
ОНТОГЕНЕЗ, 2015, том 46, № 3, с. 162–173

162

ВВЕДЕНИЕ

Созревание ооцитов и фолликулов в яичниках
млекопитающих – это сложный и многоступен$
чатый процесс, который от начала роста ооцита
до его овуляции у мыши занимает около трех не$
дель (Gilbert, 2010). Одной из ключевых стадий
фолликулогенеза является формирование ан$
тральной полости, которое совпадает с окончани$
ем периода большого роста ооцита, частичной
инактивацией синтетических процессов в ядре и
началом структурной и функциональной пере$
стройки ядрышкового аппарата (Rienzi et al., 2012).
Трансформация ядрышка завершается в предову$
ляторных (или germinal vesicle, GV) ооцитах обра$

зованием структур, получивших название “яд$
рышко$подобные тельца” (nucleolus$like bodies,
NLBs, ЯПТ), или “постъядрышки” (Боголюбов,
2000; Почукалина и Парфенов, 2008). Основны$
ми морфологическими признаками ЯПТ, резко
отличающими их от ядрышек соматических кле$
ток и преантральных ооцитов, являются крупные
размеры (диаметр ЯПТ в GV ооцитах мыши со$
ставляет около 10 мкм), правильная округлая
форма и высокая оптическая плотность, свиде$
тельствующая о высокой плотности упаковки их
материала (Chouinard, 1971). По функционально$
му состоянию ЯПТ делятся на две основные груп$
пы: синтезирующие и не синтезирующие пре$
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Постнатальное развитие ооцитов млекопитающих сопровождается функциональной и структурной
перестройкой ядрышкового аппарата, которая завершается в предовуляторных GV ооцитах появле$
нием крупных (до 10 мкм в диаметре) телец, получивших название ядрышко$подобные тельца
(ЯПТ, NLBs – nucleolus$like bodies). Показано, что материал ЯПТ необходим для раннего развития
зародышей, однако, его состав до сих пор остается невыясненным. В настоящей работе с использо$
ванием белок$связывающего красителя флуоресцеин$5$изотиоцианата (ФИТЦ) мы показали, что
обязательным компонентом ЯПТ в GV ооцитах мыши являются белки, характеризующиеся высо$
кой локальной концентрацией. С помощью мягкой обработки ооцитов протеиназой К мы впервые
установили, что одним из таких белков является фактор раннего процессинга пре$рРНК белок фиб$
рилларин. Фибрилларин присутствует во внутренней массе ЯПТ всех ооцитов, способных к синтезу
рРНК, но, в отличие от “поверхностного” фибрилларина, не колокализуется с местами включения
БрУТФ, микроинъецирумого в ооциты для выявления транскрибирующихся рибосомных генов.
Эти наблюдения косвенно свидетельствуют в пользу накопления внутри ЯПТ ядрышковых белков,
не участвующих в биогенезе рибосом. В GV ооцитах NSN$типа все ЯПТ, присутствующие в одном
ядре, содержат фибрилларин и связаны с активными рибосомными генами. Результаты, получен$
ные в работе, говорят о том, что обработка GV ооцитов мыши протеиназой К позволяет: (1) выяв$
лять “скрытые” белки внутри плотно уложенного материала ЯПТ, (2) повышает качество изображе$
ний ооцитов при выявлении мест синтеза рРНК с помощью БрУТФ, но (3) не выявляет активные
рибосомные гены во внутренней массе ЯПТ. Флуоресцентный краситель ФИТЦ может быть реко$
мендован для локализации внутриклеточных белков в ооцитах всех млекопитающих.

Ключевые слова: ядрышко$подобное тельце (ЯПТ), ФИТЦ (FITC), протеиназа К, фибрилларин,
синтез пре$рРНК, БрУТФ, GV ооциты мыши.
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рРНК. Первый тип характерен для “неокружен$
ных” (non$surrounded, NSN$тип) ооцитов, основ$
ным признаком ядер которых является наличие
хромоцентров, которые контактируют с ЯПТ и
располагаются в нуклеоплазме (Debey et al., 1993;
Zuccotti et al., 1998, 2005, 2011). В NSN$ооцитах
активные рибосомные гены выявлены только на
поверхности ЯПТ (Bouniol$Baly et al., 1999). Вто$
рой, транскрипционно инертный тип ЯПТ, ха$
рактерен для более зрелых, или “окруженных”,
ооцитов (ооциты SN$типа). В SN$ооцитах хромо$
центры практически отсутствуют, а ЯПТ окруже$
ны слоем конденсированного хроматина (Bouni$
ol$Baly et al., 1999; Zuccotti et al., 2005; De La Fu$
ente, 2006; Почукалина и Парфенов, 2008; Bellone
et al., 2009). В яичниках гормонально стимулиро$
ванных самок всегда присутствуют также GV
ооциты переходных стадий, что указывает на дли$
тельность процесса, связанного с пространствен$
ной реорганизацией хроматина (Debey et al., 1993).
При культивировании in vitro развитие ооцита
NSN$типа в ооцит SN$типа занимает 6–7 суток
(Pesty et al., 2007). На светооптическом уровне
ооциты NSN$ и SN$типов не различаются по раз$
мерам или иным морфологическим признакам,
поэтому для их идентификации необходимо ис$
пользовать ДНК$связывающие красители. Мето$
дами электронной микроскопии установлено, что
ЯПТ ооцитов обоих типов образованы фибрилла$
ми диаметром около 4 нм, которые однородно и
плотно упакованы в GV ооцитах SN$типа. ЯПТ
ооцитов NSN$типа имеют более сложную орга$
низацию. На ультратонких срезах в их составе
описаны мелкие “сферулы”, содержащие рыхло$
уложенные фибриллы, вакуоли разного размера,
а также небольшие скопления гранул, размером
около 15–20 нм (Почукалина и Парфенов, 2008).
В ЯПТ обоих типов не выявляются основные
структурно$функциональные домены активных
ядрышек, включая фибриллярные центры (ос$
новные места локализации РНК полимеразы I),
плотный фибриллярный компонент (область, где
происходит ранний процессинг пре$рРНК) и гра$
нулярный компонент, соответствующий местам
сборки рибосомных частиц (Почукалина и Пар$
фенов, 2008).

