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У темно-коричневых (+/+), серебристо-голубых (p/p) и сапфировых (a/a p/p) норок 
исследовали активность и локализацию ферментов в лейкоцитах крови в различ-
ные периоды постнатального онтогенеза. Работа выполнена цитохимическими 
и морфометрическими методами с использованием светового микроскопа и ком-
пьютерной программы анализа изображений «Видеотест». В распределении пе-
роксидазы, нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы (НХЭ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) 
в лейкоцитах установлены существенные генотипические различия. Среди иссле-
дованных генотипов выделяются носители алеутского гена (a/a) – сапфировые нор-
ки, характеризующиеся низкими репродуктивными качествами и высокой постна-
тальной смертностью. У них в лейкоцитах выявлено значительное увеличение раз-
мера и изменение количества пероксидазо- и эстеразопозитивных структур, а так-
же наличие фосфатазонегативных областей в цитоплазме, которые соответствуют 
аномальным гранулам и свидетельствуют о нарушении гранулогенеза. У норок всех 
трех генотипов обнаружено сходство в изменениях с возрастом активности перок-
сидазы и ЩФ. Наименьшая активность пероксидазы отмечена в период раннего 
постнатального онтогенеза, максимальная – в 120-дневном возрасте. Увеличение 
активности ЩФ приходилось на фазу активного роста – 60-й день постнатально-
го онтогенеза. Характер возрастных изменений НХЭ зависел от генотипа норки. 
Высокий уровень активности НХЭ был выявлен у 4-дневных щенков сапфировых 
норок. Наибольшая активность НХЭ у темно-коричневых и серебристо-голубых но-
рок отмечена в 180-дневном возрасте, тогда как у сапфировых, напротив, наблю-
даются минимальные значения в этот период. Динамика активности ферментов 
в постнатальном онтогенезе у трех исследованных окрасов, по-видимому, отра-
жает особенности метаболизма в лейкоцитах в различные периоды. Особенности 
цитохимии лейкоцитов периферической крови у сапфировых норок подтверждают 
наличие морфофункционального клеточного дефекта, являющегося причиной их 
низкой резистентности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: пероксидаза; нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза; щелочная 
фосфатаза; лейкоциты крови; американская норка (Neovison vison).
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AcTIVITy OF LeuKOcyTe eNZymes IN AmerIcAN mINK (NEOVISON 
VISON): GeNOTypIc AND AGe-reLATeD DIFFereNces

The activity and localization of enzymes in blood leukocytes were examined in dark brown 
(+/+), silver-blue (p/p) and sapphire (a/a p/p) minks during several periods of postnatal 
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введение

Американская норка (Neovison vison), вве-
денная в зоокультуру, вот уже несколько де-
сятилетий вызывает особый интерес селекци-
онеров, генетиков и физиологов. В условиях 
промышленного разведения у этого вида за-
регистрирована высокая частота доминантных 
и полудоминантных мутаций окраски волося-
ного покрова, которые, за редким исключени-
ем, не наблюдались до периода разведения 
в неволе. Вариации пигментации меха, обус-
ловленные морфофункциональными особен-
ностями меланоцитов, а также типом и содер-
жанием меланина, контролируются генами, 
большинство из которых имеют плейотропный 
эффект. Известно, что мутации окраски по-
крова у животных затрагивают главным об-
разом сенсорные функции, репродуктивные 
качества, метаболизм и иммунореактивность 
[Reissmann, Ludwig, 2013]. Некоторые породы 
норок, в том числе сапфировая, характеризу-
ются низкими показателями жизнеспособности 
и высокой чувствительностью к заболеваниям. 
Уникальность этой породы норок состоит в том, 
что в связи с морфофункциональным дефектом 
лейкоцитов они могут быть моделью редкого 
генетического заболевания человека – синдро-
ма Чедиака – Хигаши (СЧХ).

