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Медицинские пиявки (в том числе Hirudo verbana Carena, 1820) используемые в ветери-
нарии, медицине и фармакологии, в настоящее время выращиваются в искусственно созданных 
условиях на биофабриках. Технология гирудокультуры как cоставляющая биотехники аквакуль-
туры основана на методе ускоренного роста и развития пиявок при интенсивном вскармливании, 
что позволяет получить качественную продукцию в достаточно короткие сроки (8-10 мес). При 
этом проблема оценки физиологического статуса выращенных особей в условиях искусственного 
воспроизводства остается не до конца решенной. Нами впервые представлены результаты, под-
тверждающие возможность использования данных о возрастной специфике аминокислотного со-
става тканей при оценке физиологического состояния и благополучия медицинской пиявки в при-
роде и в аквакультуре. Цель работы — изучение содержания свободных аминокислот в тканях 
медицинских пиявок при искусственном воспроизводстве в аквакультуре в зависимости от воз-
раста. Исследования проводили в 2012 году на особях аптечной пиявки без признаков заболевания, 
приобретенных на биофабрике «Международный центр медицинской пиявки» (Московская обл., 
п. Удельная). Пиявок содержали в лаборатории в стеклянных сосудах с дехлорированной водой 
при температуре 20-22 °C и один раз в месяц кормили свежей бычьей кровью, полученной от 
здоровых животных. Возраст экспериментальных особей H. verbana составлял 5 сут (новорожденные 
нитчатки, 0+ мес), 1, 3, 5, 7 и 9 мес, средняя масса тела — соответственно 0,029; 0,09; 0,25; 0,61; 1,33 
и 1,81 г. Контролем служили новорожденные особи. Концентрацию свободных аминокислот (АК) в 
кожно-мышечной ткани определяли на анализаторе ААА-339М («Mikrotechna», Чехия). Всего 
было использовано 105 особей пиявок, подготовлено 30 биопроб, выполнено 660 элементоопреде-
лений. Рассчитывали суммарный фонд метаболических групп АК: заменимых (ЗАК) — аланин, 
аспарагиновая кислота, глицин, глутаминовая кислота + глутамин, пролин, серин, тирозин, ци-
стеин; незаменимых (НАК) — аргинин, валин, гистидин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, 
треонин, триптофан, фенилаланин; с разветвленной углеродной цепью (АКРУЦ) — валин, изолей-
цин, лейцин; ароматических (АРАК) — тирозин, фенилаланин; серосодержащих (ССАК) — мети-
онин, цистеин, цистеиновая кислота. Показано, что аминокислотный состав тканей H. verbana был 
представлен 23 АК и их дериватами. Вне зависимости от возраста пиявок доминирующими АК с анти-
оксидантными свойствами были глутамин и глутаминовая кислота, аланин, валин, лейцин, глицин, сум-
марное содержание которых составляло у нитчаток 65 %, у 9-месячных особей — 58 % от общего пула 
АК. В тканях у медицинских пиявок, как и у теплокровных животных, был выявлен полный состав 
незаменимых аминокислот: треонин, валин, лизин, лейцин, изолейцин, гистидин, аргинин, метио-
нин, фенилаланин, триптофан. С возрастом уменьшались суммарные концентрации свободных ами-
нокислот (r = −0,98 при р = 0,000), что было обусловлено резким снижением содержания аргинина 
(в 24,0 раза), пролина (в 13,4 раза), изолейцина (в 12,2 раза), глицина (в 8,5 раза), лизина (в 6,8 
раза), гистидина (в 6,6 раза), лейцина (в 5,2 раза), орнитина (в 4,0 раза), глутаминовой кислоты 
и глутамина (в 3,8 раза), аланина (в 2,9 раза). В возрасте 5, 7 и 9 мес у пиявок отмечали полный 
расход вторичных метаболитов (таурина, цитруллина и триптофана) (p < 0,001). Однако амино-
кислотный баланс азотистого и белкового обмена не нарушался, поскольку соотношение незаме-
нимые/заменимые АК существенно не менялось, и его величина составляла 0,60 у нитчаток, 0,73 — 
у 9-месячных пиявок. Установлено, что рост и развитие H. verbana сопровождались снижением 
величины индикатора зрелости (соотношение глицин/аланин) — с 0,75 у нитчаток до 0,25 у пиявок 
в возрасте 9 мес. Имеющиеся в литературе сведения и данные наших исследований дают основание 
полагать, что функциональные аминокислоты могут использоваться в качестве биомаркеров при 
разработке технологий промышленного разведения этих амфибионтов. 
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Одна из задач аквакультуры как интенсивно развивающейся отрасли 
сельского хозяйства — оценка физиологических особенностей и потребно-
стей гидробионтов на разных этапах онтогенеза при искусственном воспро-
изводстве. Поиск критериев благополучия объектов аквакультуры тесно 
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связан с проблемой адаптации организма к условиям внешней среды. Для 
оперативной оценки экологической безопасности и создания достаточных 
условий для устойчивого развития гидробионтов требуются надежные тех-
нологии диагностики физиологического состояния животных и среды их 
обитания, такие как эколого-физиологические биомаркеры (1, 2). Важную 
задачу представляет разработка и совершенствование биомаркеров по им-
мунологическим, гистопатологическим и физиологическим параметрам 
гидробионтов, а также применение таких маркеров в практике искусствен-
ного воспроизводства.  