Однако вопрос о природе материала, образую$
щего ЯПТ, до сих пор остается открытым. Из$за
ограниченного числа ооцитов, способных к созре$
ванию, фракцию выделенных ЯПТ для биохими$
ческого анализа получить чрезвычайно сложно, а
для некоторых видов млекопитающих, включая
человека – практически невозможно. Поэтому
изучение ЯПТ, как правило, производят с исполь$
зованием цито$ и иммуноцитохимических мето$
дов, позволяющих манипулировать с отдельными
клетками. Однако использование антител для вы$
яснения состава ЯПТ в GV ооцитах разных видов
млекопитающих не позволило убедительно вы$

явить в них какие$либо белки, включая белки яд$
рышка. Факторы транскрипции рДНК (РНК по$
лимераза I, UBF, PAF53) и процессинга рРНК
(фибрилларин, NPM1/нуклеофозмин, нуклео$
лин, SURF6) разными авторами были описаны
только на поверхности ЯПТ и в нуклеоплазме, но
не внутри ЯПТ (Zatsepina et al., 2000; Fair et al.,
2001; Maddox$Hyttel et al., 2007; Romanova et al.,
2006; Почукалина и Парфенов, 2008). Очевидно,
что отсутствие сведений о молекулярном составе
ЯПТ не позволяет установить их роль в оогенезе
млекопитающих. 

На необходимость изучения состава ЯПТ ука$
зывают также результаты исследований послед$
них лет, которые были выполнены на эмбрионах,
полученных из “энуклеолированных” (т.е., ли$
шенных ЯПТ) GV ооцитов. Этими работами до$
казано, что такие эмбрионы не формируют нор$
мальные пронуклеусы (Ogushi, Saitou, 2010; Inoue
et al., 2011), теряют часть центромерной сателлит$
ной ДНК (Fulka, Langerova, 2014) и останавлива$
ются в развитии на стадии двух$ или четырех бла$
стомеров (Fulka et al., 2003; Ogushi et al., 2008). 

ЯПТ описаны в GV ооцитах всех изученных на
сегодняшний день видов млекопитающих, вклю$
чая мышь (Chouinard, 1971), крысу (Antoine et al.,
1988), свинью (Kopecny et al., 1996), корову (Hyt$
tel et al., 2001) и человека (Parfenov, 1989). Это яв$
ляется свидетельством в пользу важности данных
образований не только для эмбриогенеза, но и
оогенеза млекопитающих.

Цель настоящей работы – анализ локализации
и транскрипционной активности ЯПТ в GV
ооцитах мыши в обычных условиях и после уме$
ренной обработки ооцитов протеиназой К. В ра$
боте предлагается новый цитохимический метод,
позволяющий выявлять внутриклеточные белки
ооцитов с помощью флуоресцентного красителя
флуоресцеин$5$изотиоцианата (ФИТЦ). ФИТЦ –
это производное флуоресцеина, которое широко
используется для мечения антител и других бел$
ков (пептидов) in vitro, а также в проточной цито$
флуориметрии соматических и бактериальных
клеток (Traganos et al., 1988). В составе белков (пеп$
тидов) ФИТЦ ковалентно связывается с α$амино$
группами аминокислот (Jullian et al., 2009). Однако
ФИТЦ на сегодняшний день не применялся для
анализа локализации внутриклеточных белков
методами микроскопии. Другой подход, исполь$
зованный в работе – это иммуноцитохимическое
выявление белков ЯПТ после обработки фикси$
рованных ооцитов протеиназой К. В соматиче$
ских клетках такое воздействие способствует вы$
явлению “скрытых” антигенных детерминант,
которые недоступны для связывания антителами
в стандартных условиях (D’Amico et al., 2009; Svis$
tunova et al., 2012; собственные наблюдения).
Перспективность применения такого подхода
была изучена нами на примере ключевого яд$

3*



164

ОНТОГЕНЕЗ  том 46  № 3  2015

ШИШОВА и др.

рышкого белка и фактора раннего процессинга
рРНК фибрилларина. 

