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Аннотация. Установлена оптимальная формула для подсчета общего числа гемоцитов (ОЧГ) австралийского 
красноклешневого рака (Сherax quadricarinatus), которая позволяет оптимизировать время подсчета ОЧГ без 
снижения точности. Приведены методические рекомендации по пробоподготовке образца гемолимфы, под-
счету ОЧГ и дифференцированному подсчету гемоцитов. Выяснено, что отличия в ОЧГ при использовании 
различных формул минимальны, что подтверждается дисперсионным анализом F = 0,011, p = 0,998, средние 
величины ОЧГ колеблются от 2 384 до 2 427 шт./мкл. Проведение множественных сравнений также проде-
монстрировало, что различия между формулами минимальны: уровни значимости между формулами состав-
ляли p = 0,99. Наиболее оптимальной для использования у австралийского красноклешневого рака является 
формула: ОЧГ в 1 мкл = N · 10, где N – общее число гемоцитов в 25 больших квадратах камеры Горяева. 
Счетная камера должна быть чистая, т. к. при нахождении на сетке даже мелких пылинок могут образовы-
ваться скопления из гемоцитов, которые осложняют подсчет, или результат при таком подсчете будет некор-
ректным, поскольку распределение на сетке гемоцитов будет неравномерным. После заполнения камеры ге-
молимфой рекомендуется подождать 1–1,5 мин, чтобы перемещение в ней гемолимфы остановилось и гемо-
циты прекратили свое движение. Рекомендуется использовать антикоагулянт, он препятствует быстрому рас-
паду клеток и способствует их равномерному распределению на сетке камеры, без образования сгустков 
(скоплений), которые влияют на точность подсчета. Работа с цельной гемолимфой подразумевает быстроту  
и точность действий исследователя, поскольку она быстро коагулирует и образует скопления гемоцитов. Во 
избежание путаницы при подсчете клеток, находящихся на границе между квадратами, применяют правило 
Егорова. Наиболее оптимальным увеличением для ведения подсчета является 400-кратное увеличение. 
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Abstract. The optimal formula for calculating the total number of hemocytes (HTN) of the Australian red-claw cray-

fish (Cherax quadricarinatus) has been established, which allows optimizing the time of counting HTN without re-

ducing accuracy. Methodical recommendations on preparing a hemolymph sample, HTN calculation and differentiat-

ed calculation of hemocytes are given. It was found out that the differences in HTN are minimal when using different 

formulas, which is con-firmed by the analysis of variance F = 0.011, p = 0.998, the average values of HTN range from 

2 384 to 2 427 cell/µl. Conducting multiple comparisons also demonstrated that the differences between the formulas 

are minimal: the significance levels between the formulas were p = 0.99. The optimal formula for the Australian red-

claw crayfish is: HTN in 1 µl = N · 10, where N is the total number of hemocytes in 25 large squares of Gorjaev’s 

chamber. The counting chamber should be clean, since when even small dust particles are found on the grid, hemocyte 

clusters can form and impede counting, or the result of the calculation will be incorrect, because the distribution  

of hemocytes on the grid will not be uniform. After filling the chamber with hemolymph, it is recommended to wait  

1-1.5 minutes so that the movement of the hemolymph stops and the hemocytes stop moving. It is recommended to 

use an anticoagulant, which prevents the rapid decay of cells and promotes their uniform distribution on the grid of the 

chamber without developing clots (clusters) that affect the accuracy of counting. Working with the whole hemolymph 

implies the speed and accuracy of the researcher's actions, since it quickly coagulates and forms clusters of hemocytes. 

In order to avoid confusion when counting cells located on the border between squares, Egorov’s rule is applied. The 

optimal increase for counting is a 400-fold increase. 

