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Баланс процессов пролиферации и дифферен�
цировки стволовых клеток является основой го�
меостаза самообновляющихся тканей. Наруше�
ния механизмов, контролирующих самообновле�
ние и дифференцировку в стволовых клетках,
вследствие различных мутаций могут приводить к
их функциональным нарушениям или онкоген�
ной трансформации в раковые стволовые клетки
(Caisander et al., 2006; Gore et al., 2011; Hovatta
et al., 2010; Urbach et al., 2009). Потенциально
плюрипотентные стволовые клетки в эмбрионе,
как и мультипотентные стволовые клетки во
взрослых тканях, могут трансформироваться в
опухолевые стволовые клетки при различных ге�
нетических и эпигенетических перестройках. Ра�
нее опухолевые аналоги плюрипотентных ство�
ловых клеток млекопитающих – линии эмбрио�
нальных тератокарциномных клеток (ЭТК) –
были выделены из тератом и тератокарцином у

разных млекопитающих и человека (Andrews
et al., 1984; Andrews et al., 1985; Andrews, 1988;
Martin et al., 1975; Zeuthen et al., 1980). По сравне�
нию с плюрипотентными стволовыми клетками
ЭТК имеют ограниченный потенциал к диффе�
ренцировке in vitro и при развитии в химерных эм�
брионах, в то время как пролиферативный потен�
циал недифференцированных плюрипотентных
стволовых клеток и ЭТК сходен (Гордеева и др.,
2009; Andrews et al., 1984; Andrews et al., 1985; An�
drews, 1988; Papaioannou et al., 1978; Rossant et al.,
1982). Таким образом, в ЭТК происходит дерегу�
ляция пролиферативных и антипролифератив�
ных сигнальных и регуляторных механизмов, на�
рушающая их дифференцировку.

Известно, что плюрипотентные стволовые
клетки млекопитающих могут находиться в разных
фазах плюрипотентного статуса – базовом и пер�
вичном статусах плюрипотентности (naïve/ground
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and primed states) (Nichols et al., 2009). Так, полу�
ченные из бластоцист эмбриональные стволовые
клетки мыши и человека (мЭСК и чЭСК) в про�
цессе адаптации in vitro стабилизируются в раз�
ных состояниях – в базовом и первичном статусе
плюрипотентности. Механизмы сигнальной ре�
гуляции клеток в базовом и первичном статусах
плюрипотентности значительно различаются,
так как для поддержания самообновления мЭСК
и чЭСК необходимы различные системы культи�
вирования, включающие разные наборы сигналь�
ных факторов (Лифанцева и др., 2013; Brons et al.,
2007; Eiselleova et al., 2009; Na et al., 2010; Smith
et al., 1988; Tesar et al., 2007; Vallier et al., 2005; Xu
et al., 2001). Предыдущие исследования показали,
что поддержание in vitro недифференцированных
мЭСК и чЭСК достигается с помощью различных
схем регуляций ActivinA/Nodal/Lefty/Smad2/3 и
BMP/Smad1/5/8 эндогенных ветвей TGFβ сигна�
линга (Greber et al., 2007; Greber et al., 2008; Na
et al., 2010; Vallier et al., 2005). Необходимость эк�
зогенной стимуляции или ингибирования этих
сигнальных путей обусловлена различиями в пат�
тернах эндогенной экспрессии факторов семей�
ства TGFβ и FGF2 в мЭСК и чЭСК (Лифанцева
и др., 2013). В то же время статусы ЭТК мыши и
человека (мЭТК и чЭТК) лишь частично соответ�
ствуют статусам их нормальных клеток�прототи�
пов – ЭСК (Гордеева и др., 2011), а системы под�
держания мЭТК и чЭТК не различаются. В свете
полученных данных о роли паттернов эндогенной
экспрессии факторов семейства TGFβ в поддер�
жании разных статусов плюрипотентности нор�
мальных ЭСК встает вопрос о том, какие измене�
ния в экспрессии факторов семейства TGFβ в
мЭТК и чЭТК могут оказывать влияние на изме�
нение их потенциала к дифференцировке, а так�
же существуют ли различия в паттернах экспрес�
сии факторов семейства TGFβ в мЭТК и чЭТК,
по аналогии с их нормальными клетками�анало�
гами. Поскольку эти вопросы практически не ис�
следованы, был проведен сравнительный количе�
ственный анализ экспрессии факторов семейства
TGFβ в ЭСК и ЭТК мыши и человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. В работе были исполь�
зованы линии мЭСК R1 и мЭГК EGC�10 любезно
предоставленные А. Макларен (А. McLaren, WTCR
Institute of Cancer and Developmental Biology, Cam�
bridge, UK). Линия чЭСК ESM01 была любезно
предоставлена Г.П. Георгиевым и С.Л. Киселевым
(Институт биологии гена РАН, Москва). Линии
мЭТК F9 и P19, а также чЭТК PA�1 были получе�
ны из Российской коллекции клеточных культур
позвоночных (Институт цитологии РАН, Санкт�
Петербург).

