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С помощью метода полимеразной цепной реакции выявлены молекулярно-генетические особенности моллю-
сков Lymnaea stagnalis, размножающихся перекрестным оплодотворением и самооплодотворением в лабора-
торных условиях. Показано, что среди особей природной популяции самооплодотворенные моллюски более 
чувствительны к инвазии трематодами.  
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Санаторно-курортная зона Национального парка 
«Нарочанский» является основной здравницей Рес-
публики Беларусь. Здесь ежегодно отдыхают более 
80 000 жителей республики и иностранных туристов. 
Центром рекреационного региона является озеро На-
рочь – самый крупный и один из живописнейших во-
доемов Беларуси. Фауна озера Нарочь характеризует-
ся наличием нескольких десятков видов плоских чер-
вей класса трематоды. Представители семейств 
Echinostomatidae, Notocotyloidae, Plagiorchiidae, 
Diplostomidae, Strigeidae и Schistosomatidae являются 
паразитами водоплавающих птиц, рыб, моллюсков и 
членистоногих [1]. В результате антропогенной на-
грузки произошло нарушение экологического равно-
весия в экосистеме водоема, что привело к увеличе-
нию численности окончательных и промежуточных 
хозяев трематод, в том числе и семейства Schistoso-
matidae – возбудителей церкариоза. Данное заболева-
ние вызывается внедрением в кожу человека водных 
личинок (церкарий) трематод родов Trichobilharzia и 
Bilharziella [2, 3]. Существующий в регионе очаг цер-
кариоза представляет собой экономическую, социаль-
ную и медицинскую проблему и требует скорейшей 
ликвидации.  

Принимая во внимание специфику биологии шис-
тосоматид, применяемые в мире методы борьбы с 
церкариозом направлены на уничтожение отдельных 
звеньев жизненного цикла паразита. На практике наи-
более апробирован и широко применяется сбор и 
уничтожение промежуточных хозяев трематод – ле-
гочных моллюсков [4]. Считается, что снижение чис-
ленности популяции промежуточного хозяина приве-
дет к нормализации паразитарной обстановки на во-
доеме и ликвидации очага церкариоза. Однако долго-
временная эффективность подобных мероприятий 
вызывает обоснованные сомнения по причине нали-
чия у легочных моллюсков альтернативных способов 
размножения перекрестного оплодотворения (ПО) и 
самооплодотворения (СО). Поэтому даже немногие 
оставшиеся после отлова особи, размножаясь посред- 
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ством самооплодотворения, способны быстро восста-
новить численность популяции.  Более того,  в ряде 
работ показано влияние гомозиготизации моллюсков 
на их инвазированность [5-7]. Однако воздействие 
продолжительного самооплодотворения в течение 
нескольких последовательных поколений на чувстви-
тельность к инвазии трематодами не изучено. 

Целью работы являлось выяснение влияния спосо-
ба оплодотворения моллюсков на их восприимчи-
вость к инвазии трематодами. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Объект исследования. В ходе работы исследова-
лись моллюски L. stagnalis из лабораторных линий и 
из популяции озере Нарочь. Лабораторные моллюски 
происходили от особей из популяции оз. Персток 
(Гомельская обл.). Часть лабораторных моллюсков 
содержалась группами, где прудовики размножались 
посредством перекрестного оплодотворения. Моллю-
ски из второй части содержались поодиночке и раз-
множались самооплодотворением в течении 8 после-
дующих поколений. Методика получения потомства 
от ПО и разных поколений от СО описана ранее [8]. 

Моллюски,  собранные на озере Нарочь,  были раз-
делены на 2 группы: зараженные церкариями трема-
тод семейств Echinostomatidae, Diplostomidae, 
Strigeidae и Schistosomatidae и незараженные. О зара-
жении судили по наличию в гепатопанкреасе моллю-
ска личиночных стадий трематод (спороцист, редий и 
церкарий). 

Выделение ДНК ДНК выделяли из фрагмента мы-
шечной ткани ноги моллюска методом фенольной 
экстракции. Для этого фрагмент ноги размером около 
1 мм2 гомогенизировали в пробирке эппендорф, лизи-
ровали буфером 50мM Трис-HCl pH 7,4; 100мМ 
EDTA; 100мM NaCl; 1% SDS; 100 мкг/мл протеиназы 
К. Белки отделяли фенолом. ДНК осаждали этанолом 
и ресуспендировали в ТЕ буфере. 

