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1 Значение топологических перестроек клеточных
сетей (изменения связности клеточных вершин и
контактов “клетка�клетка”) для морфогенеза и кле�
точных дифференцировок отмечали некоторые ав�
торы при изучении разных объектов (Исаева, Прес�
нов, 1990; Савостьянов, 2005; Arnolds et al., 1983). С
другой стороны, за последнее время получено много
данных о регуляции морфогенетических процессов
механическими напряжениями эмбриональной тка�
ни или подстилающего ее субстрата (Brouzes, Farge,
2004; McBeath et al., 2004; Engler et al., 2006; Dumais,
2007; Beloussov, 2008; Ramasubramanian, Taber, 2008;
Wozniak, Chen, 2009). В нашей работе предпринята
попытка объединить два эти подхода и исследовать
влияние релаксации механических напряжений на
топологическую структуру клеточной сети. Работа
выполнена на одной из широко используемых в
биологии развития экспериментальных моделей –
двойном эксплантате (сэндвиче) вентральной экто�
дермы гаструлы шпорцевой лягушки Xenopus laevis,
который релаксировал после вырезания из целого
зародыша. Наружные слои эктодермы (эпиэктодер�

1 Работа поддержана Российским фондом фундаментальных
исследований (проект № 05�04�48681). 

ма) интактного зародыша представляют собой плот�
ный эпителий, который можно рассматривать как
плоскую решетку (клеточную сеть), сложенную в ос�
новном из гексагональных клеток. Относительная
простота и однородность строения такой клеточной
сети делают возможным оценивать ее состояние ко�
личественно, используя следующие показатели: 

1) связность клеточных вершин (число клеточ�
ных стенок, выходящих из данной вершины); 

2) величины углов при вершинах клеток; 

3) количество смежных вершин со связностью
>3, лежащих на одной сглаженной линии из клеточ�
ных стенок; 

4) среднюю длину и кривизну стенок в клетках с
вершинами разной связности; 

5) средние величины апикальных индексов (AI)
клеток эпиэктодермы (отношение высоты клетки к
ширине ее апикальной зоны). 

Измерения показали, что уже через несколько
минут после релаксации натяжений начинаются ак�
тивные планарные сокращения отдельных клеточ�
ных стенок и целых апикальных поверхностей кле�
ток, что проявляется в возрастании доли вершин со
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связностью >3 и, несколько позже, в существенном
возрастании значений AI. Клетки с высокими значе�
ниями AI (колбовидные) затем утрачивают контак�
ты с соседями и погружаются внутрь клеточного
пласта. Этот процесс является примером одного из
видов клеточной дифференцировки – эпителиаль�
но�мезенхимной трансформации. Кроме того, вер�
шины высокой связности проявляют тенденцию со�
бираться в сомкнутые группы, образуя сглаженные
линии клеточных стенок, что имитирует процесс де�
ламинации. Таким образом, поведение механически
релаксированного клеточного пласта можно рас�
сматривать как упрощенную модель клеточной диф�
ференцировки и некоторых морфогенетических
процессов. Наблюдаемые явления обсуждаются в
терминах модели гипервосстановления механиче�
ских напряжений (Beloussov, 2008). Согласно этой
модели, клеточные структуры, подвергнутые растя�
жению или, наоборот, релаксации/сжатию внешни�
ми силами, должны активно и, как правило, с “пере�
хлестом” восстанавливать предшествующие значе�
ния механических напряжений. Применительно к
клеточным стенкам эта реакция должна состоять в
стимуляции экзоцитозного встраивания субъеди�
ниц клеточной мембраны при ее растяжении и, на�
против, эндоцитозном поглощении субъединиц
при релаксации/сжатии. Такие реакции действи�
тельно описаны на ряде объектов (Raucher, Sheetz,
1999; Truschel et al., 2002). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение и инкубация эксплантатов. Участки
вентральной эктодермы (крыши бластоцеля) заро�
дышей X. laevis стадии 10�10.5 (Nieuwkoop, Faber,
1956) вырезали и сращивали попарно, внутренними
сторонами друг к другу. Полученные образцы (экс�
плантаты) помещали в чашки Петри с агаровым по�
крытием и инкубировали от 5, 15, 30, 60, 120 и
240 мин в среде 1 x MMR при комнатной температу�
ре 24–27°С, прикалывая образцы иглами к агару без
растяжения. Затем эксплантаты фиксировали для
проведения конфокальной микроскопии и гистоло�
гической обработки с последующей морфометрией.
Фиксировали также интактные зародыши соответ�
ствующих стадий развития. 