Keywords: Australian red-claw crayfish, Сherax quadricarinatus, hemolymph, hemocytes, total hemocyte number, 

differentiated counting 
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Введение 
Прижизненная оценка физиологического состоя-

ния промыслово значимых видов ракообразных явля-
ется перспективным направлением, развивающимся 
последние несколько десятков лет. Наиболее полную 
картину о состоянии ракообразного позволяет дать 
анализ гемолимфы [1, 2]. При анализе гемолимфы 
используют группу различных показателей, в их чис-
ло входит общее число гемоцитов (ОЧГ). Для ряда 
декапод установлено, что отклонение ОЧГ от нормы 
указывает на изменение физиологического состоя-
ния. Так, повышение уровня ОЧГ можно рассматри-
вать как ответ на стресс или как спровоцированное 
митогенетическое возбуждение [3, 4], а снижение 
ОЧГ можно интерпретировать как показатель 
ослабления иммунитета и ухудшения состояния 
здоровья, вызванного угнетением вследствие влия-
ния загрязняющих и отравляющих веществ [5–7] 
или заражением ракообразного вирусами или мик-
роорганизмами [8]. Также изменение ОЧГ может 
сопровождать такие процессы, как линька, измене-
ние цвета и гликемия [9]. Однако приведенные за-
кономерности нельзя экстраполировать на все так-
сономические группы ракообразных, т. к. для раз-
личных видов возможны отличные изменения ОЧГ 
как ответ на одни и те же факторы воздействия. 

Обычно ОЧГ определяют, используя различные 
типы камер для счета форменных элементов крови, 
как правило, в России применяют камеру Горяева. 

Камера Горяева представляет собой счетную 
камеру объемом 0,9 мм

3
 с выгравированной сет-

кой, состоящей из 225 больших квадратов разме-
ром 0,2 × 0,2 мм и 400 маленьких квадратов разме-
ром 0,05 × 0,05 мм. 

При установлении формул для подсчета фор-
менных элементов крови рыб и ракообразных ру-
ководствуются рекомендациями Н. Т. Ивановой по 
подсчету клеток крови рыб [10]. Так, для длинно-

палого и широкопалого раков разработаны следу-
ющие формулы для подсчета ОЧГ в камере Горяе-
ва [11, 12]: 

ОЧГ = N · 4 000 / 3 600  

или  

                             ОЧГ = N / 0,9,                              (1) 

где N – ОЧГ в 225 больших квадратах камеры Го-
ряева; 

                              ОЧГ = N · 2,5,                              (2) 

где N – ОЧГ в 100 больших квадратах камеры Го-
ряева; 

                              ОЧГ = N · 5,                                 (3) 

где N – ОЧГ в 50 больших квадратах камеры Горяева; 

                              ОЧГ = N · 10,                               (4) 

где N – ОЧГ в 25 больших квадратах камеры Горяева. 
Как правило, ОЧГ в России выражают в числе 

клеток (шт.) в 1 мкл или 1 мм
3
. 

Как можно заметить, число просчитываемых 
квадратов может варьировать в широком диапазо- 
не – от 225 (все квадраты камеры) до 25. Представ-
ленное разнообразие формул объясняется тем, что  
в зависимости от концентрации гемоцитов в крови 
целесообразно использовать ту или иную формулу. 
Так, например, при очень маленьком числе гемоци-
тов рекомендуется использовать формулы с боль-
шим количеством просчитываемых квадратов (фор-
мулы (1) и (2)). Однако от числа просчитанных 
квадратов зависит время получения результата, что 
в реалиях рыбоводных предприятий требует 
наименьших затрат по времени. При этом для пер-
спективного объекта аквакультуры [13] – австра-
лийского красноклешневого рака – требуется пере-
смотреть предложенные для речных раков формулы 
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подсчета ОЧГ, поскольку имеется тенденция к сни-
жению количества подсчитываемых квадратов сет-
ки счетной камеры при увеличении числа формен-
ных элементов крови. Так, у раков Astacus astacus  
и Pontastacus leptodactylus ОЧГ составляет в норме  
в среднем 700–800 шт./мкл соответственно [14, 15], 
в то время как у австралийского красноклешневого 
рака ОЧГ в несколько раз выше, чем у первых двух 
видов, и среднее число гемоцитов может колебать-
ся, по разным источникам, от 1 678 до 2 400 шт./мкл 
в зависимости от условий содержания [16, 17].  

Целью настоящей работы было определение 
наиболее оптимальной формулы и разработка ре-
комендаций для подсчета ОЧГ австралийского 
красноклешневого рака. 

