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Плюрипотентные клетки млекопитающих
участвуют в формировании всех типов клеток раз�
вивающегося организма и некоторых внезароды�
шевых структур. Для исследования механизмов
раннего развития млекопитающих широко ис�
пользуются модели in vitro – постоянные клеточ�
ные линии плюрипотентных стволовых клеток.
Для получения линий плюрипотентных стволовых
клеток были разработаны технологические подхо�
ды, заключающиеся в культивировании и размно�
жении in vitro плюрипотентных клеток доимплан�
тационных эмбрионов или первичных половых
клеток разных стадий развития, а также в экспери�
ментальном репрограммировании соматических и
половых клеток взрослых организмов до плюри�
потентного статуса (Gordeeva, 2010). Различные

линии плюрипотентных стволовых клеток облада�
ют сходными биологическими свойствами, однако
клетки линий разных видов, а также линий, полу�
ченных с помощью разных методов, проявляют су�
щественные различия в регуляции их статуса, в по�
тенциале к дифференцировке и канцерогенезу
(Adewumi et al., 2007; Okita et al., 2007; Sharova et al.,
2007; Chin et al., 2010; Guenther et al., 2010). 

Одним из основных критериев плюрипотент�
ности полученных клеточных линий является их
способность дифференцироваться в линию поло�
вых клеток. Однако установлено, что не все линии
способны обеспечивать развитие полноценных га�
мет у химерных животных (Hayashi, Surani, 2009).
Кроме того, этот критерий не применим для тести�
рования плюрипотентных стволовых клеток чело�
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Одним из основных критериев плюрипотентного потенциала клеточных линий является их способ�
ность дифференцироваться в линию половых клеток. Линии плюрипотентных стволовых клеток с
базовым статусом (ground state) плюрипотентности отличаются от линий с первичным статусом
(primed state) способностью обеспечивать развитие полноценных гамет. С целью определения моле�
кулярных механизмов, вовлеченных в регуляцию различных статусов плюрипотентности, мы ис�
следовали паттерны экспрессии генов, участвующих в регуляции развития линии половых клеток,
в плюрипотентных стволовых клетках различных типов и клетках эмбриональных тератокарцином
мыши и человека. Было установлено, что плюрипотентные стволовые клетки in vitro и в бластоци�
сте, а также гоноциты на стадии E13.5 имеют сходные профили экспрессии в отличие от клеток эпи�
бласта на стадии E6.5. Количественный ПЦР�анализ в реальном времени показал, что ген
Vasa/Ddx4 экспрессируется в эмбриональных стволовых клетках мыши и человека на более низком
уровне, чем в бластоцисте и гоноцитах. Кроме того, уровни экспрессии генов Vasa/Ddx4 и E)ras зна�
чительно выше в эмбриональных стволовых клетках мыши, чем в эмбриональных стволовых клет�
ках человека. При культивировании дифференцирующихся эмбриональных стволовых клеток и эм�
бриональных герминативных клеток мыши, а также клеток эмбриональных тератокарцином мыши
в системе культивирования, способствующей репрограммированию клеток от первичного (primed)
к базовому (ground) статусу плюрипотентности (2i + LIF), мы обнаружили, что только плюрипо�
тентные клетки способны регулировать уровни экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx4, восстанавливая
исходный статус, тогда как в клетках эмбриональных тератокарцином уровни экспрессии генов
практически не изменяются. Мы предполагаем, что паттерны экспрессии генов, специфических
для линии половых клеток, в частности гена Vasa/Ddx4, могут быть вовлечены в регуляцию базового
и первичного статусов плюрипотентности.

Ключевые слова: плюрипотентные клетки, эмбриональные стволовые клетки, тератокарцинома, ли�
ния половых клеток, бластоциста, ground state, Vasa, Oct4, E)ras.
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века. Было показано, что линии эмбриональных
стволовых клеток (ЭСК) и линии индуцирован�
ных плюрипотентных стволовых клеток человека
отличаются от линий плюрипотентных стволовых
клеток мыши, но сходны с линиями стволовых
клеток эпибласта мыши, которые получены из бо�
лее поздней популяции плюрипотентных клеток
эмбрионов (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Из�
вестно, что линии стволовых клеток эпибласта
мыши способны дифференцироваться только в
соматические клетки, но не способны участвовать
в развитии линии половых клеток (Guo et al., 2009).
Восстановление потенциала стволовых клеток
эпибласта мыши до плюрипотентного статуса, а
именно способности формировать линию поло�
вых клеток, возможно при усилении экспрессии
гена Klf4 или при ингибировании GSK3� и
ERK/MAPK�киназ (Guo et al., 2009; Silva et al.,
2008; Ying et al., 2008). На основе полученных фак�
тов было предложено различать статусы линий
плюрипотентных стволовых клеток. Так, линии
ЭСК мыши соответствуют базовому статусу плю�
рипотентности (ground state), а линии стволовых
клеток эпибласта мыши и ЭСК человека – первич�
ному статусу (primed state) (Nichols, Smith, 2009). 

Линии плюрипотентных эмбриональных гер�
минативных клеток (ЭГК) были получены из пер�
вичных половых клеток разных стадий развития
(от E8.5 до E13.5), которые являются более позд�
ней эмбриональной популяцией коммитирован�
ных клеток. Однако в отличие от клеток эпибласта
при получении линий ЭГК не требуется дополни�
тельных манипуляций для стабилизации базового
статуса плюрипотентности. Эти факты свидетель�
ствуют о большем сходстве генных регуляторных
сетей плюрипотентных клеток бластоцисты и пер�
вичных половых клеток в отличие от клеток эпиб�
ласта. Однако молекулярные механизмы, обеспе�
чивающие конверсию первичных половых клеток
в плюрипотентные клетки, практически не иссле�
дованы (Resnick et al., 1992; Stewart et al., 1994; Ha�
yashi, Surani, 2009). 

Стоит отметить, что значительно раньше, чем
были получены первые линии плюрипотентных
стволовых клеток из бластоцисты, из опухолей се�
менников и яичников были выделены линии кле�
ток эмбриональных тератокарцином (ЭТК), кото�
рые были способны дифференцироваться в эм�
бриональные клетки различных типов. Эти
трансформированные клеточные линии фактиче�
ски являются первыми линиями “псевдоплюри�
потентных” стволовых клеток, подвергшихся ано�
мальному репрограммированию in vivo (Klein�
smith, Pierce, 1964). Кроме того, многочисленные
исследования показали, что при адаптации и дли�
тельном культивировании in vitro в ЭСК и индуци�
рованных плюрипотентных стволовых клетках
происходят генетические и эпигенетические изме�
нения, способствующие их онкогенной трансфор�
мации (Mayshar et al., 2010; Laurent et al., 2011). В

некоторых трансформированных линиях ЭСК
снижается потенциал к дифференцировке, а нул�
липотентные линии ЭТК вообще утрачивают спо�
собность спонтанно дифференцироваться (Hovatta
et al., 2010). Таким образом, при трансформации
плюрипотентных клеток может происходить изме�
нение статуса от плюрипотентного до нуллипо�
тентного. 

Несмотря на интенсивные исследования плю�
рипотентных стволовых клеток различного проис�
хождения, вопросы эквивалентности их статуса и
потенциала к дифференцировке, сходства меха�
низмов поддержания базового и первичного стату�
са плюрипотентности, обеспечения баланса про�
лиферации и дифференцировки, а также способ�
ности к онкогенной трансформации остаются
открытыми. С целью определения молекулярных
механизмов, вовлеченных в регуляцию различных
фаз плюрипотентности, мы исследовали паттерны
экспрессии генов, участвующих в регуляции раз�
вития линии половых клеток, в различных типах
плюрипотентных стволовых клеток и клеток ЭТ
мыши и человека. Мы изучили также возможность
реверсии фенотипа и изменения паттернов генной
экспрессии дифференцирующихся ЭСК и ЭГК, а
также ЭТК мыши в системе культивирования,
способствующей репрограммированию клеток от
первичного (primed) к базовому (ground) статусу
плюрипотентности 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток in vitro. В работе были
использованы ЭСК мыши линий R1 и CCE, а так�
же ЭГК мыши линий EGC�10 и EG�12.5, любезно
предоставленные доктором А. Макларен
(А. McLaren, WTCR Institute of Cancer and Develop�
mental Biology, Cambridge, UK). Линии ЭСК чело�
века ESM01, ESM02 и ESM03 любезно предостав�
лены проф. Г.П. Георгиевым (Институт биологии
гена РАН, Москва). ЭТК мыши линий F9 и P19 и
ЭТК человека линии PA�1, а также культуры пер�
вичных эмбриональных фибробластов человека
(ЭФ) получены из Российской коллекции клеточ�
ных культур (Банк клеточных культур Института
цитологии РАН, Санкт�Петербург). Все плюрипо�
тентные клеточные линии мыши и человека, а так�
же линии ЭТК культивировали в среде DMEM,
содержащей 1 мМ L�глутамина, 0.1 мМ заменимых
аминокислот, 0.1 мМ β�меркаптоэтанола и 15% те�
лячьей фетальной сыворотки (“HyClone”, США).
Для линий ЭСК человека вместо сыворотки в сре�
ду добавляли 15% заменителя телячьей фетальной
сыворотки (Knockout Serum Replacement, “Gibco”,
США) и 10 нг/мл основного фактора роста фиб�
робластов человека (“Invitrogen”, США). Недиф�
ференцированные плюрипотентные стволовые
клетки мыши и человека поддерживали на фидере
из первичных эмбриональных фибробластов мы�
ши (МЭФ), инактивированных митомицином С
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(10 мкг/мл) (“Sigma”, США). ЭСК и ЭГК мыши
культивировали в бесфидерной системе, добавляя
в среду фактор ингибирования лейкемии (leukemia
inhibitory factor, LIF) (10 нг/мл) (“Sigma”, США). 