Конфокальная микроскопия. Образцы фиксирова�
ли в растворе 3.7%�ного формальдегида и 0.25%�но�
го глутаральдегида, приготовленном на фосфатном
буфере (PBS), промывали в PBS и помещали в буфер
PBS�T (0.5%�ный Тритон X�100 на 1 × PBS). Окра�
шивание проводили смесью фаллоидина и TRITC
(0.005 мг/мл в PBS�T) в темноте в течение 45 мин,
после чего образцы отмывали в течение 2 ч в буфере

PBS в темноте и помещали в заливочную среду
(80%�ный глицерин на PBS). 

Получение и обработка изображений поверхно�
стей. Внешние поверхности эксплантатов, не со�
прикасавшиеся с агаром, и поверхности интактных
зародышей фотографировали. Чтобы получить бо�
лее четкие клеточные границы, фотографии преоб�
разовывали в негативные черно�белые изображения
в программе Paint.Net и затем обводили контуром по
60 клеток. У обведенных клеток измеряли углы при
вершинах с помощью специально написанной в
среде Delphi программы. Кроме того, подсчитывали
долю вершин разной связности и долю вершин связ�
ности >3, собранных в смежные группы по 2 и более
вершин в каждой. Для каждого срока обработали по
500–1500 клеток. 

Средние длины и кривизну стенок клеток с вер�
шинами связности 3 и 4 измеряли на выборках, со�
стоящих не менее чем из 100 клеток, изображений
интактных зародышей и 5�минутных эксплантатов с
помощью программы ImageJ. Кривизну стенок
определяли как отношение их реальных длин к дли�
не хорд, соединяющих концы данных стенок. 

Сканирующая электронная микроскопия, изготов�
ление полутонких срезов и подсчет апикальных индек�
сов. Образцы фиксировали в 2.5%�ном глютаральде�
гиде на 0.2%�ном какодилатном буфере, обрабаты�
вали 0.5% OsO4 и заливали в эпон 812. Для
сканирующей электронной микроскопии изготов�
ляли поперечные сколы образцов, для оптической
микроскопии – полутонкие поперечные срезы,
окрашенные 1%�ным толуидиловым синим. На 50–
100 клетках каждого срока, выбранных на попереч�
ных срезах случайным образом, с помощью про�
граммы ImageJ измеряли длины апикальных по�
верхностей клеток и AI: отношения наибольшей вы�
соты данной клетки к ее апикальной длине. 

Статистическую обработку данных проводили в
программе STАTISTICA 6.0, раздел Basic Statistics.
Данные считали достоверными, если они удовлетво�
ряли критериям Стьюдента и Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Динамика связности клеточных вершин. На экс�
плантатах разных сроков, а также у интактного заро�
дыша стадии 10–10.5 были подсчитаны доли вер�
шин разной связности. Хотя у всех образцов преоб�
ладала доля вершин связности 3, уже через 5 мин
после вырезания эксплантата было отмечено досто�
верное возрастание доли вершин более высокой
связности по сравнению с интактными образцами
(рис. 1). В период 2–4 ч наблюдали вторую волну
возрастания связности (различия по связности 4
между эксплантатами 2 и 4 ч статистически досто�
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верны). Доли вершин более высокой связности, хотя
и были существенно меньше, но подчинялись той
же динамике.

