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Hirudotherapy has been used in medicine since time immemorial. The advantage of this type of treatment is that 
the bite of a leech has a restorative effect on the entire body. The leech bites the skin and injects into the patient’s blood 
biologically active substances that activate blood microcirculation and promote immunity. The saliva of the leech 
contains more than 100 substances that contribute to the spectrum of therapeutic effects. But there are no studies on the 
effect of hirudotherapy on the proliferation of bone marrow cells, which is ontogenetically primary in the development 
of myeloid and lymphoid tissues. Therefore, it is  important to study the mitotic activity of bone marrow of rats at the 
early stages of postembryonic development against the background of influence by the leech. Female nonlinear rats, 
two weeks before and two weeks after mating with males, were presented each week to one hungry medical leech 
weighing 400 mg. The females were examined after feeding their offspring and their offspring were likewise examined 
on day 1, 15, 30, 45, 60 of the experiment. The animals were kept in vivarium conditions on a standard diet in 
individual cages. All animals were decapitated under ether anesthesia and the number of leukocytes, the leukocyte 
blood count, the number of erythrocytes, hemoglobin, and the color index were examined. After that, the femurs were 
quickly removed and the adjacent muscles separated with a sterile gauze. We cut the epiphyses and cut along the bone. 
Bone marrow from the femur was flushed with a warm (37 °C) hypotonic 0.9% sodium citrate solution into a sterile 
centrifuge tube using a Pasteur pipette. The resulting cell suspension was incubated in a hypotonic solution for 
10 minutes at 37 °C. The resulting suspension was centrifuged for 5 minutes at 1000 rpm leaving only a small residue 
of sediment in the test tube. The cells were fixed in methyl alcohol with glacial acetic acid (three parts methyl alcohol 
and one part acetic acid). 3,000 cells were analyzed, among which we determined those that are in mitosis, and 
expressed their share. As a result of our studies, the immunomodulating effect of the saliva of the medical leech was 
revealed, which manifested itself in an increase in the proliferative activity of bone marrow cells, which led to an 
increase in the number of red blood cells, increased hemoglobin and increase in the number of leukocytes. The color 
index and the leukocyte blood count were within the normal limits.  

Keywords: hirudotherapy; hirudology; stages of mitosis; leukocytes; erythrocyte; hemoglobin  

Проліферативна активність клітин кісткового мозку щурів  
за впливу біологічно активних речовин медичної п’явки  

Р. Ф. Амінов, О. К. Фролов  
Запорізький національний університет, Запоріжжя, Україна  

Гірудотерапія (у перекладі з латини – лікування п’явками) – один із натуротерапевтичних методів, який знайшов застосування у сучасній 
медицині. У слині медичної п’явки виявлено понад 100 біологічно активних речовин, які викликають широкий спектр профілактично-
лікувальних ефектів. Досліджено вплив біологічно активних речовин медичної п’явки Hirudo verbana (Carena, 1820) на мітотичну активність 
кісткового мозку та гематологічні показники крові: загальну кількість лейкоцитів, еритроцитів, гемоглобін, кольоровий показник і 
лейкоцитарну формулу крові самок нелінійних щурів після вигодовування приплоду, яким за два тижні до парування та два тижні після 
приставляли по одній медичній п’явці кожного тижня (масою 400 мг), таку саму процедуру робили їх приплоду на 1, 15, 30, 45, 60-ту добу. 
У тварин брали кров і досліджували її показники. Стегнові кістки швидко очищали від прилеглих м’язів. Відрізали епіфізи та розрізали уздовж 
кістки, вимиваючи кістковий мозок теплим гіпотонічним 0,9% розчином цитрату натрію у стерильну пробірку. Отриману клітинну суспензію 
інкубувати в гіпотонічному середовищі 10 хв за температури 37 °С. Центрифугували отриману суспензію протягом 5 хв за 1 000 об./хв і 
залишали небагато осаду у пробірці. Клітини фіксували у метиловому спирті з крижаною оцтовою кислотою. За 12 год. фіксації тричі 
змінювали фіксатор із проміжним ресуспензуванням осаду та наступним центрифугуванням. В останньому фіксаторі осад ресуспензували та 
наносили на чисто вимите предметне скло. Скло швидко проводили через полум’я пальника, щоб фіксатор запалав, але не допускали 
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перегрівання. Аналізували 3 000 клітин, серед яких визначали такі, що перебувають у мітозі. Виявлено імуномоделювальну дію слини 
медичної п’явки, відмічено тенденцію до збільшення мітотичної активності клітин кісткового мозку у самок щурів. Аналіз приплоду 
достовірного підвищення проліферативної активності клітин кісткового мозку не виявив. Зростання мітотичної активності кісткового мозку в 
самок щурів зумовило збільшення кількості еритроцитів, підвищення концентрації гемоглобіну, кількості лейкоцитів. Кольоровий показник і 
лейкоцитарна формула крові залишились у межах норми. Отримані результати можуть свідчити про вплив біологічно активних речовин слини 
H. verbana на механізми позитивної регуляції онтогенезу.  

