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В настоящее время все более актуальными ста�
новятся исследования, посвященные изучению
процесса биоминерализации, проходящего в
условиях нормальной жизнедеятельности у пред�
ставителей различных организмов, таких как губ�
ки, кишечнополостные, диатомовые водоросли,
немертины, радиолярии и иглокожие. У морских
ежей биоминерализация начинается во время га�
струляции (Davidson, 2006).

Удобным инструментом для исследования на�
правленной дифференцировки у иглокожих яв�
ляются первичные культуры их эмбриональных
клеток, которые позволяют изучать конкретный
вклад в реализацию программ цитодифференци�
ровки таких факторов, как субстрат, на котором
производят культивирование, наличие или отсут�
ствие факторов роста и адгезии. Оказаки (Okaza�
ki, 1975) показал, что изолированные микромеры
морских ежей в условиях клеточной культуры при
определенных условиях могут дифференциро�
ваться в клетки, способные образовывать спику�
лы. В последующем эта система была использова�
на для исследования возможного участия глико�
протеинов и коллаген�подобных молекул в
формировании спикул (Mintz, Lennarz, 1982).

Каждая спикула, образующая скелет личинки
морских ежей, состоит из одиночного кристалла
кальцита и различных количеств аморфного кар�

боната кальция (Wilt, 2002). Спикулы окружены
внеклеточным матриксом (Wilt, 1999) и являются
результатом секреторной деятельности клеток
первичной мезенхимы (ПМ) (Illies, 2002; Kiyomo�
to et al., 2004; Yajima, Kiyomoto, 2006), преобразу�
ющих аморфный карбонат кальция в единый упо�
рядоченный кристалл и экспрессирующих спе�
цифические белки. Кроме того, в клетках ПМ
была обнаружена экспрессия гена коллагена (по�
рядка 600–700 копий мРНК на клетку) (Angerer
et al., 1988). Однако для процесса образования
спикул большое значение имеет не только синтез
и функционирование специфических белков, но
и особое положение клеток в бластоцеле эмбрио�
на. Клетки ПМ мигрируют во время личиночного
развития в бластоцель, а на стадии средней и
поздней гаструлы выстраиваются кольцом вокруг
архентерона, образуя будущие центры спикулоге�
неза (Oliveri et al., 2002). Отростки этих клеток
сливаются в синцитии, и в результате внутрикле�
точного отложения углекислого кальция в вакуо�
лях при участии аппарата Гольджи синтезируется
спикула (Wilt, 1999; Wilt, Ettensohn, 2007). 

Управление процессами роста и дифференци�
ровки эмбриональных клеток морских беспозво�
ночных in vitro связано с поиском факторов, на�
правляющих дифференцировку в тот или иной
тип клеток, и разработкой технологий получения
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“чистой” популяции клеток одного типа. Цель
данной работы – выявить факторы, влияющие на
реализацию программы спикулогенеза в культуре
эмбриональных клеток морских ежей, и оценить
их влияние на развитие спикулогенной диффе�
ренцировки. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Морских ежей (Strongylocentrotus intermedius и
S. nudus) собирали в заливе Восток Японского мо�
ря с июля по октябрь 2008–2009 гг. Все экспери�
менты проводили на биостанции “Восток” Ин�
ститута биологии моря им. А.В. Жирмунского
ДВО РАН. Животных держали в ваннах с проточ�
ной аэрированной водой и перед началом экспе�
римента промывали два�три раза фильтрованной
морской водой, обработанной ультрафиолетом.
Нерест морских ежей стимулировали инъекцией
0.5 М KCl в область Аристотелева фонаря. Эмбри�
онов получали искусственным оплодотворением
и культивировали при 18°C до стадии бластулы
или гаструлы (14 и 24 ч после оплодотворения со�
ответственно). 