Динамика смежных вершин высокой связности и
сглаженных клеточных границ. В релаксированных
эксплантатах, начиная с 5 мин после изоляции, до�
стоверно увеличивается доля клеточных вершин,
связанных в смежные группы по две и более
(рис. 2, а). Доля групп, содержащих более чем две

смежные вершины, начинает возрастать лишь через
30 мин после изоляции, когда увеличение числа
групп по две вершины замедляется (ср. рис. 2, а и б).
Это свидетельствует о переходе, по крайней мере в
период 30–60 мин после изоляции эксплантата, ча�
сти двухвершинных групп в группы с большим чис�
лом вершин. Как видно на рис. 3, а–г, эти группы
соединены сглаженными линиями клеточных сте�
нок.

Длина и кривизна клеточных стенок при вершинах
разной связности. Сравнивали показатели при вер�
шинах связности 3 и 4 на интактных зародышах раз�
ных сроков инкубации и на 5�минутных экспланта�
тах. Обнаружено, что во всех случаях средние длины
и кривизны стенок при вершинах связности 4 и бо�
лее превышают таковые при вершинах связности 3
(достоверность разностей по Вилкоксону – р < 0.003;
по Стьюденту – p < 0.0004). Средняя разность длин
достигала 18%. На рис. 3, д–ж показаны характер�
ные S�образные изгибы клеточных стенок.

Динамика углов при клеточных вершинах. В образ�
це интактной эпиэктодермы полигон распределе�
ния величин углов при клеточных вершинах имеет
четкий максимум в районе 120° (коэффициент экс�
цесса 1.8), что указывает на преобладание правиль�
ных гексагональных клеток (рис. 4). Уже через 5 мин
после изоляции существенно возрастает доля углов,
больших и меньших 120° (коэффициент эксцесса
0.2), что свидетельствует о деформации гексагональ�
ной решетки. Затем полигоны распределений посте�
пенно возвращаются к исходному значению (на
рис. 4 показан только полигон 4�часового эксплан�
тата, у которого коэффициент эксцесса равен 1.7). 
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Рис. 1. Доля вершин связности >3 (по оси ординат, %) в
эксплантатах разных сроков (по оси абсцисс, мин после
эксплантации) по сравнению с эпиэктодермой интакт�
ных зародышей (Инт). (–�–) – вершины связности 4
(указаны средние значения, стандартная ошибка и стан�
дартное отклонение); (� � • � � ), (⋅⋅⋅⋅�⋅⋅⋅⋅) – вершины связ�
ности 5 и 6 соответственно (указаны только средние зна�
чения).
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Рис. 2. Доля смежных вершин со связностью 4 по отношению к общему числу вершин данной связности на разных сроках
после эксплантации и в интактном зародыше: а – общая доля; б – доля вершин, соединенных в группы более чем по две.
(�) – средние значения, (�) – стандартная ошибка, (⊥) – стандартное отклонение, ост. обозначения см. на рис. 1.
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Изменения значений AI в релаксированных эксплан�
татах по сравнению с интактными зародышами тех
же сроков развития. На рис. 5, а–в видно, что в эпи�
эктодерме эксплантата средние значения AI уже че�
рез 5–15 мин после вырезания начинают возрастать
и к 60–120 мин с высокой достоверностью превы�
шают начальные. Между тем в интактных образцах в

те же сроки протекает обратный процесс – AI умень�
шается, т.е. клетки распластываются. Оба типа изме�
нений AI коррелируют с изменениями тангенциаль�
ных натяжений – их релаксацией в эксплантате и
возрастанием в интактном зародыше вследствие на�
чала гаструляции. В эксплантатах 30 и особенно
60 мин выделяется существенная фракция клеток с