Окрашивание GV ооцитов флуоресцентным
белок$связывающим красителем ФИТЦ позво$
лило отчетливо выявить белки во внутренней
массе ЯПТ ооцитов и показать высокую плот$
ность их упаковки, используя метод конфокаль$
ной лазерной микроскопии. Путем умеренной
обработки протеиназой К ооцитов, зафиксиро$
ванных в стандартных условиях, во внутренней
массе ЯПТ нами впервые выявлен один из типич$
ных ядрышковых белков – фибрилларин. Однако
отсутствие активных рибосомных генов внутри
ЯПТ косвенно свидетельствует о его частичной
или полной функциональной инертности. Мно$
жественные (более одного) ЯПТ, присутствую$
щие в ядре GV ооцита NSN$типа, способны к
синтезу пре$рРНК и содержат фибрилларин. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Лабораторные животные

Эксперименты выполняли на самках мышей
линии C57Bl/6 4–8 недельного возраста. Живот$
ных приобретали в питомнике лабораторных жи$
вотных “Пущино” (Московская область). Все
животные в момент получения из питомника бы$
ли свободны от патогенной флоры, содержались в
барьерных условиях и получали стандартизиро$
ванный корм и воду.

Гормональная стимуляция мышей
и выделение ооцитов

Мышам инъецировали 7.5 МЕ фолликулости$
мулирующего гормона ГСЖК (гонадотропин сы$
воротки жеребой кобылы, “Sigma$Aldrich”,
США) в 100 мкл стерильного 0.14 М раствора
NaCl. Через 46–48 ч животных умерщвляли путем
цервикальной дислокации. Яичники извлекали и
помещали в среду М2 (4.15 мM Na2CO3, 20.85 мM
Hepes, 4 мг/мл бычьего сывороточного альбумина,
“Sigma$Aldrich”, США), содержащую 100 мкг/мл
дибутирил$циклического аденозинмонофосфата
(dbcAMP) (“Sigma$Aldrich”, США), добавляемо$
го для предотвращения спонтанной активации
созревания ооцитов. Ооциты, свободные от куму$
лусных клеток, выделяли с помощью препаро$
вальных игл под контролем стереомикроскопа
Stemi2000 (“Carl Zeiss”, Германия). Манипуляции
с ооцитами производили, используя механиче$
ские микропипетки Stripper (“Origio”, США) с
внутренним диаметром капилляра 135 мкм. 

Окрашивание ооцитов красителем ФИТЦ

Ооциты фиксировали 3%$ным раствором па$
раформальдегида (“MPBiomedical, Inc.”, Фран$
ция), растворенного в фосфатно$солевом буфере

(PBS, 140 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 1.5 мМ KH2PO4,
8.1 мМ Na2HPO4, pH 7.2), в течение 30 мин. От$
мывали в PBS (3 × 10 мин), обрабатывали 0.2%$
ным раствором Тритон X$100 на PBS 20 мин,
вновь отмывали в PBS (3 × 10 мин) и помещали в
PBS, содержащий 1 мкг/мл ФИТЦ (“Biotium”,
США), на 2 ч. После отмывки в PBS (3 × 10 мин)
ооциты инкубировали с красителем на хроматин
DAPI (4',6$diamidino$2$phenylindole), приготовлен$
ном на PBS в концентрации 1 мкг/мл, 10 мин. Затем
ооциты переносили в чашки для прижизненных на$
блюдений (“MatTek”, США), содержащие 2 мл
PBS, и изучали в конфокальный микроскоп
LSM510 DuoScanMETA (“Carl Zeiss”, Германия),
используя фазово$контрастный иммерсионный
объектив PlanApochromat ×63 (числовая аперту$
ра 1.4). Флуоресценцию ФИТЦ возбуждали арго$
новым лазером с длиной волны 488 нм и реги$
стрировали с помощью полосно$пропускающего
фильтра BP 505–550. Контроль специфичности
связывания ФИТЦ с белками осуществляли после
обработки ооцитов, зафиксированных и обрабо$
танных детергентом, как описано выше, 1 мкг/мл
протеиназы К, растворенной в PBS, в течение 20–
80 мин. Ооциты контрольной группы инкубиро$
вали то же время в PBS без протеиназы К. Ооциты
обоих групп отмывали в PBS (3 × 10 мин), окра$
шивали DAPI и изучали в микроскоп, как описа$
но раньше. Все обработки производили при ком$
натной температуре (22°С). 

Иммуноцитохимическое выявление фибрилларина 

Ооциты фиксировали и обрабатывали детер$
гентом, как описано выше. Ооциты эксперимен$
тальной группы обрабатывали 1 мкг/мл протеи$
назы К в течение 20–80 мин. Ооциты контроль$
ной группы выдерживали то же время в PBS.
Опытные и контрольные ооциты отмывали в PBS
(3 × 10 мин) и вторично фиксировали 3%$ным па$
раформальдегидом (20 мин) и обрабатывали Три$
тоном Х$100 (10 мин). После отмывки в PBS
(3 × 5 мин) ооциты переносили в кроличьи поли$
клональные антитела к фибрилларину (“Abcam”,
США, каталожный номер ab5821) на 1 ч, а затем
инкубировали то же время с антителами к имму$
ноглобулинам кролика, меченными флуорохромом
Alexa$488® (“Life Technologies”, США). Антитела
разводили в PBS и использовали в концентрациях,
рекомендованных производителями. Перед заклю$
чением в Vectashield (“Vector Laboratories Inc.”,
США) ооциты докрашивали DAPI. Препараты изу$
чали в микроскоп LSM510 DuoScanMETA, исполь$
зуя объектив PlanApochromat ×63. Регистрацию
изображений производили с использованием
фильтров, оптимальных для возбуждения и реги$
страции флуоресценции Alexa$488®.
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Микроинъекции БрУТФ и визуализация 
мест его включения 