Получение и анализ клеточных культур

Диссоциацию эмбрионов морских ежей про�
водили с помощью раствора коллагеназы
(2.5 мг/мл; ТИБОХ ДВО РАН, Владивосток) в те�
чение 20–30 мин при 18°С. Ферментативная дис�
социация позволила получить культуры клеток с
жизнеспособностью не менее 99%. Клеточную
суспензию дважды промывали искусственной
морской водой без Са2+ и Мg2+, а затем морской
водой. Все растворы для промывок содержали ан�
тибиотики: гентамицин (0.4 мг/мл), пенициллин
(G 100 ед/мл), стрептомицин (0.1 мг/мл) и ниста�
тин (500 ед/мл). Полученную суспензию клеток
фильтровали через стерильный газ (с размером
ячеи 35 мкм) для освобождения от частично дис�
социированных эмбрионов и крупных агрегатов
клеток. Жизнеспособность клеток определяли
методом исключения красителя трипанового си�
него (“Serva”, Германия) в камере Горяева. Ко�
нечная концентрация клеток при культивирова�
нии во всех экспериментах составляла 2 × 106/мл.

Клетки высевали на различные субстраты:
пластик (24�луночные пластиковые планшеты,
“Costar”, США), покровные стекла с углеродным
напылением, поли�L�лизин (мол. массой 190 кДа)
или фибронектин (“Sigma”, США). Для культиви�
рования клеток использовали морскую воду с со�
держанием эмбриональной сыворотки телят (ЭС)
от 0 до 32% (“Sigma”, США) или питательную сре�
ду L15 (“Flow Laboratories”, Великобритания) с
модификациями (L15�M) (Одинцова, 2001). Кро�
ме того, в некоторых экспериментах в среду добав�
ляли вместо ЭС бычий сывороточный альбумин,

БСА (0.125%), инсулин (100 мкг/мл) и холо�
трансферрин (80 мкг/мл) (все реактивы фирмы
“Sigma”, США) либо набор этих же компонентов
в комплексе с лектинами, такими как маннозо�
специфичный лектин, конканавалин А (Кон A),
(“Sigma”, США) в концентрации 1.5 мкг/мл или
глюкозамин�специфичный лектин из асцидии
Didemnum ternatanum (ТИБОХ ДВО РАН, Влади�
восток) в концентрации 2.5 мкг/мл. 

Клетки культивировали при температуре 17–
18°С. Число образовавшихся спикул подсчитыва�
ли через 3 сут после высева клеток на субстраты.
Клеточные культуры анализировали при помощи
инвертированного микроскопа Axiovert 200 (Carl
Zeiss, Германия). 

Гистохимическое выявление ферментативной
активности эндогенной щелочной фосфатазы в
клеточных культурах проводили согласно методу,
описанному ранее (Kamalia et al., 1992). 

Статистический анализ полученных данных
(количество спикул) проведен при помощи про�
граммы Microsoft Excel 2003.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Через 1 сут после начала культивирования
часть диссоциированных клеток агрегировала и
образовывала эмбриоидо�подобные тела. Тест на
присутствие эндогенной щелочной фосфатазы
показал, что клетки, позитивные по этому пара�
метру, обнаружены только в клеточных агрегатах,
напоминающих эмбриоидо�подобные тела
(рис. 1). Присутствие сыворотки не влияло на
уровень активности щелочной фосфатазы в агре�
гатах клеток. Данную картину наблюдали на всех
тестируемых субстратах, кроме поли�L�лизина.
На поли�L�лизине клетки прочно связывались с
субстратом, но не распластывались и не форми�
ровали эмбриоидо�подобные тела. 

Среди клеток, не участвовавших в формирова�
нии эмбриоидо�подобных тел, по морфологиче�
ским признакам можно было выделить три типа
клеток: пигментные клетки красно�коричневого
цвета, распластанные клетки и округлые клетки
(рис. 2а). Распластанные клетки при дальнейшем
культивировании объединялись в синцитии.
Именно в таких спикулогенных синцитиях обра�
зуются скелетные спикулы.

