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В основе эмбрионального развития организмов лежат скоординированные коллективные движе-
ния клеток. Данные о механочувствительности коллективных движений клеток позволяют предпо-
ложить, что в нормальном развитии их может регулировать пространственное распределение меха-
нических сил, специфичное для каждой стадии развития. Экспериментальные подтверждения этой
гипотезы немногочисленны и требуют дальнейших исследований. Одним из ключевых доказа-
тельств может стать регистрация траекторий движения клеток в эксплантате ткани, подвергнутом
механической деформации, сопоставимой с таковой в нормальном развитии. Для этого необходимо
осуществить контролируемую деформацию и последующую цейтраферную съемку образцов с раз-
решением, достаточным для распознования отдельных клеток. В нашей работе представлены ре-
зультаты применения методики деформации эксплантатов эмбриональной ткани на эластичном
субстрате с помощью разработанной в нашей лаборатории установки для контролируемой одноосе-
вой деформации. Этот подход позволил зарегистрировать движения индивидуальных клеток в растяну-
тых эксплантатах крыши бластоцеля средней гаструлы X. laevis и установить пороговые значения скоро-
сти и времени деформации, необходимые для инициации движений клеток внутри эксплантата.
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ВВЕДЕНИЕ
Направленные коллективные движения кле-

ток выполняют ключевую роль в процессах эм-
брионального формообразования (Solnica-Krezel,
2005). Физический контакт между мигрирующи-
ми клетками важен для поддержания направле-
ния миграции (Dumortier et al., 2012). Показано,
что при миграции клеточного монослоя физиче-
ский контакт обеспечивает передачу механиче-
ской силы от лидирующих клеток вглубь пласта,
что приводит к изменению активности сигналь-
ных комплексов, регулирующих поляризованное
формирование ламеллоподий (Weber et al., 2012;
Das et al., 2015). Эти данные о механочувствитель-
ности клеточной миграции позволяют предполо-

жить, что существующее в эмбриональных тканях
стадиеспецифическое пространственное распре-
деление механической силы (Beloussov et al., 1975)
может являться одним из факторов, регулирую-
щих подвижность клеток при коллективных дви-
жениях в нормальном развитии. Эксперименталь-
ные подтверждения этой гипотезы, на данный
момент, немногочисленны и требуют дальней-
ших исследований (Beloussov et al., 2018).

Первые экспериментальные свидетельства уча-
стия дальнодействующих механических сил в регу-
ляции коллективных движений клеток были проде-
монстрированы в работе Белоусова и соавторов
(Beloussov et al., 2000). В этой работе было выпол-
нено многоэтапное растяжение эксплантатов кры-
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ши бластоцеля ранней гаструлы X. laevis, которое
вызывало пассивное удлинение клеток вдоль оси
деформации образца. В течение часа после оконча-
ния растяжения клетки демонстрировали актив-
ную реакцию, постепенно возвращаясь к изодиа-
метрической форме. Филоподии, характерные для
клеток нерастянутых образцов, замещались на ла-
меллоподии, часть из которых была ориентирована
перпендикулярно оси растяжения. Через несколь-
ко часов после изменения морфологии клеток из-
менялась и форма эксплантата как целого. Изна-
чально округлый эксплантат постепенно удлинял-
ся вдоль оси растяжения, у него формировались
медиальная борозда или характерные гантелевид-
ные утолщения на концах (Beloussov et al., 2000).
Аналогичное изменение морфологии клеток пред-
шествует началу медиолатеральной интеркаляции в
хордомезодерме X. laevis, которая приводит к удли-
нению последней (Pfister et al., 2016).

Перечисленные факты позволяют предполо-
жить, что механическая сила способна иницииро-
вать интеркаляцию клеток в эмбриональных тка-
нях. Однако, чтобы однозначно говорить об ин-
теркаляции, необходимо продемонстрировать, что
за изменением морфологии следует переупаковка
клеток. Для этого нужно проследить траектории
движения отдельных клеток в растянутом экс-
плантате эмбриональной ткани.

