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Оксид азота (NO) относится к новой атипичной категории нейрональных сигна-
льных веществ. NO синтезируется из аминокислоты L-аргинина семейством высоко 
регулируемых ферментов, синтазами оксида азота (NOS). Селективным маркером 
NOS в нервной ткани, как полагают, является NADPH-диафоразная (НАДФН-д) 
реакция. С помощью НАДФН-д гистохимического метода исследовали наличие и 
распределение синтазы оксида азота у церкарий трематод 7 семейств. Позитивное 
НАДФН-д окрашивание обнаружено в главных продольных нервных стволах, в во-
локнах, идущих к пигментированным глазкам, а также в мышцах брюшной и ротовой 
присосок. Полученные данные подтверждают, что нитроксидергическая сигнальная 
система может играть важную роль в физиологии церкарий трематод. 

Ключевые слова: трематоды, церкарии, нервная система, нейромедиаторы, оксид 
азота. 

В нервной системе трематод выявлен ряд нейрональных сигнальных 
веществ: аминергических, пептидергических, холинергических и др. Све-
дения о наличии этих веществ имеются в отношении как взрослых, так 
и личиночных форм различных представителей этого класса паразити-
ческих плоских червей (McKay et al., 1990, 1991; Skuce et al., 1990; Ши-
шов, 1991; Magee et al., 1993; Pan et al., 1994; Niewiadomska et al., 1996; 
Mair et al., 2000; Stewart et al., 2003; Haiton Maule, 2004; Sebelovä et al., 
2004; Terenina et al., 2006; Tolstenkov et al., 2008, Теренина, Толстенков, 
2013). 

Открытие в начале 1980-х годов свойств оксида азота (NO) как нового 
нейронального регулятора физиологических процессов и первого извест-
ного трансмиттерного газа, выполняющего нейромедиаторную функцию у 
млекопитающих (Ignarro et al., 1987; Snyder, 1992; Garthwaite et al., 1995), 
явилось революционным шагом в биологии и медицине и дало толчок к 
исследованию этого уникального и атипичного нейронального сигнально-
го вещества у других животных, в том числе и паразитических червей. 
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Синтез оксида азота катализируется семейством высоко регулируемых 
ферментов, синтазами оксида азота (NO-синтазами), которые в присутст-
вии кислорода, НАДФН-диафоразы и других кофакторов трансформиру-
ют L-аргинин в L-цитруллин с освобождением NO (Nathan, Xie, 1994). 
У позвоночных животных идентифицировано 3 основные формы NO-син-
тазы: нейрональная (тип I), индуцибельная (тип II) и эндотелиальная 
(тип III) (Moncada et al., 1991; Bredt, 1995). Каждая из этих форм продуци-
руется различными генами (Sessa, 1994). Нейрональная и эндотелиальная 
NO-синтазы являются Са2+ зависимыми, тогда как индуцибельная NO-син-
таза в большинстве тканей является Са2+ независимой. В связи с тем что 
N 0 имеет короткий период жизни и труден для изучения, исследование 
этого вещества фокусируются главным образом на изучении фермента его 
синтеза, синтазы оксида азота. Для выявления синтазы оксида азота в нер-
вной ткани широко применяется НАДФН-диафоразная гистохимическая 
реакция, которая при определенных условиях фиксации является селек-
тивным гистохимическим маркером N 0 синтазы (Bredt et al., 1991а, b; 
Hope et al., 1991; Brehner, Stach, 1997). 

В литературе появились данные о том, что в нервной системе паразити-
ческих плоских червей, в частности трематод, наряду с классическими 
нейромедиаторами присутствуют структуры, генерирующие оксид азо-
та, — вещество, являющееся представителем нового типа сигнальных мо-
лекул со свойствами нейропередатчика (Gustafsson et al , 2001; Kohn et al., 
2001, 2006; Tandon et al., 2001; Terenina, Gustafsson, 2003; Terenina et al., 
2006). 

