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Область семенника, включающая в себя сеть семенника и прилегающую к ней транзиторную зону
(ТЗ) извитых семенных канальцев, до настоящего момента была изучена только с помощью гисто-
логических и электронно-микроскопических методов. В то же время данные последних лет свиде-
тельствуют, что клетки Сертоли (КС) половозрелых животных, расположенные в этой области, спо-
собны переходить к активной пролиферации как in vitro, так и in vivo и, следовательно, не полностью
дифференцированы. Настоящая работа является первым исследованием сети семенника и ТЗ в
постэмбриональном развитии мыши, направленным на выявление новых белковых маркеров кле-
ток этой зоны, степени их дифференцировки и пролиферативной активности. Установлено, что
клетки сети семенника транзиторно, до 25 сут постэмбрионального развития, окрашиваются на
Wt1, являющийся маркером КС, затем окраска на Wt1 пропадает. В то же время еще один маркер
КС, транскрипционный фактор Dmrt1, играющий важную роль в процессе их дифференцировки,
не экспрессируется клетками сети семенника в постнатальном периоде развития и у взрослых жи-
вотных. Еще одним отличием клеток сети семенника от КС является более низкая пролифератив-
ная активность на 2–6 сут. ТЗ КС экспрессируют Wt1 на всех изученных сроках, однако они гетеро-
генны по экспрессии Dmrt1 на начальные сроки, и только к 25 сут экспрессия этого маркера пропа-
дает из ТЗ КС полностью. Интересно, что на 18 сут, когда КС в семенных канальцах завершают
дифференцировку и выходят из клеточного цикла, пролиферация КС в ТЗ сохраняется на достовер-
но более высоком уровне. В условиях 3D-культуры показано, что Wt1+ клетки, выделенные из об-
ласти ТЗ и сети семенника 60-суточных GFP мышей, способны формировать de novo семенные ка-
нальцы совместно с клетками семенника 6-суточных мышат.
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ВВЕДЕНИЕ
Сеть семенника – первый отдел семявыводя-

щих путей, представляющий собой у мыши не-
сколько соединенных друг с другом полостей, ле-
жащих прямо под поверхностью семенника в райо-
не выхода крупных кровеносных сосудов (рис. 1)
(Райцина, 1985). Извитые семенные канальцы, в
которых проходит сперматогенез, соединяются с
сетью семенника через прямые канальцы. Сеть се-
менника и прямые канальцы выстланы однослой-
ным эпителием сходного ультраструктурного
строения, высота которого изменяется в разных
участках от плоского до кубического. Основу
сперматогенного эпителия извитых семенных

канальцев составляют клетки Сертоли (КС),
главной функцией которых является поддержа-
ние всех этапов развития мужских половых кле-
ток, от сперматогониальных стволовых клеток до
сперматозоидов. Концевые участки извитых се-
менных канальцев, соединенные с прямыми ка-
нальцами, получили название транзиторных зон
(ТЗ) (Dym, 1974). В ТЗ происходит постепенное
сужение канальцев за счет исчезновения из них
половых клеток, таким образом, концевая часть ТЗ
состоит только из КС, которые, по данным элек-
тронно-микроскопических исследований (Dym,
1974; Nykänen, 1979; Wrobel et al., 1986), имеют ви-
доизмененную морфологию.
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Согласно результатам исследований послед-
них лет (Aiyama et al., 2015; Figueiredo et al., 2016;
Kulibin, Malolina, 2016), КС половозрелых живот-
ных, происходящие из транзиторной зоны семен-
ных канальцев (ТЗ КС), способны к активной
пролиферации in vivo и in vitro, в отличие от КС
семенных канальцев, которые теряют свою спо-
собность к пролиферации в ходе дифференци-
ровки в постэмбриональном развитии (Cupp,
Skinner, 2005). Эти новые данные позволяют по-
новому взглянуть на процесс дифференцировки
КС и на возможность их дедифференцировки, а
также на значение и функции области семенника,
включающей в себя сеть семенника, прямые ка-
нальцы и ТЗ семенных канальцев. Однако до на-
стоящего времени эта область семенника была
изучена только на морфологическом и уль-
траструктурном уровнях. Неизвестны специфи-
ческие белковые маркеры этой области, отсут-
ствуют данные о степени дифференцировки ее
клеток и уровне их пролиферативной активности
в онтогенезе. Поэтому целью настоящей работы
стало изучение пролиферативной активности и
статуса дифференцировки клеток сети семенника
и ТЗ в постэмбриональном развитии мыши. Была
изучена экспрессия КС и клетками эпителия сети
семенника и прямых канальцев таких белков-
маркеров КС как транскрипционные факторы
Wt1 и Dmrt1; проведена количественная оценка
пролиферативной активности этих клеток; про-

