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Проанализированы изменения ряда иммунофизиологических параметров зеленых лягушек двух видов 
[озерная лягушка Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771) и прудовая лягушка P. lessonae (Camerano, 1882)] в 
водоемах Нижегородской области разного генетического типа и водного баланса. Выявлены статистиче-
ски значимые различия на видовом и популяционном уровнях. Особенности иммунного статуса изучае-
мых видов определяются их функциональным состоянием и спецификой среды обитания. 
Ключевые слова: лейкоцитарная формула, иммуногематологические параметры, бесхвостые амфибии. 

 
 Исследование функций основных гомеостати-

ческих систем организма особенно значимо в ус-
ловиях антропогенной трансформации среды. 
Удобными объектами для изучения этих систем 
являются зеленые лягушки – широко распростра-
ненные представители батрахофауны Поволжья. 
Комплекс зеленых лягушек представлен в Ниже-
городской области тремя видами [3, 9, 18]: ля-
гушки озерная Pelophylax ridibundus (Pallas, 
1771), прудовая P. lessonae (Camerano, 1882) и 
съедобная P. kl. esculentus (Linneus, 1758). По-
следний вид произошел вследствие гибридизации 
между озерной и прудовой лягушками. Между 
тремя видами существуют более или менее чет-
кие различия во внешней морфологии и биотопи-
ческой приуроченности [1, 2]. Бесхвостые амфи-
бии характеризуются высокой экологической то-
лерантностью и успешно используются как зоо-
индикаторы качества среды [5, 12-14]. Их уни-
кальное положение на филогенетической лестни-
це, наличие всей совокупности предшественников 
лимфоидных и миелоидных органов млекопи-
тающих [19] предопределяют интерес к изучению 
адаптивного потенциала и популяционного ответа 
видов в условиях разнообразия биотопов урбани-
зированной территории.  

Целью работы являлась сравнительная оценка 
иммунофизиологического состояния популяций 
озерной и прудовой лягушек в Нижегородской 
области.  

МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДИКА 

Места обитания амфибий в пределах крупного 
промышленного города (г. Нижний Новгород) 
согласно типизации городских ландшафтов [4] 
классифицируются как районы многоэтажной 
застройки с осваиваемыми территориями, пусты-
рями, участками с открытыми почвами, малыми 

                                                             
  Романова Елена Борисовна, доктор биологиче-
ских наук, доцент, профессор кафедры эколо-
гии, romanova@bio.unn.ru; Николаев Вадим 
Юрьевич, аспирант, darhtiger@yandex.ru 

водоемами с высоким уровнем загрязненности (II 
зона).  

1-ый водоем – оз. Вторчермет (г. Н. Новгород, 
Канавинский район). Координаты: широта 
56°18′44.48″N (56.312356), долгота 43°50′56.14″E 
(43.848929). Создано искусственно на месте пере-
увлажненного понижения, представляет собой 
небольшой бессточный пруд. Озеро расположено 
в окружении городской застройки с плотным зе-
леным насаждением непосредственно у берегов. 
Качество воды озера по комплексу контролируе-
мых показателей соответствовало III классу уме-
ренно-загрязненных вод в поверхностном и IV 
классу загрязненных вод в придонном горизонте 
[6].  

2-ой водоем – оз. Сормовской ТЭЦ (г. Н. Нов-
город, Сормовский район). Координаты: широта 
56°21′9.88″N (56.352745), долгота 43°53′49.93″E 
(43.897204). Искусственного происхождения, 
расположено в пойме р. Волги. Площадь около 
100 м2. Находится под воздействием Сормовской 
ТЭЦ – осуществляется сброс теплой воды.  

3-ий водоем – оз. Земснаряд (г. Н. Новгород, 
Автозаводский район). Координаты: широта 
56°14′13.99″N (56.237219), долгота 43°50′53.46″E 
(43.848182). Озеро естественного происхождения, 
но его конфигурация изменена в результате вы-
емки песка. Водоохранная зона расположена на 
второй надпойменной террасе р. Оки. Заполнение 
озера водой происходит за счет осадков, водооб-
мена с грунтовым бассейном, притоком через ру-
чей, впадающим в озеро в его северо-восточной 
части. Качество воды озера по комплексу контро-
лируемых показателей соответствовало III классу 
умеренно загрязненных вод – как в поверхност-
ном, так и в придонном горизонте [6].  

