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Впервые представлены результаты исследований гематологических и биохимических параметров ох-
раняемого вида фауны Среднего Урала, Salamandrella keyserlingii (Caudata, Amphibia). В качестве объ-
ектов исследования использованы весенние и летние особи самцов S. keyserlingii (n = 30), обитающие 
на особо охраняемой природной территории «Калиновский лесной парк» Свердловской области (Рос-
сия) в городской агломерации г. Екатеринбурга. Лейкоцитарный состав крови S. keyserlingii представ-
лен гранулоцитами (нейтрофилы: юные, палочкоядерные, сегментоядерные; базофилы, эозинофилы) 
и агранулоцитами (моноциты и лимфоциты). Периферическая кровь амфибионтов характеризуется 
преобладанием агранулоцитов, обеспечивающих иммунный надзор и избирательную реактивность ор-
ганизма (адаптивный иммунитет) как в весенний (55.7%), так и летний (60.3%) сезоны (p < 0.001). Со-
держание гранулоцитов, обеспечивающих неспецифическую срочную защиту организма от инфекций 
и токсических воздействий, находится у самцов в диапазоне 39.3–44.4%. В весенний и летний периоды 
лейкоцитарная формула периферической крови хвостатых амфибий имеет высокий лимфоидный про-
филь (52.4–56.7%). Отмечена сезонная изменчивость интегрального лейкоцитарного индекса (ИСЛ) 
S. keyserlingii: 0.80 весной и 0.65 летом. Впервые дана характеристика полного спектра свободных 
аминокислот (заменимые и незаменимые) в плазме крови S. keyserlingii с позиции их участия в про-
цессах иммуномодуляции и формирования адаптивных реакций, обеспечивающих выживание и эври-
бионтность вида в широком температурном диапазоне. Аминокислотный фонд плазмы крови амфибий 
представлен 17 аминокислотами (АК): аланин, серин, треонин, лизин, лейцин, валин, глицин, аспара-
гиновая кислота, глутаминовая кислота, аргинин, гистидин, метионин, пролин, фенилаланин, цистин, 
тирозин, изолейцин. Анализ метаболических групп АК в плазме крови S. keyserlingii показывает высо-
кое процентное содержание гликогенных (82.1%) и незаменимых (53.4%) АК. Высокое содержание АК 
в крови указывает на их востребованность в процессах синтеза белка, активное участие, как в иммун-
ных процессах, так и в процессах детоксикации и формирования адаптивных реакций в летний период 
роста и развития амфибий. Полученные результаты исследований гематологических и биохимических 
показателей крови S. keyserlingii существенно расширяют понимание механизмов адаптации амфи-
бионтов, что имеет несомненный теоретический интерес и прикладное значение при разработке при-
родоохранных мероприятий в системе мониторинга природных и искусственных водных экосистем.
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Введение
Сокращение численности популяций амфи-

бионтов происходит во всех регионах мира, что 
сопровождается общим снижением глобального 
биоразнообразия, которое многие исследовате-
ли оценивают как массовое вымирание (Global 
Amphibian Assessment, 2004; Hussain & Pandit, 
2012). Международный союз охраны природы 
(МСОП) указывает на катастрофическое исчез-
новение хвостатых и бесхвостых амфибий, что 
усугубляет кризис популяционной устойчиво-
сти гидробионтов различных пресноводных 
экосистем. В отчете Красного списка МСОП 
с 2017–2020 гг. включены дополнительно 10% 
видов амфибий, находящихся под угрозой ис-
чезновения (IUCN, 2020). Среди всех классов 

позвоночных животных до трети (32%) видов 
земноводных находятся под угрозой исчезно-
вения, а почти 42% известных видов амфибий 
испытывают сокращение численности их попу-
ляций (Stuart et al., 2004; Whittaker et al., 2013). 

На жизнеспособность популяций амфибий 
влияют многочисленные природные факторы, 
включая изменение климата (Pounds et al., 2006; 
Li et al., 2013), потерю и фрагментацию среды 
обитания под усиливающимся техногенным 
прессом (Gallant et al., 2007; Strayer & Dudgeon, 
2010), инфекционные и эпидемические заболе-
вания, вызванные, в том числе глобальным по-
теплением (����������������������������������Bosch����������������������������� & ��������������������������Mart����������������������í���������������������nez������������������-�����������������Solano�����������, 2006; ���Al-
ford et al., 2007; Rohr et al., 2008). Сокращение 
природных популяций и численности амфибий 
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происходит при массовом и неконтролируемом, 
в том числе браконьерском вылове их с целью 
контрабанды (Ляпустин, 2008; Ляпустин, Фо-
менко, 2010). Амфибии, будучи индикатор-
ными видами, могут служить моделью для 
понимания процессов сокращения видового 
разнообразия и численности популяций (�����Anan-
jeva et al., 2015), поскольку образуют жизненно 
важные звенья во многих трофических сетях. В 
некоторых экосистемах они формируют основ-
ную биомассу позвоночных или занимают про-
межуточное положение в пищевых цепочках. 
Водные личиночные амфибии от травоядных 
до всеядных (большинство Anura) или плотояд-
ных (Caudata и Apoda) служат пищей для ши-
рокого спектра позвоночных и беспозвоночных 
хищников. Учитывая важную роль амфибий в 
экосистемах, сокращение их численности или 
вымирание может иметь значительные послед-
ствия и для других видов животных. 