в г

а б

д е ж

Рис. 3. Сглаженные линии клеточных стенок (выделены жирным), соединяющие смежные вершины связности 4 (а – обра�
зец интактной ткани на стадии 10–10.5; б–г – эксплантаты через 5, 60 и 240 мин соответственно) и примеры изогнутых кле�
точных стенок (выделены жирным) при вершинах связности 4 (д, е) и 5 (ж). 
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АI > 6 (вплоть до AI ≈ 12), отделенная заметным
“провалом” от клеток с низкими AI. (рис. 5, г, д). Это
фракция колбовидных клеток (рис. 6), которые впо�

следствии отрываются от поверхности эксплан�
тата и погружаются внутрь клеточного пласта
(рис. 6, в), в связи с чем к 4 ч инкубации их доля
убывает (рис. 5, е). 

Колебания относительных величин механических
напряжений на поверхности эксплантатов по сравне�
нию с поверхностью интактных зародышей тех же
сроков развития. Приводимые в этом разделе оценки
исходят из того, что механические напряжения на
поверхности эксплантатов и интактных зародышей
линейно зависят от деформаций, т.е. от растяжения
или сжатия апикальных клеточных поверхностей
(допущение упругости). Применительно к данному
типу эмбриональной ткани допущение упругости
оправдано для не слишком больших отрезков време�
ни Δt, прошедших вслед за последней существенной
(≥0%) деформацией ткани: на более длительных сро�
ках напряжение, как правило, релаксирует. Соглас�
но данным Глаголевой с соавт. (2003), Δt ≈ 30 мин. В
эксплантатах в течение рассматриваемого отрезка
времени Δt не превышает указанного порога. 

На полутонких (перпендикулярных поверхно�
сти) срезах через эксплантаты и интактные зароды�
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Рис. 4. Полигоны распределения величин углов при кле�
точных вершинах, ранжированные в группы по 20°, в
эпиэктодерме интактного зародыша (–) и эксплантатов
5 мин и 4 ч инкубации соответственно (� � �), (⋅⋅⋅). По оси
абсцисс – угловые градусы, по оси ординат – %. 
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Рис. 5. Гистограммы апикальных индексов AI в эпиэктодерме эксплантатов (�) и интактных зародышей разных стадий раз�
вития ( ): а–е – 5, 15, 30, 60, 120, 240 мин инкубации соответственно. По оси абсцисс � значения AI, по оси ординат – %.
Мexp и Мint – средние значения AI в эксплантатах и интактных зародышах указанных сроков оответственно. 



ОНТОГЕНЕЗ  том 41  № 3  2010

ИЗМЕНЕНИЯ ТОПОЛОГИИ И ГЕОМЕТРИИ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ ЭПИТЕЛИЕВ 195

ши каждого срока (от 5 до 240 мин) выделяли группы
по 100 клеток, приходящиеся на несколько парал�
лельных срезов. Измеряли суммарные длины L этих
групп и длины апикальных поверхностей d (апи�
кальные длины) всех клеток (рис. 7). Изменения ме�
ханических напряжений в данных клеточных груп�
пах при переходе от каждого предыдущего к после�
дующему сроку делили на две группы – внешнюю и
внутреннюю (Δδext и Δδint). Δδext считали в соответ�
ствии с допущением упругости, пропорциональным
ΔL/L0, где ΔL – изменение общей длины группы
клеток (ее растяжение считаем положительным, а
сокращение � отрицательным), а L0 – начальная
длина (рис. 7, а). Δδint считали пропорциональным
уменьшению длин (сокращению) апикальных длин
d клеток, входящих в данную группу (при условии
фиксации ее границ). Нетрудно убедиться, что Δδint

пропорциональна сумме отклонений апикальных
длин d индивидуальных клеток от среднего арифме�
тического (М = L/N) апикальных длин всех клеток
сил либо в положительную, либо в отрицательную
сторону (оба значения равны по определению), т.е. 