Данные, опубликованные в научной литературе, и результаты наших 
исследований позволяют выдвинуть концепцию биомаркеров на базе функ-
циональных аминокислот (АК), обладающих широким спектром метаболи-
ческой активности и играющих важную роль в энергетическом и пластиче-
ском обмене у животных (3-5). Так, при сравнении биохимического состава 
182 пресноводных и морских видов зоопланктона показано, что пресновод-
ные виды характеризуются более низким количеством АТФ и свободных 
аминокислот и более высоким содержанием РНК (6). Ряд работ посвящен 
исследованию метаболизма веслоногих рачков, планктонных копепод и 
дафний (7, 8). Биологическая роль свободных аминокислот и их дериватов 
в метаболизме морских беспозвоночных показана в исследованиях мышеч-
ных белков двустворчатых моллюсков (9). Выявлен высокий аминокислот-
ный метаболизм в тканях у черноморского моллюска-вселенца Anadara ka-
goshimensis, который обеспечивает адаптивную устойчивость вида к новым 
условиям среды (10). Представлены данные по трофической специфике ами-
нокислотного состава тканей пресноводных пиявок, а также показана клю-
чевая роль незаменимых аминокислот в процессах адаптации кровососущих 
гирудинид к обитанию в экстремальных климатических условиях (11, 12). 

Возрастная динамика свободных АК и их производных в тканях жи-
вотных может служить информативным показателем физиологического ста-
туса растущего организма, что особенно актуально при массовом воспроиз-
водстве в условиях высокой плотности особей (13-15). Отмечены изменения 
аминокислотного профиля и роль свободных АК в период личиночного раз-
вития камбалы Platichthys stellatus (16). Выявлено высокое содержание неза-
менимых аминокислот в организме у пресноводного неотропического вида 
рыб Piaractus mesopotamicus в период раннего онтогенеза и показана роль 
таурина в регуляции осмоляльности жидкости (15). Имеются данные о се-
зонной вариативности метаболически инертного таурина в мышцах мак-
рели, обитающей в водах Китайского моря (17). Установлено, что амино-
кислотный состав промысловых рыб коррелирует с характером их питания 
(18). Исследована реорганизация азотистого метаболизма и роль свободных 
аминокислот в механизмах низкотемпературной адаптации на примере эв-
ритермной сорной рыбы ротана Perccottus glehni (19). Эти данные подтвер-
ждают важность участия свободных аминокислот в регуляции ключевых ме-
таболических процессов, направленных на поддержание устойчивого суще-
ствования пресноводных гидробионтов в природно-антропогенных усло-
виях экосистем. 

Медицинских пиявок для использования в медицинской, ветеринар-
ной и фармацевтической практике выращивают на биофабриках в искус-
ственно созданных условиях (20, 21). Современная технология аквакуль-
туры пиявок (гирудокультура) базируется на методике, разработанной оте-
чественными учеными еще в середине XX века. Ее основные этапы — спа-
ривание маточного поголовья пиявок, выборка молоди из созревших коко-
нов и ее ускоренное раскармливание говяжьей кровью до размеров готовой 
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продукции (22, 23). Процессы ускоренного роста и развития пиявок в ги-
рудокультуре связаны исключительно с условиями выращивания на био-
фабриках, что сопряжено с воздействием ряда специфических факторов 
(частая смена воды, высокая плотность популяции, пространственное огра-
ничение и т.д.), которые отражаются на физиологическом статусе особей и 
становятся причиной высокой смертности молоди. При этом проблема 
оценки благополучия выращенных особей в условиях искусственного вос-
производства остается не до конца решенной, а исследованиям аминокис-
лотного обмена аннелид (медицинских пиявок) в мировой литературе не 
уделено должного внимания. Использование оптимального соотношения 
жизненно важных свободных АК в тканях медицинских пиявок как критерия 
благополучия может способствовать эффективному и качественному воспро-
изводству этих ценных гидробионтов в гирудокультуре. 

