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Изучены нафтохиноидные пигменты эпидермальных клеток и гамет клипестероидного плоского
морского ежа Scaphechinus mirabilis, выделенные ферментативным методом с последующей экстрак-
цией спиртом. Обнаружено, что нафтохиноидные пигменты присутствуют в пигментных клетках,
инкорпорированных в студенистые оболочки овоцитов, но отсутствуют в цитоплазме неоплодотво-
ренных яиц. Масс-спектры ионизацией лазерной десорбции показали, что пигментные клетки, ин-
корпорированные в оболочки зрелых яйцеклеток, содержат спинохромы Е и D, а находящиеся в
эпидермисе взрослых ежей – эхинохром А и спинохром D. В яйцах, лишенных оболочек, спинохро-
мы не обнаружены. Оплодотворение морских ежей сопровождается оксидативным взрывом, связан-
ным с производством пероксида водорода из молекулярного кислорода хинон- и нафтохинон-зави-
симой оксидазой Udx1. Поскольку в яйцеклетках S. mirabilis хинонов не оказалось, можно предполо-
жить, что для перекисного стимулирования эмбриогенеза используется водорастворимый спинохром Е,
проникающий путем диффузии в цитоплазму яиц из пигментных клеток оболочки. Доминирующий
в клетках поверхностного эпидермиса взрослого животного эхинохром А в воде не растворяется и,
по-видимому, иммобилизован гидрофобным якорем этильной группы.
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ВВЕДЕНИЕ
Нафтохиноидные пигменты морских ежей бы-

ли обнаружены в конце 19-го века и названы эхи-
нохромами (MacMuun, 1883). Со временем среди
них было идентифицировано несколько десятков
соединений, из которых только шесть встречаются
чаще других (Anderson et al., 1969). Среди них толь-
ко эхинохром А (ЭхА), исторически открытый пер-
вым, сохранил обобщающее название, остальные
пять называются спинохромами (Сп) А, В, С, D, Е.

Наличие нафтохиноидных пигментов – одна
из характерных биохимических синапоморфий
морских ежей, обусловленная генами, кодирую-
щими ферменты поликетидсинтазы, которые не-
обходимы для биосинтеза спинохромов. У пра-
вильных шарообразных морских ежей, например,
у Strongylocentrotus purpuratus, нафтохиноидные
пигменты появляются на стадии бластулы (Cas-
toe et al., 2007; Calestani, Rogers, 2010; Beeble,
Calestani, 2012).

Имеются предварительные данные, что и в не-
оплодотворенных яйцах некоторых видов морских
ежей могут содержаться нафтохиноновые пигмен-
ты. Однако у взрослых особей их разнообразие го-
раздо выше, чем в неоплодотворенных яйцах, эм-
брионах и личинках (Koltsova et al., 1981).

Клипестероидные морские ежи, к которым от-
носится и изучаемый нами Sc. mirabilis, отличают-
ся от всех других групп морских ежей тем, что у
них уже в овогенезе овоциты окружены фоллику-
лярными клетками, которые содержат вакуоли с
пигментными гранулами. Процесс овогенеза и
появление вакуолей с пигментами в фолликуляр-
ных клетках подробно изучен у клипестероидно-
го морского ежа Dendraster excentricus (Burke, Bou-
land, 1989). В овоцитах и зрелых яйцах дальнево-
сточных видов клипестероидных морских ежей
Scaphechinus mirabilis, S. griseus и Echinarachnius par-
ma наблюдается аналогичная картина: фоллику-
лярные клетки с вакуолями, содержащими пиг-
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ментные гранулы, окружают развивающиеся ово-
циты. Они сохраняются в оболочках зрелых яиц и
в эмбрионах до момента выхода личинок на ста-
дии поздней бластулы из оболочки оплодотворе-
ния (Дроздов, Винникова, 2010).

У эмбрионов морских ежей, начиная со стадии
ранней гаструлы, синтезируется новая генерация
нафтохиноновых пигментов. Как и многие дру-
гие виды неправильных морских ежей плоский
морской еж Scaphechinus mirabilis также продуци-
рует в основном ЭхА (Nishibori, 1957). Время по-
явления пигментов в ходе эмбрионального раз-
вития варьируется у разных видов. У эмбрионов
S. mirabilis они впервые появляются на вегетатив-
ном полюсе у ранней гаструлы, а затем они выяв-
ляются и на анимальном полюсе. К моменту, ко-
гда архентерон достигает анимального полюса,
клетки с пигментами распределены среди або-
ральной эктодермы (Takata, Kominami, 2003). На
стадии плютеуса на поверхности личинок S. mira-
bilis расположены уже десятки пигментных кле-
ток (Kominami et al., 2001).