Для получения эмбриоидных тел, формируе�
мых клетками линий R1, CCE, EGC�10, EG�12.5,
F9, P19 и PA�1, использовали метод “висячей кап�
ли”, описанный ранее (Гордеева и др., 2009). Эм�
бриоидные тела (ЭТ) из ЭСК человека получали
при механическом разделении колоний недиффе�
ренцированных клеток. Кластеры клеток культи�
вировали в планшетах для суспензионного культи�
вирования (“Greinerbio”, Германия) в течение по�
следующих 5 сут (ЭТ5).

Для изучения процессов репрограммирования,
ЭТ линий R1 и EG�12.5 на 3�и сут развития (ЭТ3)
и монослойные клеточные культуры линий F9 и
P19 (плотностью 5 тыс. клеток/см2) на 2�е сут по�
сле посева культивировали в течение 48 ч в среде с
добавлением фактора LIF, а также ингибиторов
GSK3�киназы BIO (2.5 мкМ) и MEK/ERK�проте�
инкиназы PD 98059 (50 мкМ) (“Sigma”, США).
Число клеток, выросших в среде с LIF и в коктейле
ингибиторов c LIF (условия 2i + LIF), подсчитыва�
ли через 48 ч и анализировали с помощью проточ�
ной цитометрии. Статистический анализ проводи�
ли с использованием ANOVA и парного критерия
Стьюдента. 

Анализ клеточного цикла с помощью проточной
цитометрии. Суспензию клеток фиксировали хо�
лодным 70%�ным этанолом, затем промывали
фосфатно�солевым буфером и инкубировали в те�
чение 30 мин в фосфатно�солевом буфере, содер�
жащем иодид пропидия (20 мкг/мл, “Molecular
Probes”, США) и РНКазу А (200 мкг/мл, “Fermen�
tas”, Литва). Пробы анализировали с помощью
проточного цитометра Cytomics FC500 (“Beckman
Coulter”, США), просчитывая 5000–10000 клеток в
образце. Анализ гистограмм проводили с исполь�
зованием программы MultiCycle AV Software
(“Phoenix Flow Systems”, США).

Получение образцов тканей эмбрионов и поло�
возрелых мышей. В работе использовали мышей
линии C57Bl/6 из питомника лабораторных жи�
вотных НПП “Пущино” ФИБХ РАН. Исследова�
ли бластоцисты (стадия E4.5), эпибласты с удален�
ными оболочками и плацентами (E6.5), зачатки
гонад вместе с мезонефросами (E10.5) и семенни�
ки зародышей (E13.5), а также органы взрослых
животных в возрасте 3–4 мес. 

Получение аутопсийного материала тканей че�
ловека. Разрешение на изъятие материала для ис�
следований было получено в Бюро судебно�меди�
цинской экспертизы Департамента здравоохране�
ния г. Москвы. Процедуры по изъятию образцов
аутопсийного материала проводили в Судебно�ме�
дицинском морге № 2 г. Москвы врачи�патолого�
анатомы в соответствии с биоэтическими требова�
ниями и с соблюдением закона Российской Феде�

рации “О погребении и похоронном деле”.
Получение образцов тканей семенника человека
проведено в ходе стандартного патолого�медицин�
ского исследования трупов мужчин, погибших на�
сильственно и не имевших при жизни хронических
патологий. Объем образца семенника (не более 1–2
мл) помещали в лизирующий раствор для экстрак�
ции РНК Trizol (“Invitrogen”, США). Выделение то�
тальной РНК проводили в день аутопсии.

Получение тератом и тератокарцином in vivo.
Для получения экспериментальных тератом и те�
ратокарцином в качестве реципиентов были ис�
пользованы иммунодефицитные мыши линии
Nude (Nu/Nu) в возрасте 5–7 мес из питомника
лабораторных животных НПП “Пущино”
ФИБХ РАН. Экспериментальным животным
трансплантировали 1 млн клеток подкожно. Раз�
вившиеся тератомы и тератокарциномы извле�
кали через 3–12 нед после инъекции клеток. Об�
разцы опухолей использовали для дальнейших
исследований. Для гистологических исследова�
ний образцы опухолей фиксировали в фиксато�
ре Буэна. Гистологические срезы подготавлива�
ли с помощью стандартных процедур. Препара�
ты окрашивали гематоксилином и эозином, а
затем исследовали с помощью системы анализа
микроскопических изображений Leica DMRXA2
(Германия).

Гистохимический анализ активности щелочной
фосфатазы. Клетки фиксировали 3%�ным раство�
ром параформальдегида в фосфатно�солевом бу�
фере (“Sigma”, США) в течение 15–20 мин. После
промывки в фосфатно�солевом буфере образцы
инкубировали в растворе, содержащем 10 мл
0.02 М буфера трис�HCl (pH 8.6), 1 мг нафтола
AS�BI�фосфата и 5 мг красителя Fast Red�TR (“Sig�
ma”, США), в течение 30–40 мин при температуре
37°С.

Иммуногистохимический анализ. Экспрессию
специфических белков в клеточных культурах вы�
являли с помощью иммунофлуоресцентного ана�
лиза по методике, описанной ранее (Гордеева и др.,
2009). Для выявления экспрессии белков Oct4 и
Vasa использовали антитела кролика к этим белкам
в разведениях 1 : 150 (“Santa Cruz Biotechnology”,
США; “Abcam”, Великобритания). В качестве вто�
ричных антител использовали антитела цыпленка
против кроличьих иммуноглобулинов, конъюги�
рованные флуорохромами Alexa 596, в разведении
1 : 900 (“Molecular Probes”, США). Препараты до�
крашивали флуоресцентным красителем DAPI для
визуализации клеточных ядер. Контрольные пре�
параты обрабатывали так же, как и опытные образ�
цы, исключая добавление первичных антител. В
качестве отрицательного клеточного контроля бы�
ли использованы первичные эмбриональные фиб�
робласты мыши, в качестве положительного – сре�
зы семенников взрослых мышей. Для получения
криосрезов семенники фиксировали 4%�ным
параформальдегидом, промывали фосфатно�со�
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левым буфером, импрегнировали раствором са�
харозы (20%) и замораживали в среде Tissue�
freezing medium (“Leica”, Германия) при темпе�
ратуре –20°С. Криосрезы были приготовлены на
криостате Leika CM 1900. Иммуногистохимиче�
ский анализ на срезах семенников проводили по
описанному выше протоколу для клеточных куль�
тур. Регистрацию специфического окрашивания и
фотографирование препаратов проводили с ис�
пользованием системы анализа изображений Leika
DMRXA2.