4-ый водоем – оз. Парковое (г. Н. Новгород, 
Автозаводский район). Координаты: широта 
56°20′30.48″N (56.3418), долгота 43°51′22.22″E 
(43.856171). Озеро искусственного происхожде-
ния, используется для рекреации. Водоохранная 
зона расположена на второй надпойменной терра-
се р. Оки. Озеро является бессточным, притоки в 
него также отсутствуют. Качество воды озера по 
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комплексу контролируемых показателей соответ-
ствовало III классу умеренно загрязненных вод 
[6].  

Еще два водоема, в которых отлавливались ля-
гушки, находятся за пределами Нижнего Новго-
рода, в лесной зоне. 

5-ый водоем – пруд д. Кудряшино (Нижего-
родская обл., Уренский район). Координаты: ши-
рота 57°22′47.8″N (57.379944), долгота 
46°7′48.82″E (46.130229). Происхождение искус-
ственное. В пруд впадают два ручья; из пруда 
вытекает речка Березовка, впадающая в р. Усту. 
Глубина водоема не больше 2 м, дно илистое. Пи-
тание пруда: снеговое, дождевое и от впадающих 
ручьев.  

6-ой водоем – пруд с. Пергалей (Нижегород-
ская обл., Бутурлинский район). Координаты: 
широта 55°31′14.3″N (55.52064), долгота 

44°45′43.9″E (44.762194). Происхождение искус-
ственное. Максимальная глубина возле плотины – 
около 3 м. В настоящее время используется для 
водопоя крупного рогатого скота. Заполнение 
озера водой происходит за счет двух родников и 
осадков.  

По генетическому типу выделили водоемы 
природного происхождения (оз. Земснаряд) и ис-
кусственного (остальные пять водоемов). По вод-
ному балансу исследованные водоемы можно 
разделить на проточные (оз. Земснаряд и пруд д. 
Кудряшино) и бессточные (оз. Сормовской ТЭЦ, 
оз. Вторчермет, оз. Парковое и пруд с. Пергалей). 
В 2012-2013 гг. 77 прудовых лягушек отловлено в 
оз. Вторчермет, оз. Земснаряд и в пруду д. Куд-
ряшино, 80 озерных лягушек – в пруду с. Перга-
лей, оз. Сормовской ТЭЦ и оз. Парковом (табли-
ца).  

Таблица. Сведения о водоемах, в которых отловлены зеленые лягушки  

№ Место отбора 

Год ис-
следова-

ния/число 
особей 

Тип ландшафта Генетический тип 
водоема 

Характеристика-
водного баланса 

Прудовая лягушка  

1 
пруд д. Кудряшино (Ниже-
городская обл., Уренский 

р-н)  
2013/20 лесная зона, 180 км 

от г. Н. Новгорода искусственный  проточный 

2 оз. Земснаряд (Н. Новго-
род, Автозаводский р-н) 2013/20 зона многоэтажной 

застройки природный проточный 

3 2012/17 

4 
оз. Вторчермет (Н. Новго-

род, Канавинский р-н) 2013/20  
зона многоэтажной 

застройки искусственный бессточный 

Озерная лягушка  

1 
пруд с. Пергалей (Ниже-

городская обл., Бутурлин-
ский р-н) 

2012/20 

лесная зона, услов-
ный контроль, 

100 км от г. 
Н. Новгорода 

искусственный бессточный 

2 оз. Парковое (Н. Новго-
род, Автозаводский р-н) 2013/20 зона многоэтажной 

застройки искусственный бессточный 

3 2012/20  

4 

оз. Сормовской ТЭЦ (Н. 
Новгород, Сормовский р-

н) 2013/20 
зона многоэтажной 

застройки искусственный бессточный 

 
Все работы с животными проводились в соот-

ветствии с «Международными рекомендациями 
по проведению медико-биологических исследо-
ваний с использованием животных» [11]. Массу 
тела амфибий определяли на технических весах с 
точностью до 0,02 г (ошибка измерения ±0,01). У 
обездвиженных животных выделяли тимус, селе-
зенку и печень, брали кровь для приготовления 
мазков и получения сыворотки. Лимфоидные ор-
ганы взвешивали на торсионных весах Waga Tor-
syjna–WT с точностью до 0,1 мг (ошибка измере-
ния ±0,03) и помещали в пробирки с охлажденной 
средой Хенкса (1мл для тимуса, 2 мл для селезен-
ки, 5 мл для печени). Индексы (отношение массы 

органа к массе тела) тимуса, селезенки и печени 
вычисляли в промилле (‰) [8, 16]. На среде Хен-
кса готовили суспензию клеток лимфоидных ор-
ганов, определяли количество ядросодержащих 
клеток в 1  мм3 и относительное содержание жи-
вых клеток в 20 мкл рабочего разведения суспен-
зии [17]. 