Культивирование клеток в морской воде в
присутствии ЭС (1–32%) приводило к стабильно�
му появлению спикул, которые можно было раз�
личить на 2�е сут культивирования. На рис. 2б и
2в представлен внешний вид спикул, которые об�
разовывались в первичной культуре клеток бла�
стулы морского ежа S. nudus, культивированных в
морской воде в присутствии 10% ЭС. Спикулы
были в основном правильной трехосной формы, а
после 3�х суток культивирования некоторые спи�
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кулы ветвились и образовывали отростки. В куль�
туре клеток S. intermedius трехосные спикулы на�
блюдали редко, зато в большом количестве фор�
мировались длинные одноосные спикулы (до
50 мкм) (рис. 2г). Установлено, что при культиви�
ровании клеток, полученных с более поздней ста�
дии развития – гаструлы, спикулогенез идет бо�

лее интенсивно, чем в культуре клеток, получен�
ной со стадии бластулы. 

В нормальном личиночном развитии морского
ежа трехосные спикулы являются элементами
высокоупорядоченного внутреннего скелета, не�
обходимого для поддержки архентерона, и могут
быть легко различимы в живых личинках (рис. 3). 

В ходе индуцированной спикулогенной диф�
ференцировки число образующихся спикул зави�
село от концентрации сыворотки в морской воде
и от типа субстрата, как в первичных культурах
эмбриональных клеток морских ежей со стадии
бластулы (рис. 4), так и гаструлы (см. рис. 5). Наи�
более эффективно программа спикулогенеза реа�
лизовалась при культивировании клеток на фиб�
ронектине, тогда как на пластике и в лунках, по�
верхность которых была покрыта другими
субстратами, число распластанных клеток и спи�
кул было значительно меньше. 

При использовании вместо морской воды пи�
тательной среды L15�M с сывороткой индуциро�
вать спикулогенную дифференцировку не уда�
лось. Иногда спикулы спонтанно появлялись при
культивировании в морской воде без сыворотки.
Это происходило довольно редко и только в куль�
турах, полученных со стадии гаструлы.

При культивировании клеток в питательной
среде L15�M в присутствии БСА, инсулина и
трансферрина спикулы также отсутствовали, но
образовывались синцитий�подобные островки
клеток (рис. 6а). Используя эти же условия, но до�
полнительно вводя в среду лектины (например,
Кон A), нам удалось получить спикулы в культуре
клеток морского ежа со стадии гаструлы (рис. 6б). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия щелочной фосфатазы является
маркером плюрипотентных эмбриональных кле�
ток многих млекопитающих (Bernstine et al., 1973;

Рис. 3. Личинка морского ежа S. nudus (стадия плуте�
уса). Масштаб: 50 мкм.
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Рис. 4. Зависимость числа образовавшихся спикул в культуре клеток бластулы морского ежа S. intermedius от содержа�
ния сыворотки в среде культивирования (клетки культивировали в течение 3 сут на пластике и фибронектине). 
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Brons et al., 2007) и беспозвоночных животных
(Ishizuka et al., 2001), поэтому присутствие фер�
ментативной активности эндогенной щелочной
фосфатазы в культивируемых клетках со стадии
бластулы в наших экспериментах, может свиде�
тельствовать о том, что полученные клетки по�
тенциально способны к делению.

Известно, что в культурах диссоциированных
клеток эмбрионов морских ежей в зависимости от
условий культивирования возможна либо рекон�
струкция целых эмбрионов, либо дифференци�
ровка клеток в различных направлениях (Исаева,
1994): образование мышечных клеток (Kaneko
et al., 1997), пигментных клеток (Одинцова, 2001;
Calestani et al., 2003) или клеток, формирующих
спикулы (Okazaki, 1975; Mintz, Lennarz, 1982;
Decker et al., 1987; Исаева, 1994). Выбор програм�
мы развития в культуре клеток происходит задол�

го до экспрессии специфических генов, зависит
от состава среды и множества внешних сигналов,
которые воспринимаются поверхностными ре�
цепторами клетки (Одинцова, 2001). 

