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С помощью метода культивирования in vitro получены данные о характере пита-
ния и размножении дочерних редий Echinostoma caproni (Richard, 1964). Отмечено, 
что условиях in vitro объектом питания редий могут быть ткани моллюска Biomphala-
ria glabrata (Say, 1818), редии и церкарии лабораторных форм Echinostoma daikena-
ensis, Е. cameronsis и Е. congoensis, а также спороцисты и церкарии Schistosoma тап-
soni (Sambon, 1907). Не наблюдалось случаев каннибализма дочерних редий Echinos-
toma caproni в отношении отрожденных ими редий. Хотя они могли питаться 
собственными церкариями. В среде с клетками Bge редии Е. caproni постепенно пе-
реходят на питание этими клетками и отказываются от других объектов. Дочерние 
редии Е. caproni в условиях in vitro способны формировать эмбрионы редий и церка-
рий. Однако случаев возврата редий с отрождения церкарий на отрождение редий не 
наблюдалось. Эти данные подтверждают результаты изучения партенит этого вида 
in vivo (Атаев и др., 2007). 

Ключевые слова: Trematoda, редии, спороцисты, Echinostoma caproni, Е. daikena-
ensis, Е. cameronsis, Е. congoensis, Schistosoma mansoni, in vitro культивирование. 

Одной из основных причин, затрудняющих изучение партенит трема-
тод, является внутримоллюсковый характер их развития. Любые исследо-
вания проводятся либо на срезах зараженного трематодами моллюска, 
либо сопровождаются вскрытием последнего с целью извлечения парте-
нит. Однако вне моллюска-хозяина редии / спороцисты остаются жиз-
неспособными недолго (в лучшем случае несколько часов). Поэтому на 
протяжении последних десятилетий предпринимались многочисленные 
попытки подобрать искусственную среду для партенит (для культивирова-
ния in vitro марит за основу успешно используется питательная среда для 
культивирования клеток позвоночных). Применялись различные жидко-
сти, включая стандартные физиологические растворы, но в таких условиях 
удавалось наблюдать лишь развитие редий / спороцист дочерних генера-
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ций. Осуществить трансформацию мирацидия в материнскую спороцисту, 
а также ее развитие до размножения не удавалось. 

Переломным оказалось добавление в среду для культивирования эм-
бриональных клеток улиток Biomphalaria glabrata (Bge) (Hansen, 1976). 
Именно эти клетки оказались способными дополнить среду веществами, 
необходимыми для развития партенит. Предложенный метод был успешно 
применен для культивирования in vitro партенит разных видов трематод, 
включая материнскую генерацию (Coustau et al., 1997; Ataev et al., 1998; 
Ivanchenko et al., 1999). 

В последующем основные исследования с использованием метода 
культивирования были направлены на постановку in vitro всего жизнен-
ного цикла. Это значительно расширило методические возможности 
при проведении экспериментальных исследований развития партенит и 
определении механизма действия факторов его регулирующих (Ye et al., 
2013). 

В отличие от наблюдения in vitro за процессом трансформации мираци-
диев в материнские спороцисты и их последующим развитием, попытки 
культивирования разновозрастных партенит дочерних генераций предпри-
нимались неоднократно (Smyth, 1990). Однако опытов по культивирова-
нию зрелых партенит в среде, содержащей клетки Bge, проведено немного 
(Basch, DiConza, 1977; Loker et al., 1999, и др.). 

Целью экспериментов, результаты которых представлены в данной 
работе, стало изучение некоторых аспектов развития и поведения в усло-
виях in vitro партенит дочерних поколений трематод Echinostoma caproni 
(Richard, 1964). В целом партеногенетические генерации этого вида пред-
ставлены свободноживущей личинкой материнской спороцисты, материн-
ской спороцистой, развивающейся в желудочке сердца моллюска; отрож-
даемыми ею материнскими редиями, способными формировать только эм-
брионы дочерних редий. Дочерние редии способны отрождать как редий 
(в начале развития), так и церкарий — личинок марит. Для определения 
межвидовых особенностей поведения редий Е. caproni в среду помеща-
лись партениты Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) и лабораторные фор-
мы Echinostoma daikenaensis, Е. cameronsis и Е. congoensis. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Партениты всех видов были получены в результате вскрытия моллю-
сков через 13—34 дней после заражения (п. з.) мирацидиями. Предвари-
тельно моллюски на 1 ч помещались в воду, содержащую 1%-ный пени-
циллин, стрептомицин и фунгизон, после чего поверхность их раковин 
была обработана 70%-ным этиловым спиртом. Затем они были вскрыты в 
стерильных чашках в бессывороточной среде 199, разбавленной в два раза 
(Loker et al., 1992). С помощью стерилизованного пинцета или микропи-
петки партениты переносились в свежую среду и тщательно промывались 
от остатков тканей моллюсков в 5 %-ной бессывороточной среде 199 
(Loker et al., 1992). Затем они помещались индивидуально или совместно 
в лунки (0.75 мл) 96-камерных кассет, заполненных за день до этого либо 
бесклеточной средой (синксеническая культура), либо клетками Bge 
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(аксеническая культура). С помощью буфера устанавливалось значение 
рН 7.4 ±0.15. 