Молекулярно-генетический анализ пока-
зал, что развитие иммунодефицитного состоя-
ния у человека (синдром Чедиака – Хигаши), 

американской норки, бежевой мыши и неко-
торых пород крупного рогатого скота вызвано 
мутацией гена LYST (lysosomal traffic regulation) 
[Kunieda et al., 1999; Zarzour et al., 2005; Runkel 
et al., 2006; Anistroaei et al., 2013]. Это заболе-
вание характеризуется ослаблением пигмента-
ции, наличием аномальных цитоплазматичес-
ких гранул в различных типах клеток, снижени-
ем функциональной активности естественных 
киллеров и Т-лимфоцитов [Haliotis et al., 1980; 
Saxena et al., 1982; Merino et al., 1983], ослаб-
лением хемотаксиса фагоцитов [Boxer et al., 
1979], а в некоторых случаях наблюдается по-
ниженное содержание лизосомальных фер-
ментов – катепсина и эластазы [Asif Baig, 
Sirasgi, 2015].

Для оценки функционально-метаболи-
ческих свойств лейкоцитов представляется 
важным изучить состояние ферментных сис-
тем клетки [Славинский, 2008]. Основными 
участниками микробицидной и фагоцитарной 
функций лейкоцитов являются миелоперок-
сидазная бактерицидная система и лизосо-
мальные ферменты, в том числе эстеразы. 
Пероксидаза (К. Ф. 1.11.1.7) – гемосодержа-
щий фермент, обладающий выраженными 
цитотоксическими свойствами, который, по 
мнению ряда авторов, относится к компонен-
там первичных гранул [Нагоев, 1986; Паль-
цын, 1988]. Нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза 
(НХЭ) является лизосомальным ферментом из 
группы неспецифических эстераз (К. Ф. 3.1.6) 

development. This study was performed by morphometric and cytochemical methods 
using light microscopy and image analysis software “VidеoTest». Significant genotypic 
differences were determined in the distribution of peroxidase, naphthol AS-D chloroac-
etate esterase (NASDCE) and alkaline phosphatase (AP) in leukocytes. Sapphire mink 
(a/a) are characterized by the lowest reproductive potential and increased postnatal mor-
tality among the studied genotypes. Leukocytes of sapphire mink showed a significant 
increase in the size of and a change in the number of peroxidase- and esterase-positive 
structures, as well as the presence of phosphatase-negative areas in the cytoplasm. 
Apparently, these structures are abnormal granules and indicate the disturbance of gran-
ulogenesis. Mink of all the three genotypes demonstrated similar age-related changes of 
peroxidase and alkaline phosphatase activities. The lowest peroxidase activity was ob-
served in early postnatal development, whereas the highest – at the age of 120 days. The 
increase in alkaline phosphatase activity occurred during the phase of active growth – on 
the 60th day of postnatal ontogeny. The pattern of age-related changes in NASDCE acti-
vity depended on the mink’s genotype. Sapphire mink had the highest level of NASDCE 
activity at the age of 4 days and the lowest – at 180 days, whereas both dark brown and 
silver-blue mink at the same age (180 days) had the highest values of NASDCE activi-
ty. The postnatal dynamics of the enzymes’ activity in the three genotypes apparently 
reflects the specific features of metabolism in leukocytes in different periods. The cyto-
chemical features of peripheral blood leukocytes in sapphire mink suggest the presence 
of a morphofunctional cellular defect, which is the cause of the animals’ low viability.

K e y w o r d s: peroxidase; naphthol AS-D chloroacetate esterase; alkaline phosphatase; 
blood leukocytes; American mink (Neovison vison).
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и специфическим маркером клеток грану-
лоцитарного ряда [Хейхоу, Кваглино, 1983]. 
Щелочная фосфатаза (ЩФ) (К. Ф. 3.1.3.1) – 
важный фермент лейкоцитов, принимающий 
участие в клеточном метаболизме: в обмене 
нуклеиновых кислот, фосфопротеидов, фос-
фолипидов и других соединений [Donato et al., 
1979; Шубич, Нагоев, 1980]. Долгое время 
считалось, что ЩФ содержится во вторичной 
(специфической) зернистости лейкоцитов, од-
нако N. Borregaard и J. B. Cowland показали, 
что фермент локализован в мембранах секре-
торных гранул [Borregaard, 1988; Borregaard, 
Cowland, 1997].