Выделенные ооциты помещали в среду М2, со$
держащую 100 мкг/мл dbcAMP и 10 мкг/мл инги$
битора РНК полимераз II и III α$аманитина
(“AppliChem”, Германия), и инкубировали 30 мин
при 37о С. В той же среде, но при комнатной тем$
пературе, в цитоплазму ооцита микроинъециро$
вали 1 ± 0.5 пл раствора, содержащего 100 мМ
БрУТФ (5$бромоуридин 5'�трифосфат натриевая
соль, “Sigma$Aldrich”, США), 50 мкг/мл α$ама$
нитина, 140 мМ KCl, 2 мМ Pipes (“Sigma$Aldrich”,
pH 7.4). Затем ооциты переносили в среду М2 с
100 мкг/мл dbcAMP и инкубировали 30 мин при
37°С. Фиксацию ооцитов и обработку протеина$
зой К производили, как описано в предыдущем
разделе. После отмывки в PBS (3 × 10 мин) ооци$
ты помещали в смесь мышиных моноклональных
антител к бромдезоксиуридину (“Roсhe”, США) и
кроличьих поликлональных антител к фибрилла$
рину, разведенных в PBS до оптимальных рабочих
концентраций, отмывали в PBS (3 × 15 мин) и пе$
реносили в смесь антител к иммуноглобулинам
мыши, коньюгированных с Alexa$568® (“Life
Technologies”, США), и к иммуноглобулинам кро$
лика, коньюгированных с Alexa$488®, на 60 мин.
Перед заключением в Vectashield хроматин окра$
шивали DAPI в течение 15 мин. Препараты изуча$

ли в микроскоп LSM510 DuoScanMETA, исполь$
зуя соответствующие фильтры.

Количественный анализ интенсивности флуо$
ресценции производили с помощью программно$
го обеспечения Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/
download.html) для Windows. Для статистической
обработки результатов использовали программу
Microsoft Office Excel 2007, для работы с изобра$
жениями – Adobe Photoshop CS3.

Для изучения локализации фибрилларина и
мест включения БрУТФ было проанализировано
164 ооцита. Из них в контроле (т.е., без обработки
протеиназой К) 25 ооцитов были использованы для
изучения локализации фибрилларина, 22 ооцита –
для анализа включения БрУТФ, 35 ооцитов – для
колокализации фибрилларина и БрУТФ. После об$
работки протеиназой К 30 ооцитов были использо$
ваны для выявления фибрилларина, 19 ооцитов –
для анализа включения БрУТФ и 33 ооцита для
колокализации фибрилларина и БрУТФ.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рисунке 1 показан типичный вариант окра$

шивания GV ооцита мыши, содержащего одно
ЯПТ, ФИТЦ (a) и DAPI (б). Ооцит относится к
NSN$типу, поскольку после окраски DAPI в его
ядре отчетливо выявляются хромоцентры (рис. 1б).
Видно, что ФИТЦ окрашивает ядро и цитоплазму
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Рис. 1. Окрашивание GV ооцитов мыши NSN$типа красителями ФИТЦ (а, а', г) и DAPI (б, д) без (а–в) и после обра$
ботки протеиназой К (1 мкг/мл, 20 мин) (г–е); в, е – фазово$контрастные изображения ооцитов. ЯПТ – ядрышко$по$
добное тельце; я – ядро; хр – хромоцентры; цит – цитоплазма; стрелки – зоны слабой окраски ЯПТ. Масштабные ли$
нии, 10 мкм.
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ооцита, но наиболее ярко и гомогенно флуорес$
цирует ЯПТ (рис. 1а). Окраска ЯПТ выглядит го$
могенной, хотя на поверхности ЯПТ выявляются
небольшие зоны (размером около 1 мкм), которые
окрашиваются чуть слабее их основного содер$
жимого (рис. 1а') и, возможно, соответствуют
хромоцентрам, связанным с ЯПТ (рис. 1б). Нук$
леоплазма и цитоплазма ооцитов визуально облада$
ют сходной флуоресценцией. Результаты количе$
ственной оценки интенсивности (яркости) флуо$
ресценции в ЯПТ, ядре и цитоплазме 10 GV
ооцитов NSN$типа, окрашенных ФИТЦ, оце$
ненной с помощью программного обеспечения
Image J., показаны на рис. 2. На нем видно, что
средняя интенсивность флуоресценции в ЯПТ в
4–5 раз выше, чем в ядре и цитоплазме, что ука$
зывает на высокую плотность упаковки ФИТЦ$
позитивного материала, входящего в их состав. 

