл) (%)

Активные клетки (N) Инактивированные клетки (A)

Контроль 100

B. thuringiensis galleria 53 (3,54–3,94)* 99 (4,91–5,03)

B. cereus 99 (4,9–5,0) 98 (4,9–5,0)

B. subtilis 98 (4,88–5,02) 99 (4,95–5,02)

E. coli 97 (4,83–5,0) 98 (4,9–5,02)

Òàáëèöà 1. Âûæèâàåìîñòü ëè÷èíîê G. mellonella ïîñëå ñêàðìëèâàíèÿ (per os) áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé àêòèâíûõ è èíàêòè-
âèðîâàííûõ êëåòîê B. thuringiensis galleria, B. cereus, B. subtilis è E. coli. Òèòð áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé ñîñòàâèë 
1×108 êëåòîê/ìë. Â êîíòðîëå áûë èñïîëüçîâàí 75 mM ðàñòâîð õëîðèäà íàòðèÿ 

 Table 1. Survival G. mellonella larvae after per os treatments bacterial suspension with active and inactivated cells: 
B. thuringiensis galleria, B. cereus, B. subtilis and E. coli. Titer of bacterial suspension was used 1×108 cells/
ml. In control was used 75 mM sodium chloride solution 

ках наблюдался в вариантах со скармливанием ABs и 
AEc (p < 0,05, по сравнению с контролем, рис. 3, 4). В 
то время как в варианте ABc регистрировалось через 
12 ч после инокуляции незначительное снижение 
ОЧГ, которое затем возрастало (валидно для 24 ч: 
p = 0,01, по сравнению с контролем, рис. 2). Скар-
мливание NBs также приводило к подавлению ОЧГ 
во всех временных точках (валидно для 24 ч и 48 ч: 
p < 0,05, по сравнению с контролем, рис. 3). Суспен-
зии активных клеток NEc, также как и NBc способ-
ствовали увеличению THC в гемолимфе личинок во 
всех временных точках (валидно для NEc 24 ч и NBc 
48 ч: p < 0,05, по сравнению с контролем (рис. 2, 3). 

Рис. 1–4. Общее число гемоцитов (ОЧГ) в гемолимфе личинок G. mellonella через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных 
и инактивированных клеток. 1 — B. thuringiensis galleria; 2 — B. cereus; 3 — B. subtilis; 4 — E. coli. 

Figs 1–4. Total hemocyte count (THC) in the hemolymph of G. mellonella (Linnaeus) larvae a er 12, 24 and 48 h per os treatment of bacterial 
suspension with active and inactivated cells. 1 — B. thuringiensis galleria; 2 — B. cereus; 3 — B. subtilis; 4 — E. coli. 
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Per os инокуляция суспензий инактивированных 
бактерий личинкам вощиной огнёвки приводила к 
значительному (×1,39–2,63) подавлению активности 
ФО в первые 12 ч после воздействия (рис. 5–8). Так, 
подавление активности ФО наблюдалось во всех 
временных точках при скармливании ABt и ABs (ва-
лидно для 12–24 ч ABt: p < 0,05 и для ABs: p < 0,001, 
по сравнению с контролем (рис. 5–7). Скармливание 
активных клеток этих же бактерий также приводило 
к снижению активности ФО в первые 24 ч (валидно 
для NBt 12, 24 ч и NBs 12 ч: p < 0,001, по сравнению 
с контролем). 

Интересно, что скармливание суспензий как ина-
ктивированных AEc, так и активных клеток E. coli 
NEc вызывали снижение активности ФО, причём 
в варианте со скармливанием NEc подавление 
активности фермента наблюдалось во всех времен-
ных точках, а при AEc начиная с 24 ч (p < 0,05, по 
сравнению с контролем, рис. 8). Per os ABc и NBc 
приводило к подавлению активности ФО на 12 ч и 
48 ч, соответственно (для ABc: p < 0,001, для NBc: 
p < 0,05, по сравнению с контролем, рис. 6). 