Фагоцитарную активность лейкоцитов крови 
оценивали по способности поглощать клетки 
дрожжей [10]. Активность иммунной защиты на 
гуморальном уровне оценивали по содержанию 
иммунных комплексов в сыворотке крови лягу-
шек, используя метод, основанный на селектив-
ной преципитании комплексов в растворе поли-



Известия  Самарского научного  центра  Российской  академии  наук.  2014. Т. 16, № 5(1) 

 618 

этиленгликоля [7], позволяющий выявить «круп-
ные»  (3,5%)  и «мелкие»  (7,0%)  иммунные ком-
плексы (ед. опт. плотности / 100 мл сыворотки). 

Для проверки данных на соответствие нор-
мальному распределению применяли критерии 
Колмогорова–Смирнова, Лиллиефорса, Шапиро–
Уилка. Предварительный анализ показал, что 
первичные данные не соответствуют нормально-
му распределению, поэтому дальнейший стати-
стический анализ проводили непараметрическими 
критерия Крускала–Уоллиса (Н); Данна (Z); 
Спирмана (r) и дискриминантным анализом в па-
кете прикладных программ STATISTIKA 10.0. За 
величину статистической значимости принимали 
р=0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ 

Генетический тип и качественная характери-
стика городских озер, расположенных в зоне мно-
гоэтажной застройки, отразились на показателях 
лейкоцитарного состава исследованных популя-
ций. Анализ полученных иммуногематологиче-
ских данных зеленых лягушек выявил статисти-
чески значимые различия на видовом и популя-
ционном уровнях. Популяция прудовых лягушек 
природного оз. Земснаряд (надпойменное, про-
точное) по сравнению с популяцией искусствен-
ного оз. Вторчермет (надпойменное, бессточное) 
характеризовалась пониженным содержанием 
миелоцитов, юных, палочкоядерных нейтрофиль-
ных гранулоцитов, моноцитов; более высоким 
уровнем фагоцитарной активности лейкоцитов и 
повышенным содержанием в крови иммунных 
комплексов. Кроме того, у популяции оз. Земсна-
ряд по сравнению с популяцией оз. Вторчермет 
отмечено повышение жизнеспособности ядросо-
держащих клеток лимфоидных органов: тимуса, 
селезенки и печени. 

Сравнение лейкоцитарного состава перифери-
ческой крови прудовых лягушек, обитающих в 
озерах городской территории, по сравнению с 
популяцией, обитающей за пределами городской 
черты (пруд д. Кудряшино), выявило увеличение 
доли нейтрофильных гранулоцитов, обусловлен-
ное возрастанием числа миелоцитов и сегментоя-
дерных нейтрофилов. Также установлено сниже-
ние числа моноцитов, выполняющих фагоцитар-
ную функцию, с (4,35±0,47)% до (2,80±0,26)% (Z1-

2= 2,86; p=0,01). Доля эозинофилов и базофилов 
крови у исследованных популяций прудовых ля-
гушек не изменялась.  

Морфофизиологический анализ лимфоидных 
органов выявил снижение количества ядросодер-
жащих клеток в тимусе у популяций амфибий оз. 
Земснаряд (2,36±0,27 тыс./мм3) и оз. Вторчермет 
(2,81±0,18 тыс./мм3) по сравнению с популяцией 
пруда д. Кудряшино – (5,02±0,50) (рис. 1), что 
свидетельствовало об угнетении функций цен-
трального органа иммунной системы. При этом 

снижение клеточности тимуса сопровождалось 
снижением жизнеспособности тимоцитов. Изуче-
ние клеточности селезенки выявило повышенное 
количество кариоцитов у городских популяций 
прудовых лягушек. Так, количество кариоцитов в 
селезенке популяции оз. Вторчермет (10,67±0,75 
тыс./мм3) превышало аналогичный показатель 
популяции пруда д. Кудряшино (7,04±0,55 
тыс./мм3) в 1,5 раза. Отметим, что при этом выяв-
лено снижение жизнеспособности кариоцитов до 
67,63% у популяций бессточного оз. Вторчермет 
(47,77±3,56) по сравнению с популяцией проточ-
ного водоема, удаленного от городской среды 
(70,63±4,66). 