ЭСК и ЭГК мыши культивировали в среде
DMEM, содержащей 1 мМ L�глутамина, 0.1 мМ за�
менимых аминокислот (“HyClone”, США), 0.1 мМ
β�меркаптоэтанола (“Sigma”, США) и 15% замени�
теля фетальной сыворотки (Knockout Serum Re�
placement, “Gibco”, США) и фактор ингибирова�
ния лейкемии (leukemia inhibitory factor, LIF,
10 нг/мл, “Sigma”). Недифференцированные чЭСК
ESM01 поддерживали на фидере из эмбриональ�
ных фибробластов мыши (МЭФ), инактивиро�
ванных митомицином С (“Sigma”), в среде такого
же состава, как и для мЭСК, но с добавлением ос�
новного фактора роста фибробластов человека
(bFGF, 10 нг/мл, “Invitrogen”, США) вместо LIF.
Линии ЭТК мыши и человека культивировали в
той же среде, что и ЭСК, но без добавления фак�
торов роста. 

Анализ генной экспрессии. Анализ экспрессии
факторов семейства TGFβ в плюрипотентных
стволовых и тератокарциномных клетках мыши и
человека проводили с помощью ПЦР в реальном
времени (РВ�ПЦР). Тотальную РНК выделяли из
клеток, используя Trizol (“Invitrogen”) в соответ�
ствии с рекомендациями производителя. Кон�
центрацию тотальной РНК в образцах определя�
ли с помощью спектрофотометра NanoDrop 8000
(ThermoScientific, США). Все образцы тотальной
РНК обрабатывали ДНКазой (TurboDNA kit,
“Ambion”, США) для предотвращения контами�
нации геномной ДНК. Для синтеза кДНК�биб�
лиотек использовали 1 мкг тотальной РНК каж�
дого образца. Синтез кДНК библиотек проводи�
ли с использованием обратной транскриптазы
RevertAid Reverse Transcriptase M�MuLV и олиго
(dT)18 праймеров (“Fermentas”, Литва). 

Количественный РВ�ПЦР анализ генной экс�
прессии проводили на амплификаторе “Applied
Biosystems 7500” (США) с использованием набо�
ра для проведения РВ�ПЦР с красителем EVA
Green (“Синтол”, Россия) по следующему протоко�
лу: предварительная денатурация: 94°C – 5 мин; от�
жиг праймеров и элонгация: 61°C – 1 мин; дена�
турация: 94°C – 15 с, 40 циклов. Для анализа были
использованы праймеры, которые были сконструи�
рованы ранее на основе данных о структуре иссле�
дуемых генов в базах данных GenBank и Ensemble
(табл. 1 и 2). Каждый эксперимент был проведен
в трех повторах. Уровень экспрессии генов в каж�
дом образце нормализовали к уровню экспрессии
гена гипоксантин�гуанин фосфорибозил транс�
феразы (Hprt/HPRT). Для анализа относительных
уровней экспрессии генов использовали про�
грамму ABI Relative Quantification Study software
(Applied Biosystems, США). При анализе относи�
тельных уровней экспрессии генов семейства
факторов TGFβ в каждом типе клеток уровень
экспрессии гена Hprt/HPRT принимали за одну
относительную единицу, а уровень экспрессии
всех остальных генов в образце рассчитывали по
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формуле 2–ΔCt ± SE. Относительные уровни экс�
прессии генов семейства TGFβ в разных линиях
по отношению к ЭСК рассчитывали по формуле
2–ΔΔCt ± SD. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования механизмов, вовлеченных в
регуляцию нормального и патологического раз�
вития плюрпотентных стволовых клеток млеко�
питающих, в плюрипотентных стволовых клетках
и ЭТК мыши и человека был проведен анализ
экспрессии генов семейства факторов TGFβ, ко�
торые являются ключевыми регуляторами балан�
са пролиферации и дифференцировки плюрипо�

тентных и мультипотентных стволовых клеток
(Dreesen et al., 2007; Niwa, 2007; Oshimori et al.,
2012). РВ�ПЦР�анализ экспрессии генов ActivinA,
Nodal, Lefty1, Tgfβ1, Bmp4 и Gdf3 в мЭСК R1,
мЭГК EGC�10 и опухолевых мЭТК F9 и P19 выявил
сходства и различия в уровнях экспрессии изучае�
мых генов в плюрипотентных клетках (рис. 1, 2). В
целом, профили экспрессии факторов Nodal,
Lefty1, Tgfβ1, Bmp4, Gdf3 для всех изучаемых кле�
ток были сходными, за исключением выявленных
значительных различий в экспрессии ActivinA. Ра�
нее нами было обнаружено, что экспрессия ActivinA
также резко снижается в дифференцирующихся
эмбриоидных телах, формируемых плюрипотент�
ными мЭСК и мЭГК (Гордеева и др., 2009; Ли�

Таблица 1. Структура праймеров для РВ�ПЦР�анализа генной экспрессии в мЭСК, мЭГК и мЭТК

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

ActivinA NM_002192 5'tggagcagacctcggagatcatcac3'
5'ttggtcctggttctgttagccttgg3'

160

Nodal NM_013611 5'gcgagtgtcctaaccctgtg3'
5'atgctcagtggcttggtc3'

136

Lefty1 NM_010094 5'tgtgtgctctttgcttcctctg3'
5'gcagtgaacaatatgaaggacagag3'

123

Tgfb1 NM_011577 5'caattcctggcgttaccttgg3'
5'ccctgtattccgtctccttgg3'

120

Bmp4 NM_007554 5'tctggtctccgtccctgatg3'
5'cgctccgaatggcactacg3'

175

Gdf3 NM_008108 5'gatgagtgtgggtgtgggtag3'
5'gtccgattcaagagagcataagc3'

109

Hprt NM_013556 5'cgttgggcttacctcactgctttc3'
5'ggtcataacctggttcatcatcgctaatc3'

150

Таблица 2. Структура праймеров, используемых для РВ�ПЦР�анализа в чЭСК и чЭТК

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

ACTIVINA NM_002192 5'agggcagaaatgaatgaacttatgg5'
5'gaggcggatggtgactttgg5'

198

NODAL NM_018055 5'tcaactgtgtcggaaggtcaag3'
5'tcggtggggctggtaacg3'

190

LEFTY1 NM_020997 5'tcattgtttacttgtcctgtcactg3'
5'agtctttattatctggattggggatgc3'

116

TGFβ1 NM_000660 5'tggacatcaacgggttcactac3'
5'gcacgcagcagttcttctcc3'

186

BMP4 NM_001202
NM_130850
NM_130851

5'tgagtgccatctccatgctgta3'
5'cggcacccacatccctctacta3'

91

GDF3 NM_020634 5'cttcgctttctcccagaccaag3'
5'gccaatgtcaactgttccctttc3'