Ключові слова: гірудотерапія; гірудологія; стадії мітозу; лейкоцити; еритроцити; гемоглобін  

Вступ  
 

Сучасна фармакологія, безумовно, досягла великих успі-
хів, але часто виявляють побічні дії від її використання у ліку-
ванні низки захворювань. З’явилася ціла серія хвороб, які звуть 
лікарськими (Matvjejeva et al., 2011). Тому дослідники все 
більше починають вивчати та досліджувати різні натуротера-
певтичні методи впливу на організм тварини та людини, один з 
яких – гірудотерапія. Нині вона набуває все більшого значення 
(Abdullah et al., 2012). Гірудотерапію широко застосовують у 
медицині (Mumcuoglu et al., 2004; Hullett et al., 2007; Abbas 
Zaidi et al., 2011) та ветеринарії (Popova, 2003; Frolov et al., 
2010; Sobczak and Kantyka, 2014). Перевага цього виду ліку-
вання в тому, що укус п’явки дає відновлювальний ефект на 
весь організм (Zharov, 2003; Savinov, 2004; Kamenev and Bara-
novskij, 2010). П’явка прокушує шкіру та вводить у кров паці-
єнта біологічно активні речовини (Meriaux et al., 2011; Abdual-
kader et al., 2013; Frolov and Litvinenko, 2014), які активізують 
мікроциркуляцію крові та сприяють підвищенню імунітету 
(Aminov and Frolov, 2015; Frolov and Litvinenko, 2015). Слина 
п’явки містить понад 100 речовин, що сприяють спектру тера-
певтичних ефектів (Eldor et al.,1996; Pospelova and Barnaulov, 
2010; Hildebrandt and Lemke, 2011; Koeppen et al., 2014). Тому 
гірудотерапію та фармакологічні препарати на основі слини 
п’явки ефективно використовують із метою лікування та про-
філактики в дерматології (Kumar, 2012), кардіології (Isahanjan 
and Arutjunjan, 1991), оториноларингології (Flaum and Shahov, 
2008), травматології (Michalsen et al., 2008) та в інших сферах 
медицини. У практиці зарубіжних країн медичних п’явок ви-
користовують головним чином під час трансплантацій із ме-
тою усунення венозного застою (конгестії) (Chepeha et al., 
2002; Frodel et al., 2004; Bank et al., 2008).  

Дослідження морфофізіологічних змін у кіз після курсів 
гірудологічних приставок у період їх роздоювання показали у 
них збільшення маси тіла та молочності без ускладнення мас-
титом, а в репродуктивний період відмічено 100% запліднення 
із народженням двійнят зі збільшеною вагою (Frolov et al., 
2010). Під час дослідів, які проводили на коровах, гірудологіч-
ні приставки сприяли пришвидшеній післяпологовій реабіліта-
ції, зворотній інволюції репродуктивних органів до фізіологіч-
ного стану (Popova, 1999).  

У попередніх дослідах доведено, що слина медичної п’яв-
ки після гірудотерапії стимулює морфогенетичні процеси, опо-
середковані в основному через фактори імунної системи (під-
вищення фізіологічних параметрів тіла, стимуляція мієлоїдної 
та лімфоїдної тканин (селезінки та тимусу) і, як наслідок, 
збільшення розмірів органів) (Aminov et al., 2016), посилення 
функціональної активності нейтрофілів крові (Zharov, 2003; 
Savinov, 2004; Kamenev and Baranovskij, 2010; Aminov and 
Frolov, 2016), але відсутні дослідження впливу гірудотерапії на 
проліферацію клітин кісткового мозку – середовища розвитку 
мієлоїдних та лімфоїдних тканин.  

Тому мета наших досліджень – виявити мітотичну актив-
ність кісткового мозку щурів на ранніх етапах постембріональ-
ного розвитку на фоні гірудологічного впливу.  
 
