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В эволюционной биологии развития (EvoDevo) господствует представление о том, что сигнальные
каскады, участвующие в регуляции ключевых процессов развития (становление осей тела, специфика-
ция зародышевых листков, эмбриональная индукция), высоко консервативны. В то же время, имеются
данные о том, что сигнальные пути, участвующие в регуляции процессов развития, крайне пластичны.
В данном обзоре мы рассматриваем эволюционную и индивидуальную пластичность сигнальных кас-
кадов, регулирующих некоторые онтогенетические процессы. Исследования пластичности молекуляр-
ных механизмов регуляции онтогенеза необходимы для понимания основных закономерностей эволю-
ции животных, а также для внедрения и совершенствования прикладных биомедицинских технологий.
Наш обзор позволит читателям с разных сторон взглянуть на концепцию “консервативности” молеку-
лярных механизмов регуляции развития животных в онтогенезе и в эволюции.

Ключевые слова: пластичность развития, план строения, генные регуляторные сети, сигнальные кас-
кады, EvoDevo
DOI: 10.31857/S0475145022020112

ВВЕДЕНИЕ

Молекулярная разметка основных осей тела во
время развития животных является основой для
всех последующих событий, включая дифферен-
цировку клеток, образование тканей и органов, а
также правильное функционирование всех систем
взрослого организма. Удивительным является
тот факт, что животные с разным планом строе-
ния используют в ходе развития один и тот же
инструментарий сигнальных каскадов. Каким
образом Metazoa “научились” регулировать ра-
боту эволюционно консервативных сигнальных
путей при формировании разных планов строе-
ния? Сравнительное изучение закономерностей
молекулярной разметки плана строения у пред-
ставителей разных таксонов Metazoa может про-
лить свет на поставленный вопрос (Willmore,
2012; Ereskovsky et al., 2013).

В ходе исследований в области эволюционной
биологии развития (EvoDevo) было обнаружено,
что большинство животных, находящихся далеко
друг от друга на эволюционном древе, имеют об-
щие семейства генов, регулирующие разметку
плана строения в ходе эмбрионального развития.
К таким генам относятся лиганды канонического
Wnt каскада, вовлеченные у билатерий в специ-
фикацию передне-задней оси, а у книдарий – в

становление орально-аборальной оси (Petersen,
Reddien, 2009). Также было показано наличие у
книдарий генов-компонентов BMP-Chordin ре-
гуляторного молекулярного контура. Оказалось,
что эти гены не только являются ортологами ге-
нов позвоночных. Их продукты у книдарий и по-
звоночных выполняют схожие функции: они во-
влечены в становление второй оси тела, дорзо-
вентральной у позвоночных и направительной у
книдарий из класса Anthozoa (Bier, De Robertis,
2015; Genikhovich, Technau, 2017). В то же время,
выявлены случаи, когда паттерны экспрессии го-
мологичных генов заметно различаются даже у
представителей близких таксонов. Ярким приме-
ром этого являются различия в молекулярных ме-
ханизмах определения осей конечности у разных
тетрапод (Christen, Slack, 1998).

В недавнем прошлом большая часть усилий
исследователей, работающих в области EvoDevo,
была направлена на поиск таксон-специфиче-
ских генов, которые были бы ответственны за
возникновение таксон-специфических эволюци-
онных новшеств. Однако, мнение о том, что но-
вые таксоны животных возникали благодаря по-
явлению новых генов, подвергается сомнению
(Peterson, Davidson, 2000; Levine, Tjian, 2003). По-
явилось большое количество свидетельств того,
что эволюция плана строения и молекулярная
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разметка зачатков отдельных органов основаны
на пластичности генных регуляторных сетей и
“внедрении” новых контуров регуляции актив-
ности уже имеющихся генов и сигнальных путей.
Такие эволюционные изменения могут быть бо-
лее значимыми, чем появление новых генов или
изменение функций белков (Carroll, 2000; Levine,
Tjian, 2003; Kherdjemil et al., 2016; Cary, Hinman,
2017; Seki et al., 2017; Genikhovich, 2019).

ЭВОЛЮЦИОННАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ
BMP-CHORDIN МОЛЕКУЛЯРНОГО 

КОНТУРА ПРИ СТАНОВЛЕНИИ
ВТОРОЙ ОСИ ТЕЛА

Как в эволюции появилось огромное разнооб-
разие таксонов Metazoa – один из фундаменталь-
ных вопросов биологии. Появление билатерально-
сти у животных было важным эволюционным пе-
реходом, который мог послужить предпосылкой
диверсификации планов строения (Genikhovich,
Technau, 2017). Все животные, кроме четырех типов
(Porifera, Ctenophora, Placozoa и Cnidaria) составля-
ют кладу, отличительной чертой которых является
двусторонняя симметрия тела. Билатеральная
симметрия достигается за счет пересечения двух
ортогональных осей тела: передне-задней (А-Р) и
дорзально-вентральной (D-V). Система координат,
задаваемая молекулярной разметкой тела эмбриона
вдоль этих осей, а также расстоянием от средней ли-
нии тела, позволяет точно контролировать форми-
рование плана строения, в том числе взаимное рас-
положение отдельных структур и органов.

Среди базальных групп Metazoa, тип Cnidaria
уникален тем, что он включает животных как с дву-
сторонней, так и радиальной симметрией. Пред-
ставители подтипа Medusozoa, состоящего из клас-
сов Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa и Staurozoa, об-
ладают радиальной симметрией и единственной
орально-аборальной (О-А) осью тела. В то же вре-
мя представители класса Anthozoa имеют вторую
(направительную) ось, ориентированную вдоль
щелевидной глотки. Билатеральность плана стро-
ения Anthozoa также проявляется в расположе-
нии продольных септ (мезентериев) гастральной
полости. Становление дорзо-вентральной оси у
билатеральных животных и направительной оси у
Anthozoa регулируется молекулярным контуром
BMP-Chordin. Так как книдарии являются сест-
ринской группой билатерий, возникает вопрос,
функционировал ли регуляторный контур BMP-
Chordin уже у общего предка книдарий и билате-
рий или такой способ установления билатераль-
ности тела появился независимо в эволюции An-
thozoa и Bilateria (Genikhovich, Technau, 2017).

Рассмотрим особенности работы сигнального
каскада BMP при становлении оси тела. Ключе-
вым моментом для понимании механизмов раз-
метки тела билатерий вдоль D-V оси стала иден-
тификация гомологичных белков Short gastrula-
tion (Sog) у дрозофилы и Chordin у шпорцевой

лягушки. Функцией данных белков оказалась 
инактивация BMP лигандов, предотвращающая 
их взаимодействие с рецепторами. Крайне важ-
ной особенностью этих BMP-связывающих бел-
ков, которая отличает их от других антагонистов 
BMP (Gremlin или Noggin), является способность 
комплексов BMP-Chordin и BMP-Sog к диффу-
зии на большие расстояния. Однако такой ком-
плекс может быть разрушен металлопротеазой 
Tolloid, в результате чего высвобождается лиганд 
BMP. Если расщепление комплекса происходит 
рядом с источником Chordin (или Sog), то высво-
бождаемый BMP опять будет связан. Однако если 
расщепление происходит на расстоянии от ис-
точника Chordin (или Sog), то лиганд BMP может 
связаться со своим рецептором прежде, чем будет 
инактивирован. Таким образом, Chordin у шпор-
цевой лягушки и Sog у дрозофилы ингибируют 
BMP сигнальный каскад в области своей экс-
прессии, но активируют его на расстоянии. Работа 
белков Chordin (или Sog) по созданию максимума 
сигнала BMP в области, удаленной от источника 
Chordin (Sog), получила название “челночной 
функции” (“shuttling”) (Wang, Ferguson, 2005; 
Shilo et al., 2013; Bier, De Robertis, 2015).

В данном разделе мы рассматриваем разнооб-
разие роли BMP сигнального каскада в становле-
нии D-V оси у беспозвоночных животных. Поэто-
му мы сосредоточимся на описании разметки D-V
оси у дрозофилы, а не у другого модельного объ-
екта – амфибии Xenopus laevis. У дрозофилы вент-
ро-дорзальная разметка тела инициируется мате-
ринским морфогеном Dorsal (Dl). На вентраль-
ной стороне эмбриона, в самой высокой точке
своей концентрации, Dl индуцирует специфика-
цию мезодермы. Нейроэктодерма дифференци-
руется при средней концентрации Dl, а эмбрио-
нальный эпидермис – при самой низкой концен-
трации Dl. При отсутствии Dl на дорзальной
стороне эмбриона формируются внезародыше-
вые ткани. Dl транспортируется в ядра на вен-
тральной стороне эмбриона под действием Toll
сигнального каскада. Гены “первичного ответа”
на Dl в дорзальной и латеральной областях эм-
бриона активируют гены, участвующие в созда-
нии градиента BMP. Внутриклеточная часть BMP
сигнального каскада дрозофилы аналогична та-
ковой у позвоночных. Компонентами этого сиг-
нального каскада у дрозофилы являются два рецеп-
тора BMP типа I и один рецептор BMP типа II, про-
дукт гена Punt. Внутри клетки, к нижестоящим
генам-мишеням, сигнал передается фосфорили-
рованными молекулами Mad (ортолог белка
SMAD1/5 позвоночных) и Medea (ортолог белка
SMAD4 позвоночных). Важно отметить, что в от-
личие от позвоночных, в процессе формирования
D-V оси у дрозофилы участвуют только два лиган-
да BMP. Это упомянутый выше Dpp (ортолог
BMP2/4), экспрессирующийся на дорзальной сто-
роне, и Screw (ортолог BMP5-8), равномерно экс-
прессирующийся по всему эмбриону (рис. 1а). У
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дрозофилы Sog (ортолог белка Chordin) – един-
ственный секретируемый антагонист BMP каска-
да. Надо отметить, что BMP регуляторный контур
шпорцевой лягушки имеет более сложную структу-
ру, хотя и содержит такой же центральный модуль
Chordin-BMP, как у дрозофилы. Chordin-BMP си-
стема шпорцевой лягушки включает в себя четы-
ре типа лигандов BMP. Два из них экспрессиру-
ются вентрально (BMP4 и BMP7), а два – дор-
зально (BMP2 и ADMP) (Bier, De Robertis, 2015)
(рис. 1б).

Регуляторный контур Chordin-BMP не являет-
ся уникальным признаком Bilateria. Такой вывод
можно сделать на основе анализа доступных ге-
номных и траскриптомных баз данных. Дело в
том, что ортологи Chordin, BMP2/4 и BMP5-8, а
также все внутриклеточные компоненты сиг-
нального пути BMP присутствуют у всех изучен-
ных видов двусторонне-симметричных книдарий
(класс Anthozoa). Регуляция становления второй
(направительной) оси у них зависит от активно-
сти сигнального каскада BMP, точно так же как у
билатерий, (Hayward et al., 2002; Finnerty et al., 2004;
Rentzsch et al., 2006; Saina et al., 2009; Genikhovich
et al., 2015). К сожалению, единственной моде-
лью, доступной для изучения становления взаим-
но перпендикулярных осей тела у книдарий, яв-
ляется Nematostella vectensis. У Nematostella, в отли-
чии от дрозофилы и шпорцевой лягушки, BMP4 и
Chordin сначала формируют радиально симметрич-
ный паттерн экспрессии (Rentzsch et al., 2006). Од-
нако челночная функция Chordin способствует
становлению направительной оси тела, на каж-
дом из полюсов которой формируются два сиг-
нальных центра со своим собственным набором
лигандов и антагонистов каскада BMP. BMP4 и
BMP5-8 экспрессируются вместе с Chordin на од-
ной стороне эмбриона, а GDF5-подобный белок
вместе с Gremlin экспрессируется на противопо-
ложной стороне (Saina, et al., 2009; Genikhovich

et al., 2015) (рис. 1в). Как и у билатерий, эти сек-
ретируемые факторы организуют регуляторный
молекулярный контур, участвующий в формиро-
вании градиента активности BMP каскада вдоль
направительной оси. Функциональные экспери-
менты на эмбрионах Nematostella четко указывают
на то, что Chordin перемещает лиганды BMP из
областей, экспрессирующих Chordin, на противо-
положную сторону эмбриона, где формируется
максимум активности BMP каскада (Genikhovich
et al., 2015). Экспериментальное подавление пе-
редачи сигналов BMP у Nematostella приводит к
нарушению формирования направительной оси
и радиализации тела на молекулярном и морфо-
логическом уровне. Важно отметить, что радиа-
лизация тела может быть достигнута не только с
помощью нокаута любого из двух ключевых ге-
нов лигандов BMP (BMP4 и BMP5-8). К такому
же результату приводит нокаут Chordin, который
предотвращает челночный перенос лигандов BMP
(Genikhovich et al., 2015). Однако до сих пор
остается неясно, появились ли молекулярные
контуры BMP-Chordin, связанные со становле-
нием второй оси тела, но различающиеся струк-
турой, независимо у билатерий и книдарий.
Можно предположить, что две оси тела имел уже
их общий предок, а структура молекулярных
контуров BMP-Chordin дивергировала позднее, в
ходе независимой эволюции этих групп. Для про-
яснения этого вопроса необходимо выяснить как
эволюционировал план строения радиально-
симметричных представителей книдарий из
группы Medusozoa, а также какова роль BMP
каскада в определении главных осей тела у Medu-
sozoa (Genikhovich, Technau, 2017).

Книдарии из группы Medusozoa (классы Hy-
drozoa, Scyphosoa, Cubozoa, Staurozoa) имеют ра-
диально симметричный план строения и только
одну – орально-аборальную (О-А) – ось тела. К
настоящему времени доступны несколько тран-

Рис. 1. (а) Схема BMP сигнального каскада у дрозофилы (по Bier, De Robertis, 2015). Пояснения в тексте. (б, в) Моле-
кулярные контуры BMP-Chordin у шпорцевой лягушки Xenopus и книдарии Nematostella соответственно. Синими ли-
ниями отмечены регуляции на транскрипционном уровне, черными линиями отмечены белок-белковые взаимодей-
ствия, красной линией отмечена функция переносчика Chordin (по Genikhovich et al., 2015).
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скриптомов и два генома представителей Medu-
sozoa (Hydra и Clytia) (Chapman et al., 2010; Leclère
et al., 2019). Их анализ указывает на наличие у Me-
dusozoa лигандов BMP, секретируемых антагони-
стов BMP, протеаз Tolloid, рецепторов BMP и всех
внутриклеточных компонентов каскада BMP. Од-
нако мы пока не знаем, какие функции выполня-
ет каскад BMP в развитии этой группы книдарий.
Более того, мы очень мало знаем о том, каков пат-
терн активности BMP каскада в развитии эмбри-
она и у взрослых Medusozoa. У взрослых полипов
Hydra и Clytia BMP5-8 экспрессируется в области
формирования щупалец (Reinhardt et al., 2004;
Kraus et al., 2015), кроме того, у гидры BMP5-8
экспрессируется в области почкования и регене-
рации орального конца (Reinhardt et al., 2004).
BMP2/4 также был идентифицирован у Hydra
(Watanabe et al., 2004), Podocoryne (Reber-Muller
et al., 2006) и Clytia (Leclère et al., 2019). Однако де-
тальный филогенетический анализ ставит под со-
мнение тот факт, что BMP2/4 гидроидов является
настоящим ортологом BMP2/4 Anthozoa (Genik-
hovich, Technau, 2017). Любопытно, что только у
гидры был найден Chordin-подобный белок
(HyChdl). Однако у HyChdl отсутствует (возмож-
но, был потерян) N-концевой участок молекулы с
цистеин богатым доменом, который присутствует
у белков Chordin других животных. Кроме того,
у HyChdl присутствует дополнительный домен
связывания инсулинподобного фактора роста
(IGFBP) и фоллистатиновый домен (Rentzsch et al.,
2007). Оверэкспрессия HyChdl приводит к дорсали-
зации эмбрионов костистой рыбы Danio rerio, а
это значит, что HyChdl обладает свойствами анта-
гониста BMP сигнального каскада. Однако фило-
генетический анализ белков Chordin показал, что
Chordin Nematostella группируется с белками Chor-
din/Sog билатерально-симметричных животных,
в то время как HyChdl формирует сестринскую
группу к ним и другим Chordin-подобным моле-
кулам билатерий (Genikhovich, Technau, 2017).
Ортологи Chordin не были обнаружены и в геноме
гидроида Clytia (Leclère et al., 2019). Среди пред-
ставителей Scyphozoa, настоящий Chordin был
идентифицирован в транскриптоме Aurelia (Ge-
nikhovich, Technau, 2017; Brekhman et al., 2015).
Однако, в отличие от гидроидных, у Aurelia в ходе
эволюции был утерян BMP2/4 (Kraus et al., 2015).