В работе была использована стандартная культура клеток Bge (Hansen, 
1976) (American Type Culture Collection CRL 1494; Rockville, Maryland). 
В условиях лаборатории культура содержалась в 50 мл флаконах, поме-
щенных в С02 инкубатор, при 26 °С и нормальном атмосферном давлении 
(Yoshino, Laursen, 1995). 

Для культивирования партенит Bge-среда, обычно разбавлялась 
0.5—10.0%-ной сывороткой (FCS/Sigma) и при этом в нее добавлялся ген-
тамицин (4.3 мг/мл). Кассеты содержались в инкубаторе в темноте при 
температуре 26 °С. Всего в 47 лунок было помещено 212 редий Е. caproni. 
В 41-й лунке среда содержала клетки Bge. В остальных лунках были раз-
личные комбинации среды (Bge или 199) FCS (0.5 или 10 %). 

В зависимости от эксперимента использовали среды с модифицирован-
ным составом (Coustau et al., 1997; Ataev et al., 1998). Для предотвращения 
контаминации в нее добавляли различные антибиотики. В зависимости от 
задач эксперимента в питательной среде задавалась и поддерживалась 
определенная концентрация клеток Bge (количество клеток/мм2). Подсчет 
клеток осуществляли с помощью инвертированного микроскопа (Leica 
DMIL/MPS 28-32) в трех полях (по 200 мкм2), выбранных по радиусу — от 
центра к краю камеры. Смену питательной среды производили еженедель-
но. Все эти манипуляции проводили в стерильном боксе с использованием 
бактерицидного освещения и воздушных фильтров. 

В дальнейшем все лунки ежедневно просматривались под инвертиро-
ванным микроскопом. Наблюдение продолжалось в течение 51 дня после 
помещения в искусственную среду (п. п. е.). Кроме этого в 11 лунок, со-
держащих клетки Bge, было помещено по одной дочерней редии Е. capro-
ni (из Biomphalaria glabrata через 27 дней п. з.) и Echinostoma daikenaensis 
(из Biomphalaria forskalii через 32 п. з.). Длительного культивирования 
остальных видов не проводилось. Партениты Echinostoma cameronsis, 
Е. congoensis и Schistosoma mansoni помещались в ячейки со средой инди-
видуально, либо к редиям других видов на короткий срок. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Полученные результаты не позволили достоверно выделить среду, наи-
более благоприятную для культивирования партенит, пересаженных из 
моллюсков. Удавалось наблюдать длительное выживание партенит и их 
потомства в различных вариантах сред. Более устойчивыми к условиям 
культивирования оказались редии Echinostoma caproni. К концу наблюде-
ния (55 дней) живые редии (отрожденные in vitro) отмечались только в 
лунках, содержащих следующие типы среды: 199.0 % FCS; среда с клетка-
ми Bge (0.5 % FCS). В ходе наблюдения в условиях in vitro основное вни-
мание уделялось развитию терминального материала партенит и их трофи-
ческому поведению. 

В первые сутки п. п. с. отмечалась повышенная пищевая активность 
редий всех эхиностомных видов. В зависимости от качества среды эта 
активность могла быть направлена на самые различные объекты (рис. 1, 
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см. вкл.). Так, при наличии клеток Bge партениты, как правило, довольст-
вовались ими и не обращали внимания на прочие объекты (рис. 2, А, см. 
вкл.). В отсутствие клеток Bge наблюдалось проявление хищничества в от-
ношении тканей биомфалярий (например, гепатопанкреаса, рис. 1, А), спо-
роцист Schistosoma mansoni (рис. 1, Б), дегенерирующих материнских и 
дочерних редий эхиностом (рис. 1, В), церкарий своего или чужого вида 
(рис. 1 ,Г,Д). Особенно агрессивными зарекомендовали себя дочерние ре-
дии Echinostoma caproni, для которых зарегистрированы все из перечис-
ленных вариантов хищничества. Интересно отметить, что случаев канни-
бализма партенит в отношении отрожденных редий не зарегистрировано. 