Анализ структуры  популяции гемоцитов 
показал, что per os инактивированными клетками 
бактерий в первые 12 ч приводит к увеличению 
числа иммунокомпетентных клеток гранулоцитов 

(кроме варианта ABc) (p < 0,05, по сравнению с 
контролем, рис. 9–12). Кроме того, в первые 12 ч 
после per os инокуляции ABs и AEc снижалось число 
прогемоцитов и эноцитоидов (p < 0,05, по сравнению 
с контролем, рис. 11, 12). Через 24 ч после per os ABt 
число прогемоцитов падало (P = 0,002, по сравнению 
с контролем, рис. 10). В вариантах со скармливанием 
ABc наблюдалось увеличение числа плазматоцитов 
и эноцитоидов по сравнению с значениями в 
контрольной группе (p < 0,05, рис. 10), а в случае per 
os AEc — увеличение числа эноцитоидов и падение 
соотношения сферулоцитов в популяции клеток 
гемоцитов (p < 0,05, по сравнению с контролем, 
рис. 12). Скармливание суспензий ABt и ABc 
приводило к значительному снижению прогемоцитов 
и увеличению числа гранулоцитов через 48 ч после 
воздействия (p< 0,05, по сравнению с контролем, рис. 
10, 12). В то время как per os ABs и AEc напротив, 
способствовали росту числа прогемоцитов и 
снижению количества клеток гранулоцитов (p < 0,05, 
по сравнению с контролем, рис. 11, 12). 

Скармливание суспензии активных клеток 
энтомопатогенных бактерий (ABt) приводило к 
некоторому увеличению числа гранулоцитов (12 ч) 
по сравнению с контрольной группой личинок, 
однако затем (24 ч) число клеток снижалось (Р = 0,01, 

Рис. 5–8. Активность фенолоксидаз (ФO) в гемолимфе личинок G. mellonella через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных 
и инактивированных клеток. 5 — B. thuringiensis galleria; 6 — B. cereus; 7 — B. subtilis; 8 — E. coli.

Figure 5–8. Activity of phenoloxidases (PO) in the hemolymph of G. mellonella larvae a er 12, 24 and 48 h per os treatment of bacterial suspension 
with active and inactivated cells. 5 — B. thuringiensis galleria; 6 — B. cereus; 7 — B. subtilis; 8 — E. coli.
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Рис. 9. Соотношение типов клеток в популяции гемоцитов G. mellonella  через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных 
и инактивированных клеток B. thuringiensis galleria. Pr — прогемоциты, Pl — плазматоциты, Gr — гранулоциты, Oe — эноцитоиды, Sph — 
сферулоциты.

Fig. 9. Percentage of cell types in the hemocyte population of G. mellonella in the hemolymph of G. mellonella larvae a er 12, 24 and 48 h per os 
treatment bacterial suspension with active and inactivated cells of B. thuringiensis galleria. Pr — prohemocytes, Pl — plasmatocytes, Gr — granulocytes, 
Oe — oenocytoids, Sph — spherulocytes.

рис. 9). Кроме того, per os инокуляция ABt приводила 
к (×2) снижению количества прогемоцитов и (×1,16) 
увеличению числа плазматоцитов (p < 0,05, по 
сравнению с контролем). Однако, через 48 ч после 
инокуляции ABt было зарегистрировано (×1,13) 
увеличение числа гранулоцитов и (×1,11) падение 
плазматоцитов (p < 0,05, по сравнению с контролем). В 
случае со скармливанием активных клеток NBc через 
12 ч наблюдалось незначительное увеличение числа 
плазматоцитов и снижение количества прогемоцитов 
по сравнению с контролем (p > 0,05, рис. 10). Однако, в 
дальнейшем, через 24 и 48 ч число клеток прогемоцитов 
падало, а количество гранулоцитов возрастало 
(p < 0,05). Инокуляция активных NBs и NEc личинкам 
вощиной огнёвки приводила к схожим изменениям 
соотношения типов иммунокомпетентных клеток в 
популяции гемоцитов (рис. 11, 12). Так, первые 12 ч 
после скармливания обеих бактерий (NBs и NEc) число 
гранулоцитов возрастало на фоне падения количества 
прогемоцитов (p< 0,05, по сравнению с контролем). 
Однако, в дальнейшем через 24 ч соотношение 
типов клеток сменилось, и наблюдалось увеличение 
числа прогемоцитов и падение числа плазматоцитов 
(p < 0,05, по сравнению с контролем). Через 48 ч эта 