Суммируя эмпирические данные и данные
компьютерного моделирования (Gaikovich et al.,
2015), можно предположить, что функциональ-
ная активность молекулярного контура Chordin-
BMP является ключевой для появления в эволю-
ции второй оси тела. Тогда потеря одного из ком-
понентов данного молекулярного контура могла
привести к потере билатерального плана строе-
ния, что мы и наблюдаем у книдарий из группы
Medusozoa (Genikhovich, Technau, 2017). Однако
не все так очевидно. Встречаются представители
билатерально симметричных животных, которые
в ходе эволюции потеряли один из компонентов

Chordin-BMP каскада, но сохранили билатераль-
ный план строения.

Например, в геноме пиявки Helobdella был уте-
рян Chordin, центральный участник Chordin-BMP
молекулярного контура. Однако пиявки облада-
ют некоторыми уникальными особенностями
развития. Важную роль в их эмбриогенезе играет
упорядоченное расположение клеточных клонов.
Сегментарная эктодерма и мезодерма формиру-
ются из зоны роста, расположенной на заднем
конце тела. Зона роста состоит из пяти пар ство-
ловых клеток (телобласты M, N, O/P, O/P и Q).
Каждый телобласт многократно и асимметрично
делится, давая начало ряду клеток-основателей
(первичные бластоциты). В дорзо-постериорной
области эмбриона латеральные ряды клеток на-
чинают формировать левую и правую зародыше-
вую полоски (рис. 2). По мере того, как телобла-
сты продолжают добавлять бластоциты с заднего
конца, зародышевые полоски смещаются в вентро-
вегетативном направлении, объединяясь вдоль бу-
дущей вентральной средней линии и формируя за-
родышевую пластинку. Сегментарная эктодерма
формируется из четырех эктодермальных клонов
(N, O, P, и Q) (Weisblat, Shankland, 1985). Четыре
эктодермальных ряда клеток (обозначены буквами
q, p, o и n соответственно) располагаются друг за
другом вдоль D-V оси каждой зародышевой по-
лоски в соответствии с их проспективным значе-
нием (Weisblat et al., 1984) (рис. 2в). Несмотря на
общую детерминированность развития Helobdel-
la, имеются экспериментальные данные о том,
что именно контакт с самым дорсальным рядом
клеток q определяет судьбу соседних бластоци-
тов, возникающих из стволовых клеток O/P
(Huang, Weisblat, 1996; Kuo, Shankland, 2004). Ав-
торы одной из работ предположили, что по ана-
логии с формированием D-V разметки тела у дру-
гих первичноротых животных, BMP каскад мо-
жет участвовать в этом процессе и у Helobdella, а
источники сигнала в данном случае – клетки-
производные телобласта Q (Kuo, Weisblat, 2011).
Авторы сначала исследовали паттерны экспрес-
сии BMP лигандов и их антагонистов в ходе раз-
вития Helobdella. На стадиях, когда у Helobdella
предположительно происходит разметка D-V оси
экспрессируются четыре лиганда BMP (Hau-admp,
Hau-bmp2/4a, Hau-bmp2/4b, Hau-bmp5–8) и один
антагонист (Hau-gremlin). Ген Chordin отсутствует
в геноме Helobdella. Исследование паттернов экс-
прессии идентифицированных компонентов BMP
каскада с помощью гибридизации in situ показало,
что ADMP, BMP2/4a и BMP2/4b экспрессируются
равномерно вдоль обоих зародышевых полосок.
Напротив, BMP5–8 экспрессируется только в ряде
q, самом дорзальном ряде клеток зародышевой по-
лоски. Полученные результаты позволили предпо-
ложить, что BMP5–8 является основным лигандом,
участвующем в D-V разметке сегментарной экто-
дермы пиявок, хотя у большинства других исследо-
ванных видов BMP2/4 является центральным BMP
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лигандом, участвующем в установлении D-V оси
тела. Более того, и у позвоночных, и у плоских чер-
вей, ADMP и BMP2/4 экспрессируются на одном
из полюсов D-V оси тела. Полярная экспрессия
этих генов поддерживается за счет авторегулятор-
ной обратной связи (Reversade, De Robertis, 2005;
Gavino, Reddien, 2011; Molina et al., 2011) (рис. 1б, 1в).
Так как в зародышевых полосках Hellobdella пат-
терны экспрессии этих генов колокализованы, ав-
торегуляторная обратная связь в развитии пиявок
работать не может.

Неожиданным оказался факт, что Gremlin на
высоком уровне специфически экспрессируется в
ряду клеток p, а не в вентральных клетках зароды-
шевой полоски. Ряд p является соседом дорзально-
го ряда q и плотно к нему прилегает (рис. 2в). Надо
отметить, до этой работы не были известны при-
меры участия Gremlin в определении D-V оси у
других животных.

На основе экспериментальных данных авторы
предложили следующую модель D-V разметки за-
родышевых полосок у Helobdella (рис. 3) (Kuo,
Weisblat, 2011). Экспрессия BMP5–8 в дорзальном
ряду клеток q приводит к активации BMP сиг-
нального каскада в соседнем ряду p. Активация
каскада BMP приводит к активации экспрессии

BMP антагониста Gremlin в клетках ряда p. В свою
очередь, Gremlin, за счет связывания BMP2/4, пони-
жает активность BMP каскада в клетках ряда о. Ак-
тивность BMP каскада в клетках ряда р, несмотря
на экспрессию в них Gremlin, все равно остается
высокой, так как Gremlin специфично инактиви-
рует только BMP2/4, но не BMP5–8. Такая после-
довательность событий приводит к дифференци-
ровке клеток рядов p и o. Например, в клетках ря-
да p этот процесс приводит к запуску экспрессии
Six1/2a, а в клетках ряда о – Pax6a. Интересно от-
метить, что в данной системе антагонист BMP,
Gremlin, способен инактивировать специфиче-
ский лиганд BMP. В то же время, Chordin, антаго-
нист BMP, участвующий в разметке D-V оси боль-
шинства изученных животных, не имеет специ-
фичности, и способен инактивировать все лиганды
BMP (Gline et al., 2009). Таким образом, специфич-
ность взаимодействий лиганд-антагонист является
ключевой для формирования D-V разметки сег-
ментарной эктодермы пиявки.

Остается нерешенным вопрос, что именно
привело к перестройке молекулярного контура
BMP-Chordin у пиявок. Скорее всего, молекуляр-
ный каскад BMP в данном случае подстраивался
в ходе эволюции к изменениям эмбрионального

Рис. 2. Схема развития пиявки Helobdella. (а) Спецификация дорзо-вентральной оси происходит в результате сегрега-
ции телоплазмы (серый цвет) в бластомерах квдранта D (стадии 1–6), а затем в пяти симметрично расположенных пар
телобластов (стадия 7). Телобласты дают начало левой и правой зародышевым полоскам, покрытым эпителием, кото-
рый в свою очередь формируется из микромеров (ранняя стадия 8). Впоследствии зародышевые полоски сливаются,
формируя зародышевую пластинку (поздняя стадия 8). (б) Эмбрион на ранней стадии 8. Стрелки указывают на дви-
жения зародышевых полосок при формировании зародышевой пластинки. Красным прямоугольником выделена
часть зародышевой полоски, показанной на (в) (из Kuo, Weisblat, 2011, лицензия 5197760854830 от 28 ноября 2021 г.).
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развития и пространственного расположения эм-
бриональных зачатков. В какой-то момент то-
пология эмбриональных зачатков у пиявок из-
менилась настолько, что механизмы разметки с
помощью дальнодействующих взаимодействий
стали утрачивать эффективность. Это сделало
возможной потерю ключевых компонентов сиг-
нального каскада, обеспечивающего такие взаимо-
действия. В данном случае это произошло с Chor-
din. Таким образом, мы можем наблюдать эволю-
ционные изменения в архитектуре молекулярного
контура в ответ на изменение морфогенезов эм-
брионального развития. Радикальная перестрой-
ка каскада BMP-Chordin у пиявок не привела к
потере признака, определяющего план строения
данной группы – билатеральности.

Надо отметить, что потеря BMP-Chordin регу-
ляторного контура характерна не для всех пред-
ставителей Lophotrochozoa: компоненты данного
каскада были выявлены у моллюсков Crassostrea
gigas (Tan et al., 2017) и Lottia gigantea (Kuo, Weis-
blat, 2011). У C. gigas была выявлена экспрессия
ортолога BMP2/4 на дорзальной стороне, а Chor-
din на вентральной. Функциональных исследо-
ваний работы данного сигнального каскада у
представителей Lophotrochozoa проведено не
было. Однако данных уже достаточно для того,
чтобы отвергнуть гипотезу об уникальном меха-
низме дорзовентральной разметки у Lophotro-
chozoa. Полученных данных также достаточно
для поддержки гипотезы о том, что BMP2/4 и
Chordin использовались для становления D-V
оси тела у общего предка всех билатерий.

Более загадочным случаем является модифи-
кация BMP-Chordin контура у осы Nasonia vit-
ripennis. Было показано, что Nasonia использует
уникальный способ формирования и уточнения
градиента BMP, который отличается от характер-
ного для Drosophila (Özüak et al., 2014a). Отличи-
тельной чертой BMP регуляторного контура у Naso-
nia является отсутствие компонента Sog (ортолога
Chordin). Ген Sog отсутствует в геноме Nasonia
(Özüak et al., 2014b). Ортологи Sog/Chordin при-
сутствуют в геномах большинства животных и
важны для формирования градиентов BMP на
различных стадиях развития организма. В насто-
ящее время остается открытым вопрос о том, как
у Nasonia динамика передачи сигналов BMP регу-
лируется в отсутствие транспортной системы Sog.
Для решения этого вопроса важна идентифика-
ция фактора, который необходим для первичного
становления дорзовентральной асимметрии Na-
sonia. Напомним, что у Drosophila становление
этой асимметрии обеспечивается фактором Toll,
который регулирует экспрессию Sog, Dpp и Tld.
Поскольку у Nasonia активность BMP каскада аб-
солютно не зависит от Toll, вероятно использует-
ся другой, еще не открытый, способ первоначаль-
ного нарушения D-V симметрии. Таким образом,
у Nasonia роль сигнальной системы BMP в регу-
ляции становления дорзовентральной разметки
тела кардинально отличается от той, которая ха-
рактерна для других модельных объектов.

У пиявки движущим фактором модификации
регуляторного контура BMP каскада стало изме-
нение эмбрионального развития. Это не могло
быть причиной эволюции молекулярных меха-
низмов дорзовентральной разметки тела у Nаsonia.
Nasonia относится к группе насекомых, которые,
как и Drosophila, имеют длинную зародышевую по-
лоску. Топология эмбриональных зачатков, а так-
же клеточные механизмы раннего развития Nasonia
и Drosophila мало чем различаются.

В ходе недавних исследований была найдена
еще одна группа насекомых, у которых отсутству-
ет ген Sog. Это сверчки рода Gryllus. Никаких ан-
тагонистов BMP, которые могли бы выполнять
роль, аналогичную роли Sog, на данный момент, у
сверчков не найдено. Самым неожиданным явля-
ется тот факт, что у сверчков, в отличие от Naso-
nia, фактор Toll участвует в активации BMP каска-
да. Данные результаты позволяют предположить,
что у сверчков в дорзовентральной разметке тела
все-таки может участвовать антагонист BMP, одна-
ко до сих пор его не смогли идентифицировать
(Pechmann et al., 2021).

Интересно отметить, что у мышей, мутантных
по гену Chrd, D-V ось устанавливается, если только
эмбрион не погибает на ранних стадиях развития.
Это может свидетельствовать о наличии “подстра-
ховочных” механизмов, обеспечивающих функци-
онирование BMP-Chordin регуляторного контура.
Однако у выживших мышей генотипа Chrd–/– на-
блюдаются нарушения формирования глоточного

Рис. 3. Схема спецификации дорзо-вентральной оси
зародышевой полоски у пиявки Helobdella. (1) Близко-
действующее взаимодействие клеточного ряда q на кле-
точный ряд p опосредованное BMP5–8; (2) BMP5–8 за-
пускает спецификацию клеток ряда p (красный),
включая повышение экспресии Gremlin; (3) актив-
ность Gremlin определяет судьбу клеток в ряду o (yel-
low) путем ингибирования BMP2/4 (из Kuo, Weisblat,
2011, лицензия 5197760854830 от 28 ноября 2021 г.).
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региона (Bachiller et al., 2003). Можно предполо-
жить, что система Chordin-BMP является приме-
ром “глубокой гомологии” механизмов формиро-
вания глоточного региона: у книдарий из класса
Anthozoa становление направительной оси опреде-
ляет в первую очередь морфогенез глотки.

Разнообразие исследованных видов животных
и полученные данные о структуре и функциони-
ровании регуляторного контура BMP, участвую-
щего у них в дорзовентральной разметке, указы-
вают на наличие “подстраховочных” механизмов
и/или альтернативных способах регуляции. Та-
ким образом, потеря одного из компонентов дан-
ного регуляторного контура не обязательно при-
водит к утрате билатеральности.

Имеющиеся данные позволяют усомниться в
том, что модификация BMP сигнального каскада –
первопричина перехода от радиального-симмет-
ричного плана строения к билатеральному (и об-
ратно). Модификации BMP каскада могут являться
следствием давления естественного отбора, на-
правленного на поддержание того или иного плана
строения (например, радиального у Medusozoa).
Некоторые авторы предполагают, что симметрия
тела является адаптивным признаком (Hollo,
2017). Соответственно, устойчивое формирова-
ние адаптивного плана строения поддерживается
отбором. Это означает, что в ходе эволюции отби-
раются те механизмы развития (морфогенезы,
молекулярная разметка осей тела), которые поз-
воляют стабильно формировать билатеральный
план строения (или переходить к радиальному
плану строения). Таким образом, отбор в ходе
эволюции плана строения идет по морфологиче-
ским признакам, но не по отдельным генам, а
пластичность генетического инструментария яв-
ляется предпосылкой, обеспечивающей устойчи-
вое формирование признаков в развитии.

ЭВОЛЮЦИОННАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ 
РАЗМЕТКИ НЕРВНОЙ ТРУБКИ 

ПОЗВОНОЧНЫХ: SHH
СИГНАЛЬНЫЙ КАСКАД

Для головного и спинного мозга позвоноч-
ных характерны региональные функциональ-
ные и структурные различия, проявляющиеся
вдоль дорзовентральной оси тела. Эти различия
формируются в развитии в результате уникаль-
ной комбинаторной экспрессии генов в клетках-
предшественниках нервной трубки, что, в свою
очередь, приводит к дифференцировке различных
типов нейронов (Goulding et al., 2002). Предполага-
ется, что паттерн экспрессии генов вдоль D-V оси
нервной трубки позвоночных является результа-
том тонкой настройки работы сигнальных каска-
дов, связанной с градиентами секретируемых
морфогенов (Briscoe, Blassberg, 2013). В централь-
ной нервной системе морфоген Sonic Hedgehog
(Shh) формирует вентро-дорзальный градиент и
экспрессируется в клетках дна нервной пластинки

и хорде. Первичная разметка нервной трубки явля-
ется классическим примером индукционного про-
цесса в развитии животных. По общепринятым
представлениям, хорда, расположенная под нерв-
ной трубкой, продуцирует Shh, который, в свою
очередь, индуцирует производство Shh в клетках
дна нервной трубки. Таким образом, устанавли-
вается дорзовентральный градиент распределе-
ния этого морфогена с максимальной концентра-
цией в области его экспрессии. Данная классиче-
ская модель сформировалась на основе результатов
экспериментов по пересадкам фрагментов уже
сформированной хорды, в которых была выявлена
ее способность индуцировать морфологическую
дифференцировку дна нервной трубки (van Straat-
en et al., 1988; Smith, Schoenwolf, 1989). После от-
крытия Shh (Riddle et al., 1993) и его индуцирующей
способности (Echelard et al., 1993), сложилось пред-
ставление о том, что именно хорда является ин-
дуктором дифференцировки дна нервной труб-
ки, а индуцирующим агентом является Shh.

Если рассматривать события с точки зрения 
классической модели, градиент Shh индуцирует 
формирование дорзовентрального градиента ак-
тивности транскрипционных факторов семей-
ства Gli, которые вместе с Sox2 участвуют в даль-
нейшей разметке нервной трубки (Peterson et al., 
2012). Морфогены Wnt и BMP формируют проти-
воположно направленный дорзовентральный гра-
диент, экспрессируясь в крыше нервной трубки и 
покровной эктодерме (Liem et al., 1995; Megason, 
McMahon, 2002; Chizhikov, Millen, 2005) (рис. 4а).

Комбинация активности морфогенов и их ми-
шеней (напр. Pax7, Pax6, Nkx2.2, Olig2, Ddx1, 
Nkx6.2 и др.), приводят к высокоточной разметке 
нервной трубки на отдельные регионы вдоль дор-
зовентральной оси, в которых происходит специ-
фикация определенных подтипов нейронов (Jes-
sell, 2000). Ключевым морфогеном в данном про-
цессе считается именно Shh. Выделяют шесть 
регионов-предшественников разных подтипов 
нейронов, расположенных вдоль дорзовентраль-
ной оси нервной трубки: дно нервной трубки 
(FP), pMN, p2, p1, и p0 домены (рис. 4а). Эти до-
мены возникают последовательно в ходе разви-
тия нервной трубки в зависимости от накопления 
и распределения сигнала Shh (Jeong, McMahon, 
2005), изначальным источником которого явля-
ется хорда (рис. 4б).

Исследование индукционных свойств хорды и 
ее способности формировать молекулярную раз-
метку соседних тканей является крайне важным 
для понимания основополагающих принципов 
эмбриональной индукции (Anderson, Stern, 2016) 
и развития нервной системы позвоночных. Одна-
ко универсальность роли хорды как организатора 
ставится под сомнение некоторыми авторами 
(Le Douarin, Halpern, 2000; Patten et al., 2003). На-
пример, у особей D. rerio, мутантных по гену no tail 
(ортолог brachyury), нарушено развитие хорды, но 
дно нервной трубки развивается у них нормально
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(Halpern, 1993). Точно так же, развитие дна нерв-
ной трубки не было нарушено у эмбрионов, у ко-
торых была механически удалена прогениторная
область хорды (Shih, Fraser, 1996). Более того, на
D. rerio было показано, что активность сигналь-
ного каскада Shh не существенна для индукции
дифференцировки клеток дна нервной трубки, а
эктопическая оверэкспрессия Shh не приводит к их
эктопической дифференцировке (Schauerte et al.,
1998). На эмбрионах Xenopus было показано, что у
бесхвостых амфибий активность Shh слабо регу-
лирует экспрессию генов дна нервной трубки, но
при этом оказывает сильное влияние на экспрес-
сию латеральных транскрипционных факторов,
таких как Nkx2.2 (Peyrot et al., 2011).

Наконец, пластичность механизмов индукции
дифференцировки дна нервной трубки подтвер-
ждается в экспериментах на органоидах, получен-
ных из эмбриональных стволовых клеток мыши.

Было показано, что обработка ретиноевой кисло-
той дорзализованных органоидов приводит к спон-
танному нарушению симметрии органоида и фор-
мированию дорзовентрального паттерна экспрес-
сии Shh, а также транскрипционных факторов,
размечающих дно нервной трубки. Таким обра-
зом, продемонстрирована возможность автоном-
ной разметки нервной трубки в отсутствии внеш-
них организаторов, в частности хорды (Ranga et al.,
2016; Ishihara et al., 2017).

Несмотря на наличие противоречивых данные
о хорде, как источнике сигнала, необходимого
для дифференцировки дна нервной трубки, на-
чальные стадии экспрессии Shh в развитии позво-
ночных до недавнего времени не были подробно
исследованы. Данный пробел был заполнен в на-
шей работе (Kremnyov et al., 2018), посвященной
сравнительному исследованию начальных этапов

Рис. 4. Становление градиента Shh в вентральной части нервной трубки позвоночных определяет поэтапную актива-
цию регуляторных транскрипционных факторов в прогенеторных клетках нейронов разных типов. (а) Вдоль дорзо-
вентральной оси вентральной части нервной трубки расположены шесть доменов прогениторных клеток FP, p3, pMN,
p2, p1 и p0, из которых развиваются нейроны V0–V3 и MN. Пространственная организация прогениторных доменов
в вентральной части нервной трубки устанавливается градиентом Shh, который секретируется хордой и дном нервной
трубки. За разметку дорзальной части нервной трубки отвечают противонаправленный градиент BMP и Wnt. Каждый
прогенеторный домен экспрессирует уникальную комбинацию транскрипционных факторов Nkx2.2, Olig2, Nkx6.1,
Nkx6.2, Dbx1, Dbx2, Irx3, Pax6 и Pax7. (б) Транскрипционные факторы Olig2 и Nkx2.2, а также сам Shh определяют три
самых вентральных прогенеторных домена (pMN, p3 и FP соответственно). Экспрессия каждого из этих маркеров за-
пускается в последовательные моменты времени развития нервной трубки по средней линии. Экспрессия каждого
маркера сдвигается в дорзальном направлении при активации экспрессии следующего маркера на средней линии.
Данные события происходят вследствие накопления и расширения градиента морфогена Shh в вентральной части
нервной трубки. Nc – хорда, FP – дно нервной пластинки, RP – крыша нервной трубки.
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экспрессии Shh в развитии трех позвоночных:
кролика, курицы и шпорцевой лягушки.

Было показано, что паттерн экспрессии Shh в
ходе развития кролика полностью согласуется с
классическими взглядами на дорсовентральную
разметку нервной трубки позвоночных. Сначала
экспрессия Shh детектируется в хорде, а позже
экспрессия Shh начинается в клетках дна нервной
пластинки. Такая динамика экспрессии Shh дает
основания предполагать, что в хорда выступает
организатором, запускающим экспрессию Shh в
дне нервной трубки.

Однако динамика экспрессии Shh в ходе разви-
тия цыпленка и кролика имеет существенные раз-
личия. У эмбрионов цыпленка на стадии 5 HH
(таблица нормального развития; Hamburger, Ham-
ilton, 1951), которые начинают формирование хор-
ды, экспрессия Shh образует полосу вдоль средин-
ной линии эмбриона, впереди от гензеновского
узелка, а экспрессия в гензеновском узелке имеет
лево-правую асимметрию (рис. 5а). При подроб-
ном исследовании паттернов экспрессии на срезах,
было показано, что задние Shh-положительные тка-
ни лежат непосредственно над Shh-негативной хор-
дой (рис. 5б). В серединной области тела эмбриона
осевая мезодерма, и нейроэктодерма Shh-позитив-
ны. В передней области Shh экспрессируется
только в прехордальной пластинке, а передняя
нейроэктодерма остается негативной. Таким об-
разом, формирующаяся хорда не экспрессирует
Shh, его экспрессия запускается позже в процессе
развития хорды. Shh в нервной пластинке детек-
тируется на высоком уровне в задней области,
там, где не наблюдается экспрессии Shh в подле-
жащей хорде. Такой паттерн экспрессии Shh у эм-
бриона курицы ставит под сомнение представле-
ния классической модели дорсовентральной раз-
метки нервной трубки.

Shh экспрессируется в презумптивной области
дна нервной трубки с самого начала формирова-
ния хорды. Поэтому встает вопрос, начинается ли
экспрессия Shh до формирования гензеновского
узелка и прехордальной пластинки? Удивитель-
но, но сигнал Shh детектируется уже со стадии
2–3 HH (рис. 5в–5д). На данной стадии первич-
ная полоска представляет собой сгущение клеток,
вытянутое в направлении от заднего полюса к сере-
дине бластодиска. Ранее было показано, что на
этой стадии область перед первичной полоской яв-
ляется областью презумптивного дна нервной
трубки (Lopez-Sanchez et al., 2001). Именно в этой
области выявляется сильная экспрессия Shh. Де-
тальное исследование экспрессии Shh на этих ста-
диях было проведено на срезах (рис. 5г, 5д). Полу-
ченные данные говорят о том, что экспрессия Shh
в области дна нервной трубки начинается еще до
формирования хорды и, возможно, в данном слу-
чае, дно нервной трубки индуцирует экспрессию
Shh в хорде (рис. 6). Таким образом, классическая
модель дорзовентральной разметки нервной труб-
ки не может быть применена к развитию птиц в той

форме, в которой она представлена в учебниках для
всех позвоночных (рис. 6а).

Безусловно, полученные недавно результаты
ставят новый вопрос: имеется ли вероятность то-
го, что у птиц индукцию разметки нервной труб-
ки осуществляет другой представитель семейства
морфогенов Hedgehog. Однако оказалось, что на
исследованных стадиях развития (4–17 HH) экс-
прессия Ihh (Indian Hedgehog) и Dhh (Desert Hedge-
hog) не детектируется ни в хорде, ни в дне нерв-
ной трубки.

У шпорцевой лягушки экспрессия Shh в нерв-
ной пластинке детектируется уже на стадии позд-
ней гаструлы. Следовательно, индукция экспрес-
сии Shh в дне нервной трубки лягушки начинается
рано, задолго до сворачивания нервной трубки.
Однако до сих пор остается неизвестным, индуци-
руется ли ранняя экспрессия Shh в дне нервной
трубки амфибий дорсальной мезодермой. Имеются
свидетельства того, что экспрессия Shh в дне нерв-
ной пластинки лягушки активируется по умолча-
нию. Это происходит даже на фоне подавления ак-
тивности Shh с помощью морфолино олигонуклео-
тидов или циклопомина (Peyrot et al., 2011). Эти
данные являются весомым аргументом в пользу
первичной активации экспрессии Shh в клетках
дна нервной пластинки. В этой же работе имеют-
ся дополнительные свидетельства в пользу пер-
вичной активации Shh в нервной пластинке. В
экспериментах по активации Notch сигнального
каскада в развитии Xenopus были получены эм-
брионы с нарушениями формирования осевого
комплекса, у которых отсутствовала корреляция
между экспрессией Shh в клетках дна нервной труб-
ки и подлежащей хорды. Так, у эмбрионов, хорда
которых не была сформирована, а мезодермальные
источники сигналов Shh отсутствовали, в нервной
пластинке наблюдалась экспрессия Shh. В то же
время, у тех эмбрионов, у которых экспрессия Shh
наблюдалась в хорде, экспрессия Shh в нервной
пластинке отсутствовала (Peyrot et al., 2011).

Данные по пространственному паттерну экс-
прессии Shh, полученные на шпорцевой лягушке,
позволяют предположить, что разметка нервной
трубки у амфибий идет в планарной плоскости,
вдоль медио-латеральной оси, а не вдоль дорзо-
вентральной, как описывает классическая модель,
вероятно справедливая для развития млекопитаю-
щих. Такой вариант разметки нервной трубки мо-
жет быть связан с особенностями еe формирования
у амфибий. У них она формируется только путем
сворачивания нервной пластинки. В отличии от
амфибий, у млекопитающих нейруляция идет как
путем сворачивания эпителиального пласта в более
передних областях эмбриона (первичная нейруля-
ция), так и путем кавитации (вторичная нейруля-
ция). Таким образом, можно предположить, что
топографические особенности развития нервной
системы амфибий определяют особенности ее мо-
лекулярной разметки.
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Имеется небольшое количество данных по ди-
намике экспрессии генов Hedgehog у представите-
лей низших хордовых. У ланцетника был описан
один ген этого семейства (Shimeld et al., 1999), в то
время как у асцидии Ciona intestinalis было обнару-
жено два паралога Hedgehog (Ci-hh1 and Ci-hh2),
которые появились в результате независимой ду-
пликации (Takatori et al., 2020). Анализ простран-
ственной экспрессии этих генов в развитии Ciona

показал, что транскрипты Ci-hh1 присутствуют в
зиготе, но на стадии гаструлы уже не детектируют-
ся методом гибридизации in situ. Ci-hh2 экспресси-
руется в вентральных клетках нервной трубки, а в
хорде его экспрессия не детектируется ни на одной
стадии развития. Экспрессия гена Hedgehog у асци-
дий в вентральных клетках нервной трубки может
быть связана с ранней детерминацией клеточных
клонов и уменьшением роли индукционных взаи-

Рис. 5. Пространственная динамика экспрессии Shh в развитии курицы. (а, в): тотальные препараты эмбрионов на
стадии 5 (а), и 2+/3– (в); сагиттальный срез эмбриона на стадии 5 (б); (г, д) поперечные срезы эмбрионов на стадии
2+/3– HH на уровнях указанных на (в). На (а) стрелка указывает на положение гензеновского узелка; на (в) стрелкой
указана антериорная граница первичной полоски. Обозначения: fp – дно нервной трубки, am – осевая мезодерма, n –
узелок, pm – прехордальная мезодерма (из Kremnyov et al., 2018, используется по лицензии CC BY 4.0).

(а)

(б)

(б)

(г)

(д)

(в) (г)

(д)

L

D

V

R

Ant

Ant

Post

am
fp

se
n

Post

Stage 5

e

ps

Рис. 6. (а) Классическая универсальная модель становления дорзовентрального градиента Shh в нервной трубке у по-
звоночных. Согласно данной модели, хорда, расположенная под нервной трубкой, продуцирует Shh, который в свою
очередь индуцирует выработку Shh в клетках дна нервной трубки. (б) Модификация модели молекулярной разметки
нервной трубки у птиц, предложенная в работе Kremnyov et al., 2018. Согласно данной модели для экспрессии Shh в
дне нервной трубке у птиц не требуется получения индукционного сигнала от подлежащей хорды. Экспрессия Shh у
птиц в хорде наблюдается уже после ее активации в дне нервной трубки. Можно предположить, что если в данной мо-
дели имеются индукционные взаимодействия между клетками дна нервной трубки и хорды, то индукция идет в обрат-
ном направлении в сравнении с классической моделью: клетки дна нервной трубки индуцируют экспрессию Shh хор-
де (по Kremnyov et al., 2019).
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модействий в их развитии. У ланцетника экспрес-
сия Hedgehog наблюдается сначала в эндодерме и
хорде, а уже потом в дне нервной трубки. С уче-
том филогенетического положения ланцетника,
именно таким мог быть предковый механизм ин-
дукции дифференцировки дна нервной трубки
(Shimeld et al., 1999). Однако, данные для ланцет-
ника были получены методом гибридизации in situ
на целых эмбрионах. Для подтверждения полу-
ченных данных должно быть проведено исследо-
вание паттерна экспрессии Hedgehog на срезах.