Чтобы подойти к выполнению этой цели, необ-
ходимо осуществить контролируемую деформа-
цию образцов эмбриональной ткани и последую-
щую цейтраферную съемку растянутых образцов с
высоким разрешением. Для этого требуется разра-
ботать установку для контролируемой одноосевой
деформации, которая позволила бы применить
методику растяжения эксплантатов эмбриональ-
ной ткани на прозрачном эластичном субстрате
(Carpi, Piel, 2014; Goddard et al., 2020) и устано-
вить пороговые значения скорости и времени де-
формации, необходимые для инициации движе-
ний клеток внутри эксплантата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение и культивирование эмбрионов

Эмбрионы Х. laevis получали оплодотворением
in vitro согласно стандартному протоколу (Sive et al.,
2000). Через 30–45 мин после оплодотворения
удаляли студенистые оболочки, инкубируя эм-
брионы в 2% растворе L-цистеина на 0.1× Marc’s
Modified Ringer (MMR). После инкубации в цисте-
ине эмбрионы промывали 4–5 раз 0.1× MMR и
культивировали в 0.1× MMR до необходимой ста-
дии. Стадию развития эмбрионов определяли по
таблицам нормального развития (Nieuwkoop,
Faber, 1958).

Инъекция РНК

Для визуализации границ клеток осуществля-
ли инъекцию мРНК мембранного (GAP43-GFP)
и ядерного (H2B-mCherry) маркеров. мРНК син-
тезировали с имеющихся в лаборатории плазмид
pCS2+/GAP43-GFP и pCS2+/H2B-mCherry, ко-
торые любезно предоставил доктор Dietmar Gradl
(Karlsruhe Institute of Technology, Karlsruhe). Вы-
деление целевых плазмид после амплификации
осуществляли с помощью набора Plasmid Mini-
prep (Evrogen), синтез РНК – с помощью набора
mMESSAGE mMACHINE™ SP6 Transcription (In-
vitrogen), согласно предоставленному производи-
телем протоколу. Оба набора были любезно предо-
ставлены С. В. Кремневым (каф. эмбриологии МГУ
им. М.В. Ломоносова).

Эмбрионы на стадиях от 2-х до 4-х бластоме-
ров переносили из 0.1 MMR в раствор фиколла на
0.3 MMR. Затем осуществляли инъекцию мем-
бранного (РНК GAP43-GFP) и ядерного (РНК
H2B-mCherry) маркеров общим количеством 230 пг
в случае GAP43-GFP и 230 пг в случае H2B-mCherry.
Инъекцию производили в каждый из двух (четы-
рех) анимальных бластомеров, суммарный объем
инъекции составлял 9.2 нл. После инъекции эмбри-
оны оставляли в растворе фиколла на 0.3 MMR для
предотвращения образования протрузий в местах
инъекции и культивировали при температуре 14–
15°C до достижения зародышами стадии 10–10.5
согласно таблицам нормального развития.

Микрохирургические операции

В ходе микрохирургических операций прово-
дили экстирпацию крыши бластоцеля эмбрионов
на стадиях 10–10.5 для экспериментов по искус-
ственной деформации (Nieuwkoop, Faber, 1967).
Перед началом операции студенистую оболочку
снимали 2.5% раствором цистеина в 1× MMR,
желточную оболочку снимали пинцетами вруч-
ную. Затем эмбрионы переносили в чашку Петри,
заполненную 1× MMR, где с помощью микрохи-
рургического ножа и стеклянной палочки экс-
трипировали выбранную зону. Получившиеся
эксплантаты переносили в заранее подготовлен-
ные инкубационные камеры (см. раздел “Искус-
ственная деформация эксплантатов”) с помощью
плаcтиковой пипетки.