Подтверждением гистохимических данных о наличии оксида азота в 
нервной системе трематод явились результаты радиометрического иссле-
дования, показавшего наличие активности фермента синтеза оксида азо-
та — синтазы оксида азота в тканях Fasciola hepatica и F. gigantica (Tereni-
na et al., 2003; Soha et al., 2009). 

Имеющиеся сведения о наличии у трематод нитроксидергических 
структур касаются главным образом взрослых паразитов, тогда как в отно-
шении личиночных форм соответствующие данные очень ограничены. 

С целью исследования роли нитроксидергической системы в жизне-
деятельности трематод в настоящей работе исследовали наличие и распре-
деление фермента синтеза оксида азота — синтазы оксида азота у церка-
рий трематод различных семейств. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

В работе использовали 9 видов церкарий трематод, принадлежащих к 
7 семействам: Moliniella anceps Molin, 1859 (сем. Echinostomatidae Looss, 
1899) из Lymnaea palustris, Белоруссия; Notocotylus attenuatus Rudolphi, 
1809 (сем. Notocotylidae Lühe, 1909) из L. stagnalis, Новосибирская обл.; 
Paramphistomum cervi Zeder, 1790 (сем. Paramphistomidae Fischoeder, 1901) 
из Planorbis planorbis, Белоруссия; Trichobilharzia szidati Neuhaus, 1952 
(сем. Schistosomatidae Stiles and Hassall, 1898) из L. stagnalis, Белоруссия; 
Bilharziella polonica Kowalewski, 1895 (сем. Schistosomatidae Stiles and Has-
sall, 1898) из P. corneus, Белоруссия; Opisthorchis felineus Rivolta, 1884 
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(сем. Opisthorchiidae Looss, 1899) из Bithynia tentaculata, Зап. Сибирь; Me-
torchis bilis Braun, 1890 (сем. Opisthorchiidae Looss, 1899) из В. tentaculata, 
Белоруссия; Cotylurus szidati Zazornova, 1991 (сем. Strigeidae Railliet, 1919) 
из P. corneus, Белоруссия; Cryptocotyle lingua Creplin, 1825 (сем. Heterop-
hyidae Leiper, 1909) из Littorina littorea, Белое море. 

Выделенных моллюсками церкарий фиксировали в 4%-ном параформа-
льдегиде в 0.1 М фосфатном буферном растворе (pH 7.4) при 4 °С и затем 
сохраняли в 10%-ной сахарозе, приготовленной на 0.1 М фосфатном бу-
фере. Для идентификации структур, содержащих синтазу оксида азота 
(NO-синтазу), использовали никотинамидаденин динуклеотидфосфат-диа-
форазный (НАДФН-д) гистохимический метод. Метод основан на опреде-
лении фермента НАДФН-диафоразы, известного как маркер NO-синтазы 
(Hope, Vincent, 1989; Hope et al., 1991; Dawson et al., 1991; Vincent, Kimura, 
1992). Время инкубации составляло от 0.5 до 1.0 ч при 37 °С. Конечная 
концентрация в инкубационной среде нитроголубого тетразолия (Nitro 
Blue Tetrazolium, Sigma) составляла 1 мг/мл, ß-НАДФН (ß-Nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate, Sigma) — 2 мг/мл. 

Полученные результаты исследовались при помощи светового микро-
скопа Axiostar plus (Zeiss). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Положительная НАДФН-д реакция, свидетельствующая о наличии 
структур, генерирующих оксид азота, выявлена в наиболее развитых глав-
ных продольных нервных стволах церкарий исследованных трематод 
(рис. 1, а—з). У ряда церкарий реакция была более выражена в перед-
ней части тела. У церкарий, имеющих чувствительные глазки (P. cervi, 
О. felineus, В. polonica, Cryptocotyle lingua, Т. szidati), можно было видеть 
положительное НАДФН-д окрашивание в нервных волокнах, идущих к 
пигментированным глазкам (рис. 2, а—в). 