Матеріал і методи досліджень  
 

Дорослим самкам нелінійних щурів масою 150–200 г два 
тижні до парування та два тижні після робили приставки по 
одній голодній медичній п’явці Hirudo verbana (Carena, 1820) 

кожного тижня масою 400 мг (4 приставки). Тварин розподіля-
ли на дві групи: перша (дослідна) група тварин за впливу 
біологічно активних речовин H. verbana; друга (контрольна) 
група – без втручань. Досліджували самок після вигодовуван-
ня приплоду, а також приплід у динаміці на 1, 15, 30, 45, 60-ту 
добу. Експериментальні дослідження виконані з дотриманням 
міжнародних принципів Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, яких використовують для дослідних та ін-
ших наукових цілей, згідно із Законом України від 21.02.2006 р. 
№ 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження» та 
згідно з етичними нормами та правилами роботи з лаборатор-
ними тваринами. Тварин утримували в умовах віварію на стан-
дартному раціоні в індивідуальних клітках (Zapadnjuk et al., 
1983). Усього в експерименті задіяно 40 нелінійних самок щурів 
та 200 екземплярів приплоду.  

Усіх тварин декапітували під ефірним наркозом і дослід-
жували кількість лейкоцитів, лейкоцитарну формулу крові, 
кількість еритроцитів, гемоглобін і кольоровий показник (Ber-
kalo et al., 2003). Після цього швидко вилучали стегнові кістки, 
очищали їх від прилеглих м’язів за допомогою стерильної 
марлі. Відрізали епіфізи та розрізали вздовж кістки. Кістковий 
мозок зі стегнової кістки вимивали теплим (37 °С) гіпотоніч-
ним 0,9% розчином цитрату натрію у стерильну центрифужну 
пробірку, використовуючи для цієї мети пастерівську піпетку.  

Шматочки кісткового мозку подрібнювали піпетуванням. 
Отриману клітинну суспензію інкубували в гіпотонічному се-
редовищі 10 хв за температури 37 °С. Суспензію центрифугу-
вали протягом 5 хв за 1 000 об./хв, залишаючи небагато осаду у 
пробірці (тонкий шар на дні пробірки). Обережно відсмоктува-
ли піпеткою всю надосадову рідину. Клітини фіксували у ме-
тиловому спирті з крижаною оцтовою кислотою (три частини 
метилового спирту та одна частина оцтової кислоти). Для цьо-
го до осаду обережно доливали охолоджений фіксатор (близь-
ко 2 мл), намагаючись не розбити осад. Загальний час фіксації – 
12 год. За цей час тричі змінювали фіксатор, із проміжним ре-
суспензуванням осаду та наступним центрифугуванням. В ос-
танньому фіксаторі осад ресуспензували та наносили на чисто 
вимите предметне скло (скло тримали у дистильованій воді в 
холодильнику) 2–3 краплини суспензії клітин у фіксаторі. Скло 
швидко проводили через полум’я пальника, щоб фіксатор за-
палав, але не допускали перегрівання. Добре висушені препа-
рати фарбували методом Романовського – Гімза 40 хв, після 
чого промивали у дистильованій воді та диференціювали в під-
кисленій HCl воді. Аналізували 3 000 клітин, серед яких визна-
чали ті, що перебували в мітозі, та виражали їх частку в про-
міле (Bogdanova, 2016).  

Статистичну обробку даних здійснювали за допомогою 
комп’ютерної програми SPSS v.21,0 (IBM SPSS Statistics, 
USA). Вибіркові параметри, наведені в таблиці, мають такі 
позначення: х – вибіркове середнє, SE – стандартна помилка 
середнього. Достовірність різниці показників оцінювали за до-
помогою F-критерію Фішера. Вірогідною вважали різницю 
між вибірками Р < 0,05.  
 
Результати  
 

Під час дослідження проліферативної активності клітин 
кісткового мозку відмічали тенденцію до збільшення мітотич-
ного індексу в дослідної групи самок щурів (на 32,6%, Р < 0,07, 
табл. 1). У їх приплоду достовірне підвищення проліфератив-
ної активності клітин кісткового мозку спостерігали на 15-ту 
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(на 29,1%, Р < 0,05) та 45-ту добу (на 32,2%, Р < 0,01), із тенден-
цією до збільшення на 1-шу (на 50,9%, Р < 0,06), 30-ту (на 42,0%, 
Р < 0,07) та 60-ту добу (на 25,2%, Р < 0,08) порівняно з кон-
трольною групою (табл. 1). У результаті підвищення мітотичного 
індексу відмічали збільшення еритроцитарних і лейкоцитарних 
показників периферичної крові дослідних самок та їх приплоду 
(табл. 2). У самок тенденція до збільшення кількості еритроцитів 
(на 24,4%, Р < 0,08), гемоглобіну (на 16,1%, Р < 0,09), лейкоцитів 
(на 54,2%, Р < 0,06) зареєстрована порівняно з контрольною гру-
пою. Адекватні позитивні зрушення гематологічних показників 
спостерігали також у приплоду. Причому найбільші зміни реєс-
трували до 30-ї доби життя (табл. 2). Збільшення кількості лейко-
цитів у дослідної групи щурів відмічали без істотних змін у лейко-
цитарній формулі крові (табл. 3).  