Для проверки специфичности связывания
ФИТЦ с белковым компонентом ооциты, зафик$
сированные параформальдегидом и обработан$
ные Тритоном Х$100 (см. раздел “Материалы и
Методы” для деталей), инкубировали с протеина$
зой К в течение 20–80 мин, а потом окрашивали
ФИТЦ (рис. 1г) и DAPI (рис. 1д). Препараты изу$
чали, а изображения обработанных ооцитов по$
лучали при тех же параметрах мощности лазера,
возбуждения и эмиссии флуоресценции, что и в
контроле. Нам не удалось обнаружить заметных
различий в характере окрашивания ооцитов по$
сле разной по длительности обработки протеина$
зой К, поэтому на рисунке 1г представлен типич$
ный вариант окраски GV ооцита NSN$типа, об$

работанного протеиназой К в течение 20 мин.
Можно видеть, что протеолитическая обработка
вызывает гашение флуоресценции ЯПТ, хотя и не
удаляет окраску полностью. В режиме фазового
контраста видно, что воздействие протеиназы К
приводит к уменьшению оптической плотности
ЯПТ, но мало влияет на их размер (рис. 1в, 1е).
Флуоресценция ФИТЦ в ядре и цитоплазме по$
сле протеолитической обработки практически
исчезает (рис. 1а, 1г). Эти наблюдения говорят о
том, что в использованных условиях ФИТЦ окра$
шивает белковый материал GV ооцитов и что бел$
ки присутствуют внутри ЯПТ. Флуоресценция
ФИТЦ практически не изменялась после
обработки ооцитов РНКзой А (2 мкг/мл) или
ДНКазой I (1 мкг/мл, 1 ч) в течение того же вре$
мени (не иллюстрировано). 

Для того чтобы выяснить, способствует ли
мягкая протеолитическая обработка выявлению
внутри ЯПТ каких$либо ядрышковых белков,
ооциты инкубировали с протеиназой К в течение
20–80 мин, а затем – с антителами к ядрышково$
му белку фибрилларину. Контролем служили
ооциты, окрашенные антителами в стандартных
условиях, т.е. без предобработки ферментом. По$
лученные результаты представлены на рисунках 3
и 4. Как видно на рисунках 3а и 4а' в стандартных
условиях (контроль) фибрилларин образует ло$
кальные скопления только на поверхности ЯПТ
ооцитов NSN$типа, что полностью соответствует
данным литературы (Zatsepina et al., 2000). Одна$
ко после 20$минутной протеолитической обра$
ботки фибрилларин выявляется внутри ЯПТ в ви$
де “фокусов” разного размера (рис. 3г). Более
длительное воздействие протеиназы К приводило
к исчезновению большинства скоплений, так что
распределение фибрилларина внутри ЯПТ стано$
вилось более однородным (рис. 4б', 4в'). Если в
ядре присутствовало несколько ЯПТ, они окра$
шивались антителами к фибрилларину сходным
образом (рис. 4в').

Как известно, в ядрышках соматических кле$
ток места локализации, или фокусы, фибрилла$
рина колокализуются с местами синтеза пре$
рРНК (Masson et al., 1996; Мухарьямова и Заце$
пина, 2001). Наличие похожих фокусов в GV
ооцитах косвенно указывает на возможное при$
сутствие транскрибируемых рДНК не только на
поверхности, но и внутри ЯПТ. Для эксперимен$
тальной проверки этого предположения в GV
ооциты микроинъецировали БрУТФ, который в
присутствии α$аманитина включается только в
новосинтезированную пре$рРНК (Masson et al.,
1996; Zatsepina et al., 2000; Pesty et al., 2007). Места
включения БрУТФ колокализовали с фибрилла$
рином без и после обработки ооцитов протеина$
зой К. Дополнительное окрашивание DAPI поз$
волило отобрать для анализа только GV ооциты
NSN$типа (рис. 4а–4в). Результаты эксперимен$
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Рис. 2. Гистограмма, отражающая интенсивность (яр$
кость) флуоресценции ФИТЦ в ЯПТ (1), нуклеоплаз$
ме (2) и цитоплазме (3) GV ооцитов NSN$типа в кон$
троле. Для измерений использовали 8$битные ком$
пьютерные изображения 10 ооцитов, полученные в
независимых сериях экспериментов. Вертикальная
ось – интенсивность флуоресценции, измеренная по
шкале серого цвета от значений 0 (наименее яркая
флуоресценция) до 255 (наиболее яркая флуоресцен$
ция) с помощью программы Image J. Вертикальные
черточки – стандартные отклонения от средних зна$
чений. 
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тов иллюстрированы на рисунках 4 и 5. На рис. 4
видно, что в контрольных (т.е. необработанных
протеиназой К) ооцитах включение предше$
ственника происходит только на поверхности
ЯПТ, где БрУТФ$позитивные сайты (рис. 4а'') хо$
рошо совпадают с участками, содержащими фиб$
рилларин (рис. 4а'''). Обработка протеиназой К
сохраняла отдельные фокусы фибрилларина
внутри ЯПТ (рис. 4б', 4в'), хотя Бр$РНК обнаружи$
валась только на поверхности ЯПТ (рис. 4б'', 4в''),
так что места локализации фибрилларина и
БрУТФ практически не совпадали (рис. 4б''', 4в''').
На рис. 4в–4в''' показан ооцит, ядро которого со$
держит два ЯПТ. Внутренняя масса обоих ЯПТ окра$
шивается антителами к фибрилларину (рис. 4в'), но
включение предшественника проявляется только
на их поверхности (рис. 4в''). Эти результаты го$
ворят о том, что вне зависимости от характера ло$
кализации фибрилларина, активные рибосомные
гены удается выявить только на поверхности ЯПТ
как в стандартных условиях (рис. 4а''), так и после
обработки протеиназой К (рис. 4б'', 4в''). 