В настоящей работе мы исследовали состав
спинохромов студенистой оболочки нативных
неоплодотворенных яиц с яйцевыми оболочка-
ми, неоплодотворенных яиц без лишенных студе-
нистых оболочек, и пигментных эпидермальных
клеток плоского морского ежа S. mirabilis с целью
пролить свет на роль спинохромов в эмбриогене-
зе этого вида морского ежа. Спинохромы опреде-
ляли измерением масс-спектра их анионов, полу-
ченных прямой десорбцией с ионизацией, мето-
дом, не требующем пробоподготовки спиртового
экстракта клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плоских морских ежей Scaphechinus mirabilis

(Agassiz, 1863) (Irregularia, Clypeasteroida, Scutelli-
dae Gray, 1825) собирали в заливе Петра Великого
(заливы Восток, Уссурийский и Посьета) Япон-
ского моря. Неоплодотворенные яйцеклетки по-
лучали инъекцией KCl в полость морских ежей,
находящихся в нерестовом состоянии. Осевшие
на дно стакана светло-коричневые гаметы пяти-
кратно отмывали отфильтрованной морской во-
дой до слегка бежевого цвета воды. Воду деканти-
ровали, а гаметы помещали на 30 мин в раствор
коллагеназы КК (5 мг/300 мл морской воды) при
температуре 25°C. Высвободившиеся в результате
ферментолиза пигментные клетки вместе со сту-
денистой оболочкой отделяли от яиц центрифу-
гированием и дважды промывали морской водой.
Для экстракции пигментов использовали 0.1% рас-
твор фосфорной кислоты в 96% этиловом спирте.
Аналогично получали пигментные клетки эпидер-
миса взрослого животного, за исключением того,
что клетки после ферментолиза снимали под стру-
ей морской воды. Яйцеклетки, оставшиеся после
отделения студенистой оболочки, пятикратно от-

Рис. 1. Хроматофорные тела студенистых оболочек
Scaphechinus mirabilis. (а) – неоплодотворенные яйца
в студенистой оболочке с хроматофорными клетка-
ми; (б) – неоплодотворенные яйца без студенистых
оболочек; (в) – пигментные гранулы в остатках сту-
денистой оболочки, отделенной от яйцеклеток; (г) –
пигментные гранулы, выделенные из студенистой
оболочки. Масштаб: (а, б) – 100, (в, г) – 10 мкм.

(a)

(б)

(в)

(г)
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мывали фильтрованной морской водой. Цвет по-
лученных овоцитов клеток более светлый, чем у ис-
ходных гамет. Отмытые овоциты экстрагировали
так же, как и пигментные клетки. Все три экстракта
(пигментных клеток, инкорпорированных в студе-
нистую оболочку, яйцеклеток без студенистой обо-
лочки и пигментых клеток покровного эпителия
взрослого морского ежа) исследовали методом
масс-спектрометрии лазерной десорбции/иониза-
ции в режиме измерения отрицательных ионов на
приборе MALDI TOFMS Ultraflex III, Bruker. Экс-
тракт (0.5 мкл) наносили на мишень прибора и по-
сле испарения спирта подвергали лазерной абляции
с использованием потока фотонов немного выше
порога ионизации (Елькин и др., 2011, 2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфология яиц

Зрелые яйца S. mirabilis диаметром 110 мкм
(рис. 1а, 1б) окружены тонкой желточной оболоч-
кой (около 1 мкм) и имеющей волокнистую
структуру студенистой оболочкой, в которой от-
мечены многочисленные пигментные клетки, ле-
жащие в некотором отдалении от желточной обо-
лочки (рис. 1а). Среди плоских морских ежей не-
обыкновенный плоский морской еж S. mirabilis
выделяется наибольшим содержанием пигмент-
ных клеток – их 40. Обработка коллагеназой поз-
воляет мягко удалить студенистые оболочки с
яйцеклеток, не повреждая их (рис. 1б). Из уда-
ленных студенистых оболочек удается выделить

пигментные гранулы и очистить их от материала
студенистых оболочек (рис. 1в, 1г).