Анализ генной экспрессии. Для анализа экспрес�
сии изучаемых генов выделяли тотальную РНК из
недифференцированных и дифференцированных
плюрипотентных и тератокарциномных клеток, из
тканей эмбрионов и взрослых животных, исполь�
зуя смесь Trizol (“Invitrogen”, США). Для предот�
вращения контаминации ДНК все образцы то�
тальной РНК обрабатывали ДНКазой (TurboDNA
kit, “Ambion”, США) по протоколу производителя.
Синтез кДНК библиотек проводили с использова�
нием обратной транскриптазы M�MuLV и оли�
го(dT)18�праймеров (“Fermentas”, Литва). Для ре�
акции синтеза кДНК использовали 1 мкг тоталь�
ной РНК для каждого образца. ПЦР�анализ
экспрессии изучаемых генов проводили на ампли�
фикаторе “Eppendorf” (Германия) по следующей

программе. Предварительная денатурация: 94°C –
5′; отжиг праймеров: 58°C – 45′′; удлинение цепи:
72°C – 45′′; денатурация 94°C – 45′′, 35 циклов; за�
вершающее удлинение цепи: 72°C – 5′. Специфи�
ческие праймеры были сконструированы на осно�
ве данных о структуре исследуемых генов в базах
данных GenBank, MGI и Ensemble (табл. 1, 2).
Продукты ПЦР�анализа фракционировали в ага�
розном геле. Результаты электрофореза регистри�
ровали с помощью трансиллюминатора (“Bio�
Rad”, США). 

Количественный анализ генной экспрессии
проводили на амплификаторе “Applied Biosystems
7500” (США) с использованием набора для прове�
дения ПЦР в реальном времени в присутствии ин�
теркалирующего красителя EVA Green (“Синтол”,
Россия) по следующему протоколу. Предваритель�
ная денатурация: 94°C – 5′; отжиг праймеров и
элонгация: 60°C – 45′′; денатурация 94°C – 15′′,
40 циклов. Уровень флуоресценции детектировали
при 60°C в каждом цикле. Для всех ПЦР продуктов
был проведен анализ кривых плавления для ис�
ключения образования нескольких ампликонов.
Каждый эксперимент был проведен в трех повто�
рах. Уровень экспрессии генов в каждом образце
был нормализован к уровню экспрессии мРНК ге�
на гипоксантин�гуанин фосфорибозилтрансфера�

Таблица 1. Структура праймеров, используемых для анализа генной экспрессии в клеточных линиях и эмбрио�
нах мыши

Ген № последовательности Прямой и обратный праймеры Размер, п.о.

Oct4/Pou5f1 NM_013633.2 5'caccctgggcgttctctttg3' 
5'gttctcattgttgtcggcttcc3'

142

Nanog NM_028016 5'caagcggtggcagaaaaac3' 
5'tggataagagcacccgactg3'

702

Stella/Dppa3 NM_139218.1 5'agagaagggtccgcactttg3' 
5'ttcccgattttcgcattctc3'

193

Fragillis/Ifitm3 NM_025378.2 5'tgctccgcaccatgaaccac3' 
5'gtgaagcacttcaggaccgg3'

460

Dazl NM_010021.4 5'gccagcactcagtcttcatc3' 
5'gttggaggctgcatgtaagt3'

419

Vasa/Ddx4 NM_010029.2 
NM_001145885.1

5'aggaatgccatcaaaggaacaac3' 
5'gcccaacagcgacaaacaag3'

118

C)kit NM_001122733.1 
NM_021099.3

5'atgaagcctggcgtttccta3' 
5'ctggctgccaaatctctgtg3'

218

Blimp1/Prdm1 NM_007548.3 5'acacagttcccaagaatgcca3' 
5'gaagggtgaaatgttggaacg3'

510

Scp3 NM_011517.2 5'gctgatgaaaaggctccagt3' 
5'cgaacatttfccatctcttg3'

553

E)ras NM_181548.2 5'gcctacaaagtctagcatcttgg3' 
5'cgaagcattggtgagtcatctg3'

191

Gata4 NM_008092 5'tctcactatgggcacagcag3' 
5'gggacagcttcagagcagac3'

100

Hprt NM_013556 5'cgttgggcttacctcactgctttc3' 
5'ggtcataacctggttcatcatcgctaatc3'

150
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зы (HPRT). Относительный уровень мРНК был
рассчитан с помощью сравнительного Ct�метода
(ABI Relative Quantification Study software, Applied
Biosystems, США). Для определения статистиче�
ски значимых различий между относительными
уровнями экспрессии генов в образцах был прове�
ден анализ вариаций (ANOVA). Различия считали
статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы изучали паттерны экспрессии генов, кото�
рые являются ключевыми регуляторами детерми�
нации и специализации линии половых клеток у
млекопитающих. В изучаемый транскрипцион�
ный профиль также были включены гены тран�
скрипционных факторов Oct4 и Nanog, являющие�
ся основными регуляторами плюрипотентного
статуса и также экспрессирующиеся в линии поло�
вых клеток (Pesce, Schöler, 2001; Rilianawati et al.,
2003; Kehler et al., 2004; Lacham�Kaplan, 2004;
Cauffman et al., 2005; Saitou et al., 2005). Мы изуча�
ли экспрессию следующих генов:

Stella/Dppa3 (Developmental pluripotency)associat)
ed 3) и Fragilis/Iftm3 (interferon induced transmembrane
protein 3), активных в самых ранних предшествен�
никах первичных половых клеток в развивающем�
ся эпибласте (E6.5–E7.5) (Saitou et al., 2002);

Dazl/Tpx2 (Deleted in azoospermia)like), экспрес�
сирующегося на всех стадиях развития половых
клеток, а также в доимплантационных эмбрионах
(Cauffman et al., 2005; Reynolds, Cooke, 2005; Rey�
nolds et al., 2005, 2007);

Blimp1/Prdm1 (PR domain containing 1, with ZNF
domain), который является одним из ключевых ре�
гуляторов, обеспечивающих ограничение про�
граммы развития линий соматических клеток в
предгаструляционном эпибласте (Ohinata et al.,
2005);

Vasa/Mvh/Ddx4 (DEAD)box polypeptide 4), экс�
прессирующегося на всех стадиях развития линии
половых клеток от стадии мигрирующих первич�
ных половых клеток до стадий пахитенных спер�
матоцитов в семенниках и первичных ооцитов са�
мок у половозрелых животных (Tanaka et al., 2000;
Toyooka et al., 2000; Reynolds et al., 2005);

Scp3 (Synaptonemal complex protein 3) – одного из
регуляторов мейоза (Reynolds et al., 2007);

E)ras (ES cell)expressed Ras), который является
специфическим регулятором пролиферации плю�
рипотентных стволовых клеток in vitro, а также
первичных половых клеток in vivo (Takahashi et al.,
2003).

Кроме того, мы исследовали характер экспрес�
сии гена Gata4, специфически экспрессирующего�

Таблица 2. Структура праймеров, используемых для анализа генной экспрессии в линиях эмбриональных ство�
ловых и тератокарциномных клеток человека

Ген № последовательности Прямой и обратный праймеры Размер, п.о.

OCT4/POU5F1 NM_002701 
NM_203289

5'cgaaagagaaagcgaaccagtatc3' 
5'acccagcagcctcaaaatcc3'

220

NANOG NM_024865 5'tgcctcacacggagactgtc3' 
5'ctgcgtcacaccattgctattc3'

386

DPPA3 NM_199286 5'gcctagtgttgtgtcaagac3' 
5'ggtgcaagaataagatttatggc3'

520

IFITM3 NM_003641 5'ccatgtcgtctggtccctgt3' 
5'gaatgacactgtagacaggtg3'

410

DAZL NM_001351 5'catcctcctccaccacagtt3' 
5'aagcattgcccgacttcttc3'

480

VASA/DDX4 NM_001166534.1 
NM_001166533.1 
NM_024415.2 
NM_001142549.1

5'gcccaggaatgccatcaaag3' 
5'acggtctgctgaacatctctac3'

160

C)KIT NM_000222.2 
NM_001093772.1

5'ttccttgttgaccgctcctt3' 
5'caacgttgcctgacgttcat3'

474

BLIMP1/PRDM1 NM_182907.1 
NM_001198.3

5'ctacccttatcccggagagc3' 
5'gtacgaggggatgaaagctg

592

SCP3 NM_001177949.1 
NM_001177948.1 
NM_153694.4

5'gggggtgaagtgcagaatatg3' 
5'ctcttgctgctgagtttcca3'

471

E)RAS NM_181532.2 5'cttgcttcttctcttcccacttg3' 
5'gctgcctgccaacatccc3'

184

GATA4 NM_002052 5'gatgggacgggtcactatctg3' 
5'ggcagttggcacaggagag3'

160

HPRT NM_000194.2 5'aagatggtcaaggtcgcaagc3' 
5'gaagtattcattatagtcaagggcatatcc3'

132
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ся в клетках внезародышевой энтодермы на самых
ранних стадиях развития плюрипотентных клеток,
для изучения динамики ранней дифференцировки
плюрипотентных стволовых клеток различных ли�
ний (Zhang et al., 2007). 