Сравнительный анализ паттернов экспрес-
сии гена Hedgehog в развитии хордовых указыва-
ет на эволюционные различия в свойствах хор-
ды как организатора, участвующего в разметке
нервной трубки и дифференцировке ее дна (рис. 7).
Некоторые авторы предполагают, что тип специ-
фикации дна нервной трубки у хордовых подстраи-
вается под изменяющуюся топографию тканей,
взаимодействующих в процессе гаструляции и
формирования хорды. Это свидетельствует об эво-
люционной пластичности процессов ранней эм-
бриональной индукции (Kremnyov et al., 2018).

Большинство исследований, посвященных мо-
лекулярным механизмам дорзовентральной раз-
метки нервной трубки, проводят на эмбрионах ку-
рицы. Выявленные закономерности экстраполи-
руют на всех позвоночных животных, считая их
архетипическими. Полученные результаты даже
пытаются применять при исследовании регенера-
ции спинного мозга млекопитающих (Demers et al.,
2016). Однако анализ имеющихся данных позволя-
ет сделать вывод, что механизмы разметки нервной
трубки принципиально различаются у птиц и мле-
копитающих, хотя конечный результат развития
практически совпадает (Kremnyov et al., 2018).

ИНДИВИДУАЛЬНАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ 
СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ

ПРИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ ЭНДОДЕРМЫ
Структура генных регуляторных сетей в раз-

витии животных должна обладать достаточной
эволюционной пластичностью. Это необходи-
мая предпосылка для возникновения эволюци-
онных инноваций, ответа на давление отбора и ге-
нетического дрейфа (Félix, Wagner, 2008; Peter, Da-
vidson, 2011). Предполагается, что именно
генетическая изменчивость, чаще всего ней-
тральная по отношению к приспособленности
организма, обеспечивает пластичность структуры
и работы генных регуляторных сетей (Félix, Wag-
ner, 2008). Исследования лабораторных линий и
штаммов модельных организмов внесли огром-
ный вклад в понимание работы ключевых узлов
генных регуляторных сетей в разнообразных про-
цессах развития (Oliveri et al., 2008; Peter et al.,
2017). Однако такой подход не позволяет рас-
крыть эволюционную роль пластичности этих се-
тей. Изменчивость функций и архитектуры ген-
ных регуляторных сетей может быть выявлена

путем анализа фенотипических различий, кото-
рые являются результатом естественной генети-
ческой изменчивости, присутствующей в от-
дельных изолятах того или иного вида (Phin-
chongsakuldit et al., 2004; Milloz et al., 2008; Nunes
et al., 2013). Как должны быть устроены генные
регуляторные сети, чтобы обеспечивать устой-
чивость процессов развития? Структура каких
узлов этих сетей является пластичной, а каких –
“закреплена” более жестко?

Свойства генных регуляторных сетей наиболее
перспективно изучать на модельных системах,
которые возникли на ранних этапах эволюции.
Одной из таких удачных моделей может служить
процесс дифференцировки эндодермы, которая
возникла еще до появления билатерально сим-
метричных животных, около 600 млн лет назад
(Peterson et al., 2004). Несомненно, генные регу-
ляторные сети, участвующие в спецификации эн-
додермы у современных животных, претерпели
существенные модификации за долгий период
эволюции. Однако транскрипционный аппарат
дифференцировки эндодермы имеет общие черты
у представителей всех ветвей филогенетического
древа Metazoa. Например, каскады факторов тран-
скрипции семейства GATA участвуют в развитии
эндодермы не только у трехслойных животных, но
и у большинства остальных Metazoa, включая кни-
дарий (Davidson et al., 2002; Martindale et al., 2004;
Boyle, Seaver, 2010). Одно из исследований, под-
тверждающих консервативность регуляторного
механизма спецификации энтодермы, показало,
что фактор из семейства GATA нематоды C. ele-
gans, END-1, способен активировать развитие эн-
додермы из клеток презумптивной эктодермы
шпорцевой лягушки (Shoichet et al., 2000). Эти ре-
зультаты указывают на то, что транскрипцион-
ные факторы GATA участвовали в формировании
эндодермы еще у общего предка нематод и позво-
ночных.

Нематода C. elegans имеет детерминированное
развитие. В ходе дробления, в результате несколь-
ких асимметричных делений, возникает несколь-
ко клеток предшественников: AB, MS, E, C, D и
P4 (рис. 8). Кишечник C. elegans полностью фор-
мируется из бластомера Е (Sulston et al., 1983). Де-
терминированное развитие представляет собой
высоко воспроизводимую систему. Этот тип раз-
вития предоставляет уникальные возможности
для изучения спецификации и дифференцировки
эндодермы. На сегодняшний день мы достаточно
подробно представляем картину генных регуля-
торных сетей участвующих в дифференцировке
эндодермы лабораторной линии N2. Каскад диф-
ференцировки начинается с того, что материн-
ский фактор SKN-1/Nrf активирует экспрессию
GATA-подобных факторов MED (MesEnDoderm)-1
и MED-2, а также канонических GATA факторов
END-3 и END-1. Далее этот процесс приводит к
активации ELT-7 и ELT-2 в бластомере Е, которые
участвуют в морфогенезe кишечника и диффе-
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ренцировке его клеток (Sommermann et al., 2010;
Dineen et al., 2018). Однако факторы SKN-1 и
MED-1/2 активируются не только в бластомере Е,
но и в сестринском бластомере MS, в котором они
участвуют в дифференцировке мезодермы (рис. 8).

Для запуска механизма дифференцировки бла-
стомера E по пути эндодермы необходима работа
сигнального каскада Wnt/MAPK/Src. Активация
этого механизма происходит в тот момент, когда
бластомер P2 индуцирует поляризацию мезэндо-
дермальной клетки EMS, а в результате происходит
регион-специфическая активация POP-1/TCF
(Phillips et al., 2007; Owraghi et al., 2010). Далее в
клетке MS POP-1 подавляет экспрессию END-1 и
END-2, блокируя дифференцировку этой клетки
в направлении эндодермы. В то же время, индук-
ционный сигнал, исходящей от клетки P2, приво-
дит к фосфорилированию POP-1 в более задней
клетке E, превращая POP-1 из ингибитора эндо-
дермы в активатора.

Регуляторные взаимодействия между SKN-1 и
POP-1, который является эффекторной молеку-
лой Wnt каскада, демонстрируют значительное
разнообразие у видов нематод рода Caenorhabditis,
которые разошлись около 30 млн лет назад. Таким
образом, для ключевого узла генной регуляторной
сети дифференцировки эндодермы характерна вы-

сокая эволюционная пластичность. Было показа-
но, что нокдаун гена SKN-1 у С. elegans приводит к
подавлению дифференцировки производных бла-
стомера MS и отсутствию кишечника у развиваю-
щихся эмбрионов. При нокдауне гена POP-1 про-
исходит дифференцировка второго эктопическо-
го кишечника из клетки MS. Совершенно другую
картину можно наблюдать при нокдауне этих ге-
нов у C. briggsae. Подавление экспрессии гена
SKN-1 приводит у нее к отсутствию формирования
кишечника и не влияет на формирование произ-
водных бластомера MS. В то же время подавление
экспрессии POP-1 приводит к трансформации E
бластомера в MS и отсутствию кишечника. Полу-
ченные результаты ярко демонстрируют, что у ви-
дов рода Caenorhabditis интеграция Wnt-зависимых
и Wnt-независимых траекторий определения судь-
бы клеток может идти разными путями (Lin et al.,
2009).

Каковы генетические механизмы, регулирую-
щие пластичность генных регуляторных сетей эн-
додермы у представителей одного вида? Авторы
одного из исследований попытались ответить на
этот вопрос используя методы количественной
генетики в сочетании с методами молекулярной
биологии развития (Cleuren et al., 2019). Для этого
они создали широкую коллекцию изотипов (ин-

Рис. 7. Паттерн экспрессии Shh в ходе развития осевых структур хордовых в контексте эволюции. 1 – Kremnyov et al., 2019,
2 – Chamberlain et al., 2008, 3 – Krauss et al., 1993, 4 – Takatori et al., 2002, 5 – Shimeld, 1999 (по Kremnyov et al., 2019).
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бредных вариантов) C. elegans, что позволило по-
лучить платформу для анализа эволюции слож-
ных признаков и модификации генных регуля-
торных сетей в развитии С. elegans.

Эти авторы показали, что у С. elegans имеется
высокая внутривидовая изменчивость механизмов
активации генной регуляторной сети специфика-
ции эндодермы. Они начали работу с исследования
роли центрального узла генной регуляторной сети
SKN-1 у разных линий С. elegans. Для этого исполь-
зовались методы интрогрессии мутантых аллелей
генов и РНК интерференции (RNAi). RNAi SKN-1
приводит к 100% смертности эмбрионов стан-
дартной лабораторной линии N2. Однако у 30%
эмбрионов успевал дифференцироваться ки-
шечник. Оценку количества эмбрионов с диф-
ференцированным кишечником проводили по
наличию специфичных для кишечника гранул
рабдитина, экспрессии специфических марке-

ров elt-2::GFP и промежуточных филаментов IFB-2.
Далее авторы проверили необходимость SKN-1
для спецификации эндодермы у большого коли-
чества изолятов С. elegans. У всех изолятов, кроме
гавайского штамма CB4852 RNAi SKN-1 приво-
дила к 100% смертности эмбрионов, однако коли-
чество эмбрионов с развитым кишечником силь-
но различалось и варьировало от 0.9 до 60% для
разных линий. При интрогрессии мутантного ал-
леля SKN-1 авторы получали сходный результат.
Также в работе было показано, что доля особей, у
которых успевает дифференцироваться кишечник
после RNAi SKN-1, не зависит от филогенетическо-
го положения и географического происхождения
линий. Полученные результаты показывают, что
сигнальные системы активации генной регулятор-
ной сети спецификации эндодермы у С. elegans под-
вержены крайне быстрой дивергенции, то есть об-
ладают высокой эволюционной пластичностью.

Рис. 8. Асимметричные деления дробления эмбриона Caenorhabditis elegans и генная регуляторная сеть дифференци-
ровки эндодрмы. (а) В ходе асимметричных делений дробления эмбриона C. elegans возникают шесть клеток-основа-
телей, каждая из которых дает начало определенным типам тканей. На четырехклеточной стадии SKN-1 активирует
гены MED-1,2, инициируя спецификацию мезэндодермальной клетки (EMS). Соседний к ней бластомер P2 поляри-
зует клетку EMS (индукция показана стрелкой) за счет сигналов Wnt/MAPK/Src. (б) На антериорном полюсе EMS
клетки POP-1 подавляют экспрессию генов END-1 и END-2, а MED-1,2 включает Tbx-35, который в свою очередь
определяет судьбу дочерней мезодермальной клетки MS. На постериорном полюсе EMS клетки киназа LIT-1 в ответ
на индукционные сигналы бластомера P2 фосфолирирует POP-1*, превращая его из репрессора в активатор диффе-
ренцировки эндодермы из дочернего бластомера E. Далее, факторы дифференцировки ELT-7 и ELT-2 регулируют экс-
прессию генов, ответственных за спецификацию эндодермы (по Ewe et al., 2020).
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Итак, было показано, что роли SKN-1 и Wnt в
генной регуляторной сети эндодермы различают-
ся у C. elegans и C. briggsae, а SKN-1 имеет разное
значение для спецификации эндодермы в разных
изолятах C. elegans. Эти данные позволяют предпо-
ложить, что и активность Wnt каскада при диффе-
ренцировке эндодермы может различаться между
изолятами C. elegans. Следующим шагом данно-
го исследования было выяснение роли лиганда
MOM-2/Wnt в дифференцировке эндодермы у тех
же диких изолятов, которые были протестирова-
ны в экспериментах с подавлением экспрессии
SKN-1. При RNAi MOM-2 кишечник формиро-
вался у 40–99% эмбрионов, в зависимости от
изолята. Корреляций между наборами феноти-
пов, полученных в результате RNAi MOM-2, и
филогенетическим положением/географиче-
ским распределением изолятов C. elegans также
выявлено не было. То есть у филогенетически (гео-
графически) удаленных друг от друга линий могли
наблюдаться одинаковые наборы фенотипов. По-
давление экспрессии POP-1, хоть и было леталь-
ным для всех изолятов, не влияло на подавление
процесса спецификации эндодермы. Количе-
ственный генетический анализ природных и ре-
комбинантных популяций выявил множествен-
ные локусы, лежащие в основе изменчивости по-
требности в SKN-1 и MOM-2 для спецификации
эндодермы. Весь комплекс полученных данных
позволил предложить модель компенсаторных
отношений между SKN-1 и MOM-2.

Архитектура генных регуляторных сетей изме-
няется в том числе и при эволюции цис-регуля-
торных последовательностей (Peter, Davidson,
2011). Поэтому анализ изменчивости последова-
тельностей мишеней SKN-1 и Wnt/POP-1 у диких
изолятов C. elegans поможет понять, как генетиче-
ские изменения подстраиваются к генетической
сети без ущерба для процесса развития в микро-
эволюционном масштабе времени.

Результаты данного исследования позволяют
понять, что информация, полученная в ходе изу-
чения молекулярных механизмов развития на
одной лабораторной линии животных, не долж-
на переноситься на весь вид. Только исследова-
ния на популяционном уровне позволят раскрыть
универсальные принципы регуляции развития, а
не только роль отдельных регуляторных белков у
отдельных лабораторных линий животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном обзоре мы продемонстрировали эво-

люционную и индивидуальную пластичность сиг-
нальных каскадов на примере нескольких процес-
сов, наблюдающихся в развитии позвоночных и
беспозвоночных животных.

Имеющиеся данные позволяют усомниться в
том, что эволюционные изменения сигнальных
каскадов – первопричина появления новых пла-
нов строения. Модификации каскадов могут яв-

ляться следствием давления естественного отбора,
направленного на поддержание того или иного
плана строения в условиях изменившегося эмбри-
онального развития. Индивидуальная и эволюци-
онная пластичность генных регуляторных сетей
является необходимой предпосылкой для устойчи-
вого формирования признаков в онто- и филогене-
зе. Несомненно, описанный феномен индивиду-
альной пластичности сигнальных каскадов имеет
большое значение и для медицины. Именно это
явление может приводить к тому, что два челове-
ка с одним и тем же заболеванием, или унаследо-
вавшие одну и ту же мутацию, проявляют разные
симптомы и по-разному реагируют на лечение.