Качество среды обитания популяций прудо-
вых лягушек отражалось и в снижении численно-
сти ядросодержащих клеток печени и их жизне-
способности. При этом количество гепатоцитов 
было статистически значимо меньше в городских 
популяциях прудовых лягушек оз. Земснаряд 
(24,17±2,02 тыс./мм3) и оз. Вторчермет 
(20,36±1,60 тыс./мм3) по сравнению с популяцией 
пруда лесной зоны (27,75±1,25 тыс./мм3). Жизне-
способность клеток печени популяции оз. Втор-
чермет (39,15±3,47%) снижалась в 1,76 раза, по 
сравнению с условно контрольным водоемом 
(69,17±4,04%). При оценке функционального со-
стояния лейкоцитов крови зеленых лягушек были 
выявлены значимые отклонения уровня фагоци-
тарной активности между исследованными попу-
ляциями. Снижение фагоцитарной активности 
лейкоцитов отмечались у популяций озерных ля-
гушек городских водоемов по сравнению с попу-
ляцией, находящейся за пределами городской 
черты (пруд с. Пергалей). По результатам двух-
летних наблюдений функциональная активность 
фагоцитов озерных лягушек выборки из популя-
ции оз. Сормовской ТЭЦ в 2013 г. (23,90±1,56%) 
существенно снизалась по отношению с анало-
гичным показателем 2012 г. (37,60±1,28%). Высо-
кие показатели функциональной активности лей-
коцитарных клеток (41,45±1,73%) (рис. 2) и уров-
ня иммунных комплексов в сыворотке крови вы-
явлены у популяции прудовых лягушек, обитаю-
щей за пределами городской черты, в проточном 
водоеме. Наименьшим показателем фагоцитарной 
активности нейтрофилов характеризовалась по-
пуляция прудовых лягушек оз. Вторчермет 
(27,20±1,50%) – искусственного, бессточного во-
доема, что свидетельствовало о напряженности 
иммунных реакций организма.  

У озерных лягушек из искусственного водо-
ема, находящегося под воздействием теплых вод, 
сбрасываемых Сормовской ТЭЦ (оз. Сормовской 
ТЭЦ) выявлено статистически значимое сниже-
ние доли нейтрофильных гранулоцитов (U=58,5; 
р=0,00013), за счет палочкоядерных и сегментоя-
дерных форм, и увеличение доли базофильных 
гранулоцитов (U=90,0; р=0,003), по сравнению с 



                                                         Проблемы прикладной экологии                                      .  

 619 

популяцией надпойменного, бессточного озера 
искусственного происхождения (оз. Парковое), 
что свидетельствовало об интоксикации организ-
ма. Среди агранулоцитов было выявлено увели-

чение числа лимфоцитов (U=59,5; р=0,00015) и 
снижение доли моноцитов (U=54,5; р=0,00008) по 
сравнению с популяцией лесной зоны (пруд с. 
Пергалей). 

 

 
Рис. 1. Количество ядросодержащих клеток (тыс/мм3) в тимусе – центральном органе иммунитета прудовых лягушек: 
1 – пруд д. Кудряшино, 2 – оз. Земснаряд 3 – оз. Вторчермет 

 
 

 
 

Рис. 2. Фагоцитарная активность лейкоцитов периферической крови прудовых лягушек: 1 – пруд д. Кудря-
шино, 2 – оз. Земснаряд 3 – оз. Вторчермет 

 
Отметим более низкие значения миелоцитов 

(3,10±0,30%; U1-2=3,31; p=0,0009), характерные 
для популяции озерных лягушек (оз. Парковое) 
по сравнению с прудовыми (оз. Вторчермет). В 

отношении остальных субпопуляций лейкоцитар-
ных клеток на межвидовом уровне различий не 
выявлено. Морфофизиологические видовые осо-
бенности озерных лягушек (оз. Парковое) прояв-

0 

10 

20 

30 

40 

50 

1 

, 

2 3 
,

Ф
аг

оц
ит

ир
ую

щ
ие

 л
ей

ко
ци

ты
, %

 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1 2 3 

Кл
ет

оч
но

ст
ь 

ти
м

ус
а,

 т
ы

с/
м

м
3



Известия  Самарского научного  центра  Российской  академии  наук.  2014. Т. 16, № 5(1) 

 620 

лялись в снижении относительной массы лимфо-
идных органов: тимуса (в 1,7 раза) (рис. 3), пече-
ни (в 1,6 раза) и селезенки (в 1,5 раза). 