верена их способность формировать семенные
канальцы в условиях 3D культуры.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали самцов мы-

шей линии C57Bl/6 в возрасте 2, 4, 6, 9, 12, 18, 25,
38, 45 и 60 сут, а также самцов мышей линии
С57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J, экспрессирую-
щих GFP под промотором гена бета-актина, в воз-
расте 60 сут. Мышей содержали в стандартных
условиях вивария с режимом день/ночь 12 ч/12 ч,
воду и корм животные получали ad libitum. Всего в
работе было использовано 40 животных. Все экс-
перименты с животными проводились в соответ-
ствии с нормами, изложенными в “Европейской
конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других на-
учных целей” и в “Правилах проведения работ с
использованием экспериментальных животных”
Комиссии по биоэтике ИБР РАН.

Иммунофлуоресцентная окраска срезов семен-
ников. На криотоме Leica CM1900 (Германия) го-
товили криосрезы (4 мкм толщиной) семенников
в области, где располагаются ТЗ и сеть семенни-
ка. Срезы фиксировали в 4%-ном параформаль-
дегиде (ПФА) в течение 12 мин, промывали фос-
фатно-солевым буфером (PBS) и инкубировали в
течение 30 мин при 37°С в блокирующем раство-
ре: 3%-ном бычьем сывороточном альбумине с
0.5% тритона Х100 и 0.1% Tween20. Далее срезы
помещали в первичные антитела против Wt1
(Santa Cruz, США, 1 : 100) или в смесь первичных
антител против Wt1 и Dmrt1 (Santa Cruz, 1 : 50) на
2 ч при 37°С. В последнем случае перед инкубацией
в первичных антителах на срезы на 30 мин нано-
сились Fab фрагменты (Jackson ImmunoResearch,
США, 1 : 13) для блокирования неспецифического
связывания антител к Dmrt1, сделанных в мыши.
После промывки в PBS срезы инкубировали при
37°С в течение 30 мин с соответствующими вторич-
ными антителами, конъюгированными с Alexa
Fluor 488 и 594 (Thermo Fisher, США, 1 : 500). Ядра
клеток подкрашивали DAPI (Sigma, США). Срезы
просматривали и фотографировали на эпифлуо-
ресцентном микроскопе Keyence BZ-9000 (Япо-
ния).

Анализ пролиферативной активности КС. За 2 ч до
забора материала мышам возрастом 2, 6, 12 и 18 сут
внутрибрюшинно инъецировали BrdU (Sigma),
растворенный в физиологическом растворе, из
расчета 10 мкг вещества на 1 г веса животного; ис-
пользовали по 3 животных на каждую возрастную
точку. После приготовления криосрезов (15 мкм
толщиной) проводили двойную иммунофлуорес-
центную окраску на Wt1 и BrdU. Для этого снача-
ла срезы окрашивали на Wt1 по методике, опи-
санной выше, изменив только условия инкуба-
ции в антителах: в первичных антителах срезы

Рис. 1. Схема строения семенника мыши и более де-
тальное изображение транзиторной зоны семенника
и прямого канальца на примере среза семенника 25-
суточной мыши (окраска гематоксилин-эозин).

Извитой
семенной
каналец

Сеть семенника

Транзиторная зона Прямой каналец

Се
мен

ник

Эпидидимис



452

ОНТОГЕНЕЗ  том 48  № 6  2017

МАЛОЛИНА, КУЛИБИН

инкубировали ночь при 4°С, во вторичных – 1.5 ч
при 37°С. Затем срезы помещали в смесь 4 N HCl
и 70%-ного этанола (1 : 1) и инкубировали в ней в
течение 2 ч при комнатной температуре. Далее,
после тщательной отмывки в PBS, срезы помеща-
ли в первичные антитела против BrdU (Santa
Cruz, 1 : 100) на ночь при 4°С и завершали окраску
аналогично описанной выше методике. Ядра кле-
ток подкрашивали Toto3 (Thermo Fisher). Срезы
просматривали и фотографировали на конфо-
кальном микроскопе Leica TCS SP5. На фотогра-
фиях подсчитывали процент Wt1+/BrdU+ клеток
относительно общего числа Wt1+ клеток в изви-
тых семенных канальцах, расположенных далеко
от сети семенника, в канальцах и полостях сети
семенника и отдельно в извитых семенных ка-
нальцах, открывающихся в сеть семенника. Под-
счеты проводили на не менее чем 5 срезах с каж-
дого семенника.