Анализ представленных данных показывает,
что редукционистский подход к изучению сиг-
нальных каскадов, не позволяет выявить универ-
сальные для Metazoa принципы регуляции разви-
тия. Прогресс в изучении регуляции развития
ограничивается небольшим набором модельных
объектов, искажающим наши представления о
разнообразии и пластичности сигнальных каска-
дов. Активные исследования в областях эволюци-
онной биологии развития (EvoDevo) и экологиче-
ской биологии развития (EcoEvoDevo), связанные
с использованием широкого круга филогенетиче-
ски репрезентативных моделей, позволят преодо-
леть эти ограничения.
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in Animals’ Development
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The notion that the signaling pathway involved in the regulation of animals’ key developmental processes
(body axis formation, germ layers specification, embryonic induction) are highly conservative dominates in
Evolutionary Developmental Biology (EvoDevo). At the same time, there are many pieces of evidence that these
signaling pathways are extremely plastic. In this review, we analyze the evolutionary and ontogenetic plasticity of
signaling cascades operating in the development of several model species. Studies on the plasticity of molecular
regulatory mechanisms are necessary for understanding the basic patterns of animal evolution and for the im-
provement of biomedical technics as well. Our review will allow readers to look at the concept of “conservatism”
of molecular regulatory mechanisms in animal ontogeny and evolution from different angles.
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Aurelia aurita – представитель сцифоидных, одного из классов Стрекающих (Cnidaria), развитие и
жизненный цикл которого достаточно хорошо изучены. В последние годы A. aurita часто выступает
в качестве объекта изучения процессов развития Cnidaria, включая специфический вариант беспо-
лого размножения путем стробиляции – формирование эфир (личинок медуз) за счет поперечного
деления полипа. Естественным стимулом для начала стробиляции в большинстве случаев служит
продолжительное снижение температуры. Необходимость длительной индукции и непредсказуе-
мость результата затрудняет работу с этим модельным объектом. Поэтому для индукции стробиля-
ции в лабораторных условиях часто используются различные синтетические химические соедине-
ния, строение которых приближено к таковому предполагаемого “гормона стробиляции”. В насто-
ящей работе представлены данные об обнаруженных отклонениях в процессе отделения эфир и в их
внешней морфологии при использовании 5-метокси-2-метилиндола для индукции стробиляции у
A. aurita в лабораторных условиях. Впервые проведено сравнение наблюдавшихся в эксперименте
отклонений в морфологии эфир с описанными в литературе отклонениями в морфологии эфир и
медуз из природных популяций. Высказано предположение, что химическая индукция приводит к
возрастанию частоты появления морфологических отклонений у формируемых в процессе строби-
ляции эфир на основе нарушения пространственной разметки и процессов дифференцировки за-
чатков.

Ключевые слова: Cnidaria, Scyphozoa, Aurelia aurita, полип, медуза, эфира, стробиляция, индукция
стробиляции, 5-метокси-2-метилиндол, отклонения в строении
DOI: 10.31857/S0475145022020082

ВВЕДЕНИЕ
Для решения вопросов регуляции процессов

формообразования и развития многоклеточных
животных все чаще обращают внимание на пред-
ставителей низших многоклеточных (Догель, 1981;
Brusca, Brusca, 2003; Technau et al., 2015; Zimmer-
mann et al., 2019). Это связано с надеждами на то,
что простота организации таких организмов облег-
чит понимание сложной системы регуляции, базо-
вые принципы которой одинаковы для всех орга-
низмов (Technau, Steele, 2011; Genikhovich, 2019).
Сцифомедуза Aurelia aurita является одним из наи-
более изученных видов среди стрекающих, кото-
рый в последнее время используется как модель-
ный объект биологии развития (напр., Spangenberg,
1965a, 1965b, 1991; Yuan et al., 2008; Nakanishi et al.,
2008, 2010; Gold et al., 2015; Khalturin et al., 2019).

Внимание биологов развития в последнее вре-
мя привлекает процесс трансформации сцифопо-

липов в личинки медуз – эфиры, которые в даль-
нейшем постепенно развиваются в ювенильных
медуз. Процесс трансформации начинается стро-
биляцией (терминальным почкованием) – подраз-
делением тела полипа на фрагменты, из кото-
рых затем формируются личинки медуз – эфи-
ры (рис. 1) (Иванова-Казас, 1977; Догель, 1981;
Straehler-Pohl et al., 2011). Поиску генетических
регуляторных механизмов этого процесса уделяется
особое внимание (Kroiher et al., 2000; Fuchs et al.,
2014; Brekhman et al., 2015; Gold et al., 2019).

Aurelia aurita относится к видам с полидискоид-
ной стробиляцией, в результате которой один по-
лип дает начало нескольким эфирам (Berrill, 1949;
Сухопутова, 2013; Sukhoputova et al., 2019). Для
эфир данного вида характерно наличие восьми
отростков – лопастей (рис. 2). На конце каждого
такого отростка эфиры имеется развилка из двух
краевых лопастей, в промежутке между которыми

УДК 591.3:593.5:59.084:57:033
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Рис. 1. Стробиляция Aurelia aurita. Верхний ряд – схемы, нижний ряд – фотографии соответствующих стадий. (а) По-
лип до начала стробиляции, (б) стробила с первыми перетяжками; процесс подразделения тела полипа на зачатки
эфир начинается в оральной части полипа и распространяется по направлению к аборальной части, (в) особь, перехо-
дящая на стадию средней стробилы, у зачатков, расположенных ближе к оральной части полипа, начинают формиро-
ваться лопасти, (г) средняя стробила; зачатки эфир, расположенные ближе к оральной части полипа, приобретают
красный оттенок, продолжается развитие лопастей эфир, (д) поздняя стробила, полностью сформированные эфиры
отделились, развитие личинок медуз продолжается в орально-аборальном направлении, (е) полип после стробиляции.
з – зачаток эфиры, п – перетяжки, отделяющие зачатки эфир, р – ропалий, щ – щупальце полипа. Масштабные ли-
нейки равны 1 мм.

(а) (б) (в) (г) (д) (е)

з

з
з

з

щп

п пп р

щ

щ

формируется комплекс органов чувств – ропа-
лий. В норме ропалии первой (самой орально
расположенной) эфиры закладываются в основа-

нии каждого второго щупальца полипа, начавше-
го стробиляцию, и который чаще всего имеет
16 щупалец (Browne, 1901; Spangenberg, 1991; Su-
khoputova et al., 2019).

Отклонения в строении эфир, медуз и других
стадий жизненного цикла A. aurita привлекали
внимание в основном в конце 19–начале 20 вв.
(Browne, 1895, 1901; обсуждение и ссылки в ра-
ботах Hargitt, 1901; Berrill, 1949; Gershwin, 1999).
По настоящее время отклонения в строении эфир
должным образом не систематизированы, и от-
сутствует их подробный анализ. Одни авторы рас-
сматривали только отклонения в числе ропалиев
или лопастей у эфир и медуз от обычных восьми
(Browne, 1895, 1901; Berrill, 1949); другие – обра-
щали внимание на нарушение тетрамерной сим-
метрии медуз и эфир (Gershwin, 1999), лишь упо-
миная другие отклонения. Встречаются описания
отдельных необычных отклонений в строении
вновь отделившихся эфир (Browne, 1895; Vannucci,

Рис. 2. Строение эфиры Aurelia aurita. гф – гастраль-
ные филаменты, кр – краевая лопасть, л – лопасть
эфиры, м – манубриум, р – ропалий. Масштабная
линейка 1 мм.
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1957). Неисследованным остается и вопрос о вли-
янии тех или иных отклонений в строении эфир на
дальнейшее формирование медуз (Uchida, Nagao,
1963; Hamner, Jenssen, 1974; Kakinuma, 1975; Mi-
yake et al., 1997; Chernyshev, Isaeva, 2002; Заика, 2005;
Straehler-Pohl et al., 2011).

Наиболее вероятным естественным фактором,
который вызывает начало стробиляции у A. aurita,
считается продолжительное снижение темпера-
туры окружающей среды, связанное со сменой
времен года. Исследования показали, что искус-
ственное снижение температуры на несколько
градусов в лабораторных условиях может индуци-
ровать стробиляцию по прошествии от несколь-
ких недель до нескольких месяцев (Berrill, 1949;
Spangenberg, 1965a, 1965b; Kakinuma, 1975; Sukho-
putova, Kraus, 2017). Чувствительность полипов к
снижению температуры может значительно отли-
чаться у культур, которые перед индукцией дол-
гое время содержались в разных температурных
условиях, в том числе при индукции клональных
культур (Сухопутова, Краус, 2017). Это ведет к не-
обходимости подбора условий индукции для каж-
дой отдельной группы полипов, что значительно
затрудняет работу.

Изучение молекулярных механизмов регуля-
ции стробиляции позволило выявить ген CL390,
который активно транскрибируется при строби-
ляции (Fuchs et al., 2014; Wang, 2017). Белок, коди-
руемый данным геном, имеет сложное строение,
в теле полипа он распадается на части, одна из ко-
торых, по-видимому, и играет основную роль в
запуске каскада биохимических реакций, кон-
тролирующих протекание стробиляции. На осно-
ве строения этого вещества было предложено ис-
пользование ряда синтетических гомологичных
молекул – производных индола и триптофана,
которые способны индуцировать стробиляцию в
короткие сроки: от двух дней до нескольких не-
дель (Spangenberg, 1967, 1971; Kuniyoshi et al., 2012;
Fuchs et al., 2014; Cabrales-Arellano et al., 2017;
Wang, 2017). Одно из таких веществ – 5-метокси-
2-метилиндол.

Как было указано выше, индукция стробиля-
ции за счет вариации естественных факторов сре-
ды (снижение температуры содержания) требует
значительного времени и результат остается до-
статочно непредсказуемым. Поэтому в настоящей
работе была поставлена цель провести сравнитель-
ный анализ процесса стробиляции и разнообразия
отклонений во внешней морфологии эфир при хи-
мической индукции стробиляции. Описано и клас-
сифицировано значительное число отклонений, в
том числе ранее не описанных, в строении эфир,
сформировавшихся в процессе стробиляции кло-
нальных полипов A. aurita из Черного моря, инду-
цированных растворами 5-метокси-2-метилин-
дола различных концентраций от 5 нМ до 5 мМ.

Полученные данные свидетельствуют об опреде-
ленном влиянии химического индуктора на про-
цесс стробиляции. Это позволит в дальнейшем
провести анализ закономерностей отклонений, на-
блюдающихся у различных представителей сцифо-
идных как при развитии в естественных условиях,
так и при химической индукции стробиляции по-
липов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
При проведении экспериментов использовали

полипов Aurelia aurita (Linnaeus, 1758) из клональ-
ной культуры, полученной от полипов из Черного
моря (рис. 1). Культура состоит из потомков од-
ного полипа, видовая принадлежность которого
подтверждена молекулярно-филогенетическим
анализом, проведенным по генам CO1 и 28S, с
использованием последовательностей из Генбан-
ка (Бондарь, 2019). Использование генетически
однородных полипов исключает влияние генети-
ческих различий на результаты экспериментов.
Культура содержится на биологическом факуль-
тете МГУ им. М.В. Ломоносова при постоянных
условиях при 18°C, в искусственной морской воде
(Coral Pro, Red Sea, Израиль) соленостью 18 про-
милле. Кормление полипов осуществляется на-
уплиусами Artemia sp. два раза в неделю. Культура,
а также все полипы во время проведения экспе-
риментов содержались в темной комнате. Поли-
пы этой культуры никогда не приступали к спон-
танной стробиляции.

Индукция стробиляции
В экспериментах по индукции использовали

полипов примерно равных размеров, так как из-
вестно, что количество эфир (но не их размер) и
время стробиляции зависят от размеров полипа
(Kroiher et al., 2000). Эксперименты начинали не
ранее, чем через сутки после последнего кормле-
ния. В течение эксперимента полипов не корми-
ли. Для индукции по 5 полипов помещали в пла-
стиковые емкости с 10 мл искусственной морской
воды с индуктором заданной концентрации. Воду
с индуктором не меняли.

Были проведены четыре серии экспериментов
с различными концентрациями индуктора 5-ме-
токси-2-метилиндола (#M15451, Sigma-Aldrich)
(далее – индола): 5 нМ, 25 нМ, 1 мкМ, 5 мкМ. Ми-
нимальная и максимальная концентрации индук-
тора в 5 нМ и 5 мкМ были выбраны исходя из дан-
ных, приведенных в работе Фучса с соавт. (Fuchs
et al., 2014), где было показано, что эти концен-
трации вызывают 100%-ю стробиляцию индуциро-
ванных полипов A. aurita линии “Роскоф” в тече-
ние 48–96 ч.

Наблюдение за ходом стробиляции одновре-
менно проводили после индукции индолом в од-
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ной емкости с 5-ю полипами для каждой из указан-
ных концентраций. Все эксперименты проведены
в трехкратной повторности. Первая повторность
была проведена отдельно. Вторая и третья повтор-
ность эксперимента – после завершения первой
повторности и практически одновременно (парал-
лельно) – с разницей в один день. Таким образом,
в каждой серии экспериментов с определенной
концентрацией индуктора было использовано 15
полипов (три повтора по одной емкости с 5-ю по-
липами), и всего в 4-х сериях – 60 полипов, кото-
рые дали начало 640 эфирам.

Для получения заданной концентрации ин-
дуктора использовали маточный раствор кон-
центрацией 50 мМ, приготовленный на ДМСО
(DMSO – диметилсульфоксид) (#D8418, Sigma-
Aldrich). Как показали предварительные экспе-
рименты, ДМСО в максимальной конечной кон-
центрации 0.01% не оказывает влияние на функ-
ционирование и жизнеспособность полипов: ин-
тенсивность бесполого размножения в контроле
и в эксперименте (с добавление 0.01% ДМСО) в
течение 14 дней не отличалась. Полипы находи-
лись в растворе индуктора до стадии средней стро-
билы (когда цвет верхних зачатков эфир изменялся
на красный) – в среднем 11–12 дней. Как правило,
все пять полипов, индуцированных в одной груп-
пе, развивались с одинаковой скоростью и, соот-
ветственно, достигали стадии средней стробилы
одновременно. В некоторых случаях скорость раз-
вития стробилы в одной группе отличалась. В та-
ких случаях промывку и перенос полипов осу-
ществляли, ориентируясь на время перехода к
стадии средней стробилы первого полипа в груп-
пе. По достижении этой стадии, стробилы после
трехкратной отмывки в 30 мл чистой морской во-
ды переносили по одной в емкости с чистой ис-
кусственной морской водой до завершения отде-
ления эфир.

Регистрация

Наблюдение за процессом стробиляции про-
водили ежедневно один раз в день. Поэтому полу-
ченные данные соответствуют “моментальному”
состоянию полипов в момент изучения. Если ко-
личественные признаки между пятью полипами в
одной емкости различались, то приводятся лими-
ты разброса этих признаков.

Наблюдение и съемку стробил и эфир прово-
дили под бинокуляром МСП-1 (АО ЛОМО, Рос-
сия), оборудованным цифровой окулярной каме-
рой DCM310 (Shangrao TeleView Optical Instruments,
China) с использованием программного обеспече-
ния ScopePhoto V. 3.1. Обработку изображений про-
водили в программе AdobePhotoshop (Adobe Inc.).
Коррекция яркости, контраста осуществлялась
применительно ко всему изображению.

При подсчете встречаемости отклонений в
строении эфир, каждый из выделенных призна-
ков учитывался один раз для каждой особи, даже
если у нее данный признак повторялся. Напри-
мер, если у эфиры сформировались две лопасти
без ропалиев, то признак “отсутствие ропалия на
лопасти” учитывался один раз. В то же время, ес-
ли у одной эфиры наблюдалось несколько разных
отклонений, то каждое из них учитывалось неза-
висимо от наличия других отклонений.

Сканирующая электронная микроскопия
Для изучения методом сканирующей элек-

тронной микроскопии стробилы фиксировали в
4% растворе параформальдегида на фосфатном бу-
ферном растворе (PBS). Перед фиксацией строби-
лы анестезировали в 3.5% растворе MgCl2 · 6Н2О в
соотношении 1 : 1 с искусственной морской во-
дой. После фиксации образцы постепенно обез-
воживали в серии этанолов возрастающей кон-
центрации и постепенно переводили в ацетон.
Затем образцы высушивали в критической точке
с помощью Hitachi Critical Point Dryer HCP-2 (Hita-
chi, Japan), напыляли золотом и платиной. Изуче-
ние проводили с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа Camscan-S2 (Jeol, Japan). Си-
стема оцифровки изображений: АЦП LCard под
управлением программы MicroCapture (ООО
“СМА”).