Целью нашего исследования являлось изу-
чение активности ферментов лейкоцитов кро-
ви – пероксидазы, НХЭ и ЩФ у норок различ-
ных генотипов в постнатальном онтогенезе.

материалы и методы

Исследования проведены на норках, содер-
жавшихся на звероводческой ферме в Рес-
публике Карелия: стандартных темно-корич-
невых, серебристо-голубых и сапфировых. 
Стандартная темно-коричневая норка – внут-
рипородный тип темно-коричневых норок, по-
лучена в результате скрещивания различных 
подвидов американской норки (Neovison vison, 
сем. Mustelidae, отр. Carnivora). Стандартный 
фенотип определяется генами дикого типа 
(+/+) – аллелями, получившими наибольшее 
распространение в дикой природе [Ness et al., 
1985; Колдаева и др., 2003]. У мутантных се-
ребристо-голубых норок, рецессивных по гену 
серебристо-голубого окраса (p/p), цвет варьи-
рует от светло- до темно-серого. Сапфировая, 
как и серебристо-голубая, относящаяся к груп-
пе голубых норок, является комбинативной 
формой, созданной на основе мутаций – алеут-
ской (a/a) и платиновой (p/p).

Активность и локализацию ферментов – пе-
роксидазы, НХЭ и ЩФ в сегментоядерных ней-
трофилах и эозинофилах исследовали цитохи-
мическими методами на мазках крови. Взятие 
крови проводилось у 4- и 10-дневных щенков 
при декапитации, а у 60-, 120- и 180-днев-
ных норок (n = 5–8 в каждой группе), а также 
у взрослых животных (n = 12) – из хвостовой 
вены в утренние часы после ночного голодания.

Мазки фиксировали в течение 30 с  
10%-м раствором формалина в этиловом спир-
те. Для определения пероксидазы фиксиро-
ванные препараты помещали в инкубацион-
ную среду с орто-толидином на 7 минут [Хей-
хоу, Кваглино, 1983]. Определение активности 
ЩФ в лейкоцитах проводили с применением 

субстрата нафтол-АС-фосфата, растворенно-
го в трис-HCl буфере (pH 9,0–9,2) в присутст-
вии ионов Mg2+ [Берстон, 1965]. НХЭ выявляли 
в реакции с нафтол-AS-D-хлорацетатом в фос-
фатном буфере (pH 7,2–7,4) [Буйкис, Руденс, 
1972]. В последних двух случаях красителем 
служил прочный синий ВВ. При необходимости 
проводили окраску ядер гематоксилином. За 
активность фермента принимался показатель, 
представляющий собой произведение суммар-
ной площади продукта цитохимической реак-
ции в клетке и его оптической плотности.

В работе использовался световой микро-
скоп Axioscop 40 (Carl Zeiss) с компьютерной 
системой анализа изображений «Видеотест» 
и цветной цифровой видеокамерой (Pixera 
150ES). Полученные данные обрабатыва-
лись при помощи пакетов программ MS Exсel 
и Statgraphics общепринятыми методами ва-
риационной статистики. Оценку достовер-
ности статистических показателей выборок 
проводили по критерию Вилкоксона – Манна –  
Уитни.

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
ИБ КарНЦ РАН.

результаты и обсуждение

В локализации и активности ферментов лей-
коцитов у норок трех окрасов найдены сущест-
венные генотипические и возрастные различия. 
Так, установлено, что пероксидаза в нейтрофи-
лах у темно-коричневых и серебристо-голубых 
норок представлена в виде мелких обильных 
гранул или имеет диффузно-гранулярную фор-
му распределения (рис. 1, А, Б). В эозинофилах 
она сосредоточена в многочисленных и одно-
родных по величине гранулах, занимающих 
почти всю цитоплазму (рис. 1, Г, Д). У сапфи-
ровых норок обнаружены нарушения локализа-
ции пероксидазы, этот фермент в нейтрофилах 
и эозинофилах сосредоточен в различных по 
величине гранулах, в том числе и очень крупных 
(рис. 1, В, Е).