тенденция сохранялась, однако достоверно значение 
было для прогемоцитов при инокуляции NEc (p < 0,05, 
по сравнению с контролем, рис. 12). Интересно, что 
через 48 ч наблюдалось значительное падение числа 
эноцитоидов при скармливании активных клеток NBc 
(×4,5) и NEc (×2) (p < 0,05, по сравнению с контролем, 
рис. 10, 12). 

Скармливание инактивированных бактерий не 
вызывало снижения выживаемости клеток гемоцитов 
по сравнению с контролем и составила 98–99,5 % 
(рис. 13–16). Хотя в случаях per os ABc и AEc через 24 
ч после воздействия выживаемость клеток возрастала 
относительно контроля (p < 0,05, рис. 15, 16). Актив-
ные клетки NBt приводили к значительной гибели ге-
моцитов на 24 и 48 ч относительно других вариантов 
эксперимента (p < 0,001, рис. 13), а активные клетки 
ABs и AEc, напротив способствовали их выживаемо-
сти (для ABs 24 ч и AEc 48 ч: p < 0,001, по сравнению 
с контролем, рис. 15, 16). 

Обсуждение
Вторжение любых микроорганизмов в кишечник 

насекомых приводит к активации процессов рас-
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познавания и идентификации патогена хозяином. 
Данные процессы приводят к нарушению структу-
ры микробиоты, что сопровождается увеличением 
плотности определённых групп бактерий и концен-
трации продуктов вторичного метаболизма [Shao 
et al., 2017; Zhang et al., 2022] и может приводить 
к модуляции симбионтами врождённых иммун-
ных реакций [Laughton et al., 2011; Hassan et al., 
2020; Perreau et al., 2021]. Мы предположили, что 
погибшие (инактивированные) клетки бактерий, 
способны стимулировать врождённые иммунные 
реакции у насекомых за счёт распознавания опре-
делённых специфических паттернов распознавания 
на поверхности клеток микроорганизмов. В данной 
работе мы моделировали природные процессы, когда 
погибшие клетки бактерий могут попадать в кишеч-
ник насекомых вместе с пищей. Личинкам вощиной 
огнёвки скармливали активные и инактивированные 
клетки грамположительных и грамотрицательных 
бактерий и оценивали выживаемость личинок ог-
нёвки, реакции клеточного (общее число гемоцитов 
и их выживаемость, соотношение типов клеток в 
популяции гемоцитов) и гуморального иммунитета 
(активность фенолоксидаз).

Результаты экспериментов показали, что перо-
ральное скармливание инактивированных бактерий, 
которые сохранили структуру и целостность клеток 
(подтверждено микроскопией), не сказалось на 
выживаемости личинок G. mellonella (Linnaeus), 
но приводило к изменениям количества гемоцитов, 
соотношения типов клеток гемоцитов и активности 
фенолоксидаз. 

 Анализ общего числа гемоцитов (ОЧГ) в гемо-
лимфе личинок G. mellonella показал значительное 
снижение количества клеток в первые 12 ч после 
скармливания инактивированных клеток бактерий, в 
то время как per os активных бактерий B. thuringiensis, 
напротив, в первые 12 ч приводило к значительному 
увеличению ОЧГ. Интересно, что в случае скармли-
вания других активных клеток бактерий, увеличение 
ОЧГ наблюдалось позднее, через 24 ч (E. coli) и 48 ч 
(B. cereus). Увеличение числа свободноциркулирую-
щих клеток крови при проникновении патогенов в 
кишечник может быть обусловлено повреждением 
клеток кишечника насекомых и нарушением его секре-
торной активности, часто может быть связано с гоме-
остазом за счёт активации процессов, регулирующих 
окислительный стресс и продукцию активных форм 

Рис. 10. Соотношение типов клеток в популяции гемоцитов G. mellonella через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных 
и инактивированных клеток  B. cereus. Pr — прогемоциты, Pl — плазматоциты, Gr — гранулоциты, Oe — эноцитоиды, Sph — сферулоциты.