Анализ GV ооцитов NSN$типа у мышей линии
C57Bl/6, использованных в работе, показал, что в
них может присутствовать от одного до четырех
ЯПТ. При этом одно ЯПТ встречалось в 63%
ооцитов, два – в 29%, три – в 5% и четыре – в 2.5%

случаев (таблица). Множественные (т.е., более
одного) ЯПТ в GV ооцитах млекопитающих опи$
саны также в литературе (Дыбан, 1988; Pesty et al.,
2007; Rienzi et al., 2012). Однако вопрос о том, об$
ладают ли разные ЯПТ внутри одного ядра GV
ооцита общими свойствами, практически не изу$
чался. С целью анализа способности множе$
ственных ЯПТ к синтезу пре$рРНК мы изучили
характер их мечения БрУТФ и антителами к фиб$
рилларину. На рис. 5 видно, что в GV ооцитах мы$
ши размер множественных ЯПТ варьирует от 2 до
10 мкм. Однако вне зависимости от размера, все
ЯПТ, присутствующие в одном ядре, включают
БрУТФ. Подавляющее большинство мест вклю$
чения БрУТФ (рис. 5 а–5г) колокализуются с фиб$
рилларином (рис. 5 д–5з). Можно отметить также,
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Рис. 3. Локализация фибрилларина в контрольных GV ооцитах NSN$типа (а–в) и ооцитах, обработанных протеиназой К в
течение 20 мин (г–е). а, г – иммуномечение антителами к фибрилларину, б, д – окрашивание красителем на хроматин
DAPI, в, е – фазово$контрастные изображения ооцитов. ЯПТ – ядрышко$подобное тельце; я – ядро; стрелки – ло$
кальные скопления фибрилларина на поверхности (а) и внутри (г) ЯПТ. Масштабная линия, 10 мкм.

Число и доля (в %) GV ооцитов NSN$типа с разным
количеством ядрышко$подобных телец (ЯПТ), вы$
деленных из яичников самок мышей линии C57Bl/6
4–8 недельного возраста через 46–48 ч после стимуля$
ции гонадотропином. Всего 164 ооцита

Число ЯПТ

1 2 3 4

104 (63.4%) 48 (29.27%) 8 (4.88%) 4 (2.44%)
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что более мелкие ЯПТ (диаметром около 2 мкм)
ассоциированы с меньшим числом сигналов
БрУТФ и сайтов связывания фибрилларина, чем
крупные ЯПТ (диаметром около 10 мкм), что осо$
бенно хорошо видно на рис. 5г, 5з.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Как известно, в процессе развития ооциты
млекопитающих, подобно ооцитам других позво$
ночных, накапливают огромное количество бел$
ка. Ранними биохимическими работами показа$
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Рис. 4. Локализация фибрилларина (а', б', в') и выявление мест синтеза пре$рРНК с помощью БрУТФ (а'', б'', в'') в GV
ооцитах мыши NSN$типа в контроле (а–а''') и после обработки протеиназой К (б–б''', в–в''') в течение 80 минут; а, б, в –
окрашивание ооцитов DAPI. ЯПТ – ядрышко$подобное тельце; стрелки – локальные скопления фибрилларина; го$
ловки стрелок – места включения БрУТФ; звездочки – места колокализации фибрилларина и мест синтеза пре$рРНК.
Масштабные линии, 10 мкм.
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но, что предовуляторный ооцит мыши содержат
25–30 нг суммарного белка (Schultz, Wassarman,
1977; Schultz et al., 1979), что почти в 50 раз превы$
шает среднее содержание белка в соматической
клетке (Wassarman and Kinloch, 1992). С помощью
гистологических красителей было показано, что
ЯПТ ооцитов крысы содержат белки, вероятно,
кислой природы, но не содержат ДНК, РНК, ли$
пидов и полисахаридов (Antoine et al., 1988). На
присутствие белков в ЯПТ указывают также не$
давние результаты Фульки с соавторами (Fulka
et al., 2012), которые с помощью микроманипуля$
тора изолировали из GV ооцитов мыши около
500 ЯПТ. Этого числа оказалось достаточно для
определения среднего количества белка в одном
ЯПТ. По оценкам авторов работы, одно ЯПТ GV
ооцита мыши содержит около 1.6 нг белка.

Окрашивание ооцитов белок$связывающим
флуорохромным красителем ФИТЦ с целью вы$
явления внутриклеточных белков предпринято в
настоящей работе впервые. Полученные резуль$
таты подтверждают данные литературы о присут$
ствии белков в ЯПТ GV ооцитов млекопитающих
(Antoine et al., 1988; Fulka et al., 2012). Кроме того,
они показывают, что концентрация белка в ЯПТ,
оцененная по яркости флуоресценции ФИТЦ, в
4–5 раз выше, чем в ядре и цитоплазме, где она
практически одинакова (рис. 2). Однако, прини$
мая во внимание, что объем ЯПТ диаметром око$
ло 10 мкм примерно в 500 раз меньше объема GV
ооцита, диаметр которого у мыши составляет 70–
80 мкм (Дыбан, 1988), мы можем заключить, что
основным местом локализации белков в GV

ооцитах млекопитающих все же является цито$
плазма. 