Нами впервые представлены результаты, подтверждающие возмож-
ность использования данных о возрастной специфике аминокислотного со-
става тканей при оценке физиологического состояния и благополучия меди-
цинской пиявки в природе и в аквакультуре. 

Цель работы — изучение содержания свободных аминокислот в тка-
нях медицинских пиявок при искусственном воспроизводстве в аквакультуре 
в зависимости от возраста.  

Методика. Исследования проводили в 2012 году на особях аптечной 
пиявки (Hirudo verbana Carena, 1820) без признаков заболевания, приобретен-
ных на биофабрике «Международный центр медицинской пиявки» (Москов-
ская обл., п. Удельная). Пиявок содержали в лаборатории в стеклянных со-
судах с дехлорированной водой при температуре 20-22 °C и один раз в месяц 
кормили свежей бычьей кровью, полученной от здоровых животных. Воз-
раст экспериментальных особей H. verbana составлял 5 сут (новорожденные 
нитчатки, 0+ мес), 1, 3, 5, 7 и 9 мес, средняя масса тела — соответственно 
0,029; 0,09; 0,25; 0,61; 1,33 и 1,81 г. Контролем служили новорожденные особи. 
При проведении исследований руководствовались рекомендациями Евро-
пейской Конвенции по защите животных (24, 25). 

Концентрацию свободных АК в кожно-мышечной ткани пиявок 
определяли на анализаторе ААА-339М («Mikrotechna», Чехия). Для этого 
1 г сырой ткани гомогенизировали в 3 мл фосфатного буфера (pH 7,4). 
Двухступенчатое центрифугирование гомогенатов проводили на рефри-
жераторной центрифуге K-23D («MLW», Германия) в течение 15 мин при 
10000 об/мин и 30 мин при 8000 об/мин. Для депротеинизации добавляли 
0,1 мл 30 % сульфосалициловой кислоты, для нейтрализации кислой ре-
акции раствора — 0,2 мл 7 % гидрооксида лития. В качестве внутреннего 
стандарта использовали норлейцин (0,1 мл). Рассчитывали суммарный 
фонд метаболических групп АК: заменимых (ЗАК) — аланин, аспараги-
новая кислота, глицин, глутаминовая кислота + глутамин, пролин, се-
рин, тирозин, цистеин; незаменимых (НАК) — аргинин, валин, гистидин, 
изолейцин, лейцин, лизин, метионин, треонин, триптофан, фенилала-
нин; с разветвленной углеродной цепью (АКРУЦ) — валин, изолейцин, 
лейцин; ароматических (АРАК) — тирозин, фенилаланин; серосодержа-
щих (ССАК) — метионин, цистеин, цистеиновая кислота. Всего было 
использовано 105 особей пиявок, подготовлено 30 биопроб, выполнено 660 
элементоопределений. 

Для статистической обработки данных использовали стандартные 
пакеты компьютерных программ Microsoft Excel 2007 и STATISTICA 7.0 
(«StatSoft, Inc.», США). Рассчитывали средние значения (M) и стандартные 
ошибки средних (±SEM), в дальнейшем исходные данные преобразовывали 
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в логарифмическую (мкмоль/100 г) или арксинусную (% от фонда АК) 
формы. При множественном сравнении данных использовали F-критерий 
Фишера, различия с контролем оценивали тестом Даннета (ANOVA). Кор-
реляционные связи между содержанием свободных АК в тканях пиявок и 
их возрастом определяли с помощью коэффициента корреляции r. Визуа-
лизация полученных результатов была реализована методом главных ком-
понент (PCA) в статистической среде R (R 3.1.2, пакеты «Vegan» и «Ade4») 
(26). Различия считали статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты. Аминокислотный состав тканей медицинской пиявки 
H. verbana был представлен 23 АК и их дериватами. У исследованных особей, 
как и у теплокровных животных (1, 2), присутствовал полный набор функ-
ционально значимых незаменимых аминокислот: треонин, валин, лизин, 
лейцин, изолейцин, гистидин, аргинин, метионин, фенилаланин, трипто-
фан. Доминирующими АК с антиоксидантной направленностью, вне зависи-
мости от возраста, были глутамин и глутаминовая кислота, аланин, валин, лей-
цин, глицин, суммарное содержание которых у контрольных особей (нитча-
ток) составляло 65 %, у 9-месячных особей — 58 % от общего фонда АК.  