Одним из ярких представителей видов-ам-
фибионтов в пресноводных экосистемах Урала 
является Salamandrella keyserlingii Dybowsky, 
1870 (Caudata, Amphibia), который встречает-
ся во всех климатогеографических природных 
зонах Урала. На Среднем Урале вид имеет ох-
раняемый статус (Красная книга Свердловской 
области, 2018), внесен в приложение �����������III�������� к Берн-
ской конвенции. Этот представитель хвостатых 
земноводных (категория 4) классифицируется 
как малочисленный вид, подлежащий охране 
в заповедниках «Висимский», «Денежкин Ка-
мень» и на особо охраняемых природных терри-
ториях (ООПТ) Урала. Согласно нормативным 
и природоохранным документам министерства 
природных ресурсов и экологии Свердловской 
области, отлов S. keyserlingii в коллекционных 
и коммерческих целях запрещен. 

В последнее десятилетие наблюдается уве-
личение объема исследований, направленных 
на изучение многочисленных и разнообразных 
факторов, связанных с сокращением числен-
ности амфибионтов. Хотя во многих областях 
здесь достигнут значительный прогресс, про-
блемы остаются. Представители первых назем-
ных позвоночных, а именно хвостатые амфибии 
рода Salamandrella являются объектом актив-
ных экологических исследований (Большаков, 
Вершинин, 2005; Куранова, Фокина, 2008; Зме-
ева, 2009; Вершинин, 2014; Berman et al., 2016; 
Соломонов и др., 2018; Ярцев, Евсеева, 2018; 
Булахова и др., 2021). Тем не менее, некото-
рые вопросы остаются не охваченными. Так, S. 

keyserlingii – вид, обладающий высокой эколо-
гической пластичностью и гомеостатическими 
возможностями, остается наименее исследован-
ным в отношении метаболического обеспечения 
срочной адаптации земноводных к перманентно 
изменяющимся условиям среды (Berman et al., 
2016). Salamandrella keyserlingii обитает повсе-
местно в поймах рек и озер в экосистемах целых 
континентов. Взрослые животные всю жизнь 
проводят на суше в прибрежной полосе нере-
стовых водоемов, за исключением короткого пе-
риода размножения. Расселение происходит как 
благодаря сезонным изменениям гидрологиче-
ского режима водоемов, так и активным путем. 
При этом S. keyserlingii заселяют мелководные 
прибрежные участки водоемов. Длительного 
пребывания на солнце не переносят и при темпе-
ратуре в тени около +27°C погибают. Хвостатые 
амфибии, как в период водной фазы, так и в на-
земную фазу жизненного цикла отличаются спо-
собностью потреблять в пищу не только наибо-
лее массовые виды наземных беспозвоночных, 
но и водных. Это позволяет особям этого вида 
переключаться на питание гидробионтами в ус-
ловиях дефицита наземных форм добычи. Как 
типично лесной вид, плохо переносит трансфор-
мацию мест обитания под воздействием антро-
погенных факторов (Литвинов и др., 2010). Его 
численность в лесопарковой зоне пригорода г. 
Екатеринбурга за последние 40 лет снизилась бо-
лее чем в 16 раз (Vershinin et al., 2015). Исследо-
ватели отмечают резистентность S. keyserlingii к 
экстремально отрицательным температурам (от 
-35°C до -37.5°C) (Берман и др., 1984). Авторы 
отмечают адаптивную стратегию длительного 
пребывания S. keyserlingii в условиях низко от-
рицательных температур, несомненно, поддер-
живающую как стабильное выживание амфиби-
онтов, так и успешное расширение их ареала в 
холодном регионе Палеарктики (Куницын, 2009; 
Alfimov & Berman, 2010; Berman et al., 2016; Со-
ломонов и др., 2018; Булахова и др., 2021). 

Для понимания эволюции и экологии ге-
теротермных животных важно изучение су-
ществующих в природе физиологических и 
биохимических механизмов, способствующих 
получению характеристик популяционного го-
меостаза, обеспечивающего выживание и су-
ществование животных в условиях антропоген-
ного средового стресса. В процессе эволюции 
сформирована достаточно совершенная систе-
ма крови у первых наземных позвоночных, ам-
фибий и рептилий, позволяющая оценить функ-
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циональное состояние организма как в норме, 
так и при действии экстремальных биотиче-
ских и абиотических факторов среды (Cooper et 
al., 1985; Coico et al., 2003; Fournier et al., 2005; 
Davis���� �������������������������������������� ��� ��������������������������������������et��������������������������������������� ��������������������������������������al������������������������������������., 2008; ���������������������������Zimmerman������������������ ��� ��������������et��������������� ��������������al������������., 2010; Ни-
колаев, Романова, 2016; Романова и др., 2018). 
Амфибии делают определенный прорыв в со-
вершенствовании системы адаптивного имму-
нитета, что связано с их переходом от водного 
образа жизни к наземному и необходимостью 
иметь защиту от новых чужеродных агентов 
окружающей среды. Известно, что в адаптации 
организма к условиям среды непосредственно 
участвует иммунная система, являющаяся клю-
чевой гомеостатической структурой наряду с 
нервной и эндокринной системами организма 
(Хаитов, 2013). Следует отметить, что роль им-
мунной системы с защитными или цензорными 
функциями в регуляции физиологических про-
цессов у представителей герпетофауны практи-
чески не исследована. 

Одним из наиболее информативных и адек-
ватных биохимических показателей физиологи-
ческого состояния животных и их адаптивных 
возможностей является уровень аминокислот-
ного обмена в тканях (Wu, 2009; Гараева и др., 
2009; Karanova, 2011; Каранова, 2020). Регуля-
торная роль свободных аминокислот (АК) по-
казана в формировании адаптивной стратегии 
животных, обеспечивающая устойчивость по-
пуляционного гомеостаза в условиях как водно-
го, так и наземного микроклимата (Chernaya et 
al., 2016; Kovalchuk et al., 2018a,b, 2021a,c). 