 
Материалы и методы исследования 
Работу проводили в лаборатории перспектив-

ных технологий в аквакультуре на базе бизнес-
инкубатора ФГБОУ ВО «Кубанский государствен-
ный университет». В работе использовали 23 раз-

норазмерных особи австралийского красноклешне-
вого рака обоих полов (Cherax quadricarinatus, Von 
Martens 1868). 

Отбор гемолимфы и подсчет общего числа 
гемоцитов. Гемолимфу отбирали прижизненно из 
вентрального синуса шприцем объемом 2 мл с иг-
лой 23G с учетом норм санитарии. Такой способ 
позволяет отбирать кровь, не нанося здоровью ра-
ков значительного ущерба. В качестве антикоагу-
лянта использовали 4 %-й раствор Трилона-Б 
(ЭДТА-Na2) (BASF, Китай).  

Подсчет ОЧГ велся в 225, 100, 50 и 25 больших 
квадратах камеры Горяева и рассчитывался в соот-
ветствии с формулами (1)–(4). Всего провели 23 
наблюдения для каждой из формул. Подсчет ОЧГ 
осуществляли следующим образом: подсчитывали 
гемоциты во всех больших квадратах камеры Горя-
ева, далее производили подсчет по формулам с ис-
пользованием необходимого числа квадратов, рас-
полагающихся на сетке в соответствии с рис. 1. 

 

 
 

                                 а                                                    б                                                       в 
 

Рис. 1. Квадраты камеры Горяева, в которых велся подсчет: 

∗ – квадраты, в которых велся подсчет гемоцитов; а – в 100 больших квадратах;  
б – в 50 больших квадратах; в – в 25 больших квадратах 

 
Fig. 1. Squares of Goryaev’s chamber in which the counting was carried out: 

* – squares in which hemocytes were counted; a – in 100 large squares; 
б – in 50 large squares; в – in 25 large squares 

 

Статистическая обработка. Для определе-
ния статистической значимости результатов ис-
пользовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA), предварительно проведя проверку на 
нормальность с использованием критериев Колмо-
горова – Смирнова и Шапиро – Уилка. Множествен-
ные сравнения проводили с помощью HSD-теста. 

Расчеты и графическое оформление полученных 
данных проводили с использованием программ 
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, США)  

и Statistica 14 (TIBCO Software Inc. США). Результа-
ты представлены как среднее ± стандартное откло-
нение (M ± SD). 

 
Результаты и их обсуждение 
Отличия в ОЧГ при использовании различных 

формул минимальны, что подтверждается диспер-
сионным анализом F = 0,011, p = 0,998, средние ве-
личины ОЧГ колеблются от 2 384 до 2 427 шт./мкл 
(табл., рис. 2).  

Показатели ОЧГ при подсчете различными формулами 

THC indicators calculated by different formulas 

Показатели ОЧГ 
Число просчитанных больших квадратов в камере 

225 100 50 25 

M ± SD 2 427 ± 921,5 2 384 ± 896,1 2 402 ± 877,9 2 384 ± 947,2 

Min–max 942–4 444 761–4 400 910–4 305 900–4 360 
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Рис. 2. Результаты подсчета ОЧГ различными формулами 

 

Fig. 2. Results of calculating the THC by different formulas 

 

Проведение множественных сравнений также 

показало, что различия между формулами мини-

мальны: уровни значимости между формулами со-

ставляли p = 0,99. Исходя из этого можно сделать 

вывод, что наиболее оптимальной для использова-

ния у австралийского красноклешневого рака явля-

ется формула (4), поскольку при подсчете 25 квад-

ратов камеры, по сравнению с другими вариантами, 

различия в средних значениях ОЧГ минимальны. 

Используя меньшее количество квадратов можно 

снизить количество времени на проведение анализа 

без снижения его точности, что позволяет оптими-

зировать процесс подсчета ОЧГ. 

 

Методические рекомендации по подсчету ОЧГ 

Счетная камера должна быть чистая, т. к. при на- 

хождении на сетке даже мелких пылинок могут об-

разовываться скопления из гемоцитов, которые 

осложняют подсчет, или результат при таком под-

счете будет некорректным, поскольку распределе-

ние на сетке гемоцитов не будет равномерным. 