К постоянным белкам активных ядрышек со$
матических клеток, как известно, относятся бел$
ки, принимающие участие в процессинге рРНК
(Shaw, Brown, 2012). Поскольку ЯПТ формируют$
ся в результате перестройки активных ядрышек
предовуляторных ооцитов (Choinard, 1971), мы
решили выяснить, сохраняется ли внутри ЯПТ
один из важнейших факторов раннего процес$
синга рРНК – фибрилларин, основными функ$
циями которого являются удаление лидирующего
5'$конца внешнего транскрибируемого спейсера
(5'$ETS) и метилирование рибозы в составе рРНК
(Tollervey, Kiss, 1997; Wang et al., 2000). В неактив$
ных ядрышках фибрилларин может играть также
структурную роль (Verheggen et al., 2001; Барыги$
на и др., 2010; Bartova et al., 2010). В стандартных
условиях иммуноцитохимического анализа GV
ооцитов, которые не предполагают применение
протеолитической обработки, фибрилларин на
сегодняшний день описан только на поверхности
ЯПТ, где места его локализации совпадают с ме$
стами синтеза пре$рРНК (Boniol$Baly et al., 1999;
Zatsepina et al., 2000). Результаты настоящей ра$
боты впервые показали, что мягкая протеолити$
ческая обработка фиксированных ооцитов спо$
собствует выявлению фибрилларина не только на
поверхности (рис. 4а'), но и во внутренней массе
ЯПТ (рис. 3г; 4б', 4в'). Эти результаты позволяют
сделать вывод о том, что ЯПТ GV ооцитов NSN$
типа являются местом хранения, по крайней мере,
одного типичного ядрышкового белка – фибрил$
ларина. Однако “внутренний” фибрилларин, в от$
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Ф

и
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и
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Рис. 5. Выявление мест синтеза пре$рРНК с помощью БрУТФ (а–г) и локализация фибрилларина (д–з) в GV ооцитах
мыши NSN$типа, содержащих одно (а, д), два (б, е), три (в, ж) и четыре (г, з) ЯПТ. Стрелки – места колокализации
БрУТФ и фибрилларина. Масштабные линии, 10 мкм.
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личии от “поверхностного” фибрилларина не ко$
локализовался с местами синтеза пре$рРНК, по$
скольку включения предшественника БрУТФ во
внутреннюю массу ЯПТ нам обнаружить не уда$
лось ни в контрольных ооцитах (рис. 4а''), ни по$
сле обработки ооцитов протеиназой К (рис. 4б'',
4в''). Эти наблюдения свидетельствуют в пользу
того, что фибрилларин внутри ЯПТ, в отличие от
“поверхностного” фибрилларина, возможно, не
участвует в процессинге рРНК и находится в
функционально инертном состоянии. Однако мы
не можем исключить, что выявлению активной
рДНК внутри ЯПТ может препятствовать высо$
кая плотность упаковки материала телец, ограни$
чивающая доступность предшественника к ме$
стам синтеза пре$рРНК. Поэтому вопрос о функ$
циональном состоянии фибрилларина в ЯПТ
пока остается открытым.

Согласно данным литературы, материал ЯПТ
GV ооцитов необходим для раннего развития эм$
брионов на стадиях, предшествующих активации
родительских рибосомных генов (Fulka et al.,
2003; Ogushi et al., 2005; Ogushi et al., 2008; Ogushi,
Saitou, 2010; Fulka, Langerova, 2014). В связи с
этим можно предположить, что возможной функ$
цией ЯПТ является хранение белков ядрышка,
которые будут использованы для синтеза рибосом
на ранних стадиях эмбрионального развития.

Вопрос о функциональной активности GV
ооцитов долгое время оставался открытым. Пу$
тем внутрибрюшинного введения животным
[3H]$уридина было показано, что уровень синтеза
мРНК и рРНК находится на высоком уровне в
растущих ооцитах двухслойных и многослойных
фолликулов и резко падает в ооцитах антральных
фолликулов (Moore et al., 1974; Kaplan et al., 1982).
В настоящее время функциональное состояние
хроматина в ооцитах млекопитающих на цитоло$
гическом уровне изучают путем микроинъекций
БрУТФ с последующим иммуноцитохимическим
выявлением мест его включения антителами к
бромдезоксиуридину (БрдУ, BrdU), узнающими
также БрУТФ. При исследовании синтеза рРНК
микроинъекции производят смесью БрУТФ с
α$аманитином, полностью подавляющим актив$
ность РНК полимеразы II, частично ингибирую$
щим активность РНК полимеразы III, но не вли$
яющим на транскрипцию рДНК, контролируе$
мую РНК полимеразой I (Masson et al., 1996;
Bouniol$Baly et al., 1999; Longo et al., 2003; Zatsepi$
na et al., 2000; Pesty et al., 2007). Однако в опубли$
кованных работах транскрипционное состояние
рДНК изучали в GV ооцитах, содержащих одно
ЯПТ, и вопрос о топологии активной рРНК в
ооцитах с несколькими ЯПТ, не анализировался.