Наибольшие показатели аминокислотного обмена были характерны 
для молоди пиявок на самых ранних этапах развития (табл. 1). Так, суммар-
ные концентрации свободных АК в тканях новорожденных и 1-месячных 
особей не показали статистически значимых различий (p > 0,05), несмотря 
на кратное увеличение массы тела последних в результате начала интен-
сивного кормления. В тканях H. verbana наблюдалось линейное падение 
суммарных концентраций свободных АК (r = −0,98 при p = 0,000). В про-
цессе ускоренного роста и развития у взрослых пиявок (9 мес) в сравнении 
с контрольными особями отмечали 3-кратное снижение суммарного фонда 
АК (p < 0,001). 

На ранних этапах онтогенеза у пиявок наблюдалась высокая потреб-
ность в аминокислотах, регулирующих интенсивное возрастание мышечной 
массы (валин, аланин, орнитин, аргинин) и принимающих участие в репро-
дуктивных функциях (глутамин, лизин, гистидин, орнитин, лизин), образо-
вании основного белка соединительной ткани коллагена и эластина (ала-
нин, глицин, лизин, пролин, валин, лейцин, треонин), детоксикации про-
дуктов межуточного обмена (глицин, глутаминовая кислота, цистеин, трип-
тофан), нормализации углеводного и липидного обмена и формировании 
иммунитета (аланин, таурин, гистидин, лейцин).  

Наиболее существенные возрастные различия (F5, 24 > 147,74 при 
p < 0,001) были показаны для аминокислот, стимулирующих в организме 
важнейшие физиологические процессы. Так, с возрастом в тканях H. ver-
bana резко уменьшалось содержание аргинина (в 24,0 раза), пролина (в 13,4 
раза), изолейцина (в 12,2 раза), глицина (в 8,5 раза), лизина (в 6,8 раза), 
гистидина (в 6,6 раза), лейцина (в 5,2 раза), орнитина (в 4,0 раза), глутами-
новой кислоты и глутамина (в 3,8 раза), а также аланина (в 2,9 раза) 
(p < 0,001) (см. табл. 1).  

Важно отметить полный расход вторичных метаболитов (таурина, 
цитруллина и триптофана) у пиявок в возрасте 5, 7 и 9 мес (p < 0,001). В 
гирудокультуре онтогенез пиявок также был обусловлен высокой обеспе-
ченностью тканей метаболическими группами АК: с разветвленной угле-
родной цепью (валин, лейцин, изолейцин), защищающими мышечные во-
локна от окисления и деструкции; ароматическими (фенилаланин, тиро-
зин), участвующими в синтезе биогенных аминов и нейромедиаторов; се-
росодержащими (цистеиновая кислота, цистеин, метионин), обладающими  
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1. Содержание (мкмоль/100 г) свободных аминокислот в тканях медицинской пиявки Hirudo verbana Carena, 1820 при искусственном выращи-
вании в гирудокультуре в зависимости от возраста (n = 30, M±SEM) 