Для оценки их экологической безопасности 
и создания условий для устойчивого развития 
требуются непрерывные и надежные техноло-
гии диагностики физиологического состояния 
животных и среды их обитания. Эколого-физи-
ологические исследования S. keyserlingii позво-
ляют не только оценить степень адаптивного 
потенциала животных, но и составить возмож-
ный сценарий преобразования структуры со-
обществ и популяций в условиях дестабилизи-
рованной среды Уральского региона.

Целью исследования была оценка гемато-
логических и биохимических параметров пред-
ставителя хвостатых амфибий Урала S������ . ����key-
serlingii, обитающего на ООПТ «Калиновский 
лесной парк» Свердловской области (Россия).

Материал и методы
В качестве объектов исследования ис-

пользованы половозрелые самцы S��������� . �������keyser-

lingii, отловленные в последней декаде июля 
2019 г. (n = 14) и в первой декаде мая 2020 г. 
(n = 16) на ООПТ «Калиновский лесной парк» 
(56.89611° N, 60.65333° ���������������������E��������������������) Свердловской обла-
сти в городской агломерации г. Екатеринбурга 
(Россия). Климат района исследования конти-
нентальный с продолжительной холодной зи-
мой и сравнительно теплым коротким летом. 
В период отлова животных температура в не-
рестовом водоеме (Калиновский пруд) состав-
ляла весной +11°�������������������������    �C������������������������    �, летом +17°������������  �C�����������  � при средне-
суточной температуре воздуха +15°C и +23°C, 
соответственно. Для изучения лейкоцитарной 
формулы использовали 20 особей S. keyserlingii 
(9 особей летом 2019 г., 11 особей весной 2020 
г.), содержание гемоглобина и особенности 
аминокислотного спектра плазмы крови иссле-
довали у самцов, отловленных в июле 2019 г. 
(n = 10). 

Отлов S. keyserlingii проводился как с помо-
щью гидробиологического сачка (нерестовый 
водоем), так и вручную (наземные укрытия 
прибрежной зоны). Животных без признаков 
заболеваний доставляли в лабораторию в от-
дельных контейнерах с влажным мхом в день 
отлова и сразу проводили камеральную обра-
ботку. Отлов и содержание животных в лабо-
ратории осуществляли в соответствии с прави-
лами по защите животных, используемых для 
экспериментальных и научных целей (Council 
of Europe, 1986; Yarri, 2005).

Исследуемых особей S. keyserlingii (n  =  30) 
взвешивали на электронных весах Shimadzu 
BL�������� ������� ������������  ���������������    �-2200��� ������� ������������  ���������������    �H�� ������� ������������  ���������������    � (Japan) ������������  ���������������    �c�����������  ���������������    � точностью ±��������������    � �������������    �0.01  г и изме-
ряли штангенциркулем. Масса тела амфибий из 
весенней выборки составила 5.88 ±   0.57  г при 
средней длине тела 6.16 ± 0.16 см; для летней экс-
периментальной группы животных эти морфоме-
трические параметры составили 5.85 ± 0.66  г и 
5.59 ± 0.30 см, соответственно. Согласно литера-
турным данным, размеры тела взрослых особей S. 
keyserlingii составляют 5.8–7.6 см (Кузьмин, 2012; 
Воробьева, 1994). Учитывая, что S. keyserlingii 
имеет небольшие максимальные размеры тела, 
а половой диморфизм в окраске не выражен, ре-
продуктивный статус и пол экспериментальных 
животных определяли по размерам гонад при 
вскрытии: у половозрелых самцов длина семен-
ников составляет 1.1–1.2 см (Воробьева, 1994).

Забор цельной крови объемом 0.4–0.5 мл 
проводили из сердца с помощью одноканаль-
ной автоматической пипетки (Ленпипет БЛЭК, 
20–200 мкл) в охлажденные вакутайнеры «����Bek-
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ton������������������������������������������ �����������������������������������������Dickinson�������������������������������� �������������������������������BP�����������������������������», обработанные антикоагулян-
том K3-EDTA 15%, объемом 4.5 мл. От одной 
особи забирали в среднем 0.4–0.5 мл цельной 
крови и получали после центрифугирования 
0.2 мл плазмы.

Показатели периферической крови живот-
ных определяли с помощью гематологического 
анализатора «BC-5800» (�����������������������Mindray����������������, ��������������China���������). Лейко-
цитарную формулу подсчитывали (на 100 лей-
коцитов) в мазках крови в трех повторностях, 
окрашенных по Романовскому-Гимзе. Для при-
готовления препарата мазок крови на предмет-
ном стекле фиксировали 95% этиловым спир-
том в течение 30 мин. Фиксированный препарат 
окрашивали разбавленным раствором краски 
Романовского-Гимзы (разведение 1 : 9) в течение 
45 мин. Готовый препарат промывали дистилли-
рованной водой и высушивали при комнатной 
температуре (от +21°C до +23°C).

На основании лейкоцитарной формулы рас-
считан интегральный лейкоцитарный индекс 
(ИСЛ – соотношение гранулоцитов и агранулоци-
тов в относительных единицах). ИСЛ позволяет 
оценить физиологическое состояние исследуе-
мых особей и их адаптивный потенциал (Coico et 
al., 2003; Минеева, Минеев, 2014; Romanova et al., 
2019; Kovalchuk et al., 2021b). 