Изучение паттерна экспрессии генов, специфи�
ческих для линии половых клеток, в ЭСК и ЭГК мы�
ши. Используемые линии ЭСК CCE, R1 и ЭГК
EGC�10, EG�12.5 являются плюрипотентными
клеточными линиями и способны участвовать в
развитии соматических и половых клеток химер�
ных животных (Nagy et al., 1993; Wood et al., 1993;
McLaren, Durcova�Hills, 2001; Durcova�Hills et al.,
2003). В наших экспериментах эти клеточные ли�
нии сохраняли способность спонтанно дифферен�
цироваться in vitro и in vivo в клетки в различных
типов (рис. 1). Линии ЭСК и ЭГК, поддерживае�
мые в бесфидерной системе с добавлением факто�
ра LIF, практически не различались по скорости
роста и времени удвоения популяции. Анализ рас�

пределения клеток по стадиям клеточного цикла с
помощью проточной цитометрии показал, что ли�
нии ЭСК и ЭГК имеют аналогичную структуру
клеточного цикла с преимущественным накопле�
нием клеток в S�фазе (рис. 2).

Изучение экспрессии генов, специфических
для линии половых клеток, показало, что все ис�
следуемые плюрипотентные клеточные линии
имели практически идентичные паттерны экс�
прессии этих генов (рис. 3). В недифференциро�
ванных ЭСК R1, CCE и ЭГК EGC�10, EG�12.5, а
также в ЭТ1 и ЭТ5 экспрессировались гены Stella,
Fragilis, Dazl, Vasa/Ddx4, а также E)ras и C)kit. В
дифференцирующихся клетках ЭТ1 и ЭТ5 было об�
наружено усиление экспрессии генов Blimp1/Prdm1
и Scp3, а также гена Gata4. 

Сравнительный анализ профилей экспрессии
изучаемых генов в плюрипотентных и первичных
половых клетках эмбрионов мышей показал, что в
бластоцистах (E4.5) экспрессируются не только ге�

Рис. 1. Линии плюрипотентных стволовых клеток мыши: ЭСК линий R1 (а, д, и) и CCE (б, е, к) и ЭГК линий EGC�10 (в,
ж, л) и EG�12.5 (г, з, м). Активность щелочной фосфатазы в недифференцированных клетках колоний и эмбриоидных
тел (а–з), формируемых плюрипотентными клетками на начальных стадиях дифференцировки. Срезы тератом, развив�
шихся после трансплантации в организм взрослых иммунодефицитных мышей Nude плюрипотентных клеток линий R1
(и), CCE (к), EGC�10 (л) и EG�12.5 (м). Масштаб: 100 мкм.

a б в г

зжед

млки
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ны Oct4, Nanog, Stella, Fragilis, Dazl и C)kit, но и
Vasa/Ddx4 и Scp3. В предшествующих работах дру�
гих авторов экспрессия гена Vasa/Ddx4 в плюрипо�
тентных клетках бластоцист и недифференциро�
ванных ЭСК и ЭГК мыши выявлена не была (Hüb�
ner et al., 2003; Toyooka et al., 2003). Обнаруженный
нами уровень экспрессии Vasa/Ddx4 в бластоци�
стах был сопоставим с таковым в гоноцитах на ста�
дии E13.5, где экспрессия была выявлена и други�
ми исследователями (Toyooka et al., 2000). Кроме
того, экспрессия Vasa/Ddx4 в бластоцистах была
значительно выше, чем в клетках эпибласта (E6.5)
и в первичных половых клетках после их заселения
в зачатки гонад (E10.5). Интересно отметить, что в

35

0 1023

G1/G0: 12.7%

S: 67.8%
G2/M: 19.5%

мЭСК EGC�10мЭГКR1

48

0 1023

G1/G0: 15.8%

S: 69.7%
G2/M: 14.5%

Рис. 2. Анализ клеточного цикла ЭСК R1 и ЭГК
EGC�10 мыши. По оси абсцисс – интенсивность
флуоресценции, по оси ординат – число клеток.

мЭГКR1 CCE EGC�10 МЭФмЭСК мЭСК мЭГК EG�12.5

ЭСК ЭТ1 Тер ЭСК ЭГК ЭГКТерЭТ5 ЭТ1 ЭТ5 ЭТ1 ЭТ5 ЭТ1 ЭТ5

Oct4

Nanog

Stella

Fragilis

Dazl

Vasa/Ddx4

C)kit

Blimp1

Scp3

E)ras

Gata4

Hprt

E4.5 E6.5 E10.5E13.5

Эмбрионы мышей Органы взрослых мышей

Семенник Яичник Сердце Мозг Печень

Oct4

Nanog

Stella

Fragilis

Dazl

Vasa/Ddx4

C)kit

Blimp1

Scp3

E)ras

Gata4

Hprt

Рис. 3. Профили экспрессии генов, специфических для линии половых клеток, в линиях плюрипотентных стволовых
клеток, в зародышах мыши и органах взрослых мышей.
ЭТ1, ЭТ5 – эмбриоидные тела на 1�е и 5�е сут развития, Тер – тератомы, сформированные линией ЭСК или ЭГК;
МЭФ – мышиные эмбриональные фибробласты. 
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отличие от ЭСК и ЭГК мы не обнаружили экс�
прессию гена E)ras в эмбриональных клетках ни на
одной из изученных стадий развития, как и в орга�
нах взрослых животных. 

Полученные результаты стимулировали нас к
более детальному сравнительному анализу генной
экспрессии в линиях плюрипотентных стволовых
клеток и эмбрионах, а также в первичных половых
клетках. Количественный анализ генной экспрес�
сии показал, что в плюрипотентных стволовых
клетках, поддерживаемых in vitro, гены Oct4 и E)ras
экспрессируются на более высоком уровне, чем в
клетках бластоцисты, эпибласта и первичных по�
ловых клетках (рис. 4). Так, уровень экспрессии ге�
на Oct4 в ЭСК и ЭГК мыши в среднем был выше в
10–17 раз, чем в бластоцистах, и более чем в 300 раз
выше, чем в клетках эпибласта. Уровни экспрес�
сии гена E)ras в линиях ЭСК и ЭГК были в 100, 500
и 20 раз выше, чем в бластоцистах, эпибласте и го�
ноцитах соответственно. Эти данные свидетель�
ствуют о том, что по сравнению с плюрипотентны�
ми клетками ранних эмбрионов и развивающими�
ся первичными половыми клетками в плю�
рипотентных стволовых клетках, поддерживаемых
in vitro, происходит значительное усиление уров�
ней экспрессии генов, участвующих в регуляции
их самообновления. 

С другой стороны, уровень экспрессии гена
Vasa/Ddx4 был в среднем в 6 раз ниже в ЭСК и

ЭГК, чем в клетках бластоцисты и гоноцитах
(E13.5), но существенно выше, чем в клетках эпи�
бласта и первичных половых клетках на стадии
E10.5. Интересно отметить, что уровень экспрес�
сии гена Vasa/Ddx4 в EGC�10 был ниже, чем в
EG�12.5, и подобная тенденция была выявлена
также и для первичных половых клеток (E10.5) и
гоноцитов (E13.5). Кроме того, мы обнаружили,
что уровни экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx4 па�
раллельно снижались приблизительно вдвое к 5�м
сут дифференцировки ЭТ. Проведенный иммуно�
гистохимический анализ показал, что в недиффе�
ренцированных ЭСК и ЭГК мыши и в бластоци�
стах ген Vasa/Ddx4 экспрессируется не только на
уровне мРНК, но и на уровне белка (рис. 5).