Согласно нашим данным, у мышей линии
C57Bl/6, использованных в работе, как и у других
млекопитающих, в яичниках преобладают GV
ооциты, содержащие одно ЯПТ (63%). В осталь$

ных ооцитах выявлялось от двух до четырех ЯПТ
(таблица). Эта закономерность позволила нам
проанализировать состояние “дополнительных”
ЯПТ, используя микроинъекции БрУТФ и анти$
тела к фибрилларину (рис. 5). Полученные ре$
зультаты убедительно говорят о том, что, несмот$
ря на различия в размерах, все ЯПТ, присутствую$
щие в ядрах GV ооцитов NSN$типа синтезируют
пре$рРНК и связаны с фибрилларином. По$
скольку транскрипционная активность относи$
тельно мелких ЯПТ (диаметром около 2 мкм) ни$
же активности крупных ЯПТ (диаметром около
10 мкм), можно предположить что, мелкие ЯПТ
связаны с меньшим числом хромосомных яд$
рышковых организаторов или ЯО$хромосом (тер$
минология по Howell, Black, 1980; Long, David,
1980).

На примере фибрилларина и NPM1/нуклео$
фозмина ранее было показано, что их избыточное
содержание в ядрышках соматических клеток
препятствует узнаванию специфичными антите$
лами (Sheval et al., 2005; Svistunova et al., 2012).
Высказано предположение, что это явление свя$
зано с высокой плотностью упаковки изучаемых
белков внутри ядрышек, поскольку предобработ$
ка клеток протеолитическими ферментами до ин$
кубации с антителами способствовала выявле$
нию антигенов (Svistunova et al., 2012). Как пока$
зали результаты настоящей работы, этот подход
оказался продуктивным для выявления фибрил$
ларина внутри ЯПТ GV ооцитов (рис. 3г; 4б', 4в').
Обработка ооцитов протеиназой К также визу$
ально уменьшала фоновую метку в эксперимен$
тах с БрУТФ. В частности, это можно видеть при
сравнении рисунков 4б'', 4в'', иллюстрирующих
ооциты, обработанные протеиназой К, и рисун$
ков 4а'' и 5а–5г, где показаны ооциты, необрабо$
танные ферментом. Видно, что после обработки
протеиназой К изображения становятся чище из$
за исчезновения бледных, но загрязняющих пре$
парат “точек”. Эти наблюдения указывают на це$
лесообразность включения протеолитической
обработки в эксперименты, направленные на вы$
явление, по крайней мере, активных рибосомных
генов в ооцитах млекопитающих.

Суммируя результаты настоящей работы,
можно сделать следующие основные выводы:
внутренняя масса ЯПТ GV ооцитов мыши, без$
условно, содержит белки, одним из которых явля$
ется ключевой фактор процессинга и метилиро$
вания рРНК фибрилларин. Внутренняя масса
ЯПТ, скорее всего, не содержит транскрибирую$
щихся рибосомных генов, хотя транскрипцион$
ной активностью обладают все ЯПТ, присутству$
ющие в ядре одного GV ооцита NSN$типа. Обра$
ботка фиксированных ооцитов протеиназой К
способствует выявлению антигенов, недоступ$
ных для антител в обычных условиях, облегчает
визуализацию мест синтеза пре$рРНК, но не вы$
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являет активные рибосомные гены внутри ЯПТ.
Флуоресцентный краситель ФИТЦ можно реко$
мендовать для окрашивания внутриклеточных
белков в ооцитах разных видов млекопитающих.

Настоящая работа выполнена при финансовой
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 14$14$00856).
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Postnatal development of mammalian oocytes is accompanied by functional and structural remodeling of the
nucleolar apparatus: the final stage of this process is the formation of large objects (up to 10 µm in diameter)
termed nucleolus$like bodies (NLBs) in preovulatory GV oocytes. NLB material was shown to be essential
for early embryonic development, but its composition is still uncharacterized. In the present study, the pro$
tein$binding dye fluorescein$5$isothiocyanate (FITC) was used to show that proteins characterized by a high
local concentration are essential NLB components in mouse GV oocytes. One of these proteins was able to
be identified for the first time using a mild treatment of oocytes with proteinase K; the protein identified was
fibrillarin, a factor of early pre$rRNA processing. Fibrillarin is present in the inner NLB mass of all oocytes
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capable of synthesizing rRNA; however, it is not colocalized with BrUTP microinjected into oocytes in order
to identify transcribed ribosomal genes, in contrast to the “surface” fibrillarin. These observations imply the
accumulation of nucleolar proteins not involved in ribosome biogenesis inside the NLB. All NLBs present in
an individual nucleus of an NSN$type GV oocyte contain fibrillarin and are associated with active ribosomal
genes. The results obtained in the present work demonstrate that proteinase K treatment of GV mouse oo$
cytes allows for: (1) identification of “cryptic” proteins inside the densely packed NLB material and (2) the
enhancement of oocyte image quality during BrUTP$based identification of rRNA synthesis sites but (3) not
for the detection of active ribosomal genes in the inner mass of the NLB. The fluorescent dye FITC can be
recommended for assessment of intracellular protein localization in the oocytes of all mammalian species.

Keywords: nucleolus$like body (NLB), FITC, proteinase K, fibrillarin, pre$rRNA synthesis, BrUTP, mouse
GV oocytes
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