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ВЛИЯНИЕ                                                         
БАКТЕРИАЛЬНОГО БИОИНСЕКТИЦИДА 
НА МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ СТАТУС 

ГЕМОЦИТОВ BLAPTICA DUBIA

Е.А. Гребцова, А.А. Присный

Цель исследования. Проанализировать изменения клеточного состава 
гемолимфы и показателей фагоцитарной активности у Blaptica dubia  при 
обработке инсектицидом на основе Bacillus thuringiensis, var. thuringiensis.

Материалы и методы. Проведены количественные исследования натив-
ных гемоцитов имаго Blaptica dubia с применением световой микроскопии. 
Для оценки эффективности поглощения инородных объектов определены фа-
гоцитарный индекс и фагоцитарное число в условиях бактериальной нагрузки. 
В качестве инсектицида выбран препарат «Битоксибациллин», содержащий 
Bacillus thuringiensis, var. thuringiensis.

Результаты. Проанализировано влияние бактериального инсектицида на 
популяционную структуру гемоцитов имаго Blaptica dubia. В работе исследо-
вана гемолимфа десяти особей. У имаго идентифицированы 7 гемоцитарных 
типов: прогемоциты, плазмоциты, гранулоциты, вермициты, сферулоциты, 
коагулоциты и серповидные клетки. На третьи сутки после обработки пре-
паратом отмечен рост молодых форм плазматоцитов и резкое сокращение 
числа прогемоцитов и сферулоцитов. В данной контрольной точке у всех осо-
бей отсутствовали вермициты. Фагоцитарный индекс равен 53,2%, а среднее 
количество поглощенных бактерий одним фагоцитом составило 14,6 у.е. К 
десятому дню зафиксировано дальнейшее снижение числа прогемоцитов и 
достижение плазматоцитами размеров, свойственных зрелым клеткам. Зна-
чения фагоцитарного индекса и фагоцитарного числа достоверно снизились 
до 41% и 8 у.е. соответственно.

Ключевые слова: гемоциты насекомых; инсектициды; гемолимфа; фаго-
цитарный индекс; фагоцитарное число
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THE EFFECT OF BACTERIAL BIOINSECTICIDE 
ON THE MORPHOFUNCTIONAL STATUS                                      

OF HEMOCYTES BLAPTICA DUBIA

E.A. Grebtsova, A.A. Prisnyi

The purpose of the research is to analyze changes in the total hemocyte count 
and structure of their population, to assess the indicators of phagocytic activity 
in Blaptica dubia treated with an insecticide based on Bacillus thuringiensis, var. 
thuringiensis. 

Materials and methods. Quantitative studies of native hemocytes of adult 
Blaptica dubia using light microscopy were carried out. We determined phagocyt-
ic index and phagocytic number under conditions of bacterial load to evaluate the 
efficiency of foreign object absorption. The preparation Bitoxibacillin containing 
Bacillus thuringiensis, var. thuringiensis was selected as an insecticide.

Results. We analyzed the effect of bacterial insecticide on the population 
structure of adult Blaptica dubia hemocytes. The hemolymph of ten insect spec-
imens was studied. Seven hemocytic types were identified in adults: prohemo-
cytes, plasmatocytes, granulocytes, vermicytes, spherulocytes, coagulocytes and 
crescent cells. On the third day after treatment with the insecticide, an increase 
in young forms of plasmatocytes and a sharp decrease in the number of prohe-
mocytes and spherulocytes were noted. In this day, vermicites were absent in 
all specimens. The phagocytic index reached 53,2%, and the average number 
of bacteria absorbed by one phagocyte was 14,6 s.u. By the tenth day, a further 
decrease in the number of prohemocytes were recorded and plasmatocytes reached 
the size typical of mature cells. The values of phagocytic index and phagocytic 
number significantly decreased to 41% and 8 s.u., respectively.
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Введение
Биоинсектициды на основе B. thuringiensis являются наиболее широко 

используемыми – на их долю приходится 80% биоинсектицидов, продава-
емых во всем мире [4]. Белки этих бактерий Cry и Vip активны в отноше-
нии широкого спектра насекомых отрядов Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 
Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera, Neuroptera, Orthoptera и Mallophaga, а 
также в отношении других беспозвоночных, таких как нематоды, клещи и 
простейшие [12]. Действие белков Cry и Cyt начинается с приема внутрь 
кристаллов, которые растворятся в средней кишке [3; 5; 7]. Для достиже-
ния правильного растворения кристалла должны быть соблюдены особые 
химические условия, которые зависят от типа белка, состава кристалла, 
состава содержимого кишечника и его pH [9; 10].