На основании наблюдений за размножением партенит можно сделать 
следующие обобщения. 

В условиях in vitro редии Echinostoma caproni отрождают в среднем по 
6 эмбрионов партенит или церкарий (рис. 2, Б). Максимальная плодови-
тость была отмечена для дочерних редий Е. caproni, отрождавших с 9-го 
по 27-й день п. п. с. до 12 редий. На момент помещения в среду дочерние 
редии содержали 11 эмбрионов (не считая мелких, состоящих менее чем 
из 20—25 бластомеров). Важно отметить, что редии Е. caproni, отрождаю-
щие церкарий в условиях искусственного культивирования, не возвраща-
ются к формированию редий. 

Наиболее крупными и развитыми во всех случаях оказывались особи, 
отрожденные в условиях культивирования первыми. Если это были эмбри-
оны церкарий, то они в отличие от последующих были способны к инци-
стированию. Однако различие в размерах среди новорожденных редий в 
дальнейшем может сглаживаться. Размеры редий, родившихся в культуре, 
могут за время эксперимента удваиваться и достигать 450 X 100 мкм. 
В ходе культивирования в них формируются эмбрионы (в наиболее разви-
тых насчитывается до 10 зародышевых шаров). Интересно, что в условиях 
искусственной среды формируются редии с короткой кишкой и гипертро-
фировано крупной глоткой, занимающей от 1/3 до2/3 тела (рис. 2, В, Г). 

Эхиностомные редии в аксенической среде оказались способными не 
только обеспечить завершение развития крупных зародышей, но и эмбри-
онов, находящихся на момент помещения в среду на стадии 25—30 блас-
томеров. 

Через несколько недель культивирования Е. caproni интенсивность от-
рождения особей следующего поколения снижается: его длительность со-
ставляет теперь вместо 10 мин (как в первые сутки п. п. с.) часы и даже 
сутки, а в ряде случаев размножение остается незавершенным. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Сразу после перенесения зрелых редий в питательную среду они прояв-
ляют повышенную пищевую агрессивность. Она может быть направлена 
как на помещенных в эту среду вместе с ними партенит, так и на церкарий. 
Объектом нападения для редий могут оказаться и редии того же вида, и 
даже собственные церкарии (особенно активными в этом отношении заре-
комендовали себя дочерние редии Е. caproni). В то же время нами не на-
блюдалось случаев хищничества редий против отрождаемых ими парте-
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Рис. 1. Проявление in vitro хищничества дочерних редий Echinostoma caproni в отношении: 
(А) фрагмента гепатопанкреаса Biomphalaria glabrata, (Б) спороцисты Schistosoma mansoni, 

(В) редий Echinostoma daikenaensis, (Г) церкарий Е. caproni и (Д) церкарий S. mansoni. 
г — гепатопанкреас; мцэ — метацеркария Е. caproni; pi) — редии Echinostoma daikenaensis; рэ — редии 

Е. caproni; сш — спороциста S. mansoni; цш — церкарии S. mansoni; цэ — церкарии Е. caproni. 

Fig. 1. The feed of Echinostoma caproni daughter rediae in vitro with: (A) cells of Biomphalaria 
glabrata hepatopancreas tissue; (Б) Echinostoma mansoni sporocyst; (B) Echinostoma daikenaensis 

redia; (Г) E. caproni cercaria; (Д) S. mansoni cercaria. 



К с. 426 

Рис. 2. (А) Дочерняя редия Echinostoma caproni, питающаяся клетками Bge (стрелка); (Б) от-
рождеиие церкарии Е. caproni (гр); (В—Г) редии Е. caproni, отрожденные в условиях in vitro 

(среда 199 с клетками Bge) дочерней редией, извлеченной из моллюска через 30 дней п. з. 
Звездочкой обозначены гипертрофированно увеличенные фаринксы редий. Остальные обозначения те же, 

что и на рис. 1. 

Fig. 2. (A) Ingestion of Bge cells (arrow) by Echinostoma caproni daughter redia in vitro; (Б) cerca-
ria coming out of the E. caproni redia; (В—Г) progeny E. caproni redia realized from a refia taken 

from snail with 30 day-old infection and held in in culture with 199 medium and Bge cells fro 10 days. 
Note enlarged pharynx (*) of rediae. 



нит. Важно отметить, что присутствие в среде кусочков тканей моллюска 
или Bge-клеток заметно снижает агрессивность редий. Вообще через не-
сколько дней пребывания в клеточной культуре редии полностью пере-
ключаются на заглатывания клеток и уже не проявляют интереса к сосед-
ствующим партенитам или личинкам. 