Активность пероксидазы в раннем онтогене-
зе, как правило, снижена по сравнению с после-
дующими периодами. Максимально высокие 
ее значения были зафиксированы у норок всех 
трех окрасов в 120-дневном возрасте. Темно-
коричневые норки, как правило, отличались от 
других окрасов более высокими показателями 
активности. Сходные изменения динамики ак-
тивности лейкоцитарной пероксидазы наблю-
даются в онтогенезе многих видов млекопи-
тающих. Увеличение активности пероксидазы 
с возрастом было показано в лейкоцитах крови 
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телят [Инюкина, Гугушвили, 2010]. M. Ferencik 
и соавторы [1982] в экспериментах на свинь-
ях продемонстрировали у взрослых особей по 

сравнению с молодыми увеличенную актив-
ность некоторых лизосомальных ферментов 
и пероксидазы при антигенной стимуляции. 

Рис. 1. Пероксидаза в сегментоядерных нейтрофилах (верхний ряд) и эозинофилах 
(нижний ряд) темно-коричневой (А, Г), серебристо-голубой (Б, Д) и сапфировой (В, 
Е) норок. Ядра докрашены гематоксилином. Здесь и на рис. 2, 3 – масляная иммер-
сия. Об. 100, ок. 10, масштаб 10 мкм

Рис. 2. Нафтол-AS-D-хлорацетатэстераза в нейтрофилах темно-коричневой (А), се-
ребристо-голубой (Б) и сапфировой (В) норок. Ядра докрашены гематоксилином

Рис. 3. Щелочная фосфатаза в сегментоядерных лейкоцитах темно-коричневой (А), 
серебристо-голубой (Б), сапфировой (В) норок
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Некоторые авторы указывают, что сниженная 
активность миелопероксидазы у новорожден-
ных связана с неокончательно сформирован-
ной антиокислительной системой [Дубинина 
и др., 1984].

Имеются значительные генотипические 
различия в характере распределения НХЭ. 
Стандартным и серебристо-голубым нор-
кам свойственно мелкогранулярное распре-
деление фермента по всей площади клетки 
(рис. 2, А, Б). У сапфировых норок обнаружены 
особенности локализации НХЭ, свидетельст-
вующие о морфофункциональном нарушении 
лизосом. В нейтрофилах на всех этапах онто-
генеза эстеразоположительный материал вы-
является в виде нескольких гранул разной ве-
личины, иногда собранных в довольно крупные 
скопления, на фоне диффузно-пылевидного 
окрашивания цитоплазмы (рис. 2, В).

При исследовании возрастной динамики 
активности лизосомального фермента НХЭ ус-
тановлены ее более высокие значения у тем-
но-коричневых и серебристо-голубых норок 
в возрасте 60 и 180 дней по сравнению со 
взрослыми. Изменения активности НХЭ у сап-
фировых норок носили противоположный ха-
рактер. Максимальные значения отмечались 
в 4 дня, а минимальные в 180 дней. По данным 
литературы, активность НХЭ связана прежде 
всего с протеолитической функцией. При ее 
участии в нейтрофилах происходит перевари-
вание объектов фагоцитоза и фрагментов клет-
ки [Хейхоу, Кваглино, 1983]. Повышение актив-
ности лизосомальных ферментов обычно свя-
зывают с активацией процессов деградации 
при структурно-функциональной перестройке 
тканей [Покровский, Тутельян, 1976; Суринов, 
1977]. Высокий уровень их активности обна-
ружен у крыс в клетках печени в раннем пост-
натальном периоде [Покровский, Тутельян, 
1976]. Авторами отмечалась значительная ак-
тивность кислых гидролаз в первые дни жизни, 
что связано с характерной для этого периода 
перестройкой метаболизма и обновлением 
клеточных структур в ответ на изменение сре-
ды жизнедеятельности и характера питания. 
Как показывают наши данные, высокой актив-
ностью НХЭ в 4-дневном возрасте обладали 
щенки только сапфировой норки. Вероятно, 
что повышенная активность НХЭ нейтрофилов 
у сапфировой норки в ранний период онтоге-
неза связана с деструкцией дефектных клеточ-
ных структур и с увеличенным содержанием 
незрелых клеточных элементов в крови [Кижи-
на, 2011]. Факторами, приводящими к повы-
шенной ферментативной активности, являются 
также антигенная стимуляция организма или 