Полимеразная цепная реакция. Для исследования 
церкарий нами был применен RAPD-ПЦР с прайме-
рами OpB–01 (5’–GTTTCGCTCC-3’), OpE-06 (5’–
AAGACCCCTC-3’), OpF-05 (5’–CCGAATTCCC-3’). 
ПЦР проводили в смеси,  объемом 20  мкл.  Смесь со-
держала (указаны конечные концентрации в смеси): 
180 мкМ dNTP, 750 мкМ праймера, 3,0 мМ MgCl2, 1x 
Taq Buffer (10мМ Tris-HCl, 50мМ KCl, 0.8% Nonidet 
P40), 1 ед. Taq-polimerase, 2 мкл р-ра ДНК. ПЦР про-
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водили в режиме: 94оС 4 мин, 40 циклов (94оС 1 мин, 
38оС 1 мин, 72оС 2 мин).  

Полученные в результате ПЦР продукты разделя-
ли методом электрофореза в 1,5% агарозном геле. В 
качестве стандарта масс использовали 1Kbp DNA 
Ladder (Fermentas). Гель окрашивали бромистым эти-
дием. Визуализацию результатов проводили на гель-
сканере VDS-CL (Amercham Bioscienses). Размер и 
относительное содержание ампликонов определяли с 
помощью программы FragmeNT Analisis Aplication v 
1.1a (Molecular Dynamics). 

Статистическая обработка данных. Для стати-
стической обработки данных использовали пакет Sta-
tistika 7.0 (StatSoft Inc). Для определения различий 
между двумя выборками пользовались U-тестом 
Манна – Уитни. Для определения характера распре-
деления данных применяли W-тест Шапиро-Уилка. В 
работе представлены данные, полученные в результа-
те проведения трех независимых измерений. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

В ходе работы исследованы 4 группы моллюсков:  
лабораторные особи, размножающиеся самооплодо-
творением в течение нескольких (четырех и более) 
поколений; лабораторные особи, размножающиеся 
перекрестным оплодотворением; особи из популяции 
озера Нарочь, незараженные трематодам; особи из 
популяции озера Нарочь, зараженные трематодам. 
Для выявления молекулярных маркеров способа оп-
лодотворения сначала проанализированы моллюски 
из двух лабораторных групп. Выделенная из тканей 
ноги моллюска ДНК была амплифицирована и про-
дукты ПЦР разделены в агарозном геле.  При анализе 
полученных ПЦР-паттернов с праймером OpB-01 бы-
ли выявлены продукты, уровень амплификации кото-
рых зависел от способа оплодотворения моллюска. У 
всех перекрестнооплодотворяющихся моллюсков 
среди продуктов ПЦР преобладал фрагмент размером 
около 1000  пар нуклеотидов.  В то же время при ам-
плификации ДНК, выделенной из самооплодотво-
ряющихся особей, в большей мере синтезировался 
продукт размером около 850 пар нуклеотидов (рис. 1). 
 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК 
моллюсков с праймером OpB-01. Дорожки: 1,2,3 – перекре-
стнооплодотворяющиеся моллюски; 4,5,6 – самооплодотво-
ряющиеся моллюски; 7 – маркер молекулярных масс.  
 

Для статистической обработки данных электрофо-
реграммы отсканировали и перевели в цифровай 
формат. Для каждого образца определили содержание 
продуктов ПЦР размером 850 п.н. и 1000 п.н. 

Далее вычислили долю фрагмента размером 850 
п.н. от суммы фрагментов размерами 850 п.н. и 1000 

п.н. и обозначили полученную величину как R. В ре-
зультате все перекрестнооплодотворяющиеся лабора-
торные моллюски имели значение R < 0,55; тогда как 
у всех самооплодотворяющихся лабораторных особей 
данный показатель составил  R > 0,55 (рис. 2). Данные 
две группы достоверно различались друг от друга.  
Значение U-критерия Манна -Уитни составило 0, при 
Uкр = 24 и уровне значимости P > 0,95. 