Анализ экспрессии гена Gata4 в процессе диф�
ференцировки ЭСК и ЭГК мыши показал, что
экспрессия этого гена в ЭТ, формируемых ЭСК,
была более чем в 20 раз выше, чем в ЭТ, образован�
ных ЭГК (рис. 4). Таким образом, несмотря на зна�
чительное сходство этих линий, ЭСК быстрее и
эффективнее дифференцировались в клетки вне�
зародышевой энтодермы, чем ЭГК. Эти данные о
скорости дифференцировки ЭСК и ЭГК подтвер�
ждают наши предыдущие иммуногистохимиче�
ские исследования экспрессии белка Gata4 в про�
цессе дифференцировки ЭТ, формируемых ЭСК и
ЭГК (Гордеева и др., 2009). 
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Рис. 4. Количественный анализ экспрессии генов Oct4, Vasa/Ddx4, E)ras и Gata4 в линиях плюрипотентных стволовых
клеток мыши, а также плюрипотентных и первичных половых клетках эмбрионов мыши. По оси ординат – относитель�
ный уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экспрессии гена Hprt (уровень экспрессии в МЭФ принят
за 1 относительную единицу).
( ) – недифференцированные клетки; ( ) – ЭТ5; Сем – семенник половозрелого самца.
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Анализ экспрессии генов, специфических для ли�
нии половых клеток, в ЭСК человека. Далее мы ис�
следовали линии ЭСК человека, которые, как бы�
ло отмечено выше, отличаются по статусу от плю�
рипотентных стволовых клеток мыши. Все
используемые линии ЭСК человека (ESM01,
ESM02 и ESM03) были способны к дифференци�
ровке в различные производные in vitro и in vivo в
тератомах (рис. 6). Анализ клеточного цикла ли�
ний ESM01 и ESM02 показал, что структура их
клеточного цикла сходна с таковой для линий
ЭСК и ЭГК мыши (рис. 7). 

Исследование экспрессии генов, специфиче�
ских для линии половых клеток, в недифференци�
рованных клетках, ЭТ1 и ЭТ5 показало, что пат�
терны их экспрессии сходны для разных линий и в
целом аналогичны ЭСК мыши. Однако обратил на
себя внимание очень низкий уровень экспрессии

генов VASA/DDX4 и E)RAS (рис. 8). Количествен�
ный ПЦР�анализ показал, что уровни экспрессии
генов VASA/DDX4 и E)RAS приблизительно одина�
ковы и значительно ниже, чем в клетках ЭСК и
ЭГК мыши (рис. 9). Так, например, уровень экс�
прессии гена VASA/DDX4 в ЭСК человека был в
1000 раз ниже, чем во взрослом семеннике челове�
ка, тогда как уровень его экспрессии в ЭСК мыши
был только в 40 раз ниже, чем в семеннике мыши.
Кроме того, при одинаковой эффективности реак�
ции показатель ΔCt VASA/DDX4 для ЭСК человека
составлял (в среднем для трех линий) 7.150 ± 0.09,
в то время как для ЭСК мыши он был 1.823 ± 0.048.
Эти данные подтверждают и результаты иммуно�
гистохимического анализа, который не выявил
VASA/DDX4�позитивных клеток в колониях не�
дифференцированных ЭСК ESM01, ESM02 и
ESM03 (рис. 10). 
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Рис. 5. Иммунофлуоресцентный анализ экспрессии белков Oct4 (а–г) и Vasa (д, л–п) в недифференцированных клетках
линий ЭСК R1, CCE (а, л) и ЭГК EGC�10, EG�12.5 (б, м) в клетках бластоцисты (д) и семенников мыши (п). Ядра клеток
на соответствующих препаратах докрашены DAPI (е–к; р–ф).
Масштаб: а–г, е–и, л–о, р–у – 100; д, к, п, ф – 50 мкм.
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Как было отмечено выше, экспрессия гена
E)RAS в линиях ЭСК человека резко отличалась от
его экспрессии в линиях ЭСК мыши (рис. 4, 9):
уровни экспрессии гена E)RAS в ЭСК человека
были лишь в 40 и в 2 раза выше, чем в эмбриональ�

ных фибробластах и семеннике человека соответ�
ственно, тогда как в ЭСК мыши эти различия со�
ставляли 500 и 350 раз соответственно. На основа�
нии этих фактов можно предположить, что роль
гена E)RAS в регуляции пролиферации ЭСК чело�
века отличается от функции его гомолога в ЭСК
мыши.

Интересно отметить, что в ЭТ5, сформирован�
ных клетками ESM01, ESM02 и ESM03, диффе�
ренцировка клеток внезародышевой энтодермы
происходила значительно быстрее, чем в ЭТ5 мы�
ши, о чем свидетельствует более резкое увеличение
экспрессии гена GATA4 в ЭТ по сравнению с не�
дифференцированными клетками колоний
(рис. 4, 9). Для ЭСК и ЭТ человека уровень экс�
прессии возрастал в 1000 раз, а для ЭСК и ЭТ мы�
ши – в 150 раз. Полученные данные количествен�
но подтверждают выводы многих исследователей о
том, что уровень спонтанной дифференцировки в
культурах ЭСК человека значительно выше, чем в
ЭСК мыши. Такая усиленная способность к диф�
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Рис. 6. Линии плюрипотентных ЭСК человека ESM01 (а, г) ESM02 (б, д) и ESM03 (в, е). Активность щелочной фосфата�
зы в недифференцированных клетках колоний (а–в) и эмбриоидных тел (г–е). Срезы тератом, сформированных клетка�
ми ESM01 (ж, з) и ESM02 (и). Масштаб здесь и на рис. 10, 11, 15, 16 – 100 мкм.
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Рис. 7. Структура клеточного цикла ЭСК человека
ESM01 и ESM02. По оси абсцисс – интенсивность
флуоресценции, по оси ординат – число клеток. 
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ференцировке у ЭСК человека, вероятно, является
следствием более продвинутого статуса их плюри�
потентности, по сравнению с ЭСК мыши. Таким
образом, как показывает наш сравнительный ана�
лиз линий ЭСК человека и мыши, профили экс�

прессии генов, специфических для линии половых
клеток, в значительной мере сходны, однако гены
VASA/DDX4 и E)RAS экспрессируются на значи�
тельно более низком уровне в ЭСК человека, чем в
ЭСК мыши, что, вероятно, связано с различной
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Рис. 8. Профили экспрессии генов, специфических для линии половых клеток, в ЭСК человека ESM01, ESM02 и ESM03. 
ЭТ1, ЭТ5 – эмбриоидные тела на 1�е и 5�е сут развития, ЭФ – эмбриональные фибробласты.
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Рис. 9. ПЦР�анализ в реальном времени экспрессии генов OCT4, VASA/DDX4, E)RAS и GATA4 в линиях ЭСК человека
ESM01, ESM02 и ESM03. По оси ординат – относительный уровень генной экспрессии, нормализованной к уровню экс�
прессии гена HPRT (уровень экспрессии в ЭФ принят за 1 относительную единицу). 
( ) – недифференцированные клетки; ( ) – ЭТ5; Сем – семенник человека.
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ролью, которую играют эти гены в клетках, нахо�
дящихся на разных фазах плюрипотентности. 

Вариабельность экспрессии генов, специфиче�
ских для линии половых клеток, в линиях ЭТК мыши
и человека. Исследуя механизмы детерминации
линии половых клеток у млекопитающих, мы ис�
пользовали в качестве моделей не только нормаль�
ные плюрипотентные стволовые клетки, но также
и линии ЭТК мыши и человека, которые принято

рассматривать в качестве малигнизированных ана�
логов плюрипотентных клеток. Все используемые
линии ЭТК мыши и человека не были способны к
спонтанной дифференцировке in vitro (рис. 11).
Только в ЭТ, формируемых линией F9, мы наблю�
дали единичные клетки, дифференцирующиеся в
клетки внезародышевой энтодермы. Гистологиче�
ский анализ тератокарцином, развившихся после
трансплантации ЭТК иммунодефицитным мы�
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Рис. 10. Анализ экспрессии белков Oct4 (а–в) и Vasa (ж–и) в недифференцированных клетках линий ЭСК человека
ESM01 (а, г, ж, к), ESM02 (б, д, з, л) и ESM03 (в, е, и, м). Ядра клеток на соответствующих препаратах докрашены DAPI
(г–е; к–м). 
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шам, показал, что ЭТК F9 и PA�1 образовывали
опухоли, состоящие только из недифференциро�
ванных клеток, тогда как в тератокарциномах, об�
разованных ЭТК P19, наряду с недифференциро�
ванными опухолевыми клетками были обнаруже�
ны и зачатки хрящевых структур (рис. 11, ж–и).
Эти данные свидетельствуют о том, что линии
ЭТК F9 и PA�1 являются нуллипотентными тера�
токарциномными линиями.