лабилизация мембран клеток. Установлено, 
что активность катепсина D в лизосомах печени 
у сапфировых норок выше, чем у темно-корич-
невых [Рендаков, Голубева, 2005]. Повышен-
ное содержание глюкуронидазы в лизосомах 
почек было выявлено у бежевых мышей с СЧХ-
подобным заболеванием [Brandt et al., 1975]. 
К причинам, приводящим к увеличению уровня 
лизосомальных ферментов в тканях организ-
ма у животных с патологией, авторы относят 
повышенную секрецию этих ферментов и де-
фектный экзоцитоз. Вместе с тем, как показы-
вают результаты исследования K. H. Takeushi, 
M. P. McGarry и R. T. Swank [1987], содержание 
лизосомальных ферментов эластазы и катеп-
сина G в нейтрофилах крови бежевых мышей 
значительно снижено по сравнению с нормаль-
ными особями.

ЩФ в периферической крови норок локали-
зована в сегментоядерных лейкоцитах, отно-
сящихся, по всей видимости, к эозинофилам 
(рис. 3, А, Б). На это указывают морфологи-
ческие признаки, а также положительная кор-
реляция между содержанием эозинофилов 
и количеством лейкоцитов с положительной ре-
акцией на ЩФ. В 4- и 10-дневном возрасте по-
мимо клеток, морфологически сходных с эози-
нофилами, лейкоцитарная ЩФ обнаруживалась 
в крупных клетках с округлым ядром, вероятно, 
принадлежащих к миелоцитам. В отдельных 
случаях положительная реакция на ЩФ регист-
рируется в тромбоцитах. У норок исследуемых 
генотипов также были обнаружены различия 
в характере распределения ЩФ. У стандартных 
и серебристо-голубых норок фермент запол-
няет всю площадь клетки и не обнаруживается 
в цитоплазматических гранулах. У сапфировых 
норок четко выявляются фосфатазонегативные 
области различной величины, которые соответ-
ствуют аномальным гранулам (рис. 3, В).

Результаты исследования возрастной ди-
намики уровня ЩФ в лейкоцитах продемон-
стрировали, что наиболее высокие показатели 
были характерны для норок 4- и 60-дневного 
возраста по сравнению с остальными периода-
ми (рис. 4). Ранее было показано, что фосфа-
тазная активность нейтрофилов у детей почти 
всех возрастных групп, в особенности у но-
ворожденных, также была существенно выше 
по сравнению со взрослыми [Шубич, Нагоев, 
1980]. Максимальную активность ЩФ в пер-
вую неделю жизни объясняют повышенным 
уровнем кортикостероидов у новорожденных 
в результате родового стресса. Высокую ак-
тивность щелочной фосфатазы в постнаталь-
ном онтогенезе можно связать с интенсивно 
идущими процессами роста, поскольку этот 
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фермент участвует в кальцификации костной 
ткани. В наших исследованиях наиболее высо-
кие значения ЩФ обнаружены у двухмесячных 
норок темно-коричневого и серебристо-голу-
бого окраса (сапфировые норки в этом возрас-
те не анализировались). По данным В. А. Бе-
рестова и Л. К. Кожевниковой [1981], наиболее 
высокая активность ЩФ в сыворотке крови 
норок также приходилась на 60-й день онто-
генеза. К 120 дням происходит спад активно-
сти фермента и дальнейшее повышение в 180 
дней у норок всех окрасов, кроме сапфирово-
го. Характер генотипических различий в актив-
ности лейкоцитарной ЩФ зависел от периода 
онтогенеза. Стабильно высокими значениями 
активности ЩФ обладают серебристо-голу-
бые норки, являющиеся более устойчивыми 
к действию факторов среды. Темно-коричне-
вые норки, как правило, характеризуются бо-
лее низкими значениями по сравнению с двумя 
другими окрасами.