Количество проведенных на сегодняшний день исследований, связанных 
с восприимчивостью тараканов к Bacillus thuringiensis, очень мало. Также 
существует несоответствие в результатах, многие из них противоречивы, 
а с другой стороны, в некоторых работах не указана информация об ис-
пользуемых штаммах и условиях обработки и содержания насекомых [16]. 
По данным исследования Zukowski (1993)  обработка представителей вида 
Blattella germanica препаратом Дипель (титр B. thuringiensis 25 млрд спор/г, 
концентрация 1%) привела к гибели 76,4% особей в течение 9 дней. При ис-
пользовании более низких концентраций (0,5%; 0,25%; 0,125%) время гибе-
ли удлинялось и составило 22 дня для самой низкой концентрации [14; 15].

Ни один из белков в работе Galán Rodellar (2021), ни в качестве проток-
сина, ни в качестве токсина не оказывал летального действия на Blaptica 
dubia и B. germanica даже в сверхвысоких концентрациях [4].

В статье Pan и Zhang (2020) утверждается, что на сегодняшний день 
не обнаружено ни одного бактериального белка, который вызывал бы ги-
бель B. germanica. В качестве возможных причин рассматривают 1) кис-
лую среду в кишечнике с pH около 5,7, что препятствует растворению 
белка или 2) отсутствие специфических рецепторов в столбчатых клетках 
кишечника [13].

Другое исследование показало, что серотипы colmeri, yunnanensis, 
huazhangiensis, roskildiensis и sooncheon вызывают смертность до 30% че-
рез 7 дней при концентрации 1x1010 клеток/мл [6].

Существует как минимум три механизма возникновения устойчивости 
насекомых к токсическим бактериальным белкам: 1) нарушение протео-
литического воздействия на протоксины из-за отсутствия специфических 
протеаз у конкретного вида насекомого, что приводит к плохой активации 
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белков; 2) мутации в специфических сайтах связывания, выражающий-
ся в снижении сродства между токсином и сайтом связывания вплоть до 
полного отсутствия взаимодействия; 3) быстрая регенерация пораженных 
столбчатых клеток до того, как повреждение станет необратимым.

Для оценки чувствительности насекомых к патогену необходимо не 
только оценить количество погибших особей, но и зафиксировать воз-
можные изменения в иммунной системе. В связи с этим цель данного ис-
следования проанализировать изменения клеточного состава гемолимфы 
и показателей фагоцитарной активности у Blaptica dubia при обработке 
инсектицидом на основе Bacillus thuringiensis, var. thuringiensis.

Материалы и методы
Исследована динамика популяционной структуры форменных элемен-

тов гемолимфы и их фагоцитарная активность у вида Blaptica dubia . В 
эксперименте использовали 10 имаго. Насекомые подвергались действию 
«Битоксибациллина» с титром 20 млрд спор/г в концентрации 1%, соглас-
но инструкции к препарату. Эксперимент проведен по следующей схеме:

1) Анализ клеточного состава гемолимфы насекомых до обработки 
препаратом.

2) Однократное предоставление насекомым корма и питьевой воды, 
которые содержали указанную концентрацию инсектицида. 

3) Анализ клеточного состава гемолимфы и определение показателей 
фагоцитарной активности на третьи и десятые сутки после обра-
ботки насекомых. 

Наблюдения проводили с помощью инвертированного микроскопа 
Nikon Digital Eclipse Ti-E. Фиксировали изменение численности каждого 
гемоцитарного типа, а также определяли показатели фагоцитарной актив-
ности. Рассчитывали: фагоцитарный индекс (ФИ) – процент фагоцитов, 
поглотивших инородные объекты, из числа сосчитанных фагоцитов; фа-
гоцитарное число (ФЧ) – среднее число бактерий, поглощенное одним 
активным фагоцитом. Подсчет общего числа гемоцитов осуществляли на 
автоматическом счетчике клеток Countess III FL.

Выявление различий количественных результатов исследования по 
отношению к их исходному уровню проведены путем вычисления пока-
зателя достоверности различий (р) с использованием теста Вилкоксона 
для двух зависимых выборок (непараметрическое распределение). Дан-
ные представлены в виде среднего арифметического и стандартного от-
клонения. 
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Результаты
Популяция форменных элементов гемолимфы имаго B. dubia представле-

на семью типами клеток: прогемоциты (Pr), плазматоциты (Pl), гранулоциты 
(Gr), сферулоциты (Sph), вермициты (Ver), коагулоциты (Co), серповидные 
клетки (Cr) [1;2;8]. Гемоцитарная формула представлена в таблице 1. 

Таблица 1.
Соотношение гемоцитарных типов в гемолимфе до начала эксперимента 

Типы клеток Pr Pl Gr Sph Ver Co Cr
Доля гемоцитов, % 9,3±2,9 23,0±3,7 26,8±4,9 19,0±4,4 5,5±2,4 6,5±2,6 9,8±3,9

При наблюдении нативных клеток в изотоническом растворе зафикси-
ровано, что адгезия к подложке и распластывание плазматоцитов и грану-
лоцитов завершалось к 12-ой и 25-й минуте соответственно. Общее число 
гемоцитов находилось в пределах 5,03±0,29x106/мл.