Анализ клеточного цикла линий ЭТК выявил
существенные различия в структуре для всех изу�
ченных линий (рис. 12). Так, митотический индекс
(суммарное число клеток в S� и G2/M�фазах кле�
точного цикла) для клеток тератокарциномы чело�
века PA�1 составлял 37, для ЭТК мыши P19 – 59.6,
а для клеток F9 – 76.9%. Эти результаты показыва�
ют, что только линия F9 имеет структуру клеточно�
го цикла, наиболее сходную с плюрипотентными
стволовыми клетками. В то же время клеточный
цикл линий P19 и PA�1 значительно отличается от
типичного клеточного цикла плюрипотентных
стволовых клеток более низким значением мито�

тического индекса и более продолжительным
G1/G0�периодом клеточного цикла. 

Существенные различия между линиями ЭТК
были выявлены и при исследовании профилей
экспрессии генов, специфических для линии по�
ловых клеток (рис. 13). Большинство изучаемых
генов экспрессировалось только в линии F9, тогда
как в линиях P19 и PA�1 ген Vasa/Ddx4/DDX4 экс�
прессировался на низком уровне. Кроме того, в
линии PA�1 не была выявлена экспрессия генов
BLIMP1 и SCP3 ни в монослойных культурах, ни в
ЭТ. Детальный количественный анализ генной
экспрессии (рис. 14) показал, что различия в уров�
нях экспрессии гена Vasa/Ddx4 для линий F9 и P19
составляют около 40 раз, при этом по сравнению с
ЭСК мыши уровень экспрессии в F9 был ниже в
2.5 раза, а в P19 – почти в 100 раз. Уровень экспрес�
сии VASA/DDX4 в ЭТК PA�1 был практически ра�
вен уровню в ЭФ человека и в 18 раз ниже, чем в
ЭСК человека. Иммуногистохимический анализ
экспрессии белка Vasa/Ddx4/DDX4 также под�
твердил данные ПЦР�анализа (рис. 15). Наиболее
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Рис. 11. Линии ЭТК мыши F9 (а, г, ж), P19 (б, д, з) и человека PA�1 (в, е, и). Активность щелочной фосфатазы в клетках
колоний (а–в) и эмбриоидных тел (г–е), формируемых этими клеточными линиями. Срезы тератокарцином, развив�
шихся после трансплантации клеток линий F9 (ж), P19 (з) и PA�1 (и) иммунодефицитным мышам. 
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неожиданные результаты дал анализ экспрессии
гена E)ras/E)RAS. Так, в монослойных культурах
линий F9 и P19 уровень его экспрессии был сопо�
ставим с уровнями в ЭСК и ЭГК мыши, однако он
почти вдвое возрастал в ЭТ5 по сравнению с моно�
слойными культурами. Напротив, в ЭТК PA�1 уро�
вень экспрессии гена E�RAS не изменялся и был в
3 раза ниже, чем в ЭСК человека (рис. 14).

Экспрессия гена Gata4/GATA4 во всех линиях
ЭТК была обнаружена на уровне, сходном с уров�
нем в недифференцированных ЭСК мыши и чело�
века (рис. 14). Однако в отличие от плюрипотент�
ных клеток его экспрессия в ЭТ, формируемых
ЭТК, была значительно ниже, чем в ЭСК (для F9 –
в 10 раз, для P19 – в 80 раз, для P19 – в 167 раз), а
экспрессия белка не детектировалась иммуноги�
стохимически (данные не приведены), кроме еди�
ничных клеток ЭТ F9 (см.: Гордеева и др., 2009).

В сумме полученные данные свидетельствуют о
том, что тератокарциномные клетки используе�
мых линий в большей или меньшей степени про�
являют свойства, сходные с линиями плюрипо�
тентных стволовых клеток. Наблюдаемые разли�

чия в структуре их клеточного цикла в
значительной мере коррелируют с их паттерном
экспрессии генов, специфических для линии по�
ловых клеток, в частности гена Vasa/Ddx4/DDX4.
Однако данные об экспрессии изучаемых генов в
ЭТК не дают возможность прогнозировать их по�
тенциал к дифференцировке, а позволяют судить
только о степени отклонения от их прототипа –
плюрипотентных стволовых клеток. Такие отли�
чия, вероятно, связаны со значительными пере�
стройками в регуляторных сетях трансформиро�
ванных опухолевых клеток. 

Изменение экспрессии генов, специфических для
линии половых клеток, при культивировании плюри�
потентных стволовых и тератокарциномных кле�
ток мыши в присутствии ингибиторов PD 98059 и
BIO и фактора LIF (2i + LIF). Для того чтобы по�
нять, возможно ли регулировать статус дифферен�
цирующихся плюрипотентных стволовых клеток
или тератокарциномных клеток in vitro, мы ис�
пользовали систему культивирования, разрабо�
танную для репрограммирования первичных
(primed) плюрипотентных стволовых клеток (ство�
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Рис. 12. Анализ клеточного цикла ЭТК мыши (F9, P19) и человека (PA�1). По оси абсцисс – интенсивность флуоресцен�
ции, по оси ординат – число клеток. 
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Рис. 13. Экспрессия генов, специфических для линии половых клеток, в линиях ЭТК мыши и человека. ЭТ1, ЭТ5 – эм�
бриоидные тела на 1�е и 5�е сут развития, Т(F9), T(P19), T(PA�1) – тератокациномы, сформированные линиями
ЭТК in vivo. 
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ловых клеток эпибласта) к базовому статусу плю�
рипотентности (ground state). Монослойные куль�
туры ЭТК F9 и P19, а также дифференцирующиеся
ЭТ3, сформированные ЭСК R1 и ЭГК EG�12.5,
культивировали в течение 48 ч в среде с ингибито�
рами PD 98059 и BIO и фактором LIF (2i + LIF
условия) (рис. 16). После завершения эксперимен�
та мы обнаружили существенные различия в мор�
фологии экспериментальных и контрольных куль�
тур ЭТК. В обеих линиях клеточные кластеры ста�
новились многослойными и приобретали сходство
с колониями недифференцированных ЭСК и ЭГК
мыши. Кроме того, по сравнению с контрольными
культурами, растущими в среде только с фактором
LIF, в них значительно возрастала активность ще�
лочной фосфатазы (рис. 16). В условиях 2i + LIF
значительно снижалась адгезия ЭТ R1 и ЭТ
EG�12.5 к субстрату и поддерживался их объемный
рост (рис. 16). При этом не было выявлено значи�
мых различий в скорости роста в контрольных и
экспериментальных культурах для всех клеточных
линий (рис. 17, а, б). Изучение распределения кле�
ток по стадиям клеточного цикла показало, что в
популяциях ЭСК и ЭГК, поддерживаемых в усло�
виях 2i + LIF, число клеток уменьшается в
G1/G0�фазе и возрастает в S�фазе по сравнению с
контрольными культурами (+ LIF) (рис. 17, в). В то
же время в линиях ЭТК не было выявлено суще�
ственных изменений (рис. 17, в). Необходимо
отметить, что эффект условий культивирования
2 + LIF был полностью обратим после переме�
щения клеток в стандартные условия.

Количественный анализ генной экспрессии
показал, что в условиях культивирования 2i + LIF
происходит частичное восстановление экспрессии
Oct4, Vasa/Ddx4 и Gata4 в ЭТ R1 и ЭТ EG�12.5 до
уровня недифференцированных ЭСК и ЭГК
(рис. 18). В ЭТК P19 экспрессия генов Oct4 и Gata4
не изменялась, а уровень экспрессии гена Vasa/Ddx4
статистически достоверно возрастал (p < 0.05), но
все равно не достигал значений, выявляемых в ЭСК
и ЭГК мыши. В линии ЭТК F9 экспрессия этих ге�
нов оставалась без изменений (p > 0.05). Однако во
всех изучаемых линиях, растущих в условиях куль�
тивирования 2i + LIF, мы наблюдали статистически
достоверное снижение экспрессии гена E)ras. При�
чины снижения экспрессии гена E)ras в экспери�
ментальных культурах сложно объяснить, учиты�
вая что это снижение происходит на фоне высоко�
го уровня экспрессии гена Oct4 и отсутствия
различий в скорости роста клеток в опыте и кон�
троле. Полученный результат указывает на воз�
можную негативную регуляцию экспрессии гена
E)ras при ингибировании сигнального пути
ERK/MAPK�киназ, активного в дифференцирую�
щихся плюрипотентных стволовых клетках. 