Аминокислота 
Возраст, мес ANOVA 

0+, 
контроль 

1 3 5 7 9 F5, 24 p 

Цистеиновая кислота 49,24±0,49 79,64±0,64 54,48±1,44NS 46,25±1,68NS 41,28±1,24 31,98±1,02 140,67 0,000 
Таурин  11,65±0,36 9,39±0,51 6,46±0,50 Следы Следы  Следы  1201,90 0,000 
Аспарагиновая кислота 9,95±0,41 126,62±1,92 85,01±4,27 16,07±1,07 4,65±0,44 4,86±0,47 521,48 0,000 
Треонин  81,88±1,20 96,20±1,68 58,17±0,85 77,60±3,38NS 98,23±3,66 73,40±2,56NS 42,45 0,000 
Серин 91,20±2,86 48,47±1,09 87,78±1,57NS 94,49±3,50NS 104,02±1,22 76,03±2,93 93,99 0,000 
Глутамат + глутамин 608,20±5,79 413,89±2,62 381,01±3,08 285,49±6,89 203,07±1,36 158,33±3,17 1201,5 0,000 
Пролин 70,74±1,06 28,62±1,00 14,12±0,71 9,48±0,97 7,07±0,43 5,28±0,56 206,85 0,000 
Глицин 157,01±2,10 208,32±2,27 134,16±1,60NS 77,47±3,24 27,11±0,58 18,47±1,32 147,75 0,000 
Аланин 209,13±1,74 236,69±1,52 205,97±1,54NS 130,04±3,38 97,86±1,61 73,27±2,62 569,51 0,000 
Цитруллин 9,15±0,42 9,37±0,42NS 4,72±0,35 Следы  Следы  Следы  1189,60 0,000 
Валин 93,31±0,85 110,19±1,50 73,09±1,54 96,47±3,30NS 121,77±1,46 91,32±2,12NS 71,53 0,000 
Цистеин 6,37±0,42 4,12±0,17 23,55±0,85 15,32±0,71 8,52±0,50 6,35±0,46NS 142,80 0,000 
Метионин 23,56±0,84 14,80±0,43 53,29±1,48 36,58±3,40 22,99±0,62NS 18,95±0,56 93,91 0,000 
Изолейцин 121,31±1,40 98,36±1,79NS 34,51±0,68 23,90±2,99 13,14±0,72 9,98±0,67 263,72 0,000 
Лейцин 180,72±2,49 154,04±1,39 130,88±2,61 86,36±3,67 46,1±0,95 34,67±0,62 840,56 0,000 
Тирозин 15,44±0,76 8,80±0,71 27,51±1,12 20,41±1,73NS 16,11±0,60NS 11,77±0,80NS 40,30 0,000 
Фенилаланин 30,87±1,40 34,9±0,54NS 56,34±1,11 41,87±2,62 23,76±0,44 17,83±0,81 107,67 0,000 
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Продолжение таблицы 1 
Триптофан 2,82±0,19 22,71±0,77 5,53±0,33 Следы  Следы  Следы  1659,40 0,000 
Орнитин 27,43±0,89 27,12±1,01NS 29,20±0,49NS 18,48±1,00 9,15±0,51 6,82±0,49 176,12 0,000 
Лизин 70,39±1,49 79,41±1,63NS 79,29±1,01NS 45,46±2,09 13,96±0,54 10,35±0,82 479,28 0,000 
Гистидин 1,19±0,02 4,68±0,42 11,77±0,43 3,86±0,07 0,89±0,06NS 0,18±0,01 572,90 0,000 
Аргинин 46,98±1,08 31,17±0,77 22,93±0,66 14,43±1,09 7,72±0,51 1,96±0,07 551,75 0,000 
Фонд АК 1918,51±26,98 1847,58±23,72NS 1579,74±26,41 1140,04±42,57 867,37±13,74 650,80±12,60 418,82 0,000 
НАК 653,02±10,66 646,52±10,54NS 525,80±10,71 426,53±19,98 348,56±8,96 258,64±8,24 203,22 0,000 
ЗАК 1168,02±21,23 1075,54±10,83NS 959,10±14,01 648,79±20,97 468,37±6,50 354,36±7,29 611,56 0,000 
АКРУЦ 395,33±4,66 362,59±4,51 238,48±4,83 206,73±9,20 181,02±2,93 135,97±2,09 316,78 0,000 
АРАК 49,13±2,32 66,49±1,96 89,38±2,52 62,29±3,84 39,83±1,01 29,61±0,48 101,66 0,000 
ССАК 90,83±1,45 107,94±1,65 137,78±4,20 98,15±5,58NS 72,79±2,35 56,28±0,31 99,47 0,000 
НАК/ЗАК 0,60 0,60 0,60 0,66 0,74 0,73   
ИЗ (глицин/аланин) 0,75 0,88 0,65 0,60 0,28 0,25   
П р и м е ч а н и е. АК — аминокислоты, НАК — незаменимые аминокислоты, ЗАК — заменимые аминокислоты, АКРУЦ — аминокислоты с разветвленной углеродной цепью, 
АРАК — ароматические аминокислоты, ССАК — серосодержащие аминокислоты, ИЗ — индикатор зрелости.  
NS Статистические различия с контролем отсутствуют (при p > 0,05). 
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иммуномодулирующими и детоксицирующими свойствами (см. табл. 1). 
Баланс азотистого и белкового обмена характеризовал коэффициент 

отношения незаменимых АК к заменимым, который как у контрольных 
особей (НАК/ЗАК = 0,60), так и у 9-месячных пиявок (НАК/ЗАК = 0,73) 
существенно не менялся (см. табл. 1). Важно отметить, что для индикатора 
зрелости (ИЗ, коэффициент отношения глицина к аланину) наблюдали об-
ратную картину — уменьшение значений от 0,75 (нитчатки) до 0,25 (9 мес). 
Известно, что у промысловых видов рыб возрастание содержания аланина 
и снижение количества глицина в тканях с возрастом служит устойчивым 
признаком, поэтому соотношение аланин/глицин можно использовать в 
качестве индикатора зрелости: значения ИЗ, равные 1,2-1,4, соответствуют 
неполовозрелым особям, 0,3-0,6 — зрелым (27). Согласно нашим данным, 
показатель ИЗ, используемый для диагностики половой зрелости рыб, мо-
жет быть эффективен и при оценке возрастных особенностей пиявок в 
гирудокультуре.  