Масс-спектры выделенных пигментных гранул
(рис. 1г) свидетельствуют, что хиноидные пигмен-
ты присутствуют в хроматоидных телах, инкорпо-
рированных в студенистые оболочки. Эхинохром А
(266/265) и спинохром А (264/263) содержатся в не-
больших количествах, а преобладают спинохромы
СпE (254/253) и СпD (237/238) (рис. 2). Масс-спек-
тры суспензии яйцеклеток, лишенных студенистых
оболочек в результате обработки коллагеназой, не
показывают наличия в них хиноидных пигментов.

После оплодотворения зиготы дробятся, оста-
ваясь в студенистых оболочках. У клеток средней
бластулы формируются реснички, и она начинает
двигаться и выходит из студенистой оболочки. На
стадии средней гаструлы в клетках появляются
окрашенные гранулы. Наиболее интенсивно они
синтезируются на вегетативном полюсе в районе,
прилегающем к архентерону. По мере развития
личинки число окрашенных клеток увеличивает-
ся. На разных стадиях плютеуса они визуализиру-
ются практически по всей поверхности личинки.

Взрослые ежи покрыты эпидермисом, клетки
которого также содержат пигментные гранулы
(рис. 3а). Их можно выделять из эпидермальных
клеток, обрабатывая их коллагеназой (рис. 3б).

Масс-спектры пигментных гранул, выделенных
из клеток эпидермиса показали, что они богаты хи-
ноидными пигментами, состав которых отлича-
ется от пигментов, присутствующих в студени-
стых оболочках яиц. Спинохромы СпА (264/263)

Рис. 2. Масс-спектр лазерной десорбции/ионизации спинохромов пигментов студенистой оболочки яиц. В пигментах
преобладают СпE (254/253) и СпD (237/238). Эхинохром А (266/265) и спинохром А (264/263) составляют незначи-
тельную часть пула из 4 обнаруженных пигментов.
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и СпE (254/253) не выявлены, однако присутству-
ют ЭхА (266/265) и СпD (237/238) (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Морские ежи – это очень перспективный ис-
точник вторичных метаболитов, в частности наф-

тохинонов, используемых в фармацевтических,
пищевых и иных коммерческих целях (Volkman,
1999). Несмотря на многочисленные биохимиче-
ские исследования нафтохинонов и их примене-
ние в медицине и ветеринарии, физиологическая
роль этих соединений в нормальной физиологии
морских ежах далека от понимания. Есть предпо-

Рис. 3. (а) – аборальная поверхность Sc. mirabilis. Видны иглы и ампулы с пигментными гранулами; (б) – выделенные
пигментные гранулы. Масштаб: (а) – 2.5 мм, (б) – 10 мкм.

(a)

(б)
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ложение, что качественный и количественный
состав хиноидных пигментов коррелирует с осо-
бенностями их экологии (Koltsova et al., 1981). Хи-
ноидные пигменты (эхинохром А и спинохромы)
морских ежей долгое время рассматривали в ка-
честве эффективных природных антиоксидантов,
регулирующих дыхательную функцию клеток
(Kuwahara et al., 2009), однако позднее выявлена
их антибактериальная, антигрибковая и противо-
опухолевая активность (Service, Wardlaw, 1984).

Мы обнаружили, что хиноидные пигменты
присутствуют в пигментных клетках, инкорпо-
рированных в студенистые оболочки овоцитов.
Они формируются в ходе овогенеза и сохраня-
ются в студенистой оболочке, окружающей эм-
брион до стадии средней бластулы. Это свой-
ственно всем клипестероидным плоским мор-
ским ежам: Dendraster excentricus (Burke, Bouland,
1989), Scapechinus mirabilis, Sc. griseus, Echinarachn-
ius parma (Дроздов, Винникова, 2010). Число пиг-
ментных клеток в студенистой облочке отдельной
яйцеклетки мало различается внутри вида, но
различно у разных видов. Наибольшее их число у
Sc. mirabilis, а наименьшее – у Sc. griseus. По-ви-
димому, оно коррелирует с общим содержанием
пигментов эхинохромов у морских ежей. Извест-
но, что содержание пигментов выше у S. mirabilis,
именно этот вид используют для получения фар-
макологического препарата гистохром, который
используется в кардиологии и офтальмологии.
Масс-спектры ЛДИ пигментов свидетельствует,
что в яйцевых оболочках преобладают пигменты
СпE (254/253) и СпD (237/238). Пигментные

клетки эпидермиса взрослых ежей показывают в
масс-спектре преобладание ЭхA (266/265). Эти
данные согласуются с данными Е.А. Кольцовой с
соавторами (Koltsova et al., 1981, которые показа-
ли, что хиноидные пигменты у личинок морских
ежей начинают синтезироваться на стадии ран-
ней гаструлы, когда формируется личиночный
кальциевый скелет. Интересно, что в результате
наших исследований, в яйцах, лишенных студе-
нистой оболочки, спинохромы не обнаружены.