Помимо нервных элементов, НАДФН-д реакция обнаружена в мышцах 
ротовой и брюшной присосок (Moliniella anceps, Cotylurus szidati, В. polo-
nica, Т. szidati), продольных мышцах хвоста (Moliniella anceps, О. felineus), 
а также в радиально направленных мышечных волокнах, идущих к брюш-
ной присоске у Т. szidati, В. polonica (рис. 2, г, д). 

Как показывают данные литературы, в нервной системе трематод на-
ряду с классическими нейромедиаторами (ацетилхолин, катехоламины, 
нейропептиды и др.) присутствуют нитроксидергические структуры, 
т. е. структуры, генерирующие оксид азота, — вещество, являющееся 
представителем нового типа сигнальных молекул со свойствами нейро-
передатчика. Для идентификации нервных структур, генерирующих ок-
сид азота, широко используется гистохимическая реакция, основанная 
на определении фермента НАДФН-диафоразы, который является топогра-
фическим маркером фермента синтеза оксида азота — NO-синтазы (NOS; 
ЕС 1.14.13.39) (Dawson et al., 1991; Hope et al., 1991). Сведения о наличии 
структур, генерирующих оксид азота, имеются в отношении взрослых 
форм ряда трематод: F. hepatica, О. felineus, Allocreadium isoporum, P. cer-
vi, Aspidogaster conchicola, Echinoparyphium aconiatum, Fasciolopsis buski, 
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Рис. 1. НАДФ-д окрашивание (стрелки) в главных нервных стволах церкарий трематод. 
а, б — Moliniella anceps\ в, г — Opistorchis felineus; д — Metorchis bilis; е — Notocotvlus attenuatus; ж — 
Cotvlurus s:idati; з — Trichobilharzia szidati. Масштабные линейки, мкм: а, б, д — 20; е — 50; в, г, ж, з — 

10. 

Fig. 1. NADPH-d staining (arrows) in the main nervous cords of trematode cercariae. 

Schistosoma mansoni (Gustafsson et al., 2001; Kohn et al., 2001; Tandon et al., 
2001; Terenina et al., 2006; Толстенков и др., 2007; Теренина, Густафссон, 
2012, 2014). Эти данные подтверждены результатами радиометрического 
исследования фермента синтазы оксида азота у трематод (Terenina et al., 
2003). 
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Рис. 2. NADPH-d позитивная реакция (стрелка) в волокнах, идущих к чувствительным глаз-
кам (а—в), и в мышцах, идущих к брюшной присоске (г, <3), у церкарий трематод. 

а — Cryptocotyle lingua (вставка — увеличенное изображение области пигментированного глазка); б, г, 
д — Trichobilharzia szidati; в — Paramfistomum cervi. Масштабные линейки, мкм: а — 15; б, г, д — 10; 

в —50. 
Fig. 2. NADPH-d positive reaction (arrows) in fibers, running to eyespots (pigmented eyes) (a—в) 

and in muscle fibres, runing to the ventral sucker (г, д) in trematode cercaria. 

Предполагают, что NO-ергические нервные структуры участвуют в ре-
гуляции активности мускулатуры стенки тела и органов прикрепления 
трематод (Gustafsson et al., 2001; Tandon et al., 2001; Толстенков и др., 
2007). Кроме того, анализ данных о наличии положительной НАДФН-д 
реакции в структурах прикрепительных органов (Allocreadium isoporum, 
P. cervi) и дистальных отделах репродуктивной системы {P. cervi) предпо-
лагает также вероятное участие оксида азота в функции чувствительных 
структур у трематод (Теренина, Густафссон, 2012). 