Оценка иммуннофизиологического статуса зе-
леных лягушек позволила получить набор показа-
телей, требующих определенного обобщения. 
Одним из способов такого обобщения является 
дискриминантный анализ,  позволяющий по со-
вокупности всех показателей объекта классифи-
цировать его, т.е. отнести к одной из нескольких 
групп (классов) оптимальным способом [15]. 
Важным показателем анализа является дискрими-
нантная функция – линейная комбинация пере-
менных, полученная в результате анализа, позво-
ляющая объединять объекты в одну или несколь-
ко групп. При вычислении коэффициентов дис-
криминантных (канонических) функций были 

получены данные, свидетельствующие о том, что 
функция 1 (Root 1) ответственна за 88,96% объяс-
ненной дисперсии, т.е. 88,96% всей дискримини-
рующей мощности определяется этой функцией, 
в то время как функция 2  (Root  2)  определяет 
только 11,04% дискриминирующей мощности. 
Факторная структура показывает, что наибольшие 
корреляции с дискриминантной функцией 1 име-
ются у переменных, характеризующих наличие в 
крови иммунных комплексов, фагоцитарную ак-
тивность, жизнеспособность клеток тимуса и пе-
чени. Наибольшие корреляции с дискриминант-
ной функцией 2 – у переменных, характеризую-
щих наличие в крови иммунных комплексов, кле-
точность тимуса и жизнеспособность клеток ти-
муса и печени.  

Рис. 3. Относительная масса тимуса (в ‰) озерных (1) и прудовых (2) лягушек  
 

На рис. 4 представлена диаграмма рассеяния 
канонических значений для пар значений дис-
криминантных функций. Из рисунка видно: на-
блюдения (лягушки), принадлежащие к одной 
выборке, локализованы в определенных областях 
плоскости, при этом эллипсы рассеяния группы 1 
(пруд д. Кудряшино) и группы 3 (оз. Вторчермет) 
не имеют площадей перекрывания между собой. 
Это свидетельствует о том, что группы 1 и 3 зна-
чительно различаются между собой по совокуп-
ности исследованных показателей. Эллипс рас-
сеяния группы 2 (оз. Земснаряд) локализован в 
определенной области плоскости и при этом име-
ет незначительные области перекрывания с дру-
гими группами. Таким образом, на основе иссле-
дованных показателей с помощью дискриминант-
ного анализа проведена классификация и под-
тверждено разбиение популяций прудовых лягу-

шек на отдельные категории, при этом более су-
щественные различия иммунного статуса выявле-
ны между популяциями искусственного проточ-
ного водоема и искусственного, но бессточного.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате проведенных исследований уста-
новлены видовые и популяционные особенности 
иммунофизиологических показателей популяций 
озерных и прудовых лягушек, населяющих водо-
емы Нижегородской области разного генетиче-
ского типа и качественной характеристики. Видо-
вые различия проявлялись в изменении морфофи-
зиологических параметров лимфоидных органов: 
тимуса, печени и селезенки, слабо затрагивая 
лейкоцитарный профиль. Для особей обоих ви-
дов, обитающих в удаленных от городской черты 
водоемах, отмечены высокие показатели функ-
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циональной активности лейкоцитов и уровня им- мунных комплексов в сыворотке крови. 

Root 1 vs. Root 2
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Рис. 4. Диаграмма рассеяния для канонических значений дискриминантных функций выборок из природных 
популяций прудовых лягушек (Root 1 – дискриминантная функция 1, Root 2 – дискриминантная функция 2)  

 
Более разнообразен спектр популяционных 

отличий. Высокий уровень клеток миелоидного 
ряда у прудовых лягушек из оз. Вторчермет ис-
кусственного происхождения (надпойменное, 
бессточное) по сравнению с популяцией природ-
ного оз. Земснаряд (надпойменное, проточное) 
обуславливал высокий адаптивный потенциал 
особей вида и устойчивость к условиям урбани-
зации и загрязнения. Функциональные нарушения 
в работе иммунной системы у особей, обитающих 
в городских искусственных бессточных водоемах, 
проявлялись в снижении жизнеспособности ядро-
содержащих клеток тимуса, селезенки, печени и 
низком уровне фагоцитарной активности лейко-
цитов.  
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IMMUNOPHYSIOLOGICAL  CHARACTERISTICS  OF  THE  POPULATIONS  OF  GREEN  
FROGS  IN  URBAN  TERRITORY 

© 2014 E.B. Romanova, V.Yu.1 Nikolaev 
Nizhny Novgorod’s N.I. Lobachevsky University, Nizhny Novgorod 

The changes in immunophysiological parameters of two species of green frogs [marsh frog Pelophylax ridibun-
dus (Pallas, 1771) and pool frog P. lessonae (Camerano, 1882)], found in basins of the Nizhny Novgorod region 
with different genetic type and water balance were analysed. We have revealed statistically significant differences 
in species and population levels. It’s shown that the features of the immune status of studied species are defined 
by their functional state and the specifics of the environment. 
Key words: the leukocytic formula of blood, immunohematological parameters, tailless amphibians. 
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