 

(r = 0,60) и ССАК (r = 0,83) (p < 0,05). Вместе с тем по мере роста пиявок 
в их тканях наблюдалось существенное снижение процентного содержания 
аргинина, аспарагиновой кислоты, глицина, глутамата и глутамина, изолей-
цина, лейцина, лизина, орнитина, пролина, таурина, триптофана, цитрул-
лина (коэффициенты корреляции r составили от −0,38 до −0,96) и пула ЗАК 
(r = −0,85) (p < 0,05). Возрастная специфика содержания аминокислот (% 
от фонда) в тканях H. verbana наглядно представлена при использовании 
метода главных компонент (рис. 2, табл. 2). На рисунке 2 приведена про-
странственная дифференциация исследованных возрастных групп меди-
цинских пиявок согласно их физиологическим потребностям в отдельных 
аминокислотах, причем для 7- и 9-месячных особей наблюдалась очевидная 

 

Рис. 1. Процентное содержание метаболи-
ческих групп аминокислот в тканях меди-
цинской пиявки Hirudo verbana Carena, 
1820 при искусственном выращивании в ги-
рудокультуре в зависимости от возраста: 
1 — заменимые, 2 — незаменимые, 3 — с 
разветвленной углеродной цепью, 4 — 
ароматические, 5 — серосодержащие 
(n = 30, M±SEM).  

 
Мы выявили статистиче-

ски значимые корреляционные 
связи между возрастом медицин-
ских пиявок и процентным со-
держанием (% от суммарного 
фонда АК) в их тканях для боль-
шинства свободных АК и основ-
ных метаболических групп (рис. 1). 

Так, рост и развитие H. ver-
bana в течение 9 мес сопровожда-
лись значительным повышением 
в тканях процентного содержа-
ния валина, метионина, серина, 
тирозина, треонина, цистеиновой 
кислоты, цистеина, фенилаланина 
(r = 0,55-0,90), а также суммар-
ного фонда НАК (r = 0,86), АРАК  
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идентичность аминокислотного состава тканей.  
С первой главной компонентой (РС1, 58,89 % общей дисперсии дан-

ных), тесно коррелировали аминокислоты, вклад которых в возрастные раз-
личия превышал 6,02 % общей дисперсии, — таурин, треонин, серин, гли-
цин, цитруллин, валин, лейцин, аргинин (p < 0,001). Наибольший вклад во 
вторую главную компоненту (РС2, 23,36 % общей дисперсии данных) вно-
сили аспарагиновая кислота, пролин, аланин, цистеин, фенилаланин, ор-
нитин, гистидин (p < 0,001) (см. рис. 2, табл. 2), для процентного содер-
жания которых в тканях пиявок была характерна невысокая возрастная 
вариабельность. 

 

 
Рис. 2. Возрастная специфика аминокислотного состава тканей медицинской пиявки Hirudo 
verbana Carena, 1820 при искусственном выращивании в гирудокультуре в пространстве главных 
компонент: CA — цистеиновая кислота, Tau — таурин, Asp — аспарагиновая кислота, Thr — 
треонин, Ser — серин, Glu.gln — глутаминовая кислота и глутамин, Pro — пролин, Gly — 
глицин, Ala — аланин, Cit — цитруллин, Val — валин, Cys — цистеин, Met — метионин, 
Ile — изолейцин, Leu — лейцин, Tyr — тирозин, Phe — фенилаланин, Trp — триптофан, 
Orn — орнитин, Lys — лизин, His — гистидин, Arg — аргинин. Стрелками отмечены корре-
ляции аминокислот с главными компонентами (n = 30). 

 

В нашей работе выявлена роль увеличенного пула аминокислот, 
участвующих в регуляции обменных процессов с антиоксидантной направ-
ленностью, за счет которого возрастает устойчивость организма к гипоксии 
и поддерживается антитоксический эффект в период 5-месячного роста и 
развития. На ранних этапах онтогенеза высокая активность аминокислот-
ного метаболизма установлена и для других представителей водных орга-
низмов, таких как моллюск Corbicula japonica, звездчатая камбала Platichthys 
stellatus и пресноводная лучеперая рыба Piaractus mesopotamicus (9, 15, 16). 