Микромеры, появляясь на 16�клеточной ста�
дии развития, являются носителями программы
спикулогенеза и в последующем способны обра�
зовывать спикулы в культуре в присутствии ло�
шадиной сыворотки или сыворотки телят (Okaza�
ki, 1975). Пространственная упорядоченность
спикул и их форма зависит от условий культиви�
рования и коррелирует с развитием структур ци�
тоскелета в клетках (Керкис, Исаева, 1984). Как
показали наши эксперименты, форма спикул мо�
жет значительно отличаться даже у близких видов
морских ежей. 

Микромеры, культивированные в морской во�
де без сыворотки, образуют “розеткоподобные”
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Рис. 5. Зависимость числа образовавшихся спикул в культуре клеток гаструлы морского ежа S. intermedius от содержа�
ния сыворотки в среде культивирования и типа субстрата (клетки культивировали в течение 3 сут на пластике, либо
фибронектине, либо на стекле). 
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Рис. 6. Морфология эмбриональных клеток морского ежа S. intermedius в первичных культурах, полученных со стадии
гаструлы. а – клетки, культивированные в течение 3�х сут в присутствии БСА, инсулина и трансферина; б – клетки,
культивированные в течение 3�х сут в присутствии БСА, инсулина и трансферина и конканавалина А. Масштаб:
50 мкм (а), 30 мкм (б). 
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группы округлых, отдельно лежащих друг от друга
клеток. При добавлении сыворотки спикулообра�
зование в культуре восстанавливается (McCarty,
Spiegel, 1983). Природа возникновения сигналов,
которые индуцируют спикулообразование игло�
кожих, до конца не выяснена. В наших экспери�
ментах количество спикул в культуре увеличива�
лось по мере увеличения содержания ЭС в среде
(до концентрации примерно 16%) для обоих ви�
дов морских ежей. При использовании более вы�
соких концентраций сыворотки (16–32%) наблю�
дался обратный эффект – число образовавшихся
спикул снижалось, что согласуется с данными
других авторов (Kiyomoto et al., 2004). Спонтан�
ное появление спикул при культивировании в
морской воде без сыворотки происходило только
в культурах, полученных со стадии гаструлы, что
можно объяснить коммитированностью клеток
гаструлы как более поздней стадии развития. От�
сутствие спикул при культивировании в пита�
тельной среде с сывороткой, вероятно, связано с
недостатком каких�либо минеральных компо�
нентов, необходимых для формирования спикул. 

Клеточный ответ на внешний стимул (сыво�
ротку) происходит в определенном временном
интервале (36–50 часов после начала культивиро�
вания). Это соответствует стадии in vivo, когда
клетки начинают агрегировать и формировать
кольцевой синцитий (Page, Benson, 1992). Хотя
функция спикулообразования характерна для
клеток ПМ, потомков микромеров, микрохирур�
гическое удаление этих клеток на стадии гаструлы
приводит к превращению нескелетогенных мезо�
дермальных клеток в клетки ПМ (Ettensohn et al.,
2007). Это превращение в дальнейшем сопровож�
дается синтезом полного, хорошо выраженного
скелета, хотя и с некоторым запаздыванием, и
связано с активацией многих генов, отвечающих
за процесс биоминерализации, в нескелетоген�
ных мезенхимных клетках (Ettensohn, 2009). Инъ�
екция в зиготы морских ежей мРНК рецепторов
нейромедиаторов млекопитающих приводила к
резкой остановке развития на стадии гаструлы и
появлению дизорганизованных пигментных и
скелетогенных клеток в бластоцеле эмбрионов,
что может указывать на общность эндогенной
сигнал�проводящей системы у позвоночных и
беспозвоночных животных (Cameron et al., 1994).