Статистическая обработка данных
Статистический анализ проведен в программ-

ной среде R (R Core Team, 2021) c использовани-
ем базового пакета “Stats” ver. 4.1.1 (R Core Team,
2021). Для оценки различия в соотношении ано-
малий использовали критерий независимости
χ-квадрат (Chi-Square test of independence). Для
оценки зависимости общего количества эфир и
количество отклонений на эфиру от концентра-
ции был проведен регрессионный анализ. Экс-
перименты проведены в трех повторностях, по
пять особей в каждом повторе. Всего проанализи-
ровано 640 эфир и 1264 аномалии.

Часть расчетов на основании первичных коли-
чественных данных были обработаны в програм-
ме для работы с электронными таблицами Micro-
soft Excel (Miscosoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ
При проведении экспериментов по индукции

стробиляции раствором индола полипов Aurelia
aurita был выявлен ряд различий в процессе раз-
вития стробиляции, формирования эфир и по-
следующего их отделения от материнских поли-
пов при различных концентрациях использован-
ного индуктора.
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Процесс стробиляции

При индукции полипов растворами с мини-
мальной концентрацией индуктора 5 нМ во всех
повторностях экспериментов появление первых
перетяжек – начало формирования зачатков
эфир – наблюдали на четвертый день индукции.
При повышении концентрации до 25 нМ–5 мкМ
первая перетяжка закладывалась на третий день
после начала индукции. Скорость закладки пере-
тяжек, отделяющих последующие зачатки эфир,
также различалась при изменении концентра-
ции индуктора. На пятый день индукции у поли-
пов, индуцированных растворами с концентра-
цией 5 нМ, формировались одна–две перетяжки;
с концентрацией 25 нМ и выше – три–четыре пе-
ретяжки. На десятый день экспозиции отличие в
скорости формирования зачатков эфир у поли-

пов, индуцированных раствором с концентраци-
ей 5 нМ, и у полипов, индуцированных растворами
с более высокими концентрациями индуктора,
усиливается. Так, в первой повторности экспери-
ментов на десятый день индукции при концентра-
ции индуктора 5 нМ у стробил сформировалось 5–
7 перетяжек, при 25 нМ – 11–13 перетяжек, при
1 мкМ – 13–14 перетяжек, и при концентрации
5 мкМ – 14–16 перетяжек (табл. 1).

Во второй и третьей повторности эксперимен-
тов скорость закладки перетяжек у полипов при
индукции раствором концентрацией 5 нМ была
несколько ниже. На 10 день индукции при этой
концентрации разброс в количестве перетяжек у
разных полипов увеличился и составил от 3 до 7.
При остальных концентрациях индуктора число
формируемых у полипов перетяжек во второй и

Таблица 1. Сравнение развития процесса стробиляции при разных концентрациях индуктора (С) в трех сериях
экспериментов. Числа соответствуют числу зачатков эфир в соответствующий день (Т) с начала индукции. Пе-
рекрестие обозначает завершение процесса отделения эфир. к – с образованием конгломератов неразделяющих-
ся эфир

1 
 

3 
 

4 
 

5 
 

10 
 

19 
 

20 
 

22 
 

24 
 

26 
 

27 
 

5 нМ  

0  0  1  1–2  5–7 10–12  10 –12      

0  0  1  1–2 3–7 3–9  к к к   

0  0  1  1–2 3–7 5–11 к к к к  

25 нМ  

0  1  2  3–4 11–13  11–13       

0  1  2  3–4 11–13  11–13  14 –16  14 –16     

0  1  2  3–4 11–13  11–13  14 –17  14 –17    

1 мкМ  

0  1  2  3–4 13–14        

0  1  2  3–4 13–14  к к к    

0  1  2  3–4 13–14  к к к    

5 мкМ  

0  1  2  3–4 14–16  14–16       

0  1  2  3–4 14–16  14–16  к     

0  1  2  3–4 14–16  14–16  к     

C
T
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третьей серии экспериментов осталось таким же,
как и в первой повторности эксперимента.

Стоит отметить, что при проведении второй и
третьей повторностей экспериментов при индук-

ции раствором индола 5 нМ один из десяти поли-
пов не приступил к стробиляции. Еще три полипа
приступили к стробиляции, но формирование
эфир приостановилось до перехода на стадию
средней стробилы (после формирования первых
3–4 перетяжек), то есть до начала формирования
зачатков лопастей эфир и изменения цвета тка-
ней. В итоге сформировавшиеся зачатки эфир от-
делились от указанных трех материнских поли-
пов и трансформировались в дочерние полипы,
которые сформировали щупальца и манубриумы
(рис. 3). У остальных шести полипов переход к
стадии средней стробилы растянулся от 13 до
15/16 сут с момента начала индукции. При этом у
двух полипов наблюдали ситуацию, когда зачатки
3–5 первых эфир, сформированные на началь-
ных стадиях стробиляции, дифференцировались
гораздо быстрее, чем последующие зачатки. В ре-
зультате стробила выглядела подразделенной на
2 части (рис. 4). Проксимальные зачатки в даль-
нейшем дифференцировались в эфиры с суще-
ственной задержкой.

На одиннадцатый день все полипы, индуциро-
ванные с помощью растворов с концентрациями
от 25 нМ и выше, а также полипы, индуцирован-
ные с помощью раствора с концентрацией 5 нМ
в первой серии экспериментов, достигали ста-
дии средней стробилы: у верхних зачатков эфир
начинали формироваться лопасти, ткани зачат-
ков приобретали красно-оранжевый оттенок.
Полипы, индуцированные раствором 5 нМ во
второй и третьей серии экспериментов, развива-
лись медленнее, оставаясь на 11-й день на стадии
ранней стробилы. Стадии средней стробилы по-
липы при этой концентрации индуктора достига-
ли на 13–15/16 день. Развитие зачатков эфир про-
исходило по очереди, с сохранением тенденции
орально-аборального направления развития стро-
билы. Полностью сформированные верхние эфи-
ры отделялись от материнской особи еще до окон-
чательного развития эфир, расположенных ближе
к аборальной части тела стробилы.

Завершением стробиляции считалось отделе-
ние последней эфиры от материнской особи. В
первой повторности экспериментов при индукции
раствором концентрации 5 нМ стробиляция завер-
шилась на 22 день, при концентрациях 25 нМ,
1 мкМ и 5 мкМ – на 19–20 день (табл. 1). В после-
дующих двух повторностях экспериментов шесть
полипов, индуцированные раствором с концентра-
цией 5 нМ, завершили процесс отделения эфир на
26–27 день, а полипы, индуцированные раствором
с концентрацией индуктора 25 нМ и 1 мкМ – на
24 день, 5 мкМ – на 22 день.

При самой низкой концентрации индуктора
(5 нМ) отмечено наименьшее среднее число отде-
лившихся эфир во всех повторах – 35.3 ± 16.17
эфиры. При более высоких использованных кон-

Рис. 3. Результат незавершенной стробиляции и отде-
ления недоразвитых зачатков эфир от стробилы при
индукции стробиляции 5 нМ 5-метокси-2-метилин-
долом в третьем повторе эксперимента. (а) Начало
формирования стробилы; стрелкой обозначена ораль-
ная часть стробилы с зачатками эфир; красноватые
ткани верхней эфиры преобразуются в белые ткани
полипа. (б) Материнский и дочерний полип, образо-
вавшийся из зачатка эфиры. (в) дочерние полипы, об-
разовавшиеся из зачатков эфир, отделившихся от стро-
билы. д – дочерние полипы, образовавшиеся в резуль-
тате отделения зачатков эфиры, м – материнский
полип. Длина масштабной линейки – 1 мм.

м

д

д

дд
(а)

(б)

(в)

Рис. 4. Варианты развития стробил, индуцированных
раствором с концентрацией 5 нМ 5-метокси-2-метил-
инлола во второй и третьей серии экспериментов.
Часть эфир, расположенные ближе к оральной части
полипа, развиваются быстрее, в то время как зачатки
эфир, расположенные ближе к аборальной части тела
полипа, развиваются с существенной задержкой. Скоб-
ками обозначены эфиры, находящиеся на поздних ста-
диях развития. Длина масштабной линейки – 1 мм.

(а) (б)
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центрациях общее число сформированных и от-
делившихся эфир почти в два раза выше: при кон-
центрации индуктора в 25 нМ в среднем было
сформировано 59.3 ± 2.89 эфиры, при 1 мкМ –
63.6 ± 11.59 эфиры, и при 5 мкМ – 55 ± 8.89 эфи-
ры. Однако, проведенный анализ показал отсут-
ствие значимой зависимости общего числа эфир от
используемой концентрации (p = 0.617) (рис. 5).

Эфиры

Во всех проведенных экспериментах при всех
концентрациях индуктора наблюдалось форми-
рование эфир с отклонениями от нормы. Доля
эфир с теми или иными отклонениями, сформи-
рованных при индукции растворами различных
концентраций, варьировала от 86 до 100%. Про-
анализировав строение эфир, полученных в ре-
зультате химической индукции стробиляции в
настоящих экспериментах, мы выделили 17 раз-
личных отклонений во внешней морфологии от-
делившихся эфир (рис. 6):

1 – количество лопастей превышает 8;
2 – количество лопастей меньше 8;
3 – отсутствует ропалий на лопасти;
4 – два ропалия на одной лопасти, располо-

женные рядом друг с другом;
5 – лопасть с дополнительной, третьей крае-

вой лопастью, расположенной между ее основны-
ми краевыми лопастями; данное отклонение мы
разделили на три варианта: по двум сторонам от до-
полнительной краевой лопасти формируется два
(5.2), один (5.1) либо ни одного ропалия (5.0);

6 – лопасть с дополнительной краевой лопа-
стью, раздвоенной на конце, и расположенной
между ее основными краевыми лопастями; в дан-
ном случае мы так же выделили три варианта: по
двум сторонам от дополнительной раздвоенной
краевой лопасти формируется два (6.2), один (6.1)
либо ни одного (6.0) ропалия;

7 – сдвоенная лопасть меньшего размера, с ро-
палиями или без них;

8 – недоразвитая лопасть (меньшего размера)
с ропалием или без него; как правило, такая ло-
пасть лишена одной из краевых лопастей и имеет
неправильную форму;

9 – основание недоразвитой лопасти: широкое
короткое образование между двумя лопастями, без
ропалиев и краевых лопастей; такая структура на-
поминает “оплавленные” лопасти, которые иногда
упоминаются в литературе;

10 – длинный тонкий отросток между лопастя-
ми эфиры; данное образование имеет форму тон-
кого вытянутого конуса и не имеет ропалия или
расширения на конце, в котором мог бы распола-
гаться ропалий.

Вышеперечисленные отклонения, судя по все-
му, не могут служить препятствием к дальнейше-
му развитию эфир, в соответствие с наблюдения-
ми Брауне (Browne, 1895), который утверждал,
что изменение числа ропалиев и числа лопастей у
эфир не мешает им благополучно вырастать во
взрослых медуз. Поэтому эфиры с вышеперечис-
ленными отклонениями (№№ 1–10) рассматри-
вались нами как “жизнеспособные”.

Еще три наблюдавшихся отклонения в строе-
нии эфир выделяются среди остальных, поскольку
существенно изменяли общий вид эфир. Такие от-
клонения мы рассматривали как летальные, дела-
ющие невозможным дальнейшее развитие эфир:

11 – эфира-манубриум: личинка, не имеющая
ни одной лопасти, состоящая только из манубри-
ума, слепо заканчивающегося зачатком зонтика;

12 – бесформенная эфира: “комок” тканей, не
имеющий сколько-нибудь оформленных лопа-
стей или манубриума;

13 – эфира, постоянно находящаяся в “сжа-
том” состоянии; такие эфиры не сокращались и
не передвигались в толще воды.

Другие наблюдавшиеся отклонения от нормы
при индукции стробиляции индолом выражались
в нарушении процесса отделения эфир от мате-
ринского полипа. Такие нарушения стробиляции
можно рассматривать и как вариант отклонения в

Рис. 5. Сравнение среднего числа отделившихся эфир
(по оси ординат, шт.) во всех повторностях экспери-
мента в зависимости от концентрации индуктора (по
оси абсцисс). Средние значения представлены с уче-
том стандартного отклонения.
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Рис. 6. Отклонения в строении эфир, сформировавшихся в результате индукции стробиляции Aurelia aurita раствора-
ми 5-метокси-2-метилиндола различных концентраций. Цифры на рисунке соответствуют отклонениям в списке,
приведенном в тексте. 1 – эфира с увеличенным количеством лопастей; 2 – эфира с уменьшенным количеством ло-
пастей; 3 – эфира с лопастями, на которых отсутствуют ропалии; 4 – эфира с лопастью, на которой располагается два
ропалия; 5.0, 5.1, 5.2 – эфира с лопастью с дополнительной, третьей краевой лопастью, расположенной между ее ос-
новными краевыми лопастями; данное отклонение разделяется на три типа: без ропалиев, с одном ропалием, с двумя
ропалиями; 6.0, 6.1, 6.2 – эфира с лопастью с дополнительной краевой лопастью, раздвоенной на конце; данное от-
клонение так же разделено на три типа: без ропалиев, с одним ропалием, с двумя ропалиями; 7 – сдвоенная лопасть мень-
шего размера с ропалиями или без них; 8 – недоразвитая лопасть (меньшего размера), с ропалием или без него; 9 – основа-
ние недоразвитой лопасти: широкое короткое образование между двумя лопастями; 10 – длинный тонкий отросток между
лопастями эфиры; 11 – эфира – манубриум, то есть эфира без лопастей (летальное отклонение); 12 – бесформенная эфира
(летальное отклонение); 13 – эфира, постоянно находящаяся в “сжатом” состоянии (летальное отклонение). Стрелками на
фотографиях указаны отклонения, соответствующие изображенным на схеме. Масштабная линейка – 1 мм.
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строении эфир, однако точно определить варианты
отклонений в строении самих эфир затруднитель-
но. Все обнаруженные нарушения процесса стро-
биляции мы разделили на три варианта (рис. 6):

1от – от материнской особи отделялась группа
эфир; четких границ между отдельными эфирами
определить невозможно; такие эфиры не разделя-
лись в дальнейшем и имели неправильное строе-
ние; некоторые полипы давали начало нескольким
группам эфир, не отделившихся друг от друга;

2от – последняя сформировавшаяся на стро-
биле эфира (т.е., расположенная ближе всего к
аборальному концу тела полипа) не отделялась от
материнского полипа;

3от – последняя сформировавшаяся на стро-
биле эфира отделялась от материнского полипа
вместе с частью тканей формирующейся ораль-
ной части тела полипа.

Нарушение в виде последней эфиры, которая
не отделяется от материнского полипа, встреча-
лось чаще при повышении концентрации индук-
тора. Так, при индукции раствором с концентра-
цией 5 нМ в среднем 26.6% полипов не отделяли
последнюю эфиру, однако с повышением кон-
центрации индола доля таких полипов возрастала
и составляла 60, 66.6 и 86% при индукции раство-
рами 25 нМ, 1 мкМ и 5 мкМ соответственно. Так-
же при повышении концентрации индуктора с 5–
25 нМ до 1–5 мкМ доля стробил, которые отделя-
ли конгломераты эфир, возрастала с 13 до 53–
66.6%. Эфиры, отделявшиеся вместе с частью
тканей оральной части тела полипа, встречались
только при индукции раствором с концентрацией
1 мкМ, и доля полипов с таким отклонением со-
ставила 20%.