Fig. 10. Percentage of cell types in the hemocyte population of G. mellonella in the hemolymph of G. mellonella larvae a er 12, 24 and 48 h per os 
treatment bacterial suspension with active and inactivated cells of  B. cereus. Pr — prohemocytes, Pl — plasmatocytes, Gr — granulocytes, Oe — oeno-
cytoids, Sph — spherulocytes.
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Рис. 11. Соотношение типов клеток в популяции гемоцитов G. mellonella  через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных 
и инактивированных клеток  B. subtilis.  Pr — прогемоциты, Pl — плазматоциты, Gr — гранулоциты, Oe — эноцитоиды, Sph — сферулоциты.

Fig. 11. Percentage of cell types in the hemocyte population of G. mellonella in the hemolymph of G. mellonella (Linnaeus) larvae a er 12, 24 and 
48 h per os treatment bacterial suspension with active and inactivated cells of  B. subtilis. Pr — prohemocytes, Pl — plasmatocytes, Gr — granulocytes, 
Oe — oenocytoids, Sph — spherulocytes.

кислорода, факторов апоптоза и некроза [DeBlock, 
Stoks, 2008; Jones et al., 2012; Lange et al., 2018]. Мы 
предполагаем, что снижение показателя ОЧГ при 
скармливании суспензий инактивированных бактерий 
может быть связано с распознаванием клетками хозя-
ина микробных компонентов, которые не проникают 
в гемоцель. Данные процессы могут сопровождаться 
увеличением адгезии гемоцитов, образованием клам-
пов клеток и их прикреплением к мышцам и другим 
внутренним органам вощиной огнёвки, что вполне 
закономерно скажется на популяционной структуре 
гемоцитов и их количестве.

Проведённый анализ структуры популяции 
клеток гемоцитов показал, что в первые часы 
скармливания инактивированных клеток всех ис-
следованных бактерий наблюдалось значительное 
увеличение числа клеток гранулоцитов. Ранее было 
высказано предположение, что на поверхности 
гранулоцитов присутствует комплекс различных 
PAMPs (пептидогликана, липополисахаридов, β-1,3-
глюкана и др.), что позволяет им идентифицировать 
широкий круг патогенов [Jiang et al., 2010]. Секрети-
руемые гранулоцитами цитокины и трансмембран-

ные белки (интегрин, нейроглиан, тетраспанин и 
лакунин) играют значительную роль в сигнализации 
и/или контроле агрегации других типов клеток, 
например плазматоцитов, и активируют выработ-
ку новых клеток из депо [Diehl-Jones et al., 1996; 
Lavine, Strand, 2002], что вполне может объяснять 
увеличение числа этого типа клеток в гемолимфе. 
Кроме того, повышенную адгезивность клеток гра-
нулоцитов и снижение числа плазматоцитов после 
инъецирования личинкам G. mellonella патогенных 
B. cereus и непатогенных B. subtilis, а также термои-
нактивированных непатогенных B. cereus наблюдали 
в пионерных работах Чейн и Андерсон, что авторы 
связали с нодуляцией [Chain, Anderson, 1982]. Но-
дуляция, меланизация и инкапсуляция являются 
терминальными событиями для гемоцитов [Oliver 
et al., 2011]. Лизис некротических гемоцитов и лю-
бые повреждения эпителиального слоя кишечника 
сопровождаются увеличением секреции гемоцитами 
ФО в плазму [Kanost, Gorman, 2008]. Однако, перо-
ральное скармливание инактивированных бактерий 
не приводило к снижению выживаемости клеток. 
Важно отметить, что инактивированные клетки 
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B. cereus и E. coli, а также активные формы B. subtilis 
напротив, способствовали увеличению выживаемо-
сти клеток гемоцитов (рис. 13–16). Кроме того, через 
24 ч после скармливания инактивированных E. coli 
было зарегистрировано значительное снижение 
числа сферулоцитов, которые участвуют в актива-
ции коагуляции и секвестрации микроорганизмов 
[Altincicek et al., 2008]. 