Сыворотка обеспечивает присутствие фибро�
нектина и других необходимых для спикулообра�
зования компонентов. В наших экспериментах
именно при культивировании клеток на фибро�
нектине было зарегистрировано самое большое
число спикул, что неудивительно, так как фибро�
нектин входит в состав базальных мембран кле�
ток иглокожих и необходим для эффективной ре�
ализации программы спикулогенеза (Hynes,
1990).

Тем не менее, даже вводя в питательную среду,
а не в морскую воду, комплекс факторов, состоя�
щий из инсулина, трансферрина и лектинов,
можно заменить сыворотку, присутствие которой
критично для образования спикул. Этот эффект,
вероятно, связан с присутствием гликопротеинов
полиманнозного типа в органическом матриксе в
полости спикул морских ежей (Decker et al., 1987).

Наши данные об участии лектинов в индукции
спикулогенной дифференцировки в культуре эм�
бриональных клеток морских ежей в отсутствии
сыворотки, подтверждают способность лектинов
изменять адгезивные свойства этих клеток (Ma�
franga et al., 1991) и воздействовать на процессы
роста и дифференцировки клеток иглокожих
(Latham et al., 1995; Odintsova et al., 1999). Меха�
низмы этого явления могут быть различны –
здесь могут быть вовлечены как углевод�связыва�
ющие участки, так и коллаген�подобные сайты
и/или хорошо известная для многих адгезионных
белков последовательность из трех амино�
кислот – аргинина–глицина–аспарагиновой кис�
лоты – RGD�последовательность (Ruoslahti, Pier�
schbacher, 1987). Так, например, адгезивная актив�
ность лектинов, выделенных из морских ежей,
эхинонектина и эхиноидина, не зависит от угле�
вод�связывающей активности (Alliegro et al., 1990;
Alliegro, Alliegro, 1991), но в состав этих лектинов
входит RGD�последовательность (Ozeki et al.,
1991). Адгезивная активность фибронектина, од�
ного из самых древних лектинов (Akiyama,
Johnson, 1983), связана как с RGD�последователь�
ностью, так и с другими участками молекулы
(Hynes, 1990; Tanabe et al., 1993). В процессе эм�
брионального развития меняются поверхностные
свойства клеток, поэтому рецепторы к лектинам
или их связывающие свойства также меняются.
Так, например, маннозо�специфичный лектин,
Кон A, на ранних стадиях эмбрионального разви�
тия морского ежа не связывается с поверхностны�
ми рецепторами вовсе или связывается очень сла�
бо, но на стадии бластулы и гаструлы этот лектин
активно связывается с поверхностными рецепто�
рами (Mafranga et al., 1991; Latham et al., 1995). Ве�
роятно, гликопротеины клеточной поверхности,
синтезируемые на разных стадиях развития, явля�
ются основными молекулами морфогенеза (Edel�
man, 1984, 1985).

Полученные результаты могут быть использо�
ваны в морской биотехнологии для решения
практических задач, связанных с получением
культур клеток – продуцентов минеральных
структур, необходимых для нанотехнологий.

Работа поддержана Президиумом ДВО РАН
(проекты № 09�I�П22�04 и 09�II�CO�06�001),
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(№ 11 G34.31.0010). 
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Effect of Exogenous Factors on the Induction of Spicule Formation
in Sea Urchin Embryonic Cell Cultures
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Abstract—The effect of exogenous factors on the realization of the spicule formation program in two sea ur�
chin species, Strongylocentrotus intermedius and S. nudus, has been studied in primary embryonic cell cultures
derived from the blastula and gastrula stages. It has been shown that the process of spicule formation depends
on the type of substrate and the composition of the medium. An original finding is that calf or horse serum
necessary for spicule formation in vitro can be replaced by a complex of factors including insulin, transferrin,
and lectins. Methods allowing control over the growth and differentiation of marine invertebrate embryonic
cells in vitro open prospects for their application to practical problems such as the establishment of cell cul�
tures producing certain mineral structures.
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