Искусственная деформация эксплантатов

Для искусственной деформации эксплантаты
прикрепляли к эластичному субстрату с помощью
адгезионного покрытия из белков внеклеточного
матрикса, после чего растягивали субстрат. Адгези-
онное покрытие обеспечивало передачу растяже-
ния от субстрата к эксплантату. Растяжение суб-
страта осуществляли с помощью изготовленной на
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заказ установки для высокоточного одноосевого
растяжения эластачных сусбстратов для культиви-
рования клеток и эмбриональных тканей (рис. 1а;
патент RU2723726C1, ООО “Троицкий инженер-
ный центр”, Россия). Далее в тексте статьи мы бу-
дем называть ее “установкой для растяжения”.

В качестве эластичного субстрата использовали
дно инкубационной камеры, изготовленной из по-
лидиметилсилоксана (PDMS), которое представ-
ляет собой ультратонкую прозрачную мембрану
толщиной 100–200 мкм. Использовали два типа ка-
мер: самодельные камеры, изготовленные в нашей

лаборатории, с диапазоном растяжения до 85% и
коммерческие инкубационные камеры производ-
ства STREX (STREX Inc., США) с диапазоном рас-
тяжения до 20%.

Для изготовления камер в лаборатории, выре-
зали фрагмент сверхтонкой эластичной пленки
Gel-Pak PF-40-X0 (Gel-Pak, США) с необходи-
мыми геометрическими размерами, снимали за-
щитный слой и с помощью пинцета переносили
пленку в пластиковую чашку Петри с 70% этано-
лом, после чего инкубировали в течение 20 мин
на качалке для удаления остатков липкого осно-

Рис. 1. (а) Общий вид установки для растяжения. (б) Монтирование эластичной инкубационной камеры в зажимы
установки для растяжения. (в) Общий вид установки для растяжения, смонтированной на ЛСКМ.

(а)

(б) (б') (в)
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вания защитного покрытия. Затем пленку пере-
носили в сухую крышку чашки Петри и сушили
под ламинаром. После полного высыхания спир-
та на пленку устанавливали бортики из PDMS и
герметизировали соединение между бортиками и
пленкой с помощью силиконовой смазки High
Vacuum Grease (Dow Corning, США).

Чтобы обеспечить адгезию эксплантатов ко
дну камер, на него наносили адгезионное покры-
тие из фибронектина человека. Для нанесения
адгезионного покрытия как коммерческие, так и
самодельные камеры перед экспериментом
подвергали предварительной обработке. Для этого
дно камеры облучали под УФ-лампой ламинара на
расстоянии 3 см от лампы в течение 30–45 мин,
чтобы сделать изначально гидрофобный матери-
ал камеры более гидрофильным и увеличить его
сродство к фибронектину (Azioune et al., 2011;
Goddard et al., 2020). Немедленно после облуче-
ния внутрь камеры вносили 1 мл фибронектина че-
ловека с концентрацией 1 мг/мл (ООО “Имтек”,
Россия) и оставляли инкубироваться на ночь при
4°С (Davidson et al., 2002; Ramos, DeSimone, 1996).
На следующий день удаляли остатки раствора
фибронектина, заливали в инкубационную ка-
меру 1–2 мл 1× MMR и монтировали ее в уста-
новку для растяжения (рис. 1б'–1б"). Перед вне-
сением эксплантатов инкубационную камеру
предрастягивали на 0.5 мм, чтобы минимизиро-
вать провисание дна.

После подготовки инкубационной камеры экс-
тирпировали крышу бластоцеля эмбрионов X. lae-
vis на стадии 10–10.5 (см. раздел “Микрохирурги-
ческие операции”) (Nieuwkoop, Faber, 1958). Экс-
плантаты крыши помещали в инкубационную
камеру гипоэктодермой на субстрат, аккуратно
прижимали покровным стеклом на силиконовых
ножках, после чего инкубировали в течение двух

часов при комнатной температуре для стимуля-
ции адгезии эксплантатов к матриксу. После двух
часов инкубации снимали покровное стекло и, в
зависимости от задачи, монтировали установку
для растяжения с закрепленной в ней инкубаци-
онной камерой на предметный столик выбранно-
го микроскопа (рис. 1б"').