Обилие –ОН-групп на нафтохиноидном остове
молекул спинохромов (СпЕ имеет максимальный
набор – 6 –ОН-групп) обусловливает формирова-
ние иона [M-H]– при их определении последова-
тельностью пробоподготовки и жидкостной хро-
матографией-масс-спектроскопией (ЖХ-МС) с
ионизацией электрораспылением (Zhou et al.,
2011). Использованный в нашей работе способ ла-
зерной десорбции/ионизации позволяет без про-
боподготовки и разделения измерять спинохро-
мы в сырых экстрактах благодаря характерному
дублету ионов [M-H]– и M•–. Последний, долго-
живущий молекулярный анион-радикал, являет-
ся специфическим признаком хинонов (Елькин
и др., 2011). А вместе с ионом [M-H]– характери-
зует полигидроксилированные хиноны, к кото-
рым относятся спинхромы морских ежей (Елькин
и др., 2012). Масс-спектр ЛДИ экстракта пиг-
ментных клеток эпидермиса S. mirabilis (рис. 4)
показал, что состав спинохромов, СпD и ЭхА,
аналогичен таковому в личинках на 6-й день жиз-
ни (Ageenko et al., 2014). Исследование состава

Рис. 4. Масс-спектр лазерной десорбции/ионизации спинохромов пигментов эпидермальных клеток S. mirabilis пока-
зывает присутствие в основном спинохром ЭхА (266/265) и незначительное количество СпD (237/238).
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экстракта пигментных клеток, инкорпорирован-
ных в студенистую оболочку, показало суще-
ственно иной состав пигментов, в котором доми-
нирует СпЕ (ионы 253/254) (рис. 2). Незначи-
тельные количества ЭхА (ионы 265/266), можно
отнести на счет неполной отмывки гамет от этого
спинхрома, окрашивающего гаметы при проце-
дуре их экскреции. Поскольку спинохром Е не
растворяется в хлороформе, то Е.А. Кольцова с
соавторами, используя хлороформ для экстрак-
ции неотмытых, гамет выявили в них только ЭхА,
возможно адсорбированный оболочкой гамет из
морской воды (Koltsova и др., 1981).

Известно, что оплодотворение морских ежей
сопровождается оксидативным взрывом, связан-
ным с производством пероксида водорода (Н2О2)
из молекулярного кислорода хинон- и нафтохи-
нон-зависимой оксидазой Udx1 (Shapiro, 1991).
Поскольку в яйцах хинонов и овотиола нет, то для
перекисного стимулирования эмбриогенеза ис-
пользуется водорастворимый СпЕ, проникаю-
щий в цитоплазму в результате диффузии. Спи-
нохром ЭхА не растворяется в воде и иммобили-
зован гидрофобным якорем этильной группы в
клетках поверхности животного.

Работа поддержана программой “Дальний Во-
сток” (проекты 15-I-6-005о и 15-I-6-007о).
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The pigment cells of epidermis and gametes for Clypesteroidae sand dollar Scaphechinus mirabilis were iso-
lated with help an enzymatic method and naphtaquinone pigments of their alcohol extract were studied. It
was found that naphtaquinone pigments present in the pigment cells that imbedded into their jelly coat of the
oocytes but not in the cytoplasm of unfertilized eggs. Mass spectra laser desorption ionization showed that
pigments of the jelly coat are composed of spinochromes E and D, where as echinochrome A and spino-
chrome D were measured in the pigment cells isolated from epidermis of adult urchins. Spinochronomes of
the eggs deprived jelly coat were found. It is known that the sea urchin fertilization accompanied by oxidative
burst associated with the production of hydrogen peroxide from molecular oxygen by quinone and naphtho-
quinone-dependent oxidase Udx1. Because of the fact lacking quinones in eggs cytoplasm, then biosynthesis
of hydrogen peroxide to stimulate embryogenesis apparently used the spinochrome E water soluble and pen-
etrating by diffusion into the cytoplasm. The dominant in epidermal cells echinochrome A is not soluble in
water and, presumably, immobilized by hydrophobic anchor ethyl group in the surface cells of the epidermis
of the animal.

Keywords: clipesteroid sea urchins, naphthoquinones, echinochrome, spinohrome, pigments, jelly envelope,
epidermis