Содержание свободных АК в плазме крови 
животных определяли методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии на анали-
заторе �������������  ��������� ���� ������������� �Agilent������  ��������� ���� ������������� � 1260 ��������� ���� ������������� �Infinity� ���� ������������� � ���� ������������� �II�� ������������� � (������������� �Germany������ �). Под-
готовку образцов проводили по стандартной 
методике (��������������������������������   �James���������������������������   �, 1987). Кровь центрифугиро-
вали при 8000 оборотов/мин. в течение 15 мин., 
0°C в рефрижераторной ультрацентрифуге K-23 
D. После окончания центрифугирования плазму 
аспирировали в полиэтиленовую пробирку, где 
проводили ее депротеинизацию: к 0.2 мл супер-
натанта (плазмы) добавляли 0.1 мл 30% сульфо-
салициловой кислоты. Вторично центрифугиро-
вали содержимое пробирки при 10 000 оборотов/
мин. в течение 30 мин., 0°C. Супернатант (400 
µл), подготовленный для проведения анализа, 
наносили на колонку хроматографа.

Разделение смеси АК производилось с по-
мощью колонки на основе носителя С18, при-
витого на высокочистую силикагелевую основу. 
Погрешность прибора составляет 1–5% от изме-
ряемой величины. Хроматограф укомплектован 
многоволновым детектором и оснащен анали-
тической колонкой с обращенной фазой Agilent 
ZORBAX Eclipse AAA 4.6 × 150 мм 3.5-Micron. 
Применялось градиентное элюирование двумя 

элюентами. В качестве первого элюента исполь-
зовался фосфатный буфер на основе Na2HPO4 
концентрацией 0.5����������������������������� ����������������������������М, а в качестве второго элю-
ента была использована смесь ацетонитрил������ �����:���� ���ме-
танол : вода в соотношении 45 : 45 : 10. Скорость 
элюирования – 2 мл/мин., температура колонки 
поддерживалась на 40°���������������������   �C��������������������   �. Перед началом изме-
рений проводилась калибровка хроматографа 
стандартом АК производства компании Agilent 
Technologies. В калибровке были использованы 
следующие АК: аспарагиновая, глутаминовая, 
серин, гистидин, глицин, треонин, аргинин, ала-
нин, тирозин, цистин, валин, метионин, фенила-
ланин, изолейцин, лейцин, лизин, пролин.

Для каждого исследуемого образца на хро-
матограмме прописан весь спектр АК. Концен-
трации свободных АК представлены в мкмоль/л 
и в процентах (%) от суммарного содержания. 
Рассчитаны суммарные концентрации следу-
ющих метаболических групп: заменимые АК 
(ЗАК), незаменимые АК (НАК), соотношение 
незаменимых АК к заменимым (KНАК/ЗАК), гли-
когенные АК (ГГАК), АК с разветвленной угле-
родной цепью АК (валин, изолейцин, лейцин) 
(АКРУЦ), ароматические АК (тирозин, фенила-
ланин) (АРАК), серосодержащие АК (метионин, 
цистеин) (ССАК). Выполнен анализ 85 амино-
кислотных проб.

Результаты обработаны с использованием 
пакета лицензионных прикладных программ 
Statistica������������������������������������������ �����������������������������������������v����������������������������������������. 10.0 (��������������������������������StatSoft������������������������ �����������������������Inc��������������������., �����������������USA��������������). Рассчитыва-
ли среднее арифметическое и ошибку среднего 
бутстреп-распределения ( X boot ±   SEboot), довери-
тельный интервал бутстреп-распределения (95% 
CIboot). Независимые группы сравнивались с помо-
щью дисперсионного анализа с перестановочным 
тестом (Permutation ANOVA; p = Pr(|Fran| ≥ Fobs)), 
последующие (post-hoc) межгрупповые срав-
нения проведены с помощью критерия Тьюки с 
перестановочным тестом (Permutation Tukey’s) 
(Шитиков, Розенберг, 2014). Метод главных ком-
понент (�������������������������������������PCA����������������������������������) реализован посредством статисти-
ческой среды R ����������������������������������v���������������������������������. 3.1.2 (������������������������R����������������������� ����������������������Core������������������ �����������������Team�������������, 2020) с ис-
пользованием пакетов vegan (Oksanen et al., 2020) 
и ade4 (Chessel et al., 2004; Dray et al., 2022).

Результаты и обсуждение
Исследования периферической крови ам-

фибионтов в летний период показали содержа-
ние гемоглобина (Hb) у S. keyserlingii среднеу-
ральской популяции: 59.8 ± 3.3 г/л. Показатели 
содержания гемоглобина соответствуют значе-
ниям, приведенным в работах отечественных 
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исследователей (Силс, 2008; Вафис, Пескова, 
2009; Vershinin & Vershinina, 2013).

Необходимо отметить, что у S. keyserlingii, 
как и у всех позвоночных, лейкоцитарные клетки 
периферической крови ответственны за проявле-
ние реакций как естественного иммунитета, так 
и приобретенного иммунного ответа. В состав 
лейкоцитарной формулы входят лимфоциты, как 
одна из наиболее объемных групп иммунокомпе-
тентных клеток. Лейкоцитарный состав крови S. 
keyserlingii представлен двумя группами клеток: 
гранулоцитами (нейтрофилы, эозинофилы, ба-
зофилы), определяющими реакции врожденного 
иммунитета, и агранулоцитами (моноциты, лим-
фоциты), ответственными за реакции адаптивно-
го иммунного ответа (Coico et al., 2003; Хаитов, 
2013). В весенний и летний периоды в перифери-
ческой крови хвостатых амфибий отмечается по-
вышенное содержание лимфоцитов (52.4–56.7%), 
обеспечивающее значительную эффективность 
клеточного иммунитета (p = 0.001) (табл. 1). 