Для определения эффективности искусствен-
ной деформации эксплантатов эмбриональной
ткани, деформацию субстрата и последующую
съемку эксплантатов осуществляли на стерео-
микроскопе Olympus SZX 9 (рис. 2а). Для механи-
ческой деформации эксплантатов инкубацион-
ную камеру растягивали на 20% с шагом 3/8 мкм
в течение 10 с (выбор времени растяжения объяс-
няется в разделе “Результаты”). Эксплантаты фо-
тографировали до и после растяжения, после чего
измеряли удлинение эксплантата при заданной
величине деформации субстрата.

Для регистрации движений клеток после ме-
ханической деформации эксплантатов эмбрио-
нальной ткани, деформацию субстрата и после-
дующую цейтраферную съемку осуществляли на
лазерном сканирующем конфокальном микро-
скопе Zeiss LSM800 (рис. 2г). Чтобы оценить из-
менение формы эксплантатов в ходе растяжения,
перед искусственной деформацией, эксплантаты
фотографировали в проходящем свете на мини-
мальных значениях цифрового увеличения. Одно-
временно регистрировали сигнал по флуорес-
центным каналам, чтобы оценить степень при-
крепления экспланатата по морфологии клеток
его на периферии (рис. 2г'–2г"). Если клетки дан-
ной области демонстрировали характерную для
клеток эпиэктодермы эпителиальную морфоло-
гию, отличную от мезенхимальной морфологии
клеток гипоэктодермы, то это свидетельствовало
о подворачивании краев эксплантата, и, следова-

Рис. 2. (а) Инкубационная камера с эксплантатами крыши бластоцеля во время двучасовой инкубации. (б) Общий вид
эксплантатов крыши бластоцеля после двучасовой инкубации на эластичном субстрате. (в) Определение эффектив-
ности искусственной деформации эксплантатов эмбриональной ткани. По оси ординат: удлинение эксплантата вдоль
оси растяжения в %. Каждый блок диаграммы размаха соответствует группе из 4–6 эксплантатов, крестик – среднее
удлинения в группе, линия – эксклюзивная медиана. Средняя эффективность удлинения составила 54.7 ± 26.5%.
(г) Кадр цейтраферной съемки эксплантата крыши бластоцеля после растяжения. Фрагмент, выделенный рамкой
“пунктир с точкой” – клеточная розетка (центр розетки обозначен розовой точкой), фрагмент, выделенный пунктир-
ной рамкой – участок границы эксплантата, представленный на д–д"', фрагмент, выделенный сплошной рамкой –
участок границы эксплантата, представленный на e–e"'. Длина мерного отрезка 100 мкм (г'–г"') – фотографии экс-
плантата крыши бластоцеля перед растяжением (г'), после растяжения (г") и по окочании часовой цейтраферной
съемки (г"'; белый контур: границы эксплантата в начале и в конце съемки, стрелки – направление смещения грани-
цы). (д, е) Региональные различия в активности направленного движения клеток. За время цейтраферной съемки гра-
ница эксплантата, ориентированная перпендикулярно направлению растяжения сместилась на расстояние от 35 до
60 мкм (д–д"'), в то время время как границы, ориентированные параллельно направлению растяжения (фрагмент,
выделенный сплошной рамкой) практически не сместились (е–е"'). (д–д"') Изменение положения границы эксплан-
тата, ориентированной перпендикулярно направлению растяжения: (д) – положение границы сразу после 13–14%
растяжения эксплантата, (д') – через 19 мин после окончания растяжения, (д") – через 39 мин после окончания рас-
тяжения, (д"') – через 59 мин после окончания растяжения; сплошная линия – текущее положение границы эксплан-
тата, пунктирная линия – положение гранцы эксплантата в конце съемки, стрелки – направление движения границы
эксплантата. (е–е"') Изменение положения границы эксплантата, ориентированной паралльно направлению растя-
жения: (е) – положение границы сразу после 13–14% растяжения эксплантата, (е') – через 19 мин после окончания
растяжения, (е") – через 39 мин после окончания растяжения, (е"') – через 59 мин после окончания растяжения; обо-
значения те же, что и в (д). Длина мерного отрезка на (д) и (е) 100 мкм.
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тельно, о низкой эффективности прикрепления.
Такие эксплантаты исключались из эксперимен-
та. Механической деформации подвергали толь-
ко эксплантаты, прикрепившиеся к субстрату
всей поверхностью. Для механической деформа-
ции эксплантатов инкубационную камеру растя-
гивали на 20% с шагом 3/8 мкм в течение 10 мин
(выбор времени растяжения объясняется в разделе
“Результаты”). По завершении растяжения экс-
плантат фотографировали в проходящем свете на
минимальных значениях цифрового увеличения,
после чего переключались на большее значение
цифрового увеличения и приступали к съемке
движений клеток.