 Δδint M di–( )

i 1=

N

∑ 0.>=

Для пояснения рассмотрим два последовательных
состояния группы из двух клеток (рис. 7, б). Пусть в
исходном состоянии обе клетки имеют одинаковую
длину, равную М. Тогда внутренние напряжения
равны нулю. Если же поверхность одной из клеток
сократилась на ΔL до значения d1, то, исходя из до�
пущения упругости и считая общую длину клеточ�
ной группы постоянной, внутреннее напряжение
(равномерно распределенное по всей длине клеточ�
ной группы) возрастет как раз пропорционально
|M – d1|. 

Δδext и Δδint в интактных зародышах и экспланта�
тах выражали в процентах от суммарной длины вы�
борок. Было обнаружено, что в интактном зародыше
максимальные перепады по отдельности S1 и S2 де�
формаций не превышают 20% (рис. 8, а), а их сумма
– 40% (рис. 8, б). 

Между тем в эксплантатах эти величины по от�
дельности испытывают резкие колебания, достига�
ющие 80 (рис. 8, в), а в сумме – до 60% (рис. 8, г). В
течение первых 40 мин после изоляции сильно (на
80%) возрастают Δδint и несколько медленнее, при�
чем почти на такую же величину, падает Δδext (общая
длина пласта уменьшается). В дальнейшем суммар�
ное механическое напряжение в клеточной группе

а б в

Рис. 6. Поперечные сколы интактного клеточного пласта (а) и эксплантатов через 30 (б) и 240 мин (в) после изоляции, ска�
нирующая электронная микроскопия. ( ) – колбовидные клетки с высокими значениями AI, которые постепенно погру�
жаются в глубь пласта. Масштаб: а – 50, б – 30, в – 20 мкм.

ΔL

ΔL d

а б

Рис. 7. Напряжения, возникающие в клеточном пласту с подвижными (а) и фиксированными (б) границами. Объяснения см.
в тексте.
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Рис. 8. Колебания механических напряжений (по оси ординат, %) в интактных зародышах (а, б) и эксплантатах (в, г) в зави�
симости от времени (по оси абсцисс, мин). а, в − δext (� � �), δint (–); б, г – сумма δext и δint. 

возрастает исключительно за счет внешнего растя�
жения (связанного, как показывают гистологиче�
ские данные, с образованием полостей внутри экс�
плантатов). В результате Δδext + Δδint в 4�часовом экс�
плантате существенно (на 40%) превышает ис�
ходное. Таким образом, произошло гипервосстанов�
ление тангенциального натяжения поверхности, ре�
лаксированного после вырезания эксплантата. С
другой стороны, в интактном зародыше суммарные
напряжения все время незначительно колебались
вокруг исходных значений.

ОБСУЖДЕНИЕ

Изложенные выше данные демонстрируют не�
сколько реакций клеточного пласта на релаксацию.
Все они направлены на восстановление (как было
показано, с “перехлестом”) релаксированных тан�
генциальных натяжений, но отличаются по своей
топологии и по характерным временам. К первой,
наиболее ранней реакции относится увеличение
связности клеточных вершин и изменение гисто�
граммы распределения углов при вершинах. Оба эти
изменения отражают один и тот же процесс и свиде�
тельствуют о том, что он протекает в плотно упако�
ванной популяции клеток. Действительно, возрас�
тание связности однозначно свидетельствует о со�
кращении до нуля существенной доли клеточных
стенок (рис. 9, а: ребро KL редуцируется до точки О),
что при сохранении плотной упаковки клеток как

раз и должно приводить к расхождению значений
вершинных углов в обе стороны от 120° (рис. 9, а: уг�
лы RSO и SOQ). Такая редукция клеточных стенок
(образование клеточных “розеток”) означает начало
изменений контактов “клетка�клетка”, что имеет
важное морфогенетическое значение, являясь пред�
посылкой клеточной интеркаляции. Образование
клеточных “розеток” отмечено в первичной полоске
куриного зародыша (Wagstaff et al., 2008) и в бласто�
дерме зародышей дрозофилы (Blankenship et al.,
2006). Наши данные позволяют предположить, что
релаксация механических напряжений существенна
для запуска этого процесса.