Лимфоциты, как основа гуморального имму-
нитета, ограничивают распространение инфек-
ций, участвуя в адекватном иммунологическом 
ответе организма. Показаны значимые сезонные 
различия S. keyserlingii по содержанию грану-
лоцитов и агранулоцитов, отражающих взаи-

мосвязь эффекторных механизмов иммунной 
системы животных. Периферическая кровь ха-
рактеризуется преобладанием агранулоцитов, 
обеспечивающих иммунный надзор и избира-
тельную реактивность организма (адаптивный 
иммунитет) в весенний (55.7%) и летний (60.3%) 
сезоны (p  =  0.004). Лимфоцитарно-гранулоци-
тарный состав периферической крови амфибий 
характеризуется невысокой долей гранулоцитов 
(39.3–44.4%) (p = 0.001). В летний период в пери-
ферической крови S. keyserlingii отмечается тен-
денция к снижению доли гранулоцитов при воз-
растании агранулоцитов (табл. 1).

Показательна активная неспецифическая за-
щита организма от токсических воздействий, 
вирусных и бактериальных инфекций у S. 
keyserlingii весной, что обеспечивается повышен-
ным уровнем нейтрофилов (p = 0.001) (табл. 1). У 
летних особей S. keyserlingii значимо возрастает 
содержание юных нейтрофилов в 1.5 раза и па-
лочкоядерных нейтрофилов в 1.7 раза (p = 0.001). 
Отмечена также разнонаправленность сезонной 
динамики сегментоядерных нейтрофилов в кро-
ви S. keyserlingii. Доля сегментоядерных ней-
трофилов снижается в 3.4 раза (p = 0.001) в лет-
ний период наземной фазы жизненного цикла S. 
keyserlingii (табл. 1).

Таблица 1. Лейкоцитарный состав периферической крови самцов среднеуральской популяции Salamandrella 
keyserlingii ( X boot ± SEboot (95% CIboot))
Table 1. Leukocyte composition of the peripheral blood of males from the Middle-Ural population of Salamandrella keyser-
lingii ( X boot ± SEboot (95% CIboot))

Показатели Весна (n = 11) Лето (n = 9) p-value

Нейтрофилы, % 40.6 ± 1.0
(38.8–42.6)

33.4 ± 0.6*
(32.3–34.4) 0.001

юные нейтрофилы, % 6.2 ± 0.3
(5.7–6.7)

9.3 ± 0.4*
(8.6–10.0) 0.001

палочкоядерные нейтрофилы, % 10.1 ± 0.4
(9.3–10.9)

17.1 ± 0.3*
(16.4–17.8) 0.001

сегментоядерные нейтрофилы, % 23.8 ± 0.6
(22.7–24.9)

7.1 ± 0.5*
(6.1–8.0) 0.001

Эозинофилы, % 3.8 ± 0.2
(3.4–4.3)

5.9 ± 0.3*
(5.4–6.3) 0.001

Базофилы, % 0.1 ± 0.0
(0.1–0.1)

0.1 ± 0.0
(0.1–0.1) 0.60

Моноциты, % 3.3 ± 0.2
(2.9–3.7)

3.6 ± 0.2
(3.3–3.9) 0.60

Лимфоциты, % 52.4 ± 1.0
(50.4–54.4)

56.7 ± 0.8*
(55.2–58.1) 0.001

Гранулоциты, % 44.4 ± 1.0
(42.5–46.5)

39.3 ± 0.6*
(38.1–40.5) 0.001

Агранулоциты, % 55.7 ± 1.2
(53.4–57.9)

60.3 ± 0.9*
(58.7–61.9) 0.004

ИСЛ 0.80 0.65
Примечание: * – статистически значимые сезонные различия (p < 0.05); ИСЛ – интегральный лейкоцитарный индекс.
Note: * – Statistically significant differences between the groups (p < 0.05); ИСЛ – integral leukocyte index.
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Эозинофилы, как функционально активные 
клетки крови, обладая фагоцитарной и бакте-
рицидной активностью, реализуют противо-
гельминтную иммунную защиту (LaFonte & 
Johnson��������������������������������������, 2013). В летний период активация эо-
зинофильного гранулоцитопоэза в крови сам-
цов S. keyserlingii возросла в 1.6 раза (p = 0.001), 
что может свидетельствовать как об антитокси-
ческой, так и антимикробной реакции в орга-
низме амфибий, обитающих на территории го-
родской агломерации (Минеева, Минеев, 2011; 
Романова и др., 2013). 

В периферической крови половозрелых 
S. keyserlingii в весенний (0.1%) и летний 
(0.1%) периоды отмечено значимое отсут-
ствие различий по содержанию участников 
клеточных воспалительных и аллергических 
реакций, базофильных лейкоцитов. У самцов 
S. keyserlingii в весенне-летний период жиз-
ненного цикла отмечается активация моно-
цитов, продуцирующих провоспалительные 
цитокины – эндогенные регуляторы гемопо-
эза и клеточно-опосредованного иммунного 
ответа (Fournier et al., 2005; Davis et al., 2008; 
Zimmerman et al., 2010). Сезонных различий в 
лейкограммах исследуемых животных как по 
содержанию моноцитов (p = 0.60), так и по со-
держанию базофилов (p = 0.60) не выявлено, 
что свидетельствует об идентичности адап-
тивных механизмов исследуемых групп ги-
дробионтов. Высокий показатель ИСЛ (0.80) 
для S. keyserlingii в весенний период по срав-
нению с ИСЛ S. keyserlingii летнего периода 
(0.65) подтверждает более выраженную реак-
тивность системы врожденного иммунитета, 
обеспечивающей неспецифическую срочную 
защиту организма от патогенных антигенов 
среды обитания. 