Регистрация движений клеток

Съемку производили с помощью объектива
Plan-Apochromat 10×/0.45 M27 (цифровое увели-
чение ×1.1) в течение часа с частотой 1 кадр в 2 мин.
Каждый кадр состоял из 19 оптических срезов.
Регистрацию оптических срезов начинали с по-
зиции по оси Z, на которой наблюдали появление
флуоресцентного сигнала. По окончании съемки
оптические срезы сводили в единое изображение с
помощью алгоритма “Maximum intensity projec-
tion” программного комплекса ZEISS ZEN (black
edition). В тексте статьи под формой клетки мы
будем понимать форму сечения клетки, зареги-
стрированную на таком изображении.

Морфометрия эксплантатов

Измерение линейных размеров эксплантатов
для определения эффективности растяжения осу-
ществляли с помощью программы ICY bioimaging
platform. Форму эксплантатов определяли с помо-
щью модуля “Active contours (4.4.10.0)”, при необхо-
димости результаты распознавания корректирова-
ли вручную. Обсчет полученных значений осу-
ществляли в программе Microsoft Excel 365.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение эффективности искусственной 
деформации эксплантатов эмбриональной ткани

Перед началом эксперимента мы оценили эф-
фективность методики растяжения на 6 тестовых
группах эксплантатов. Эффективность растяже-
ния эксплантатов ткани рассчитывали как част-
ное среднего удлинения в группе из 4–6 эксплан-
татов и удлинения самой инкубационной камеры
(рис. 2в). Амплитуда растяжения камеры для всех
групп была одинакова и составляла 20% при вре-
мени растяжения 10 с. Такое малое время растяже-
ния позволяет достичь наибольшей скорости де-
формации и, т.о., обеспечивает наилучшую про-
верку степени адгезии эксплантата ко дну камеры.

При выбранных концентрации фибронектина
и протоколе его нанесения растяжение субстрата
передается на эксплантаты с эффективностью
54.7 ± 26.5%, что, в целом, согласуется с описанны-
ми в литературе данными (от 56 до 77.2 ± 20.4%
(Nestor-Bergmann et al., 2019; Wang et al., 2001)).

Анализ пространственно-временной динамики 
движений клеток

В экспериментальной группе, включающей
4 эксплантата, нам удалось добиться 64% эф-
фективности растяжения, т.е. преимущественно
13–14% удлинения эксплантатов при 20% равно-
мерном растяжении субстрата в течении 10 ми-
нут. Такое значение скорости деформации экс-
плантатов было выбрано на основании данных,
полученных в нашей лаборатории на интактных
эмбрионах. В этих экспериментах деформация
супрабластопоральной области средней гаструлы
X. laevis достигала 72% от изначальной длины в
час (Evstifeeva et al., 2018).