 
Рис. 2. Значения величины R для двух групп лабораторных 
моллюсков. 1 – моллюски, размножающиеся ПО, 2 – мол-
люски, длительно размножающиеся СО. 

 

Таким образом, выявлены достоверные различия в 
ПЦР-паттернах лабораторных моллюсков L. stagnalis, 
размножающихся СО и ПО. Это позволяют использо-
вать получаемые в ходе амплификации фрагменты 
размерами 850 п.н. и 1000 п.н. в качестве маркеров 
способа оплодотворения и определять этот способ у 
моллюсков из природной популяции. 

Для определения влияния способа оплодотворения 
на чувствительность моллюсков к инвазии тремато-
дами были проанализированы две группы прудовиков 
из озера Нарочь. С помощью вышеописанного подхо-
да была определена величина R для 13 зараженных 
трематодами особей и для 19 незараженных моллю-
сков. В качестве образцов сравнения были использо-
ваны моллюски из лабораторных линий, размножаю-
щиеся посредством ПО (10 особей) и СО в четвертом 
и выше поколениях (10 особей).  

Группа инфицированных моллюсков достоверно 
отличалась от неинфицированных (U = 72, Uкр = 80, p 
< 0,05). Все неинфицированные моллюски образовали 
группу величиной R < 0,55, как и лабораторные осо-
би, полученные от перекрестно-оплодотворенных 
родителей. Это указывает на то, что все неинфициро-
ванные моллюски из озера Нарочь также имеют про-
исхождение от особей, размножавшихся перекрест-
ным оплодотворением. 

Важно отметить, что значения величины R в вы-
борках для групп моллюсков ПО, СО и неинфициро-
ванных из природной популяции оказались распреде-
лены нормально (по данным W-теста Шапиро-Уилка). 
Значения критерия W составили 0,92; 0,94; 0,91, соот-
ветственно, при вероятности справедливости гипоте-
зы о нормальном распределении p > 0,05. Распределе-
ние значений этого признака в группе инфицирован-
ных моллюсков было бимодальным (W = 0,83 при p < 
0,02). На рис. 3 видно, что инфицированные особи 
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разбились на две части. Из них 4 прудовика (показано 
рамкой) среди продуктов амплификации имели зна-
чение R > 0,55, как особи от СО из лабораторных ли-
ний. Остальные особи имели R < 0,55. Это свидетель-
ствует о том, что часть инфицированных моллюсков 
произошла от особей, самооплодотворяющихся в те-
чение нескольких поколений. 

 
Рис. 3. Распределение групп моллюсков в зависимости от 
значения R. Группа 1 – перекрестно-оплодотворяющиеся 
лабораторные моллюски; 2 – лабораторные моллюски дли-
тельно размножающиеся самооплодотворением; 3 – неин-
фицированные моллюски из озера Нарочь; 4 – моллюски из 
озера Нарочь, инфицированные трематодами. Рамкой обо-
значены инфицированные моллюски, происходящие от СО. 

Результаты анализа паттернов ПЦР с праймером 
OpB-01 свидетельствуют о достоверных различиях 
между группами моллюсков, произошедших от раз-
личных форм оплодотворения. Выявлено, что среди 
особей из природной популяции около трети моллю-
сков размножались посредствам СО,  в то время как 
среди неинфицированных прудовиков таких особей 
не найдено. Полученные данные говорят в пользу 
того, что моллюски L. stagnalis при различных спосо-
бах оплодотворения имеют различную восприимчи-

вость к заражению трематодами. Более того, длитель-
ное самооплодотворение приводит к повышению чув-
ствительности к инфекции. Это заставляет усомнить-
ся в целесообразности борьбы с церкариозом методом 
сбора и уничтожения моллюсков – промежуточных 
хозяев патогенных для человека трематод. При искус-
ственном снижении численности популяции моллю-
ска, часть особей не способна найти партнера для 
размножения. Прудовики переходят к вынужденному 
самооплодотворению, и, как следствие, становятся 
более чувствительными к заражению трематодами. 
Очаг церкариоза сохраняется, несмотря на то, что 
плотность популяции промежуточного хозяина сни-
жена. 
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