После обработки насекомых энтомопатогенным препаратом повторный 
анализ гемолимфы проводили на третьи сутки. Отмечена тенденция к уве-
личению общего числа клеток до 5,30±0,28x106/мл, преимущественно за 
счет фагоцитов. Зафиксировано достоверное снижение доли прогемоцитов 
на 30%, сферулоцитов на 58,6%, коагулоцитов на 90%, серповидных кле-
ток на 62,2% (рис. 1). Снижение числа прогемоцитов, вероятно, связано с 
их активной дифференцировкой в иммунные клетки.

Рис. 1. Динамика численности нефагоцитрующих гемоцитов. 
* – статистическая надежность различий p<0,05 
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Противоположная ситуация характерна для гемоцитов, выполняющих 
фагоцитарную функцию: количество плазматоцитов возросло вдвое. Боль-
шую часть составляли молодые мелкие клетки (D≈5,2 мкм), в которые 
дифференцировались прогемоциты. Статистически значимого изменения 
числа гранулоцитов отмечено не было ни у одной особи. Содержание вер-
мицитов упало до нуля (рис. 2).

Зрелые плазматоциты и гранулоциты активно участвовали в поглощении 
бактериальных клеток. Распластывание данных форменных элементов по под-
ложке завершалось уже к пятой минуте инкубации в изотоническом растворе.

Повторный отбор гемолимфы проводили на десятые сутки. Статисти-
чески значимого увеличения общего числа гемоцитов зафиксировано не 
было. Как и в предыдущей контрольной точке, доля прогемоцитов редко 
превышала 2%. Содержание сферулоцитов, коагулоцитов и серповидных 
клеток также не изменилось.

Рис. 2. Динамика численности фагоцитрующих гемоцитов. 
* – статистическая надежность различий p<0,05

Доля плазматоцитов сохранилась прежней, однако клетки уже успели 
достичь своих обычных размеров (D=15 мкм). Скорость оседания и ад-
гезии оставалась по прежнему высокой. Единичных клеток практически 
не было, в основном они формировали конгломераты и распластывались 
как единое целое.
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При определении показателей фагоцитарной активности учитывали 
три типа клеток, способных захватывать инородные объекты: грануло-
циты, плазматоциты и вермициты. На третьи сутки ФИ составил 53,2%, 
причем основная роль в поглощении бактерий принадлежала молодым 
плазматоцитам. Несмотря на достаточно низкие значения ФИ, эффектив-
ность работы плазматоцитов высока: фагоцитарное число в единичных 
случаях доходило до 28 бактериальных клеток. На десятые сутки величи-
на ФИ достоверно снизилась до 41%, однако это связано с увеличением 
числа вермицитов, которые не проявили в эксперименте фагоцитарной 
активности. В предыдущей контрольной точке вермициты отсутствовали 
и не вносили вклад в общее число фагоцитов. Уменьшение параметра ФЧ 
практически вдвое также носит статистически значимый характер (рис. 3).

Рис. 3. Показатели фагоцитарной активности на третий и десятый день                          
после обработки. * – статистическая надежность различий p<0,05

Дальнейшее наблюдение за насекомыми проводили еще в течение двух 
недель – за весь срок эксперимента ни одна особь не погибла. Это говорит 
об устойчивости данного вида к B. thuringiensis в концентрации, которая, 
согласно инструкции к препарату, является летальной. 

Поскольку бактериальные клетки были обнаружены в гемолимфе на-
секомых, то связывание белков с мембранными рецепторами столбчатых 
клеток кишечника произошло, что привело к формированию пор в микро-
ворсинках и споры бактерий проникли в гемоцель. Однако ни одна особь 
не погибла. Этот факт исключает первый механизм возникновения рези-
стентности. Кроме того, тараканы способны длительное время обходить-
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ся без еды и воды, и в этот срок пораженные зоны кишечника способны 
регенирировать, а активная работа иммунных клеток способствует борьбе 
с бактериальной инфекцией.

Заключение
Согласно результатам исследования идентифицировано 7 гемоцитар-

ных типов B. dubia, соотношение которых менялось в течение десяти су-
ток после обработки энтомопатогенным бактериальным препаратом. На 
третьи сутки отмечена тенденция к увеличению общего количества ге-
моцитов, что связано с ростом числа молодых плазматоцитов. Снижение 
уровня прогемоцитов вызвано их усиленной дифференцировкой в иммун-
ные клетки. Вермициты к этому времени полностью исчезают, однако их 
число восстанавливается в заключительной контрольной точке. Основная 
роль в фагоцитозе бактерий принадлежит плазматоцитам. Несмотря на 
небольшое значение фагоцитарного индекса, эффективность поглощения 
B. thuringiensis высока и доходит до 28 клеток. Бактериальный препарат 
«Битоксибациллин» не оказывает инсектицидного эффекта в отношении 
B. dubia при применении в дозировке, указанной в инструкции. Ни одна 
особь за период эксперимента не погибла, в течение последующих четы-
рнадцати дней летальных исходов также не зафиксировано. 
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