Таким образом, в условиях, способствующих
переходу плюрипотентных стволовых клеток из
первичного в базовый статус плюрипотентности,
дифференцирующиеся клетки ЭСК и ЭГК мыши
также способны к реверсии исходного статуса и
усилению экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx4. В
линиях ЭТК мыши, растущих в данной системе
культивирования, происходят лишь морфологиче�
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Рис. 14. Количественный ПЦР�анализ в реальном времени экспрессии генов Oct4/OCT4, Vasa/Ddx4/DDX4, E)ras/E)RAS
и Gata4/GATA4 в линиях ЭТК мыши и человека. По оси ординат – относительный уровень генной экспрессии, нормали�
зованной к уровню экспрессии гена Hprt/HPRT (уровень экспрессии в МЭФ или ЭФ человека принят за 1 относитель�
ную единицу); обозначения см. на рис. 4.
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ские изменения без существенных изменений в
экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx, не приводящих
к изменению статуса этих клеток. 

ОБСУЖДЕНИЕ

В раннем предгаструляционном развитии мле�
копитающих происходит разграничение программ
дифференцировки линий половых и соматических
клеток. Как было показано, способность участво�
вать в развитии линии половых клеток является

основным отличием клеток, находящихся в стату�
се базовой плюрипотентности (ground state), от
клеток в фазе первичной плюрипотентности
(primed state). Одним из регуляторов поддержания
клеток в базовом статусе плюрипотентности явля�
ется транскрипционный фактор Klf4 (Guo et al.,
2009). Кроме того, ингибирование сигнального пу�
ти ERK/MAPK�киназ, а также стимуляция сиг�
нальных путей Wnt и LIF/Stat3 препятствует утрате
плюрипотентными клетками способности диффе�
ренцироваться в линию половых клеток (Silva

a б в

г

зж

ед

и

лк м

F9 P19 PA�1

Рис. 15. Экспрессия белков Oct4 (а–в) и Vasa (ж–и) в ЭТК мыши и человека. Ядра клеток на соответствующих препара�
тах докрашены DAPI (г–е; к–м).
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et al., 2008; Yang et al., 2010). Известно, что в регуля�
цию дифференцировки плюрипотентных клеток в
линию половых клеток вовлечены и гены с мате�
ринским эффектом, которые экспрессируются как
в половых клетках, так и в тотипотентных и плю�
рипотентных клетках ранних эмбрионов (Lacham�
Kaplan, 2004). 

Мы исследовали экспрессию генов, вовлечен�
ных в развитие линии половых клеток, а также экс�
прессирующихся в плюрипотентных стволовых
клетках мыши и человека. Результаты проведен�
ных исследований показали, что клетки бластоци�
сты, гоноциты E13.5, ЭСК и ЭГК мыши имеют
очень похожие профили экспрессии генов, специ�
фических для линии половых клеток. Мы впервые
обнаружили, что ген Vasa/Ddx4 экспрессируется не
только в мигрирующих половых клетках и гоноци�
тах, но и в клетках бластоцист мыши, причем уров�
ни экспрессии этого гена в бластоцистах и гоноци�
тах были практически одинаковыми, тогда как в
клетках эпибласта E6.5 его экспрессия была значи�
тельно ниже (в 267 раз). Нельзя исключить, что
низкий уровень экспрессии гена Vasa/Ddx4, детек�
тируемый в эпибласте и гоноцитах E10.5, может
быть связан с малым количеством первичных по�

ловых клеток в этих зачатках по отношению к
остальным клеткам. Интересно отметить, что не�
давно и в эпибласте мыши были обнаружены две
субпопуляции, различающиеся по активности ге�
на Oct4 и способности участвовать в развитии хи�
мер (Han et al., 2010). Можно предположить, что
субпопуляция, сохраняющая способность к фор�
мированию химер, представляет собой клетки са�
мых ранних предшественников линии половых
клеток. С другой стороны, обнаруженный нами
низкий уровень экспрессии гена VASA/DDX4 в
ЭСК человека по сравнению с ЭСК мыши может
свидетельствовать о сходстве ЭСК человека с клет�
ками эпибласта мыши и о первичном статусе
(primed state) плюрипотентности этих клеточных
линий. В ряде работ было показано, что усиление
экспрессии VASA/DDX4 в ЭСК человека и мыши
приводит к их дифференцировке в линию половых
клеток и даже к формированию гаплоидных поло�
вых клеток (Hübner et al., 2003; Clark et al., 2004;
Kee et al., 2006; Nayernia et al., 2006). Однако дан�
ные по экспрессии этого гена в ЭСК мыши и чело�
века существенно различаются. Так, большинство
авторов отмечают низкий уровень экспрессии
VASA/DDX4 в недифференцированных клетках

ЭТКR1 EG�12.5 F9ЭТ ЭТ ЭТК P19

48 ч

+LIF

P19F9R1 EG�12.5

2i + LIF +LIF 2i + LIF

+LIF

2i + LIF

Рис. 16. Репрограммирование статуса дифференцирующихся ЭСК и ЭГК, а также ЭТК мыши в условиях культивирова�
ния с ингибиторами PD 98059 и BIO и фактором LIF (2i + LIF). Схема эксперимента. Морфология и активность щелоч�
ной фосфатазы в ЭТ R1 и EG�12.5 и ЭТК F9 и P19.
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ЭСК человека, тогда как паттерн его экспрессии в
ЭСК мыши очень варьирует (Hübner et al., 2003;
Toyooka et al., 2003; Clark et al., 2004; Tilgner et al.,
2008). В нашей работе экспрессия мРНК и белка
Vasa/Ddx4 была обнаружена в недифференциро�
ванных ЭСК и ЭГК мыши, хотя уровень экспрес�
сии мРНК был ниже, чем в клетках бластоцисты и
гоноцитов E13.5. При этом экспрессия этого гена в
ЭСК мыши была значительно выше, чем в ЭСК
человека.

В контексте этих данных, относительно легкую
конверсию первичных половых клеток в плюри�
потентные стволовые клетки in vitro можно объяс�
нить сходными паттернами экспрессии генов, спе�
цифических для линии половых клеток и, в част�
ности, ключевого гена Vasa/Ddx4, в клетках
бластоцисты и гоноцитов мыши. Полученные ре�
зультаты об экспрессии гена Vasa/Ddx4 в линиях
ЭСК и ЭГК мыши также свидетельствуют о сход�
стве их статусов с клетками внутренней клеточной
массы бластоцисты (ground state). Таким образом,
мы полагаем, что паттерн экспрессии гена
Vasa/Ddx4/DDX4 можно рассматривать как еще

один молекулярный детерминант базового статуса
плюрипотентности (ground state). Все эти факты
свидетельствуют о том, что паттерн экспрессии ге�
нов, специфических для линии половых клеток,
может быть ассоциирован с различными фазами
плюрипотентности. Кроме того, нельзя исклю�
чить, что он предетерминирован в плюрипотент�
ных клетках для сохранения их потенциала к фор�
мированию линии половых клеток.

Несмотря на значительное сходство плюрипо�
тентных и первичных половых клеток в развиваю�
щемся зародыше и линий ЭСК и ЭГК, тем не ме�
нее полученные нами данные об уровнях экспрес�
сии генов Oct4 и E)ras в этих клетках наглядно
демонстрируют различия в механизмах поддержа�
ния плюрипотентного статуса in vivo и in vitro. Рез�
кое возрастание экспрессии Oct4 и E)ras в ЭСК и
ЭГК мыши, вероятно, необходимо для поддержа�
ния очень высокой скорости самообновления
плюрипотентных клеток в условиях in vitro в тече�
ние длительного периода культивирования. С дру�
гой стороны, роль гена E)RAS в регуляции проли�
ферации ЭСК человека (primed state) и мыши
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Рис. 17. Скорость роста клеток и структура клеточного цикла линий R1, EG�12.5, F9 и P19 в экспериментах с культиви�
рованием в условиях 2i + LIF. а, б – скорость роста линий R1, EG�12.5 (а), F9 и P19 (б) в условиях с LIF ( ) и 2i + LIF
( ); в – структура клеточного цикла линий R1, EG�12.5, F9 и P19 в контрольных и экспериментальных культурах. По
оси абсцисс – клеточные линии, по оси оординат – число клеток в контрольных и экспериментальных культурах.
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(ground state) может существенно различаться, так
как уровни его экспрессии существенно различа�
ются в этих клетках. 