Метод главных компонент (���������� �PCA������� �) позво-
ляет визуализировать сезонную изменчи-
вость показателей лейкоцитарной формулы S. 
keyserlingii (рис. 1, табл. 2). По первой глав-
ной компоненте (��������������������������PC������������������������1), на которую приходит-
ся 63.28% общей дисперсии данных, показана 
пространственная дифференциация сезонных 
групп S. keyserlingii, согласно процентному 
содержанию изучаемых параметров. Наи-
больший вклад в сезонные различия лейко-
цитарной формулы амфибий по PC1 вносят 
сегментоядерные (24.87%), палочкоядерные 
(23.06%) и юные нейтрофилы (20.32%), для 
которых характерны и наиболее высокие зна-
чимые (p < 0.001) коэффициенты корреляции с 

PC1: 0.97, -0.94, -0.88, соответственно. Вторая 
главная компонента (�����������������������PC���������������������2), на которую прихо-
дится 24.18% дисперсии данных, демонстри-
рует внутривидовую неоднородность особей 
исследуемых групп амфибий по параметрам 
лейкоцитарной формулы (рис. 1, табл. 2).

Аминокислотный фонд плазмы крови S. 
keyserlingii представлен 17 свободными АК 
(табл. 3). Доминирующими АК являются гли-
когенный аспартат, гистидин, цистеин, лизин, 
их суммарное содержание составляет 50.1% 
от общего фонда свободных АК. Значительная 
аккумуляция этих АК позволяет предполагать 
их резервную роль в обеспечении низкотемпе-
ратурной адаптации S. keyserlingii в условиях 
широкой амплитуды сезонных колебаний тем-
ператур водной и наземной среды их обитания 
(Karanova, 2011; Каранова, 2020). 

Рис. 1. Параметры лейкоцитарной формулы самцов Sala-
mandrella keyserlingii в разные сезоны года (весна, лето) 
в пространстве первых двух главных компонент. Услов-
ные обозначения: PC1, PC2 – оси главных компонент, % 
– доля дисперсии данных, объясненных главной компо-
нентой; стрелки отражают корреляцию главных компо-
нент с исходными показателями (лейкоциты); эллипсы 
представляют собой 95% доверительные области; early, 
band�������������������������������������������������, �����������������������������������������������segments��������������������������������������� – юные, палочкоядерные и сегментоядер-
ные нейтрофилы, соответственно; Lym – лимфоциты; 
Mon – моноциты; Eos – эозинофилы.
Fig. 1. Parameters of the leukocyte formula of Salamandrella 
keyserlingii males in various seasons (spring and summer) in 
the space of the first two principal components. Designations: 
PC1, PC2 – axes of the main components, % – percentage of 
data variation explained by the main components; arrows re-
flect the correlation of the main components with the initial 
indicators (leukocytes); ellipses represent 95%-confidence 
areas; early, band, segments represent types of neutrophils; 
Lym – lymphocytes; Mon – monocytes; Eos – eosinophils.
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Таблица 2. Результаты компонентного анализа лейкоцитарной формулы самцов Salamandrella keyserlingii в раз-
личные сезоны года
Table 2. Results of the component analysis of the leukocyte formula of Salamandrella keyserlingii males in various sea-
sons of the year

Показатели
(i = 6)

Нагрузки (loadings, aij)
Вклад в главную компоненту
(Contribution = (a2

ij*100)/λj, %)
Главные компоненты (Principal components – PC), j = 1, 2

1 2 1 2
Юные нейтрофилы -0.88*** -0.14 20.32*** 1.35*
Палочкоядерные нейтрофилы -0.94*** -0.18 23.06*** 2.17
Сегментоядерные нейтрофилы 0.97*** -0.05 24.87*** 0.15
Эозинофилы -0.82*** -0.50* 17.65*** 17.65*
Моноциты -0.28 0.89*** 2.07 54.08***
Лимфоциты -0.68** 0.60** 12.03** 24.88**

Собственные значения
(eigen-values, λj) PC Дисперсия, объясненная PC (%)

3.80 1.45 63.28 24.18
Примечание: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
Note: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.

Таблица 3. Свободные аминокислоты в плазме крови самцов Salamandrella keyserlingii (лето) ( X boot ± SEboot (95% CIboot))
Table 3. Free amino acids in the blood plasma of Salamandrella keyserlingii males in summer ( X boot ± SEboot (95% CIboot))

Аминокислоты мкмоль/л Доля (%) от фонда АК

Аспарагиновая кислота 146.7 ± 5.3
(132.0–161.4)

13.5 ± 0.4
(12.3–14.7)

Глутаминовая кислота 27.1 ± 0.4
(25.9–28.3)

2.5 ± 0.1
(2.3–2.7)

Серин 31.1 ± 0.8
(28.8–33.4)

2.9 ± 0.1
(2.6–3.1)

Гистидин 188.9 ± 5.1
(174.9–203.1)

17.4 ± 0.5
(15.9–18.9)

Глицин 89.7 ± 2.6
(82.5–96.9)

8.3 ± 0.2
(7.8–8.7)

Треонин 35.4 ± 0.8
(33.3–37.6)

3.3 ± 0.1
(3.0–3.6)

Пролин следы –

Аргинин 78.6 ± 4.0
(67.5–89.8)

7.2 ± 0.3
(6.5–8.0)

Аланин 85.1 ± 2.3
(78.6–91.6)

7.8 ± 0.2
(7.3–8.4)

Тирозин 21.8 ± 1.6
(17.2–26.3)

2.0 ± 0.1
(1.6–2.4)

Цистеин 105.2 ± 4.5
(92.6–117.8)

9.7 ± 0.3
(8.9–10.5)

Валин 31.9 ± 0.9
(29.6–34.3)

2.9 ± 0.1
(2.8–3.1)

Метионин 72.4 ± 2.2
(66.3–78.6)

6.7 ± 0.2
(6.1–7.2)