128

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

132
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фанцева и др., 2013). При этом изменения
экспрессии сигнальных факторов и специфиче�
ских транскрипционных факторов Oct4 и Nanog
находились в строгой корреляции друг с другом.
Это свидетельствует о том, что изменение экс�
прессии ActivinA является ранним событием в хо�
де спонтанной дифференцировки мЭСК и мЭГК,
так как наблюдается прямая корреляция между
уровнями экспрессии генов ActivinA и Oct4. На�
против, в мЭТК F9 изменения уровней экспрес�
сии ActivinA и Oct4 не коррелировали, что указы�
вает на независимость регуляции их самообнов�
ления от фактора ActivinA, как и фактора LIF
(Гордеева и др., 2009). Следует отметить, что нул�
липотентные мЭТК F9 экспрессировали ActivinA
на значительно более низком уровне, чем плюри�
потентные стволовые клетки, а также мЭТК P19,
которые все же способны к ограниченной спон�
танной дифференцировке. Учитывая значитель�
ные изменения уровней экспрессии ActivinA в
процессе дифференцировки плюрипотентных
стволовых клеток мыши, а также низкие уровни
экспрессии в мЭТК, можно предположить, что
активность эндогенного сигналинга ветви Activi�
nA/Nodal/ Lefty/Smad2/3 важна не для поддержа�
ния плюрипотентного статуса, как в плюрипо�
тентных стволовых клетках человека (Vallier et al.,
2005), а скорее для инициации ранних событий
дифференцировки. С другой стороны, экспрес�
сия ActivinA необходима для поддержания стволо�
вых клеток эпибласта мыши (Vallier et al., 2009),
что косвенно подтверждает роль этого фактора в
регуляции баланса активностей различных ветвей

сигнальных путей факторов TGFβ по мере вступ�
ления в дифференцировку. 

Сравнительный количественный анализ экс�
прессии факторов семейства TGFβ в чЭСК
ESM01 и чЭТК PA�1 обнаружил существенные
различия в уровнях экспрессии большинства ге�
нов (рис. 1, 3). В отличие от мЭТК, в чЭТК были
выявлены более низкие уровни экспрессии генов
ACTIVINA, NODAL, LEFTY1, BMP4 и GDF3 по
сравнению с плюрипотентными чЭСК. В то же
время в чЭТК уровень экспрессии гена TGFβ1
был выше в 3 раза по сравнению с чЭСК. Однако
такие различия в экспрессии TGFβ1 могут и не
иметь принципиального значения, т.к. ранее
сходные различия (в 2.7 раза) в экспрессии этого
гена были выявлены в плюрипотентных чЭСК
линий SC5 и ESM01 (Лифанцева и др., 2013). На
основании полученных данных можно предполо�
жить, что в чЭТК, как и в мЭТК, пониженные
уровни экспрессии факторов семейства TGFβ
могут приводить к снижению активности соот�
ветствующих сигнальных путей. 

Известно, что факторы ActivinA и Nodal игра�
ют важную роль в поддержании самообновления
плюрипотентных чЭСК (Greber et al., 2008; Na
et al., 2010; Vallier et al., 2005), однако они важны и
для регуляции их дифференцировки (Greber et al.,
2008; Smith et al., 2008). Было выдвинуто предпо�
ложение о том, что для самообновления чЭСК
необходима активность сигнальных путей ActivinA/
Nodal/Lefty/Smad2/3 для контрбаланса сигналь�
ных путей BMP/Smad1/5/8, стимулирующих
дифференцировку (Greber et al., 2008; Vallier et al.,

мЭСК R1 мЭГК EGC�10 чЭСК ESM01

мЭТК F9 мЭТК P19 чЭТК PA�1

Рис. 1. Линии плюрипотентных стволовых (мЭСК R1, мЭГК EGC�10, чЭСК ESM01) и тератокарциномных клеток
(мЭТК F9 и P19, чЭТК PA�1) мыши и человека. 
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2009; Xu et al., 2002; Xu et al., 2005; Лифанцева
и др., 2013). С другой стороны, выявленные в
чЭТК низкие уровни экспрессии ACTIVINA, NODAL
и LEFTY1 вместе с низкими уровнями BMP4 и
GDF3 указывают на сохранение механизмов, во�
влеченных в регуляцию этого контрбаланса сиг�
нальных ветвей, в этом типе нуллипотентных те�
ратокарциномных клеток.