Поддержание регуляторного баланса пролифе�
ративных и антипролиферативных сигналов явля�
ется основой гомеостаза стволовых клеток, в том
числе и плюрипотентных. Нарушение этого ба�
ланса в трансформированных опухолевых клетках
приводит к снижению их потенциала к дифферен�
цировке и усилению пролиферации. Изучение ли�

ний ЭТК мыши и человека показало, что профили
экспрессии генов, специфических для линии по�
ловых клеток, значительно варьируют в разных ли�
ниях и в большей или меньшей степени сходны с
профилями соответствующих линий ЭСК мыши и
человека. В линиях P19 и PA�1 экспрессия гена
Vasa/Ddx4/DDX4 была значительно ниже, чем в
ЭСК, тогда как в линии F9 эти различия были не
столь существенны. Кроме того, в клетках ЭТК
имела место и несбалансированная экспрессия ге�
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Рис. 18. Количественный ПЦР�анализ в реальном времени экспрессии генов Oct4, Vasa/Ddx4, E)ras и Gata4 в линиях R1,
EG�12.5, F9 и P19 в экспериментах с культивированием в условиях 2i + LIF. По оси ординат – относительный уровень
генной экспрессии, нормализованный к уровню экспрессии гена Hprt (уровень экспрессии в недифференцированных
клетках (ЭСК, ЭГК, ЭТК), растущих в стандартных условиях (см. “Материал и методику”), принят за 1 относительную
единицу). 
ЭТ(LIF), ЭТК(LIF) – контрольные клеточные культуры, растущие в среде с фактором LIF; ЭТ(2i + LIF), ЭТК(2i + LIF) –
клеточные культуры, растущие в условиях эксперимента в среде с ингибиторами и фактором LIF.
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нов E)ras/E)RAS и Gata4/GATA4. На основании по�
лученных результатов можно говорить лишь о
сходстве или различиях клеток этих линий с их
нормальными клетками�прототипами, но в отли�
чие от плюрипотентных стволовых клеток невоз�
можно определить их статус в рамках двух фаз
плюрипотентности (рис. 19). 

Интересно отметить, что плюрипотентные
стволовые клетки, поддерживаемые in vitro в тече�
ние длительного времени, способны интегриро�
ваться в эмбрион на стадии бластоцисты и участ�
вовать в развитии всех типов клеток, включая ли�
нию половых клеток (Nagy et al., 1993). Таким
образом, линии плюрипотентных стволовых кле�
ток сохраняют способность восстанавливать экс�
прессию генов до соответствующих уровней в
плюрипотентных клетках бластоцисты. Интерес�
но, что снижение экспрессии генов Oct4 и
Vasa/Ddx4 наблюдается на ранних стадиях диффе�
ренцировки ЭТ, однако уровень экспрессии гена
E)ras практически не изменяется на этих стадиях.
В наших экспериментах с культивированием ЭСК,
ЭГК и ЭТК мыши в условиях 2i + LIF мы обнару�
жили, что дифференцирующиеся ЭТ, формируе�
мые ЭСК и ЭГК, способны восстанавливать экс�
прессию генов Oct4, Vasa/Ddx4 и Gata4 практиче�
ски до их уровня в недифференцированных
клетках. В отличие от нормальных клеток в линиях
ЭТК не было выявлено значимых изменений в
экспрессии этих генов. Обнаруженное снижение
уровня экспрессии гена E)ras во всех линиях, рас�
тущих в условиях 2i + LIF, пока не находит своего
объяснения, тем более что оно происходит на фоне

подъема экспрессии Oct4 и Vasa/Ddx4 в плюрипо�
тентных клетках. 

Недавно было обнаружено, что флуктуации
уровней экспрессии генов Oct4, Nanog и Sox2 в ин�
дивидуальных плюрипотентных стволовых клет�
ках мыши, поддерживаемых in vitro, могут дости�
гать 10 раз (Tang et al., 2010). Такие флуктуации ген�
ной экспрессии рассматриваются авторами как
молекулярная основа инициации разных типов
дифференцировки плюрипотентных клеток. Кон�
курентный выбор клеточной судьбы на начальных
стадиях дифференцировки плюрипотентных кле�
ток осуществляется на основе сочетания опреде�
ленных уровней экспрессии регуляторных факто�
ров в индивидуальных клетках. Высказана новая
точка зрения о том, что детерминация различных
эмбриональных линий в популяции плюрипотент�
ных клеток определяется флуктуациями в экспрес�
сии факторов Oct4, Sox2, Nanog, Esrrb и Tbx3, экс�
прессирующихся на высоком уровне в недиффе�
ренцированных плюрипотентных клетках и
традиционно считающихся репрессорами их диф�
ференцировки (Loh, Lim, 2011). Эти данные убе�
дительно демонстрируют, что флуктуации генной
экспрессии являются обязательным свойством
плюрипотентных клеток, находящихся в метаста�
бильном состоянии. Вероятно, при трансформа�
ции плюрипотентных клеток они могут его утра�
чивать и переходить в стабильное недифференци�
рованное состояние, как например, линии ЭТК. 

В заключение необходимо отметить, что в соот�
ветствии с принятыми на сегодняшний день пред�
ставлениями линии плюрипотентных стволовых
клеток составляют группу сходных клеточных ли�

ТЕРАТОКАРЦИНОГЕНЕЗ
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Рис. 19. Изменение статусов плюрипотентных стволовых клеток в развитии, при адаптации и поддержании in vitro и в
процессе тератоканцерогенеза. Линии плюрипотентных стволовых клеток в процессе адаптации in vitro переходят в ме�
тастабильное состояние. Статус каждой линии может быть определен в пределах двух фаз плюрипотентности (ground
state и primed state). Определенные соотношения уровней экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx4 могут служить индикатора�
ми удаленности от ground state. Статусы клеток тератокарцином представляют собой неопределенные устойчивые состо�
яния с частичной аналогией статусам плюрипотентных клеток.
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ний различного происхождения, которые в про�
цессе адаптации in vitro переходят в метастабиль�
ное состояние. Статус каждой клеточной линии
может быть определен в пределах двух фаз плюри�
потентности (ground state и primed state). Поддер�
жание базового статуса плюрипотентности (ground
state), включающего способность клеток данной
линии участвовать в развитии половых клеток, мо�
жет быть ассоциировано с экспрессией генов, спе�
цифических для линии половых клеток. Как пока�
зывают наши результаты, определенные соотно�
шения уровней экспрессии генов Oct4 и Vasa/Ddx4
могут служить молекулярными детерминантами
базового и первичного статуса плюрипотентности.
Статусы клеток тератокарцином представляют со�
бой неопределенные устойчивые состояния с ча�
стичной аналогией статусам плюрипотентных
клеток.

Работа поддержана Российским фондом фунда)
ментальных исследований (проект № 11)04)0037)а).
Авторы благодарны Т.М. Никоновой за помощь в
подготовке гистологических срезов.
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Expression Patterns of Germ Line Specific Genes in Mouse and Human Pluripotent 
Stem Cells are Associated with Regulation of Ground and Primed State of Pluripotency

       O. F. Gordeevaa, N. V. Lifantsevaa, and S. V. Khaidukovb

      a Kol’tsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
b Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, ul. Miklukho)Makali 16/10, Moscow, 117997 Russia
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Abstract—One of the main criteria of pluripotent cell lines is their ability to differentiate into the germ cell
line. Lines of pluripotent stem cells with ground state of pluripotency are different from the lines with a
primed state by ability to supply development of full gametes. To determine molecular mechanisms involved
in regulation of different states of pluripotency, we investigated the expression patterns of genes involved in
regulation of development of germ cell lines in different type pluripotent stem cells and the cells of mouse and
human embryonal teratocarcinoma. We determined that pluripotent stem cells in vitro, cells of blastocyst,
and gonocytes at stage E13.5 possess similar expression patterns in contrast to the ectoblast cells at stage E6.5.
Quantitative real time PCR analysis showed that expression of gene Vasa/Ddx4 in mouse and human embry�
onal stem cells is lower than in blastocyst and gonocytes. In addition, expression level of genes Vasa/Ddx4 and
E)ras is significantly higher in mouse embryonal stem cells than in human embryonal stem cells. We deter�
mined during cultivation of differentiating embryonal stem cells, embryonal germ mouse cells, and embryo�
nal teratocarcinoma of mouse in the cultivation system promoting reprogramming the cells from primed to
ground state of pluripotency (2i+LIF) that only pluripotent cells are able to regulate the expression level of
genes Oct4 and Vasa/Ddx4 reducing initial state, while the expression level in the cells of embryonal terato�
carcinomas remains unchanged. We suppose that gene expression patterns specific for germ cell lines in par�
ticular of Vasa/Ddx4 gene can be involved in regulation of ground and primed states of pluripotency.

Keywords: pluripotent cells, embryonal stem cells, teratocarcinoma, germ cell line, blastocyst, ground state,
Vasa, Oct, E)ras
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