Обращает на себя внимание высокая изменчивость концентрации 
заменимых и эссенциальных АК, обусловленная повышенными потребно-
стями в углеводном, липидном обмене и в синтезе белка в период активного 
роста и развития пиявок. Это согласуется с имеющимися сведениями как 
для планктонных видов копепод, у которых с возрастом существенно из-
меняется аминокислотный состав тканей с одновременным повышением 
содержания тирозина, участвующего в синтезе гормонов (8), так и для 
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медицинских пиявок. Высокая потребность в незаменимых аминокислотах 
и таурине отмечена для мальков пресноводной лучеперой рыбы Piaractus 
mesopotamicus (15). У личинок звездчатой камбалы Platichthys stellatus в срав-
нении с половозрелыми особями выявлено более высокое содержание лей-
цина и изолейцина (16). У моллюсков Corbicula japonica, используемых для 
промышленного производства биологически активных пищевых добавок, 
количество свободных аминокислот существенно зависит от стадии разви-
тия особей, при этом, как и у медицинских пиявок, доминирующей амино-
кислотой в тканях на всех этапах биологического цикла выступает глутами-
новая кислота, играющая ключевую роль в азотистом обмене (9). 

2. Результаты компонентного анализа содержания свободных аминокислот (% 
от суммарного фонда) в тканях медицинской пиявки Hirudo verbana Carena, 
1820 различных возрастных групп при искусственном выращивании в гиру-
докультуре (n = 30) 

Аминокислота 
(i = 22) 

Нагрузки  
(loadings, aij) 

Вклад в главную компоненту 
(contribution = (a2ij*100)/λj, %) 

1 2 1 2 
Цистеиновая кислота 
Таурин 
Аспарагиновая кислота 
Треонин 
Серин 
Глутамат + глутамин 
Пролин 
Глицин  
Аланин 
Цитруллин 
Валин 
Цистеин 
Метионин 
Изолейцин 
Лейцин 
Тирозин 
Фенилаланин 
Триптофан  
Орнитин 
Лизин 
Гистидин 
Аргинин 

0,70*** 
−0,95*** 
−0,58*** 
0,91*** 
0,97*** 
−0,35 
−0,69*** 
−0,90*** 
−0,44* 
−0,96*** 
0,94*** 
0,59*** 
0,69*** 

−0,88*** 
−0,93*** 
0,80*** 
0,50** 

−0,83*** 
−0,64*** 
−0,81*** 
−0,36 
−0,88*** 

0,16 
−0,05 
0,63*** 

−0,29 
−0,08 
−0,57** 
−0,64*** 
0,25 
0,70*** 

−0,06 
−0,24 
0,67*** 
0,56** 
−0,44* 
0,07 
0,38* 
0,80*** 
0,17 
0,64*** 
0,50** 
0,91*** 

−0,09 

3,81 
6,98 
2,63 
6,41 
7,29 
0,93 
3,67 
6,31 
1,49 
7,09 
6,79 
2,72 
3,64 
5,98 
6,72 
4,90 
1,95 
5,35 
3,19 
5,10 
1,02 
6,03 

0,52 
0,04 
7,74 
1,61 
0,12 
6,33 
8,00 
1,18 
9,65 
0,07 
1,10 
8,68 
6,05 
3,84 
0,09 
2,87 

12,37 
0,56 
7,95 
4,94 

16,10 
0,17 

П р и м е ч а н и е. 1 — PC1, 2 — PC1 (главные компоненты, Principal Components; j = 1, 2). Собственные 
значения (eigenvalues, λj) PC1 = 12,95, PC2 = 5,14. Дисперсия, объясненная PC1, — 58,89 %, PC2 — 23,36 %. 
*, **, *** Статистически значимо соответственно при р < 0,05; р < 0,01 и р < 0,001. 

 

Нами выявлен сбалансированный полный состав незаменимых АК, 
отражающий качество среды обитания H. verbana в разные периоды жиз-
ненного цикла. К особенностям исследованных гирудинид относится опти-
мальный аминокислотный баланс, о чем свидетельствуют стабильные пока-
затели критерия НАК/ЗАК в период раннего онтогенеза (НАК/ЗАК = 0,60) 
и у 9-месячных пиявок (НАК/ЗАК = 0,73). 

В соответствии с имеющимися в литературе данными возрастная из-
менчивость аминокислотного обмена гидробионтов обусловлена их потреб-
ностями в приоритетных нутриентах, а аминокислотный состав тканей и 
органов объективно отражает физиологическое состояние особей на разных 
этапах биологического цикла (1, 6, 10), что показано и в нашей работе. 