После заполнения камеры гемолимфой реко-

мендуется подождать 1–1,5 мин, чтобы перемеще-

ние в ней гемолимфы остановилось и гемоциты 

прекратили свое движение. 

Для подсчета ОЧГ рекомендуется использовать 

антикоагулянт: он препятствует быстрому распаду 

клеток и способствует их равномерному распреде-

лению на сетке камеры, без образования сгустков 

(скоплений), которые влияют на точность подсчета 

(рис. 3, а).  

 

 
 

а                                                                            б 
 

Рис. 3. Гемоциты в камере Горяева: 

a – равномерное распределение гемоцитов в камере при использовании антикоагулянта;  

б – скопления гемоцитов в нативной гемолимфе 
 

Fig. 3. Hemocytes in Goryaev's chamber: 

а – uniform distribution of hemocytes in the chamber when using an anticoagulant; 

б – accumulations of hemocytes in native hemolymph 

Число просчитанных квадратов 
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Важно при использовании антикоагулянта не за-

бывать вводить поправки на разбавление гемолимфы 

в формулы. Равномерного распределения клеток  

в сетке камеры можно также добиться, если запол-

нить камеру первыми двумя каплями только что 

отобранной нативной гемолимфы [18]. Работа  

с цельной гемолимфой подразумевает быстроту  

и точность действий исследователя, поскольку она 

быстро коагулирует и образует скопления гемоцитов 

(см. рис. 3, б). При образовании скоплений клеток  

в квадратах камеры рекомендуется пропускать такие 

квадраты и просчитывать другие, находящиеся 

неподалеку, без скоплений гемоцитов. 

Во избежание путаницы при подсчете клеток, 

находящихся на границе между квадратами, приме-

няют правило Егорова при подсчете эритроцитов:  

в квадрате учитываются только те клетки, которые 

находятся внутри квадрата и на его верхней и левой 

границе, при условии, что клетки находятся в квад-

ратах больше собственной половиной внутри него. 

Наиболее оптимальным увеличением для ведения 

подсчета является 400-кратное увеличение. 

Несмотря на то, что разница в ОЧГ между пред-

ложенными формулами минимальна, рекоменду- 

ется при ОЧГ менее 1 100 шт./мкл использовать фор- 

мулу (3) или (2), а не (4). 

Помимо подсчета ОЧГ в камере Горяева можно 

определить присутствие бактерий в гемолимфе  

и обломков гемоцитов, а также произвести диффе-

ренциальный подсчет гемоцитов – определить про-

центное соотношение различных типов гемоцитов. 

В частности, не составляет труда определить про-

цент гранулоцитов в гемолимфе, поскольку данный 

тип клеток хорошо идентифицируется ввиду своего 

большого лучепреломления из-за крупных гранул. 

Для дифференциального подсчета гемоцитов следу-

ет просчитать не менее 100 клеток (100–300 в зави-

симости от количества клеток в камере) в разных 

частях камеры Горяева и воспользоваться следую-

щей формулой: 

Тип клеток (%) = 100 / (Кол-во клеток, просчитанных для диф. подсчета) · Кол-во клеток искомого типа. 

Допустим, мы просчитали 150 гемоцитов, и 38 из 

этих просчитанных клеток – гранулоциты, тогда до-

ля гранулоцитов будет рассчитываться следующим 

образом: 

Гранулоциты = 100 / 150 · 38 = 25,3 %. 

В итоге в анализируемом образце гемолимфы 

доля гранулоцитов будет составлять 25,3 %. 

 

 

Заключение 

Таким образом, установлена оптимальная форму-

ла с использованием 25 квадратов в счетной камере 

Горяева для подсчета ОЧГ австралийского красно- 

клешневого рака, которая позволяет оптимизировать 

время подсчета ОЧГ без снижения точности. Помимо 

этого были приведены методические рекомендации 

по пробоподготовке образца гемолимфы, подсчету 

ОЧГ и дифференцированному подсчету гемоцитов. 
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