По окончании растяжения эксплантат оставля-
ли в растянутом состоянии и осуществляли съемку
движений клеток в течение часа. За время съемки
эксплантат преимущественно удлинился вдоль оси
растяжения (рис. 2г"'). в то время как изолирован-
ный эксплантат увеличивает свою площадь одина-
ково во всех направлениях вследствие движений
радиальной интеркаляции (Stepien et al., 2018). Из-
менение формы эксплантата происходило за счет
движений клеток. В данном случае, под движени-
ями мы понимаем как перегруппировки клеток
(смещение клетки внутри пласта, приводящее к
изменению ее положения относительно сосед-
них), так и направленную коллективную мигра-
цию (продолжительное перемещение в выделен-
ном направлении, не обязательно связанное со
сменой соседей).

Перегруппировки клеток превалировали в цен-
тральной части всех исследованных эксплантатов.
Основным механизмом перегруппировки являлось
формирование клеточных розеток (рис. 2г, увели-
ченный фрагмент, выделенный рамкой “пунктир
с точкой”, центр розетки обозначен розовой точ-
кой). При этом частота перегруппировок была
достаточно низкой: за час наблюдения нам уда-
лось зарегистрировать формирование и начало
распада 2–3 розеток, в то время как в нормальном
развитии количество возникающих розеток за тоже
время наблюдения достигает 9.

Гораздо больший вклад в изменение формы
эксплантата вносила направленная миграция
клеток в периферической зоне. Перифериче-
ские 4–5 рядов клеток эксплантата осуществля-
ли миграцию в радиальном направлении, т.е.
вдоль оси, соединяющей центр эксплантата с пе-
риферией (рис. 2г"', стрелки). При этом, наиболее
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активно процесс миграции протекал в области
границ эксплантата, ориентированных перпен-
дикулярно направлению растяжения. Участок та-
кой границы выделен на рис. 2г пунктирной рам-
кой. Миграция клеток, расположенных вдоль
этих границ, привела к их смещению примерно
на 35–60 мкм вдоль оси растяжения (рис. 2д–2д''';
граница эксплантата в конце съемки показана
пунктирной линией). Клетки, расположенные
вдоль границ эксплантата, параллельных направ-
лению растяжения, также демонстрировали по-
движность, однако мигрирующий край смещался
относительно изначального положения не более
чем на 10 мкм (рис. 2г, фрагмент, выделенный
сплошной рамкой; рис. 2е–2е'''). Таким образом,
миграция клеток и смещение границы эксплан-
тата преимущественно происходила в направле-
нии растяжения эксплантата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе представлены результаты при-

менения методики деформации эксплантатов эм-
бриональной ткани с помощью установки для
контролируемой одноосевой деформации эла-
стичных субстратов. Нами были зарегистриро-
ванны траектории движения индивидуальных
клеток в растянутых эксплантатах крыши бла-
стоцеля средней гаструлы X. laevis. Были уста-
новлены пороговые значения скорости и време-
ни деформации, необходимые для инициации
движений клеток внутри эксплантата, приводя-
щей к изменению его формы. Таким образом,
мы создали необходимые методические предпо-
сылки для возможности экспериментального до-
казательства роли эндогенных механических сил
в регуляции направленных коллективных движе-
ний клеток.
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Establishment a Method for Controllable Deformatio of Embryonic Tissues 
to Study Mechanodependent Cell Movements
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Embryonic development in animals is underlied by coordinated collective cell movements. Mechanosensi-
tivity of collective cell movements suggests that in the intact embryos they may be regulated by mechanical
force pattern specific to each developmental stage. Experimental validation of this hypothesis requires further
investigations. The key piece of evidence would be tracing of cell trajectories in a tissue explant subjected to
mechanical deformation comparable to that in normal development. This requires controlled stretching and
subsequent time-lapse imaging of the explant at a resolution sufficient to identify individual cells. We per-
formed stretching of embryonic tissue explants on an elastic substrate using the device for controlled uniaxial
deformation developed in our laboratory. This allowed us to register the movements of individual cells in the
stretched explants of X. laevis midgastrula blastocell roof, and to establish the threshold values of rate and time
of stretching required for the initiation of cell movements within the explant.

Keywords: mechanical forces, mechanodependent cell movements, development, embryo, tussie deforma-
tion Xenopus laevis