Активирование проФО каскада приводит к 
образованию меланина в клампах гемоцитов, со-
провождается выбросом радикалов, в частности 
различных хинонов и полухинонов [Slepneva et al., 
1999]. Известно, что эноцитоиды являются основ-
ным источником проФО у G. mellonella [Schmit et 
al., 1977]. Кроме того, ранее сообщалось о присут-
ствии и способности к экспрессии молекул проФО 
гранулоцитами других Lepidoptera (в частности, 
Bombyx mori Linnaeus, 1758) [Ling et al., 2005; Liu et 
al., 2013]. Инактивированные бактерии приводили 
к значительному снижению активности ФО в гемо-
лимфе личинок G. mellonella в первые часы после 
перорального скармливания (рис. 1–4). Сниженные 
значения ФО говорят об угнетении системы проФО 

каскада у насекомых, тогда как повышенные уровни 
ФО, напротив, о вероятной секреции гемоцитами 
и высвобождении их содержимого в гемолимфу, 
то есть реакции на стресс [Coates, Söderhäll, 2020]. 
Пероральное инфицирование личинок активными 
клетками бактерий B. thuringiensis galleriae при-
водило к значительному подавлению активности 
ФО в первые 24 ч после воздействия, но было 
восстановлено до значения в контрольной группе 
к 48 ч, что коррелирует с значениями показателей 
ОЧГ и выживаемостью клеток гемоцитов. Было 
показано, что активация проФО каскада может быть 
стимулирована рецепторами, расположенными на 
поверхности клеток гемоцитов, например аполипо-
форином III и белком Gm-24 [Park et al., 2005], тогда 
как лизоцим, представляющий собой мурамидазы, 
разрушающие пептидогликан клеточных стенок бак-
терий и грибов [Yu et al., 2002], а также  анионный 
пептид-2, Gm defensis и богатый пролином пептид 1 
напротив, способствуют снижению активности ФО 
[Zdybicka-Barabas et al., 2014]. Активация данных 
процессов регулируется сложной цепью сигнальных 
путей (гемоциты-жировое тело, мышцы-гемоциты 

Рис. 12. Соотношение типов клеток в популяции гемоцитов G. mellonella через 12, 24 и 48 ч после per os инокуляции суспензий активных и 
инактивированных клеток  E. coli.  Pr — прогемоциты, Pl — плазматоциты, Gr — гранулоциты, Oe — эноцитоиды, Sph — сферулоциты.

Fig. 12. Percentage of cell types in the hemocyte population of G. mellonella in the hemolymph of G. mellonella larvae a er 12, 24 and 48 h per os 
treatment bacterial suspension with active and inactivated cells of  E. coli. Pr — prohemocytes, Pl — plasmatocytes, Gr — granulocytes, Oe — oenocyt-
oids, Sph — spherulocytes.
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и кишечник-жировое тело) [Commins et al., 2010; 
Wojda et al., 2020]. 

Вторжение любых микробов в кишечник при-
водит к нарушению равновесия микробиоты, что 
сопровождается увеличением концентрации про-
дуктов вторичного метаболизма микробиоты [Shao 
et al., 2017; Zhang et al., 2022] и может приводить 
к модуляции симбионтами врождённых иммунных 
реакций [Laughton et al., 2011; Hassan et al., 2020; 
Perreau et al., 2021]. Наши результаты показали, что 
при скармливании даже инактивированных клеток 
бактерий наблюдается кратковременная активация 
клеточных иммунных реакций, что вероятно, свя-
зано с распознаванием насекомыми микробных 
компонентов. Вполне возможно, что взаимодейст-
вие рецепторов клеточного эпителия кишечника и 
бактерий приводит к выработке медиаторов, что 
сказывается на изменениях в гемоцитарной фор-
муле G. mellonella. Данное исследование требует 
дальнейшего изучения роли гемоцитов в активации 
сигнальных путей и изменениях физиологического 
статуса насекомых.
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