Таким образом, существует тесная взаимосвязь между количествен-
ными и качественными показателями свободных аминокислот (АК) в тка-
нях медицинских пиявок Hirudo verbana Carena, 1820 и темпом их роста и 
развития, что обусловлено многофункциональной ролью и степенью вовле-
чения АК в метаболические процессы формирования организма на разных 
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стадиях онтогенеза. Информативность и адекватность изученных нами био-
химических показателей физиологического состояния и адаптивных воз-
можностей медицинских пиявок в условиях искусственного воспроизвод-
ства позволяет рекомендовать эти показатели для оценки физиологического 
статуса пиявки в гидрокультуре и в качестве готовой продукции, а также в 
условиях природной среды обитания. Это обстоятельство позволяет выдви-
нуть концепцию использования функциональных АК в качестве биомарке-
ров при разработке научных основ технологий промышленного разведения 
объектов аквакультуры. Экспериментальное подтверждение наличия пол-
ного и сбалансированного состава свободных АК в тканях медицинских пи-
явок служит дополнительным показанием к использованию их гомогенатов 
в медицине, фармацевтике и ветеринарии. 

 

Авторы искренне признательны д.б.н. Г.И. Никонову за предоставленный био-
логический материал и поддержку при проведении исследований.  
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A b s t r a c t  
 

Medicinal leeches (Hirudo verbana Carena, 1820) used in veterinary medicine, human med-
icine and pharmacology, are currently bred artificially at bio-factories. The technology of leech culture 
as a component of aquaculture biotechnics is based on the method of accelerated growth of leeches 
due to intensive feeding, which allows you to get high-quality products in a fairly short time (8-10 
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months). Nevertheless, the problem of assessing the physiological status of raised individuals upon 
artificial reproduction remains not fully addressed. The findings we present herein for the first time 
allow us to suggest that the age-specific amino acid composition of tissues can be used to assess the 
physiological state and well-being of medicinal leeches in nature and in aquaculture. The aim of the 
work is to study the age-dependent content of the free amino acids in the tissues of medicinal leeches 
artificially bred in aquaculture. Studies were conducted in 2012 on the leech (Hirudo verbana Carena, 
1820) individuals without signs of diseases which were purchased at the biofactory International Center 
for Medicinal Leeches (Moscow Province, p. Udelnaya). Leeches were kept in the laboratory in glass 
vessels with dechlorinated water at 20-22 oC and fed once a month with fresh bovine blood from 
healthy animals. The experimental specimens of H. verbana was: 5 days (newborn filaments, 0+), 1, 
3, 5, 7 and 9 months old, with an average body weight of 0.029, 0.09, 0.25, 0.61, 1.33 and 1.81 g, 
respectively. Newborn individuals served as a control. The concentration of free amino acids (AA) in 
the skin and muscle tissue was determined on the analyzer AAA-339M (Mikrotechna, Czech Repub-
lic). A total of 105 leech specimens were used, 30 bioassays were prepared, and 660 element determi-
nations were performed. The amino acid composition of the tissues of medicinal leeches H. verbana 
was represented by 23 AA and their derivatives. The dominant AA with an antioxidant orientation, 
regardless of age, were glutamine and glutamic acid, alanine, valine, leucine, and glycine, the total 
content of which was 65 % in filaments, and 58 % in 9-month — old individuals of the total fund 
AA. In the tissues of medicinal leeches, as well as in warm-blooded animals, the full composition 
of essential amino acids (EAA) was revealed: threonine, valine, lysine, leucine, isoleucine, histi-
dine, arginine, methionine, phenylalanine, tryptophan. With age, the total concentrations of free 
amino acids decreased (r = −0.98 at p = 0.000), due to a sharp decrease in the content of arginine 
(24.0-fold), proline (13.4- fold), isoleucine (12.2- fold), glycine (8.5- fold), lysine (6.8- fold), his-
tidine (6.6-fold), leucine (5.2-fold), ornithine (4.0- fold), glutamic acid and glutamine (3.8-fold), 
and alanine (2.9-fold). At the age of 5, 7 and 9 months, leeches had a trace content of secondary 
metabolites: taurine, citrulline and tryptophan (p < 0.001). However, the amino acid balance of 
nitrogen and protein metabolism was not disturbed, since the ratio of essential / non-essential AА 
did not change significantly and was 0.60 in newborn filaments, 0.73 — in 9-month-old leeches. It 
was found that the growth and development of H. verbana was accompanied by a significant decrease 
in the indicator of maturity (glycine/alanine) from 0.75 (newborn filaments) to 0.25 (9 months). 
The information available in the literature and the data of our research allow us to put forward the 
concept of using functional amino acids as biomarkers in the development of the scientific bases of 
technologies for the industrial breeding of these amphibionts. 
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