Фенилаланин 27.4 ± 0.9
(24.9–29.8)

2.5 ± 0.1
(2.3–2.8)

Изолейцин 7.7 ± 0.2
(7.2–8.2)

0.7 ± 0.0
(0.6–0.8)

Лейцин 33.8 ± 1.1
(30.9–36.8)

3.1 ± 0.1
(2.8–3.4)

Лизин 103.3 ± 1.2
(99.9–106.6)

9.5 ± 0.2
(9.1–9.9)

Nature Conservation Research. Заповедная наука 2023. 8(1)		                 https://dx.doi.org/10.24189/ncr.2023.002



В достаточно короткий на Урале летний 
период активного роста и развития у амфиби-
онтов отмечено высокое содержание алифати-
ческой АК аланина (85.1 мкмоль/л) и глицина 
(89.7 мкмоль/л), что может быть связано с воз-
росшими потребностями животных в фибрил-
лярных белках – коллагене и эластине. Извест-
но, что коллаген как основной структурный 
белок соединительной ткани содержит 33% 
глицина и 13% аланина (Северин, 2004). Аспа-
рагиновая кислота, аланин и глицин (29.6%) 
участвуют в поддержании как азотистого ба-
ланса, так и постоянного уровня глюкозы, что 
обеспечивает организм необходимым коли-
чеством энергии, требуемой в процессах раз-
множения и жизнеобеспечения. Исследова-
тели отмечают, что повышенное содержание 
аргинина (78.6 мкмоль/л) и гистидина (188.9 
мкмоль/л) связано с активным участием в син-
тезе гемоглобина и сопровождается стимуля-
цией фагоцитарной активности нейтрофилов, 
реализуясь в дифференцировке B-лимфоцитов 
и Т-лимфоцитов у самцов (Wu, 2009). Повы-
шенное содержание в плазме крови глицина 
вместе с глутаминовой кислотой и цистеи-
ном (20.5%) обеспечивают животным биосин-
тез трипептида – глутатиона, антиоксиданта, 
участвующего как в реакциях детоксикации 
продуктов метаболизма амфибий, так и в про-
цессах размножения животных (Мазо, 1998; 
Forman et al., 2008).

Фонд свободных АК в плазме крови у S. 
keyserlingii составляет 1086.1 ± 15.4 мкмоль/л, 
обеспечивая значимый уровень метаболиче-
ских процессов (табл. 4.). Анализ метаболиче-

ских групп АК в плазме крови исследованных 
амфибионтов показывает высокое процентное 
содержание (53.4%) функционально значимых 
незаменимых АК: аргинин, валин, гистидин, 
изолейцин, лейцин, лизин, метионин, фенила-
ланин (табл. 3, табл. 4). На баланс азотистого и 
белкового обмена указывает высокий коэффи-
циент отношения незаменимых АК к замени-
мым: KНАК/ЗАК = 1.14. Эти важнейшие компонен-
ты мышечной ткани представляют резервный 
источник энергии, повышающий выносливость 
амфибионтов во время интенсивных нагрузок 
и стресса. Незаменимые АК участвуют как в 
интенсивном наращивании мышечной массы, 
так и обеспечивают гормональную поддержку 
в период летнего роста и развития животных. 
Отмечена и значительная аккумуляция мета-
болически активных гликогенных АК (82.1%), 
способствуя активизации синтеза гликогена и 
глюкозы из других источников. Исследования 
показали значимое присутствие в крови АК 
с разветвленной цепью (лейцин, валин, изо-
лейцин), защищающих мышечные волокна от 
окисления и деструкции (табл. 4)

Известно, что серосодержащим АК при-
надлежит связующая роль в интеграции основ-
ных метаболических процессов в организме, 
что связано не только с энергетическим обме-
ном и участием в синтезе нуклеиновых кислот, 
коллагена и других белков, но и с обеспечени-
ем клеточного и гуморального иммунитета в 
периоды активного роста и развития (Северин, 
2004). Серосодержащие АК цистеин и мети-
онин (16.4%) выполняют ключевую роль и в 
процессах детоксикации.

Таблица 4. Метаболические группы свободных аминокислот в плазме крови самцов Salamandrella keyserlingii 
(лето) ( X boot ± SEboot (95% CIboot))
Table 4. Metabolic groups of free amino acids in the blood plasma of Salamandrella keyserlingii males in summer
( X boot ± SEboot (95% CIboot))

Аминокислоты мкмоль/л Доля (%) от фонда АК

Фонд свободных АК 1086.1 ± 15.4
(1043.2–1128.9) 100

Гликогенные (ГГАК) 892.2 ± 14.5
(851.8–932.5)

82.1 ± 0.3
(81.3–83.0)

Заменимые (ЗАК) 506.5 ± 11.2
(475.4–537.6)

46.6 ± 0.5
(45.4–47.9)

Незаменимые (НАК) 579.6 ± 5.8
(563.4–595.7)

53.4 ± 0.5
(52.1–54.6)

С разветвленной углеродной цепью (АКРУЦ) 73.5 ± 0.8
(71.1–75.8)

6.8 ± 0.1
(6.5–7.0)

Ароматические (АРАК) 49.1 ± 2.1
(43.2–55.0)

4.5 ± 0.2
(4.1–4.9)

Серосодержащие (ССАК) 177.6 ± 5.9
(161.3–193.9)

16.3 ± 0.4
(15.3–17.4)
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Заключение
На настоящий момент остается актуальной 