Таблиця 1  
Мітотична активність кісткового мозку  
самок щурів та їх приплоду за впливу біологічно активних 
речовин H. verbana (‰, х ± SE, n = 20) 

Доба онтогенезу Контроль Вплив слини  
H. verbana 

220-та (самки) 14,84 ± 0,32 22,24 ± 1,06 
1-ша 14,33 ± 0,30 28,90 ± 0,44 
15-та 15,09 ± 1,14   21,53 ± 1,16* 
30-та   9,17 ± 0,48 16,23 ± 1,26 
45-та   9,05 ± 0,53     14,16 ± 0,16** 
60-та 10,96 ± 0,54 14,38 ± 0,43 
Примітка: * – Р < 0,05; ** – Р < 0,01 порівняно з контролем.  

 

 
Рис. 1. Стадії мітозу: а – інтерфаза, б – профаза, в – метафаза, г – анафаза, д – телофаза (чорними стрілками помічена клітина  

у стадії мітозу); довжина бара – 10 мкм; забарвлення за методом Романовського – Гімза  

Таблиця 2  
Кількість лейкоцитів і еритроцитів, гемоглобін, кольоровий показник у самок щурів та їх приплоду  
за впливу біологічно активних речовин H. verbana (х ± SE, n = 20)  

Доба 
онтогенезу Група тварин Показники 

лейкоцити, × 109/л еритроцити, × 1012/ л гемоглобін, г/л кольоровий показник, % 
220-та 
(самки) 

контроль 5,02 ± 0,25 7,08 ± 0,40 136,1 ± 4,8 0,58 ± 0,04 
вплив слини H. verbana 8,16 ± 0,66 8,78 ± 0,29 158,4 ± 3,6 0,54 ± 0,02 

1-ша контроль 5,85 ± 0,35 2,84 ± 0,10   62,7 ± 2,7 0,66 ± 0,12 
вплив слини H. verbana 7,68 ± 0,55 3,11 ± 0,22   83,8 ± 2,7 0,81 ± 0,10 

15-та контроль 6,74 ± 0,54 4,16 ± 0,18   79,5 ± 1,6 0,57 ± 0,06 
вплив слини H. verbana       7,87 ± 0,51*** 3,69 ± 0,29     86,2 ± 3,5* 0,70 ± 0,01 

30-та контроль 3,39 ± 0,30 3,79 ± 0,13   90,9 ± 3,1 0,72 ± 0,05 
вплив слини H. verbana 5,43 ± 0,29     4,76 ± 0,22** 102,0 ± 3,4 0,64 ± 0,04 

45-та контроль 6,81 ± 0,51 5,20 ± 0,14 143,2 ± 5,4 0,83 ± 0,09 
вплив слини H. verbana 7,12 ± 0,31 5,07 ± 0,33 140,5 ± 6,1 0,83 ± 0,08 

60-та контроль 7,29 ± 0,45 6,65 ± 0,19 155,1 ± 5,7 0,70 ± 0,06 
вплив слини H. verbana 8,23 ± 0,45 6,46 ± 0,20 153,3 ± 5,0 0,71 ± 0,05 

Примітка: * – Р < 0,05; ** – Р < 0,01; *** – Р < 0,001 порівняно з контролем.  

Таблиця 3  
Лейкоцитарна формула крові самок щурів та їх приплоду за впливу біологічно активних речовин H. verbana (х ± SE, n = 20)  

Доба 
онтогенезу Група тварин 

Лейкоцитарна формула крові, % 
нейтрофіли лімфоцити моноцити еозинофіли паличко-ядерні сегменто-ядерні загальний відсоток 

220-та 
(самки) 

контроль 8,01 ± 0,29 14,20 ± 1,42 22,41 ± 1,02 70,09 ± 1,48 7,40 ± 0,88 0,30 ± 0,02 
вплив слини H. verbana 9,61 ± 0,22 13,96 ± 1,02 23,57 ± 1,31 70,51 ± 1,64 5,46 ± 0,22 0,46 ± 0,06 