Что касается личиночных форм трематод, то сведения о нейромедиато-
рах у них более ограничены, чем у взрослых гельминтов. В нервной систе-
ме церкарий трематод обнаружены такие нейромедиаторы, как ацетилхо-
лин (Niewiadomska, Moczon, 1982; Niewiadomska et al., 1996), катехолами-
ны (Незлин, Рыбаков, 1988; Шишов, 1991; Czubaj, Graba-Kazubska, 1993), 
серотонин и нейропептиды (Skuce et al., 1990; Pan et al., 1994; Теренина, 
Густафссон, 2003; Sebelovä et al., 2004; Terenina et al., 2006). Единичные 
работы свидетельствуют о наличии нитроксидергических структур у цер-
карий (Е. aconiatum, Diplostomum chromatophorum) и метацеркарий (O.fe -
lineus) трематод (Terenina, Gustafsson, 2003; Terenina et al., 2006; Теренина 
Густафссон, 2014). 
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В представленной работе исследования проводили на церкариях трема-
тод различных таксономических, биологических и морфологических 
групп. Это — церкарии трематод, имеющие диксенный (N. attenuatus, 
P. cervi, Т. szidati, В. polonica) или триксенный {Moliniella cinceps, О. feline-
us, Metorchis bilis, Cotylurus szidati, Cryptocotyle lingua) типы развития. 
Промежуточными хозяевами исследованных церкарий являются брюхоно-
гие моллюски, принадлежащие к различным семействам — Limniidae 
(.Moliniella anceps, N. attenuatus, Т. szidati), Planorbidae (P. cervi, B. poloni-
ca, Cotylurus szidati), Bithyniidae (O.felineus, Metorchis bilis), Littorinidae 
(Cryptocotyle lingua). Окончательными хозяевами исследованных церка-
рий трематод являются птицы (Moliniella anceps, Cotylurus szidati, Crypto-
cotyle lingua, Т. szidati, В. polonica) или млекопитающие (Р. сеглч, О. feline-
us, Metorchis bilis). 

Полученные нами данные показали, что положительная реакция на 
НАДФН-д, свидетельствующая о наличии фермента синтеза оксида азота, 
обнаружена в главных нервных стволах церкарий трематод различных се-
мейств. Помимо главных нервных стволов, позитивная реакция на 
НАДФН-д обнаружена в мышцах ротовой и брюшной присосок, а также в 
чувствительных глазках церкарий и отходящих от них нервных волокон. 
Данные о связи чувствительных глазков с нервными ганглиями имеются в 
литературе (Галактионов, Добровольский, 1998). В связи с полученными 
результатами можно предположить участие нитроксидергической систе-
мы в функции чувствительных глазков у церкарий трематод. Кроме того, 
обнаружение позитивной НАДФН-д реакции в мышцах присосок церка-
рий предполагает важную роль нитроксидергической системы в деятель-
ности их прикрепительных органов. Это предположение подкрепляется 
сведениями о стимулирующем действии аминокислоты L-аргинина, участ-
вующей в синтезе оксида азота, на прикрепление церкарий шистосом к 
коже млекопитающих (Haas et al., 2002). 

Ранее нами было показано участие нитроксидергической системы в 
прикреплении к субстрату личинок цестод Mesoscestoides corti (Terenina 
et al., 1999). Возможное участие оксида азота в функции прикрепительных 
органов было высказано также в отношении моногеней (Forsella et al., 
2011). Таким образом, важная роль оксида азота в регуляции активности 
мускулатуры прикрепительных органов, а также чувствительных струк-
тур, вероятно, даст возможность направленно влиять на поведение трема-
тод и функцию их прикрепительных органов. 
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DISTRIBUTION OF NADPH-DIAPHORASE ACTIVITY 
IN TREMATODE CERCARIAE 

N. B. Terenina 
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S U M M A R Y 

The presence and distribution of nitric oxide sinthase was studied in cercariae of tre-
matodes from seven families using the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-diap-
horase (NADPH-d) histochemical method. The positive NADPH-d staining has been ob-
served in nerve fibers in main nerve chords and in fibers running to eyespots (pigmented 
eyes) as well as in muscles of the oral and ventral suckers. The obtained data support an 
important role of the NO-signalling in the physiology of trematode cercariae. 
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