Суммируя полученные данные, можно сделать
следующие заключения и предположения. Во�
первых, в нуллипотентных мЭСК F9 и чЭТК PA�1

ActivinA экспрессируется на очень низком уров�
не, что приводит к снижению активности эндо�
генного сигнального пути ActivinA/Smad2/3. Не�
смотря на различную вовлеченность сигнального
пути ActivinA/Smad2/3 в регуляцию базового и
первичного плюрипотентных статусов клеток
мыши и человека, регуляция нуллипотентного
статуса ЭТК мыши и человека, по�видимому, за�
висит от ActivinA/Smad2/3�сигналинга. Однако
нельзя исключить, что функциональные меха�
низмы этих регуляций могут отличаться. Во�вто�

7

6

5

4

3

2

1

0
Gdf3Bmp4Tgfβ1Lefty1ActAHprt

(а)

(б)

Nodal

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
Gdf3Bmp4Tgfβ1Lefty1ActA Nodal

R1
EGC�10
F9
P19

R1
EGC�10
F9
P19

Рис. 2. Количественный РВ�ПЦР�анализ экспрессии факторов семейства TGFβ в мЭСК и мЭТК. а – Относительные
уровни генной экспрессии, нормализованные к уровню экспрессии гена Hprt. Уровень экспрессии в каждой линии
принят за 1 относительную единицу. б – Относительные уровни экспрессии факторов семейства TGFβ, нормализо�
ванные к уровню экспрессии гена Hprt в каждой линии. Уровень экспрессии каждого гена в мЭСК R1 принят за 1 от�
носительную единицу.
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Рис. 3. Сравнительный количественный РВ�ПЦР�анализ экспрессии факторов семейства TGFβ в чЭСК и чЭТК. а –
Относительные уровни генной экспрессии, нормализованные к уровню экспрессии гена Hprt. Уровень экспрессии в
каждой линии принят за 1 относительную единицу. б – Относительные уровни экспрессии факторов семейства TGFβ,
нормализованные к уровню экспрессии гена Hprt в каждой линии. Уровень экспрессии каждого гена в чЭСК ESM01
принят за 1 относительную единицу.

рых, очевидно, что самообновление чЭТК, как и
мЭТК, не зависит от стимуляции сигнального пу�
ти, инициируемого факторами ActivinA. Таким
образом, роль этого сигнального пути в регуля�
ции самообновления чЭСК и чЭТК принципи�

ально различаются. Однако предположение о ро�
ли сигнальных путей факторов семейства TGFβ в
регуляции плюрипотентного и нуллипотентного
статусов в клетках мыши и человека нуждается в
дальнейшем исследовании. 
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Low Expression of Activin A in Mouse and Human Embryonic Teratocarcinoma Cells
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Abstract—TGFβ family factors play an important role in regulating the balance of self�renewal and differen�
tiation of mouse and human pluripotent stem and embryonic teratocarcinoma cells. The expression patterns
of TGFβ family signaling ligands and functional roles of these signaling pathways differ significantly in mouse
and human embryonic stem cells, but the activity and functional role of these factors in mouse and human
embryonic teratocarcinoma cells were not sufficiently investigated. Comparative quantitative real�time PCR
analysis of the expression of TGF@[beta] family factors in mouse embryonic stem, embryonic germ, and em�
bryonic teratocarcinoma cells showed that embryonic teratocarcinoma cells express lower ActivinA than
pluripotent stem cells but similar levels of factors Nodal, Lefty1, TGFβ1, BMP4, and GDF3. In human nulli�
potent embryonic teratocarcinoma PA� 1 cells, most factors of the TGFβ family (ACTIVINA, NODAL,
LEFTY 1, BMP4, and GDF3) are expressed at lower levels than in human embryonic stem cells. Thus, in
mouse and human nullipotent teratocarcinoma cells, the expression of ActivinA is significantly reduced com�
pared with embryonic stem cells. Presumably, these differences may be associated with changes in the func�
tional activity of the respective signaling pathways and deregulation of proliferative and antiproliferative
mechanisms in embryonic teratocarcinoma cells.

Keywords: embryonic stem cells, teratocarcinoma, pluripotency, ActivinA, TGFβ signaling pathways
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