При исследовании генотипических разли-
чий в активности ферментов лейкоцитов осо-
бого внимания заслуживает анализ изменений 
показателей у сапфировой норки как модели 
СЧХ в сравнении с двумя другими окрасами. 
Причинами пониженной резистентности чело-
века с СЧХ и животных, имеющих подобное за-
болевание, является ослабленный хемотаксис 
и неэффективный киллинг [Boxer et al., 1979]. 
Также показано, что у пациентов с СЧХ и беже-
вых мышей при поглощении чужеродного ма-
териала содержимое лизосом не выделяет-
ся в фагоцитарную вакуоль [Root et al., 1972]. 
Ряд авторов отмечают существование разли-
чий в активности ферментов лейкоцитов у лю-
дей (а также животных моделей) с патологией 
и здоровых индивидов. Так, T. P. Stossel и со-
авторы [1972] выявили, что, несмотря на со-
держание большинства ферментов в фагоци-
тарных вакуолях больных СЧХ в пределах нор-
мальных значений, активность пероксидазы 

Рис. 4. Активность пероксидазы (А), нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы (Б) и щелочной фосфатазы (В) в 
лейкоцитах у норок в постнатальном онтогенезе. Условные обозначения: цифры вверху столбиков – по 
сравнению с 4-, 10-, 60-, 120-, 180-дневным возрастом различия достоверны, * – различия достовер-
ны по сравнению с темно-коричневыми, ◊ – с серебристо-голубыми норками, критерий Вилкоксона – 
Манна – Уитни (p < 0,05)
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и бета-глюкуронидазы у них была значительно 
ниже. Изучение активности НХЭ в зрелых ней-
трофилах костного мозга исследовательской 
группой K. H. Takeuchi [1987] показало, что ак-
тивность данного фермента у бежевых мышей 
в несколько раз снижена по сравнению с мы-
шами дикого типа. Нашими исследованиями 
установлено, что у взрослых сапфировых норок 
наблюдается близкая с таковой у стандартных 
темно-коричневых и серебристо-голубых но-
рок активность пероксидазы и НХЭ, но значи-
тельно пониженная активность ЩФ.

Таким образом, наше исследование по-
казало, что функционально-метаболические 
особенности лейкоцитов зависят от возраста 
и генотипа норок. При анализе локализации пе-
роксидазы, НХЭ и ЩФ в лейкоцитах сапфиро-
вых норок выявлено, что дефектные клеточные 
структуры, содержащие пероксидазу и НХЭ, 
соответствуют аномальным лизосомам. Ак-
тивность исследуемых ферментов изменяет-
ся в постнатальном онтогенезе. У сапфировых 
норок наибольшая активность НХЭ выявлена 
в 4-дневном возрасте, у темно-коричневых 
и серебристо-голубых – в 180-дневном. В воз-
расте 60 дней у темно-коричневых и серебрис-
то-голубых норок наблюдается высокий уро-
вень ЩФ. Наибольшая активность пероксидазы 
у всех исследованных генотипов обнаружена 
в 120-дневном возрасте. Характер возрастных 
изменений активности ферментов у норок раз-
личных генотипов неодинаков и, по-видимому, 
является примером структурно-функциональ-
ной перестройки лейкоцитов в постнатальном 
онтогенезе. Несмотря на то что активность пе-
роксидазы и НХЭ у сапфировых норок во взрос-
лом состоянии сохраняется на уровне нормаль-
ных значений, выявленное у них нарушение ло-
кализации ферментов приводит к нарушению 
функции лизосом и, как следствие, к угнетению 
иммунной защиты организма.

Работа выполнена при финансовой под‑
держке гранта Президента (1410.2014.4.) 
и средств федерального бюджета (тема 
№ 0221‑2014‑0001).
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