Интересно, что в результате длительного пребывания в искусственной 
среде наблюдаются заметные изменения в строении пищеварительной си-
стемы. У взрослых редий они проявляются прежде всего в уменьшении от-
носительной длины кишечника. Особенно заметны подобные изменения у 
редий, родившихся в условиях in vitro. Такие редии имеют небольшой ки-
шечник и гипертрофированно развитый фаринкс, достигающий от 1/3 до 
2/3 длины тела. Эти изменения, на наш взгляд, объясняются характером 
питания партенит. Возможно, переход на легко усваиваемую питательную 
среду делает ненужным наличие длинной кишки, необходимой для пере-
варивания кусочков тканей моллюска при развитии in vivo. Гипертрофия 
глоточного отдела связана в первую очередь с ее независимым от других 
частей тела ростом. Очевидно, фаринкс способен достигать размеров, при-
сущих в норме зрелым редиям, а размеры самого тела партенит, развиваю-
щихся in vitro, не достигают нормальных размеров (аллометрия). Послед-
нее обстоятельство мы связываем не только с отставанием в соматическом 
росте редий, но и со слабым развитием терминального материала в искус-
ственной среде. Как сообщалось ранее (Ataev et al., 1998), редии обладают 
растяжимыми покровами, соответственно рост эмбрионов приводит к уве-
личению размеров партенит. 

Экспериментальные наблюдения за развитием партенит in vitro показа-
ли, что на протяжении всей активной жизни они нуждаются в постоянном 
получении питательных веществ. Следовательно, снижение концентрации 
питательных веществ в окружающей среде провоцирует партенит (прежде 
всего редий) на поиски новых пищевых источников. Это может выражать-
ся как в поиске новых микробиотопов в организме хозяина, так и в прояв-
лении каннибализма. Результатом повышенной агрессии становится не 
только скорое истощение энергетических ресурсов моллюска, но и орга-
нические изменения, приводящие к его гибели даже в случае возобновле-
ния питания. Скорость истощения энергетических ресурсов зависит от ин-
дивидуальных черт конкретной паразито-хозяинной системы и условий, в 
которых она существует. Такие данные были получены для моллюсков 
Melanopsis praemorsa, экспериментально зараженных Philophthalmus rhio-
nica (Атаев, 1991). 

Описание хищничества со стороны редий ряда видов в отношении пар-
тенит других видов приводится во многих работах (Lim, Heyneman, 1972; 
Moravec et al., 1974; Fashuyi, 1982, 1986; Mouahid, Mone, 1990, и др.). 
Однако случаи каннибализма отмечаются крайне редко и, очевидно, в 
условиях in vivo проявляются только в отношении старых, дегенерирую-
щих особей. В то же время мы допускаем, что при определенных условиях 
редии некоторых видов могут нападать и на молодых партенит. В част-
ности, А. А. Добровольскому (личное сообщение) удавалось наблюдать 
в кишечнике ряда эхиностоматидных партенит непереваренные остатки 
молодых редий Poryphosmum radiatum, Echinoparyphium sp. и Echinochas-
mus sp. 
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Наблюдения за размножением партенит дочерних генераций Echino-
stoma caproni в условиях in vitro интересны тем, что в них сохраняется 
характер развития терминального материала. Ранее подобные сведения 
были получены для материнских спороцист этого вида (Ataev et al., 1998). 
Кроме того, подтверждается предположение, что дочерние редии Е. capro-
ni после перехода на отрождение церкарий уже не способны вернуться 
к формированию редиоидных эмбрионов (Атаев и др., 2007). 
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S U M M A R Y 

Methods of in vitro cultivation were used to examine the feeding and reproductive be-
haviors of daughter rediae of Echinostoma caproni. It was noted that under conditions of 
in vitro cultivation, rediae fed on tissues of the mollusc Biomphalaria glabrata, on rediae 
and cercariae of E. daikenaensis and E. congoensis, and on sporocysts and cercariae of 
Schistosoma mansoni. No cases of cannibalism of daughter rediae E. caproni by their offs-
pring rediae were observed, although they could feed on their own cercariae. When kept in 
mediae containing (B. glabrata embryonic) Bge cells, rediae E. caproni gradually turned 
to feeding on these cells and stayed away other objects. Under conditions of in vitro culti-
vation, daughter rediae E. caproni were capable of forming redial and cercarial embryos. 
However, no cases of return from producing of cercariae to producing of rediae were ob-
served. These in vitro data confirm the results of previous studies of this species's parthe-
nithae performed in vivo (Атаев и др., 2007). 
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