Отделение группы эфир от материнской особи
наблюдалось только во второй и третьей повтор-
ностях экспериментов, причем подобные кон-
гломераты формировались во всех группах вне за-
висимости от концентрации индуктора в воде
(рис. 7а). Такие конгломераты всегда формирова-
лись либо в самой нижней части стробилы, либо
перед несколькими самыми аборальными зачат-
ками эфир.

Во всех экспериментах наиболее часто встре-
чающимся отклонением было отсутствие ропа-
лия на лопасти (№ 3). Общее количество эфир с
данным отклонением при различных концентра-
циях индуктора составило от 54 до 68.6% от всех
эфир. Другими наиболее часто встречаемыми
“жизнеспособными” отклонениями были мень-
шее количество лопастей (№ 2) и недоразвитые
лопасти (№ 8) – от 21.76 до 46% и от 42.92 до
53.83% соответственно (рис. 8). Интересно, что
увеличение числа лопастей наблюдалось редко.
Вместе с тем начавшееся, но незавершенное раз-
витие лопасти (№ 9), и лопасть измененной фор-
мы в виде тонкого выроста (№ 10), встречались

достаточно часто. Остальные варианты отклоне-
ний, не приводящих к резкому снижению жизне-
способности эфир, встречались крайне редко.

Результат проведенного анализа показал, что
доля наиболее часто встречавшихся типов откло-
нений (№№ 2, 3, 8 и 9) значимо различается при
использовании различных концентраций индук-
тора (χ2 = 39.564, p < 0.01) (рис. 9). Наибольший
вклад в формирование различий демонстрирует
распределение долей при концентрации 5 нМ,
при которой доля нормальных эфир и эфир с от-
клонением № 9 значимо больше, а доля эфир с
отклонением № 2 – значимо меньше, чем при
остальных используемых концентрациях. При
этом три остальные концентрации по соотноше-
нию долей данных типов отклонений между со-
бой не различаются (χ2 = 7.15, p = 0.52).

Анализ распределения частот отклонений по
параметру жизнеспособности дал похожие ре-
зультаты: при концентрации индуктора в 5 нМ
наблюдалось значимо больше нормальных эфир
и меньше эфир с нежизнеспособными отклоне-
ниями (χ2 = 39.092, p < 0.01), тогда как доля на-
блюдавшихся эфир с жизнеспособными отклоне-
ниями при всех использованных концентрациях
индуктора оказалась сходной (рис. 10). В каждой
серии экспериментов наблюдали некоторое уве-
личение доли эфир с летальными отклонениями
(отклонения №№ 11–13) при повышении кон-

Рис. 7. Нарушения процесса отделения эфир от стро-
билы. (а) Отделение группы эфир, которые в последу-
ющем не отделяются друг от друга; (б) стробила, не
отделившая последнюю эфиру; (в) эфира, отделив-
шаяся от материнского полипа с частью тканей
оральной части тела материнской особи. Стрелками
указаны оральные части тела материнского полипа.
Масштабная линейка – 1 мм.

(в)

(а)

(б)
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центрации индуктора, однако разница была ста-
тистически недостоверна (рис. 11).

В большинстве случаев у одной эфиры одновре-
менно наблюдали более одного отклонения, но
среднее количество аномалий на эфиру для всех
концентраций индуктора значимо не отличалось
(p = 0.669) и близко к двум (рис. 12). Среди жиз-
неспособных эфир с отклонениями чаще в сред-
нем наблюдали 2.60 ± 0.306 отклонения эфиру-1,
что также не зависело от концентрации индуктора.

Отклонения, заметные до начала отделения эфир 
от материнского полипа

Внимательное наблюдение за процессом стро-
биляции показало, что нарушения формирова-
ния зачатков эфир становятся заметными уже на
стадии средней стробилы, в тот момент, когда на-
чинается формирование лопастей будущих эфир.
Нарушения возникали независимо в разных ча-
стях стробилы, и у разных особей они носили ин-
дивидуальный характер. На рис. 13 видно, что за-

Рис. 8. Средняя частота встречаемости тех или иных отклонений (по оси абсцисс – номера отклонений) в строении
эфир и в отделении эфир от стробилы при различных концентрациях индуктора.
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Рис. 9. Распределение соотношений наиболее часто встреченных отклонений в строении эфир в зависимости от кон-
центрации индуктора. По оси абсцисс – средняя доля данного отклонения (показана высотой столбика) в общем пуле
отклонений для данной концентрации. По оси ординат – номера отклонений (0 – норма). Цветом выделены значения
отклонений от ожидаемого распределения.
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чатки эфир хаотично покрыты глубокими бороз-
дами, придающими им неправильную форму.

ОБСУЖДЕНИЕ

“Естественная” индукция стробиляции Aurelia
aurita требует продолжительного снижения тем-
пературы, не дает 100%-ый результат, и стробиля-
ция полипов начинается не одновременно (Fuchs
et al., 2014; Сухопутова, Краус, 2017). Поэтому в

большинстве работ, посвященных вопросам ре-
гуляции жизненного цикла A. aurita, применяют
индукцию с использованием различных концен-
траций 5-метокси-2-метилиндола, которые ва-
рьируют от 0.1 нМ до 50 мМ (Kuniyoshi et al., 2012;
Helm, Dunn, 2017; Wang, 2017; Yamamori et al.,
2017), что вызывает почти 100%-ю стробиляцию в
течение 1–2-х дней (Kuniyoshi et al., 2012; Helm,
Dunn, 2017; Wang, 2017; Yamamori et al., 2017). Од-
нако практически ничего не известно о возмож-

Рис. 10. Распределение долей нормальных эфир, суммы долей эфир с нежизнеспособными отклонениями и суммы до-
лей эфир с жизнеспособными в зависимости от концентрации индуктора. По оси абсцисс – доля данных отклонений
(показана высотой столбика) в общем пуле отклонений для данной концентрации. По оси ординат – концентрации
индуктора. Цветом выделены значения отклонений от ожидаемого распределения.
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Рис. 11. Соотношение долей (среднее значение по трем повторностям) эфир с нормальным строением (j), эфир с от-
клонениями ( ) и нежизнеспособных эфир (с летальными отклонениями) ( ) при индукции стробиляции различны-
ми концентрациями 5-метокси-2-метилиндола. Цифрами над столбиками указано среднее число сформированных
эфир в данной группе эксперимента.
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ном влиянии данного индуктора на морфологию
формирующихся эфир. В литературе также прак-
тически отсутствуют упоминания о возможном
изменении процесса стробиляции при использо-
вании химических индукторов. Лишь в одной ра-
боте указано, что при продолжительной инкуба-
ции полипов A. aurita в растворе 5-метокси-2-ме-
тилиндола стробиляция не останавливалась
вплоть до полного подразделения тканей на зачат-
ки эфир, которые на завершающей стадии имели
неправильное строение из-за нехватки тканей. В
этой же работе также указано, что у представителей
подкласса Коронамедуз (Coronamedusae) 5-меток-
си-2-метилиндол вызывает стрессовую реакцию
без последующего развития стробилы, а у неко-
торых представителей класса Кубомедуз (Cubo-
zoa) высокие концентрации индуктора приводят
к формированию эфир неправильного строения,
что может свидетельствовать о токсическом воз-
действии 5-метокси-2-метилиндола (Helm,
Dunn, 2017).

Как и сам процесс стробиляции в лаборатор-
ных условиях (Custance, 1964; Berking et al., 2005;
Holst, 2012), воздействие индола как индуктора
оказывается очень вариабельным и зависит от мно-
жества “неизвестных” факторов – индивидуально-

го полипа, времени, температуры и т.п. Вполне
возможно, что существенные отличия в частоте на-
блюдаемых отклонений от нормы в строении эфир
и в самом процессе стробиляции при индукции ин-
долом, выявленные в нашей работе, и в работе
Хелм и Дана (Helm, Dunn, 2017), объясняются раз-
ным происхождением культур полипов. В нашей
работе использована культура полипов, происхо-
дящая из Черного моря, содержащаяся в морской
воде соленостью 18 промилле, в то время как в ра-
боте Хелм и Дана использована южно-японская
культура, содержавшаяся в морской воде солено-
стью 35 промилле в университете г. Гамбурга.
Другие известные работы, в которых использова-
ли химическую индукцию стробиляции с приме-
нением 5-метокси-2-метилиндола, и в которых
не было упоминаний о его токсическом влиянии,
также проводили преимущественно на культурах
A. aurita, полученных из разных мест. На культуре
A. aurita из Роскофа была показана способность
индола индуцировать стробиляцию с одинаковой
вероятностью в диапазоне концентраций от 5 нМ
до 50 мкМ (Fuchs et al., 2014; Wang, 2017). Не были
отмечены отклонения в строении эфир и в работе
с культурой полипов, полученных из Аквариума
“Берч” (Сан Диего, Калифирния) (Gold et al.,
2019), и отнесенных к виду Aurelia sp. 1 (на самом
деле более близкому к виду A. limbata (Dawson,
Jacobs, 2001; Dawson, 2003)). Индукцию строби-
ляции индолом использовали в работе по анализу
транскриптомов различных стадий жизненного
цикла культуры Aurelia, происходящей от поли-
пов, собранных в бухте города Киль (Германия),
Балтийское море (Khalturin et al., 2019). В этой же
работе был отмечен высокий уровень генетиче-
ского разнообразия внутри рода Aurelia по всему
миру.

Полученные в настоящем исследовании дан-
ные об отклонениях в морфологии эфир A. aurita
сложно сравнивать с имеющимися немногочис-
ленными литературными данными. Каждый из
исследователей анализировал отдельный опреде-
ленный вариант наблюдаемых отклонений. В од-
ном случае – это было отклонение в числе ропали-
ев и лопастей у эфир и числе ропалиев у молодых
медуз от типичных восьми, проанализированное
на двух больших выборках эфир в 359 и 1116 экзем-
пляров, и двух выборках медуз в 383 и 3000 экзем-
пляров (Browne, 1895, 1901). Сходные данные о ва-
риациях в числе лопастей у эфир других авторов
упоминаются в работе Беррилла (Berrill, 1949).
Отклонения в строении лопастей эфир направ-
ленно не изучались, но есть отдельные упомина-
ния об этом в работах Харгитта (Hargitt, 1901), и
рисунки некоторых обнаруженных отклонений
приводятся в работе Гершвин, где были проана-
лизированы отклонения от 4-х-мерной симмет-
рии на выборке эфир в 227 экземпляров, полу-
ченных в лаборатории, и 4-х выборках взрослых

Рис. 12. Сравнение количества отклонений на одну
эфиру (по оси ординат, шт.) в зависимости от кон-
центрации индуктора (по оси абсцисс). Светлые
кружки – среднее значение по всем повторностям,
черные кружки – среднее значение для каждой по-
вторности, значения приведены с учетом стандартно-
го отклонения.
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медуз из 4-х разных географических мест сбора
объемом в 386, 108, 501 и 241 экземпляр (Gersh-
win, 1999).

Сравнение показывает, что из описанных в на-
стоящей работе отклонений в строении эфир в
литературных данных есть указания на отклоне-
ния №№ 1, 2, 3, 4, 5.2 и 7 (уменьшение или увели-
чение числа ропалиев и лопастей у эфиры, сдвоен-
ные лопасти). Из этого можно сделать два вывода.
Первый – отмеченные отклонения в строении
эфир относятся к разряду отклонений, существен-
но не влияющих на “жизнеспособность” эфир. Со-
ответствующие им отклонения в числе ропалиев
обнаруживаются в естественных условиях и у медуз
старшего возраста. Второй – появление данных
отклонений не связано с химической индукцией,
так как наблюдается и при естественной индук-
ции стробиляции. Однако частота встречаемости
указанных отклонений существенно различается в
результатах наших лабораторных исследований
(химическая индукция стробиляции), и в природ-
ных популяциях (естественная индукция строби-

ляции). Так, в природной популяции в окрестно-
стях Плимут-Саунта (Англия) увеличение или
уменьшение числа ропалиев встречается в среднем
у 21% эфир A. aurita, при том, что 16.1% эфир имели
больше восьми ропалиев (Browne, 1901). В настоя-
щей работе чаще встречалось уменьшение числа
ропалиев (рис. 8), а с учетом того, что уменьше-
ние числа лопастей (при индукции различными
концентрациями индола число эфир с числом ло-
пастей менее восьми варьировало в пределах от
21.6 до 46%), так же значительно превалировало
над увеличением числа лопастей (число эфир с
увеличенным количеством лопастей ни разу не
превысило 7.3%), доминирующим отклонением
можно считать число ропалиев меньше восьми. Ес-
ли согласиться с Брауне, что число ропалиев у эфи-
ры соответствует числу ропалиев у медузы (оно не
увеличивается при росте медузы) (Browne, 1895), то
результаты наших экспериментов принципиально
отличаются от данных, полученных на материале
из естественных условий (без учета естественной
летальности в процессе последующего развития
эфир).

Рис. 13. Стробилы на стадии закладки лопастей эфир. СЭМ. (а, б) Разные стробилы на стадии средней стробилы с за-
метными отклонениями. (в) Стробила на стадии средней стробилы без заметных отклонений (норма). Стрелками ука-
заны нарушения закладки лопастей, проявляющиеся в разных частях стробилы. Масштабная линейка – 0.3 мм.

(б)

(а)

(в)
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Другие “жизнеспособные” отклонения, часть
из которых редко встречалась в эксперименте
(№№ 5 и 6 – разные варианты дополнительных
разделений лопастей на дистальных концах), а
часть – достаточно часто (№№ 8–11 – различные
варианты “недоразвитости” лопастей у эфиры)
(рис. 6 и 8) не были отмечены в природных попу-
ляциях. Одна из возможных причин – эти откло-
нения встречаются у эфир крайне редко, и в про-
цессе развития медузы “исчезают”. Рост зонтика
медузы Aurelia происходит за счет “зарастания”
промежутков между лопастями (Uchida, Nagao,
1963), поэтому подобные отклонения в строении
лопастей просто сглаживаются, и могут “перехо-
дить” в разряд отклонений, связанных с числом и
расположением ропалиев у медузы.

Еще две группы существенных отклонений в
морфологии эфир, выявленные в настоящей ра-
боте при химической индукции стробиляции – это
“нежизнеспособные” отклонения (№№ 11–13), и
нарушение процесса стробиляции, приводящее к
отделению “конгломератов” сросшихся зачатков
эфир трех различных комбинаций (№№ 1от–
3от). Первая из указанных групп, естественно, не
может быть обнаружена в естественных популя-
циях, так как не ведет к дальнейшему развитию
эфир. Случаи отклонений из второй группы –
“конгломераты” сросшихся зачатков, в боль-
шинстве случаев также ведут к гибели зачатков.
Но в некоторых случаях, на наш взгляд, такие
“конгломераты” могут сохранять некоторое вре-
мя жизнеспособность, и их развитие может при-
водить к появлению описанных в литературе
“монстров”: эфир с дополнительными лопастя-
ми на верхней стороне эфиры (Browne, 1895)
или эфир со спиральным краем зонтика (Van-
nucci, 1957).