Получение 3D клеточных культур в коллагено-
вом матриксе. Семенники 60-суточных мышей
линии С57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J под кон-
тролем бинокуляра разделяли на область извитых
семенных канальцев и область, содержащую ТЗ и
сеть семенника. Далее ткань подвергали энзима-
тической обработке коллагеназой IV типа (Sig-
ma), ДНКазой I типа (Sigma) и трипсином (Ther-
mo Fisher) по методике, описанной нами ранее
(Kulibin, Malolina, 2016), с модификациями. Глав-
ной модификацией была посадка клеток на куль-
туральные планшеты не в виде одноклеточной
суспензии, а в виде фрагментов канальцев по 50–
100 клеток. Подобный способ выделения позволил
повысить концентрацию КС в культуре. Клетки
культивировали в культуральных планшетах, по-
крытых матригелем (Corning, США), при 37°С в ат-
мосфере 5% CO2 в среде с 5% фетальной бычьей
сыворотки FBS (HyClone, США). Через 24 ч куль-
туры промывали, убирая не прикрепившиеся
клетки, и культивировали еще 3 сут на среде, со-
держащей 1% FBS. Далее клетки обрабатывали
раствором трипсина, получали одноклеточную
суспензию и соединяли ее со свежевыделенными
клетками семенников 6-суточных мышей линии
C57Bl/6 в соотношении 1 : 8. Клетки семенников
6-суточных мышей выделяли с помощью энзима-
тической обработки семенников коллагеназой
IV типа, ДНКазой I типа и гиалуронидазой (Sigma),
полученные смеси клеток заключали в коллаген
I типа по методике, описанной нами ранее (Kulibin,
Malolina, 2016), и культивировали на границе фаз
жидкость/газ в среде с 10% заменителем сыворот-
ки KSR (Thermo Fisher) в течение 7 сут.

Иммунофлуоресцентная окраска клеток в колла-
геновом геле. Коллагеновые гели с клетками внут-
ри фиксировали в 4%-ном ПФА в течение 12 мин,
промывали PBS, помещали на 30 мин в блокиру-
ющий раствор и далее инкубировали ночь при

4°С в смеси первичных антител против Wt1 (1 : 100),
Dmrt1 (1 : 50) и GFP (ThermoFisher, 1 : 400). После
30-минутной промывки в PBS гели инкубировали
с соответствующими вторичными антителами при
37°С в течение 1.5 ч. Ядра клеток подкрашивали
Toto3. Препараты просматривали и фотографиро-
вали на конфокальном микроскопе.

Статистический анализ. Количественные дан-
ные представляли в виде среднее ± стандартная
ошибка среднего и обрабатывали в статистическом
пакете STATISTICA 8.0 (StatSoft, США), используя
непараметрический критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Экспрессия Wt1 в ТЗ и сети семенника в постэм-

бриональном развитии мыши. Согласно данным
иммунофлуоресцентного анализа, у 2-суточных
мышей на Wt1 окрашиваются как КС извитых се-
менных канальцев, так и клетки сети семенника
(рис. 2а). На этом сроке полости сети семенника
еще не выражены, но, тем не менее, ее легко мож-
но идентифицировать по положению внутри се-
менника, отсутствию в ней гоноцитов и окраски
на Dmrt1 (рис. 2а вставка). Экспрессия Wt1 в
клетках сети семенника детектируется иммуно-
флуоресцентным методом также у 4, 6, 9, 12, 18 и
25-суточных животных. На рис. 2б представлен
срез семенника 12-суточной мыши, видны изви-
тые семенные канальцы и полости сети семенни-
ка, эпителий которых одинаково ярко окрашива-
ется на Wt1, а также место вхождения семенного
канальца в сеть семенника (отмечено стрелкой).
На этом сроке, когда в семеннике мыши из поло-
вых клеток присутствуют только сперматогонии
и первые мейотические клетки, четко выделить
ТЗ не удается. Но начиная с 18-х сут, когда число
сперматоцитов значительно увеличивается, ТЗ
начинают быть отчетливо видны. В качестве при-
мера представлен срез семенника 25-суточной
мыши (рис. 2в) с ТЗ, в которой последовательно
исчезают дифференцированные половые клетки
вплоть до участка, состоящего только из КС, гра-
ница между ТЗ и прямым канальцем отмечена
стрелкой. При этом видно, что клетки сети семен-
ника продолжают окрашиваться на Wt1 (рис. 2в),
хотя и менее интенсивно, чем КС семенных ка-
нальцев. Экспрессия Wt1 в клетках сети семенника
практически не детектируется, начиная с 38 сут
постэмбрионального развития мыши: только в
единичных клетках наблюдается слабый положи-
тельный сигнал, не сравнимый с ярким окраши-
ванием КС семенных канальцев. На рис. 2г пред-
ставлен срез семенника 60-суточной мыши, где
отчетливо видны переход семенного канальца в
начальный отдел сети семенника – прямой кана-
лец, скопление Wt1+ ТЗ КС на границе этого пе-
рехода (отмечено стрелкой), а также исчезнове-
ние Wt1+ клеток сразу за этим скоплением.