1-ша контроль 8,68 ± 0,46 43,29 ± 2,87 51,97 ± 1,29 46,63 ± 2,39 1,25 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
вплив слини H. verbana 9,92 ± 0,87 41,95 ± 2,99 51,87 ± 2,33 46,78 ± 3,02 1,18 ± 0,19 0,17 ± 0,02 

15-та контроль 4,95 ± 0,65 16,62 ± 0,88 21,57 ± 1,22 76,95 ± 1,62 1,31 ± 0,13 0,17 ± 0,02 
вплив слини H. verbana 5,87 ± 0,67 14,22 ± 1,54 20,09 ± 1,44 78,54 ± 2,32 1,19 ± 0,10 0,18 ± 0,01 

30-та контроль 5,10 ± 0,29 11,93 ± 1,42 17,00 ± 1,02 81,87 ± 1,80 0,47 ± 0,02 0,63 ± 0,12 
вплив слини H. verbana 4,81 ± 2,11 15,97 ± 2,06 20,63 ± 1,34 78,98 ± 2,87 0,15 ± 0,01 0,09 ± 0,01 

45-та контроль 2,78 ± 0,34 10,42 ± 0,45 13,01 ± 1,32 85,86 ± 1,36 1,24 ± 0,12 0,08 ± 0,01 
вплив слини H. verbana 6,43 ± 0,77 11,53 ± 0,98 17,96 ± 1,11 81,40 ± 1,72 0,37 ± 0,02 0,17 ± 0,02 

60-та контроль 3,64 ± 0,38   8,20 ± 0,36 11,84 ± 0,97 86,68 ± 0,67 1,39 ± 0,15 0,09 ± 0,01 
вплив слини H. verbana 3,70 ± 0,33 12,28 ± 0,97 16,18 ± 0,87 82,90 ± 2,00 1,04 ± 0,01 0,08 ± 0,02 
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Обговорення 
 

Дослідження продемонструвало стимулювальний вплив 
біологічно активних речовин слини медичної п’явки на гісто-
генетичні реакції самок щурів та їх потомства, які проявлялися 
підвищенням мітотичної активності та гематологічних показ-
ників крові.  

Приплід піддавався впливу тільки в преембріональний і 
ембріональний періоди розвитку. Отже, такий пролонгований 
ефект від біологічно активних речовин слини медичної п’явки, 
можливо, стає наслідком різних механізмів, за рахунок влас-
них компонентів слини медичної п’явки, які частково адсорбу-
ються до закладання тканин приплоду, частково поступаючи у 
рециркуляцію організму самок щурів, здійснюючи регуляцію 
гістогенезу. Подібні експериментальні дані описані під час 
дослідження впливу біологічно активних речовин слини ме-
дичної п’явки на дрібній (Frolov et al., 2010) і великій рогатій 
худобі (Popovа and Petrov, 1999; Demidchik, 2001; Romanova 
et al., 2008), домашніх хребетних тваринах (Canpolat and 
Sağlam, 2004; Krjachko and Lukojanova, 2009; Sobczak, 2014), 
але без дослідів їх приплоду.  

Збільшення кількості лейкоцитів у дослідної групи щурів 
відмічали без істотних змін лейкоцитарної формули крові 
порівняно з контролем. Цей факт свідчить про гомеостатичний 
вплив біологічно активних речовин слини медичної п’явки на 
гематологічний гістогенез (Meriaux, 2011; Koeppen, 2014; 
Mumcuoglu, 2014). Можна передбачити, що у подальшому роз-
витку онтогенезу в дослідної групи приплоду не будуть спо-
стерігатись відхилення від фізіологічних меж. Подібні дані 
описували інші автори, але мітотичну активність не було до-
сліджено (Mineo, 2004; Frodel, 2004; Hullett, 2007). Також опи-
сано вплив біологічно активних речовин на гомеостаз (Zharov, 
2003; Savinov, 2004; Kamenev and Baranovskij, 2010). Ми впер-
ше дослідили та виявили гірудологічний вплив не тільки на 
дорослих тваринах, а і на їх приплоді.  
 
Висновки  
 

Приставки H. verbana самкам протягом двох тижнів до пару-
вання та двох тижнів після нього сприяють підвищенню пролі-
феративної активності кісткового мозку щурів та їх приплоду. 
Адекватне підвищенню мітотичного індексу клітин кісткового 
мозку збільшення еритроцитарних показників (кількість еритро-
цитів і гемоглобін) і лейкоцитарних показників (кількість лейко-
цитів). Лейкоцитарна формула крові залишається без суттєвих 
змін. Отримані результати мають прикладне значення для ви-
вчення можливостей механізмів регуляції онтогенезу за впливу 
біологічно активних речовин слини H. verbana.  
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