оценка и мониторинг экологического состояния 
популяций и сообществ симпатрических видов 
животных в связи с перманентно-возрастаю-
щими изменениями климатических условий 
среды, влияющих на численность и популя-
ционный морфогенез в условиях дестабили-
зированной среды. В этой связи нами впервые 
представлены результаты исследований гемато-
логических и биохимических параметров пред-
ставителя герпетофауны Урала, Salamandrella 
keyserlingii. В состав лейкоцитарной формулы 
S. keyserlingii входят лимфоциты – одна из наи-
более объемных групп иммунокомпетентных 
клеток, выполняющая функцию иммунного 
надзора в организме и отвечающая за форми-
рование общего и специфического иммуните-
та. Лейкоцитарный состав крови S. keyserlingii 
представлен гранулоцитами (нейтрофилы: 
юные, палочкоядерные, сегментоядерные; ба-
зофилы, эозинофилы) и агранулоцитами (мо-
ноциты и лимфоциты). Показано, что перифе-
рическая кровь амфибионтов характеризуется 
преобладанием агранулоцитов, обеспечиваю-
щих иммунный надзор и избирательную реак-
тивность организма (адаптивный иммунитет) 
как в весенний (55.7%), так и в летний (60.3%) 
сезоны (p  =  0.004). Лимфоцитарно-грануло-
цитарный состав периферической крови S. 
keyserlingii характеризуется невысокой долей 
гранулоцитов (39.3–44.4%) и повышенным со-
держанием лимфоцитов (52.4–56.7%). Прове-
денный расчет ИСЛ подтвердил межсезонные 
различия в лейкоцитарном профиле исследо-
ванных амфибионтов: ИСЛ весной – 0.80, летом 
– 0.65. Таким образом, результаты проведенных 
исследований позволяют впервые оценить ге-
матологические параметры S. keyserlingii, ил-
люстрируя сезонную специфику эффекторных 
механизмов иммунной системы животных, об-
условленную в свою очередь эколого-физио-
логическими особенностями амфибионтов из 
природных популяций Урала. 

Впервые дана оценка содержанию свобод-
ных АК в плазме крови S. keyserlingii с пози-
ции их участия в процессах иммуномодуляции 
и формирования адаптивных реакций, обеспе-
чивающих выживание и эврибионтность вида в 
широком температурном диапазоне. Аминокис-
лотный фонд плазмы крови амфибий представ-
лен 17 АК. Анализ метаболических групп АК в 
плазме крови S. keyserlingii показывает высокое 

процентное содержание гликогенных (82.1%) 
и незаменимых (53.4%) АК. Содержание АК в 
крови S. keyserlingii указывает на их востребо-
ванность и активное участие как в иммунных 
процессах и антиоксидантных реакциях, так 
и в процессах детоксикации ксенобиотиков и 
элиминации токсикантов в период роста и раз-
вития амфибий.

Полученные результаты исследований ге-
матологических и биохимических показателей 
крови вносят существенный вклад в понимание 
механизмов адаптации амфибионтов к обитанию 
в перманентно изменяющихся условиях среды. 
Это имеет несомненный теоретический интерес 
и прикладное значение при разработке природо-
охранных мероприятий в системе мониторинга 
природных и искусственных водных экосистем.
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OF A REPRESENTATIVE OF THE AMPHIBIOUS FAUNA OF THE URALS: 
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The paper has presented for the first time the results of a study of hematological and biochemical parameters of 
a threatened species of the fauna of the Middle Urals, Salamandrella keyserlingii (Caudata, Amphibia). Mature 
males of S. keyserlingii (n = 30; sampled in spring and summer) living in the Protected Area «Kalinovsky For-
est Park» (Sverdlovsk Region, Russia), located in the urban agglomeration of Yekaterinburg city, were used as 
research objects. The leukocyte composition of S. keyserlingii blood is represented by granulocytes (neutrophils: 
early, bands, segments; basophils, eosinophils) and agranulocytes (monocytes and lymphocytes). The peripheral 
blood of individuals was characterised by the predominance of agranulocytes. They provide immune surveil-
lance and selective reactivity of the organism (adaptive immunity) both in spring (55.7%) and summer (60.3%) 
seasons (p < 0.001). The content of granulocytes, providing non-specific urgent protection of the organism from 
infections and toxic effects, is ranged as 39.3–44.4% in males. In the spring and summer periods, the leukocyte 
formula of the peripheral blood of S. keyserlingii has a high lymphoid profile (52.4–56.7%). Seasonal variability 
of the integral leukocyte index (ISL) of S. keyserlingii was 0.80 in spring and 0.65 in summer. The content of free 
amino acids in the blood plasma of S. keyserlingii has been assessed for the first time from the standpoint of their 
participation in the processes of immunomodulation and the formation of adaptive reactions that ensures the 
survival and eurybiont of the species in a wide temperature range. The amino acid fund of S. keyserlingii blood 
plasma was represented by 17 amino acids: alanine, serine, threonine, lysine, leucine, valine, glycine, aspartic 
acid, glutamic acid, arginine, histidine, methionine, proline, phenylalanine, cystine, tyrosine, and isoleucine. The 
analysis of the metabolic groups of amino acids in the blood plasma of S. keyserlingii shows a high percentage 
of glycogenic amino acid (GGAA: 82.1%) and essential amino acids (EAA: 53.4%). The high content of amino 
acids in the blood indicates their relevance in the processes of protein synthesis, active participation in both im-
mune processes and in the processes of detoxification and the formation of adaptive reactions during the summer 
period of amphibian’s growth and development. The obtained results of studies of hematological and biochemi-
cal parameters of S. keyserlingii’s blood significantly expand the understanding of the adaptation mechanisms of 
amphibians to conditions of natural and anthropogenic habitat transformations. This is undoubtedly of theoreti-
cal interest and applies significance for development of environmental measures in the monitoring system of 
natural and artificial aquatic ecosystems.
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