Было также показано, что вершины высокой
связности имеют тенденцию собираться в смежные
группы, соединенные выровненными клеточными
стенками. Эта тенденция тоже представляет морфо�
генетический интерес, так как может служить моде�
лью деламинации. Обе тенденции могут быть объяс�
нены на основе модели гипервосстановления меха�
нических напряжений. 

Сокращение до нуля некоторой доли клеточных
ребер можно рассматривать как непосредственный
ответ на релаксацию, направленный к восстановле�
нию натяжений. Однако, с точки зрения модели ги�
первосстановления, перестройки клеточной сети не
должны на этом останавливаться. Действительно,
при сокращении до нуля ребра KL (его схождения в
точку О), все четыре ребра a, b, c, d растягиваются со�
ответственно до а1, b1, c1, d1 (рис. 9, а). Согласно мо�
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дели гипервосстановления, вслед за пассивным рас�
тяжением должно наступить активное (встраивание
новых субъединиц мембраны, скорее всего, путем
экзоцитоза). Как раз на это указывает описанное вы�
ше превышение длины и кривизны стенок при вер�
шинах связности 4 и выше над таковым при верши�
нах связности 3 (рис. 3, д–ж): структурам, находя�
щимся под внутренним давлением, свойственно
изгибаться. Вместе с тем строго равномерное растя�
жение всех четырех стенок представляет собой ма�
ловероятный (“негрубый”) вариант, более вероятно
хотя бы небольшое преобладание растяжения одно�
го из ребер (например, а  а1) – тогда эта стенка
будет сжимать стенку e и растягивать стенку g
(рис. 9, б). Согласно той же модели, стенка e должна
сократиться до нуля, что приведет к соединению
стенки g с f и h в точке Р (рис. 9, в). В результате воз�
никнут две смежные вершины О и Р связности 4 и
сглаженная, слабо изогнутая линия клеточных сте�
нок fad. Предлагаемая схема допускает дальнейшее
развитие этого процесса, а также образование вер�
шин более высокой связности (например, в резуль�
тате сокращения до нуля стенки d, находящейся под
давлением а, вершина О приобретет связность 5). 

Более медленная реакция возрастания AI, т.е. ра�
диальное удлинение и уменьшение апикальных по�
перечников ряда клеток практически до нуля, также
направлена на восстановление релаксированных
натяжений. С другой стороны, эту реакцию можно
рассматривать как клеточную дифференцировку –
эпителиально�мезенхимную трансформацию. Мы
видим, что такой малоспецифический фактор, как
релаксация механических напряжений, запускает
целую связку топологических перестроек клеточных
сетей. Это еще раз подчеркивает механозависимость
морфогенеза и процессов клеточной дифференци�
ровки.
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Changes in Topology and Geometry of the Embryonic Epithelium of Xenopus 
during Relaxation of Mechanical Tension 
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Abstract—The paper presents the results of statistical evaluation of the changes of cellular apex connections,
apical angles, and apical indices of ventral cells of the epiectodermal gastrula of Xenopus during the first нс�
four hours after the relaxation of mechanical tension. In the unrelaxed epithelium, an overwhelming majority
of cells have three apical connections, apical angles close to 120°, and apical indices around one (isodiametric
cells); after relaxation, the number of cells with more than three connections, the number of apical angles
deviating substantially from 120°, and the percentage of columnar cells with high apical index increase. Api�
ces with more than three connections tend to gather in enclosed groups, forming a smooth line of cell walls.
The length and curvature of cell walls with four apical connections significantly exceeds those same indicators
for cells with three apical connections. The observed changes in topology and geometry of cells correspond
to reconstructions observed during normal morphogenesis. They are considered in terms of the hyper�resto�
ration model of mechanical tension in relaxed epithelial layers.

Key words: epithelium, gastrula, Xenopus, apical angles, degree of apex, apical index, topology, geometry,
morphogenesis, mechanical stress 
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