Интересно, что отклонение в виде отделения от
материнской особи группы эфир, которые не отде-
лялись друг от друга в дальнейшем, было отмечено
только у полипов во второй и третьей серии экспе-
риментов. Существуют исследования, показываю-
щие изменение реакции полипов A. aurita на тем-
пературную индукцию при изменении условий
содержания культуры полипов (Сухопутова, Кра-
ус, 2017). Известно так же, что полипы во время
стробиляции выделяют в воду вещества, способ-
ные оказывать влияние на протекание стробиля-
ции других полипов. В разных лабораторных куль-
турах полипов также отмечены случаи спонтанной
стробиляции, а также изменения эффективности
отработанных методов индукции стробиляции, ко-
торые не всегда удавалось связать с условиями со-
держания культур (см. обзор (Sukhoputova, Kraus,
2017)). В связи с этим можно предположить, что
отличия результатов разных серий наших экспе-
риментов могут быть следствием изменения фи-
зиологического состояния полипов вследствие
изменения неконтролируемых факторов среды.

О зависимости влияния химической индукции
стробиляции индолом от состояния полипов мо-
жет свидетельствовать и полученный в данной
работе факт, что результаты первой серии индук-
ции отличаются от второй и третьей. Все серии
экспериментов по индукции проводили последо-
вательно, то есть в разное время. При этом между
первой и второй повторами серий временной ин-
тервал был значительно более протяженным, в то
время как второй и третий повторы серий были
проведены практически одновременно. Как ре-
зультат – различия в полученных данных между
вторым и третьим повторами значительно мень-
ше, чем между ними и первой серией. В первую
очередь стоит отметить разницу в скорости разви-
тия стробиляции: во втором и третьем повторе
экспериментов отделение эфир продолжилось во
всех группах полипов на 2–5 дней дольше, чем в
первой (табл. 1).

Более того, определенное значение в форми-
ровании эфир могут играть индивидуальные осо-
бенности отдельных полипов. Так, при индукции
1 мкМ раствором индола в первом повторе экспе-
риментов полипы, индуцированные вместе в од-
ной емкости, дали начало 18 эфирам с летальными
отклонениями, 16 из которых оказались потомка-
ми одной стробилы. Эти данные в определенной
степени подтверждают ранее высказанное предпо-
ложение, что соседние полипы одного клона могут
стробилировать одновременно рядом с разной и
независимой степенью вариабельности (Gershwin,
1999). В этой же работе приводится пример того,
что клональная культура из одного родительского
организма показывала повышенную вариабель-
ность. В своей работе Гершвин приводит данные,
свидетельствующие о возможном влиянии “гене-
тической компоненты” на вариабельность строе-
ния эфир и медуз: разброс вариабельности не
одинаков в разных географических популяциях
A. aurita (Gershwin, 1999).

Полученные в настоящей работе данные поз-
воляют сделать предварительный вывод, что
большинство “жизнеспособных” отклонений в
морфологии эфир, формирующихся при хими-
ческой индукции индолом в исследованном диа-
пазоне, соответствуют отмеченным отклонени-
ям, обнаруженным в естественных популяция
Aurlia aurita, которые сформировались в резуль-
тате естественной индукции стробиляции. Вместе
с тем, при химической индукции наблюдалось воз-
растание частоты встречаемости отклонений по
сравнению с естественными популяциями. Следо-
вательно, можно предположить, что химическая
индукция повышает частоту “естественных” оши-
бок процесса стробиляции. Происходит возраста-
ние частоты нарушений пространственной размет-
ки развивающегося зачатка (изменяется количество
одинаковых частей (лопастей, ропалиев)), наруша-
ются процессы формообразования при трансфор-
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мации тканей полипа в эфиры. Можно также пред-
положить, что при химической индукции стро-
биляции увеличивается частота формирования
“нежизнеспособных” отклонений, однако про-
верка этого утверждения требует проведения до-
полнительных лабораторных сравнительных экс-
периментов с химической и “естественной” индук-
цией стробиляции на однородном материале.

Вопрос о возможной зависимости эффекта воз-
действия индола от его концентрации остается от-
крытым. В большинстве случаев наблюдаемые раз-
личия статистически недостоверны. Однозначно
можно только утверждать, что при минимальной из
испытанных концентраций индола (5 нМ) доля
нормальных эфир без отклонений была статисти-
чески выше, чем при более высоких концентра-
циях индуктора, а доля эфир с “нежизнеспособ-
ными” отклонениями – минимальна.

Возможный дозо-зависимый эффект воздей-
ствия индола на процесс стробиляции проявляет-
ся в том, что при самой низкой концентрации ин-
дуктора стробиляция в ряде случаев начинается,
но не заканчивается отделением нормальных
эфир. При наименьшей испытанной концентра-
ции процесс сегментации полипа иногда приво-
дил к формированию неполного числа возмож-
ных зачатков, которые отделялись от материн-
ского полипа, но дифференцировались в полипы,
а не в эфиры (рис. 3). С возрастанием концентра-
ции индола такой эффект исчезал при одновре-
менном увеличении числа формируемых эфир
(табл. 1). С другой стороны, при продолжитель-
ной инкубации полипов A. aurita в растворе индо-
ла концентрацией 50 мкM, стробиляция может не
останавливаться до полного подразделения тка-
ней на зачатки эфир; в результате зачатки эфир на
завершающей стадии имели неправильное строе-
ние из-за нехватки тканей (Helm, Dunn, 2017).

То, что в большинстве случаев каждая эфира
имела в среднем более двух вариантов отклоне-
ний, может указывать на взаимосвязь развития
таких отклонений. То есть, формирование раз-
ных вариантов морфологических отклонений мо-
жет быть связано либо с одними и теми же регуля-
торными механизмами, либо формирование од-
ной структуры зависит от правильности развития
предшествующей структуры. Однако достовер-
ный анализ таких корреляций и выявление меха-
низмов взаимосвязанного развития структур тре-
бует проведения экспериментов на значительно
более многочисленной выборке с тщательной и
детальной регистрацией всей истории развития
каждой из эфир. Тем более, что ранее высказы-
валось мнение, что, по крайней мере, некоторые
отклонения (изменение числа ропалиев), не
оказывают влияние на другие части тела, кото-
рые могут варьировать независимо друг от друга
(Browne, 1895).

Характер развития процесса стробиляции при
химической индукции индолом подтвердил вы-
явленный ранее факт, что индуцирующий сигнал
распространяется от орального полюса к або-
ральному (Kroiher et al., 2000; Berking et al., 2005),
а не проявляется одновременно по всей длине те-
ла полипа. Вполне возможно, что сила индукции
меняется “пропорционально” концентрации ин-
дуктора и времени экспозиции в растворе индук-
тора. При этом существует некоторая пороговая
величина концентрации использованного индук-
тора (с учетом времени экспозиции). Воздействие
индуктора в концентрации, превышающей поро-
говую, однозначно вызывает запуск процесса
стробиляции (по принципу “все или ничего”).
При концентрациях индуктора ниже пороговой –
вероятность нормального (полноценного) разви-
тия процесса стробиляции снижается из-за ослаб-
ления индуцированного эндогенного сигнала. По-
лученные в данной работе данные в определенной
мере подтверждают это предположение: число
сформированных и отделившихся эфир при дли-
тельном воздействии индола в концентрации
5 нМ оказалось наименьшим, то есть данная кон-
центрация использованного индуктора находит-
ся на уровне порогового значения. При увеличе-
нии концентрации индола число формируемых
эфир увеличивается, но не существенно и не про-
порционально концентрации. То есть экзоген-
ный индуцирующий сигнал определенной вели-
чины или однозначно вызывает запуск процесса
стробиляции всего полипа, или величина инду-
цированного эндогенного сигнала оказывается
достаточной только для запуска процесса строби-
ляции на ограниченном участке, и процесс “зату-
хает” без дополнительной стимулирующей эк-
зогенной поддержки. Более того, воздействие
индуктора в низкой концентрации вызывало
“сегментацию” полипа, но не вызывало диффе-
ренцировки тканей полипа в эфиры. Это, на
наш взгляд, служит подтверждением тому, что
процессы подразделения тела материнского по-
липа на зачатки (диски) и дифференцировка зачат-
ков в эфиры – это процессы, жестко не связанные
друг с другом. Возможно, что и полноценное раз-
витие эфиры зависит от “суммарной величины и
продолжительности воздействия” экзогенного ин-
дуцирующего сигнала. То, что процессы “сегмен-
тации” полипа и дифференцировки тканей полипа
в ткани эфиры – это различные явления, было
показано еще в работах Кроэра с коллегами (Kro-
iher et al., 2000), которые показали, что “запуск”
программы трансдифференцировки свойств тка-
ней опережает видимую сегментацию полипа
примерно на сутки. Возможно также, что процесс
подразделения на диски и процесс дифференци-
ровки в эфиры могут идти практически независимо
друг от друга; по крайней мере – заключительная
часть “сегментации” тела полипа – отделение – не
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зависит от того, начался и прошел ли процесс
дифференцировки тканей. Так, ряд исследова-
ний показывает, что полипы, приступившие к
сегментации после непродолжительного сниже-
ния температуры воды, могут не завершить ее, ес-
ли их вернуть в привычные условия до начала
формирования ропалиев у эфир. В таком случае,
те ткани, которые уже были обособлены перетяж-
ками, могут отделиться и превратиться в полипы
(Berrill, 1949; Spangenberg, 1965a; Kakinuma, 1975).
Однако, это возможно только до определенного
критического момента, после которого даже искус-
ственно отделенные от материнской особи диски
завершают превращение в эфир.

Сравнивая эти данные с полученными резуль-
татами, можно выдвинуть предположение, что
развитие тех или иных отклонений в процессе от-
деления эфир от стробилы зависит от времени
ослабления сигнала, индуцирующего развитие
стробиляции. Например, если полип находится
на стадии ранней стробилы, то есть формирова-
ние зачатков лопастей эфир еще не началось, и
упомянутый сигнальный фактор теряет свою си-
лу (например, в результате деградации индукто-
ра), то зачатки эфир отделяются от материнского
полипа и превращаются в полипы. Такая ситуа-
ция наблюдалась при индукции стробиляции
5 нМ раствором индола во второй и третьей серии
экспериментов. При чуть более высокой, но не
пороговой концентрации индуктора, индуциру-
ющий сигнал может ослабевать в момент перехо-
да полипа к стадии средней стробилы. К этому
моменту зачатки эфир, расположенные в верхней
части стробилы, уже приступают к развитию ло-
пастей, в то время как нижние зачатки остаются
на начальных стадиях развития. В таком случае
возможно формирование эфир с неправильным
развитием, которые отделяются от материнской
особи, но не отделяются друг от друга. Такая си-
туация наблюдалась при индукции полипов во
второй и третьей серии экспериментов. Стоит от-
метить, что при индукции стробиляции 5–25 нМ
раствором индуктора такие группы эфир форми-
ровались у 20–40% полипов в двух сериях экспе-
риментов. При индукции стробиляции 1–5 мкМ
раствором индуктора подобное отклонение встре-
тилось у 80–100% индуцированных полипов. Если
же сигнал затухает ближе к аборальной части стро-
билы, последняя эфира оказывается неспособной
завершить свое нормальное развитие из-за ослабле-
ния сигнала – дифференцировка тканей эфиры за-
пускается, но не завершается полноценно. В резуль-
тате она либо не отделяется от полипа, либо отделя-
ется вместе с частью тканей материнского полипа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенной работы проанали-

зированы разнообразные отклонения в морфо-

логии эфир, сформированных в результате хи-
мической индукции разными концентрациями
5-метокси-2-метилиндола клональных полипов
Aurelia aurita из Черного моря. Полученные дан-
ные свидетельствуют, что большинство выявлен-
ных “жизнеспособных” отклонений соответствуют
таковым, описанным в литературе. Однако, приме-
нение химической индукции повышает вероят-
ность формирования эфир с отклонениями. Кроме
того, показано формирование “нежизнеспособ-
ных” отклонений, обнаружение которых в есте-
ственных условиях практически невозможно. В по-
давляющем большинстве случаев у каждой из
эфир наблюдался комплекс отклонений в строе-
нии, что может свидетельствовать о взаимосвязи
формируемых отклонений. Высказано предполо-
жение, что влияние использованного химическо-
го индуктора на частоту формирования отклоне-
ний в морфологии эфир может иметь доза-зави-
симый эффект.
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Morphological Deviations in Ephyra after Chemical Induction
of Strobilation in Aurelia aurita (Scyphozoa, Cnidaria)

P. S. Mostovshikova1, *, D. M. Saidov2, and I. A. Kosevich2

1 Educational Сenter “Sirius”, Olympiyskyi prospect 40, Sochi, 354349 Russia
2 Lomonosov Moscow StateUniversity, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: etonemoimail@gmail.com

Aurelia aurita is a representative of Cnidaria with well-studied life cycle. Recently this species became a model
object in investigation of developmental processes among cnidarians, including specific variant of asexual re-
production by strobilation – ephirae (medusa larvae) formation through transverse polyp fission. In most
cases, prolonged decreasing of water temperature is the natural inducing factor initiating strobilation. How-
ever, necessity for long lasting induction and unpredictability of a result hampers studies with this model ob-
ject. That is why, diverse chemical substances resembling structurally supposed “hormone of strobilation” are
used in laboratory. Present work presents the data on the observed deviations in the process of strobilation
and morphological malformations in ephyra of A. aurita developed in the laboratory conditions after chemi-
cal induction with 5-methoxy-2-methylindole. For the first time the morphological deviations obtained after
artificial induction compared with morphological deviations of ephyrae and medusa from natural environ-
ments. It is proposed that the chemical induction increases the frequency of morphological deviations devel-
opment in the process of strobilation affecting spatial patterning and differentiation of the ephyra rudiments.

Keywords: Cnidaria, Scyphozoa, Aurelia aurita, polyp, ephyra, medusa, induction of strobilation, 5-me-
thoxy-2-methylindole, morphological deviations
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Проведено исследование состава и содержания жирных кислот в биомассе молоди сибирского осет-
ра (Acipenser baerii), выращенного в аквакультуре, для пополнения численности популяции осетра в
р. Енисей. Для изучения динамики состава жирных кислот, в процессе роста молодь исследовали на
разных стадиях постэмбрионального развития – в период эндогенного и экзогенного питания. Бы-
ло установлено, что на состав жирных кислот в биомассе молоди значительное влияние оказывает
источник пищи. Насыщенные и мононенасыщенные жирные кислоты используются молодью си-
бирского осетра в качестве источников энергии для роста и развития. Полиненасыщенные жирные
кислоты и докозагексаеновая кислота (ДГК) имели тенденцию к накоплению в биомассе осетра от
стадии предличинки до стадии сеголетка. Содержание эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК) и ДГК
(мг г–1) значительно снижалось к стадии сеголетка из-за уменьшения общего содержания жирных
кислот в биомассе молоди осетра. Однако уровни ЭПК и ДКГ в биомассе сеголеток сибирского
осетра перед выпуском в естественную среду обитания были на относительно высоком уровне, что
может способствовать развитию необходимых адаптивных реакций и высокому уровню выживае-
мости молоди.

Ключевые слова: сибирский осетр, жирные кислоты, липиды, постэмбриональное развитие, аква-
культура
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ВВЕДЕНИЕ

Осетровые виды рыб, в частности сибирский
осетр (Acipenser baerii, Brandt, 1869), являются од-
ними из самых ценных видов рыб. Однако чис-
ленность популяций осетровых рыб в бассейнах
российских рек неуклонно снижалась с середины
прошлого века (Гадинов и Крючкова, 2008). Та-
кая динамика была вызвана, в первую очередь,
переловом и браконьерством, а также ухудшени-
ем условий окружающей среды, вызванным за-
грязнением и изменением уровневого режима рек
(Jalali et al., 2008; Nieminen et al., 2014). Популя-
ция сибирского осетра реки Енисей значительно
пострадала после массового перелова в середине
прошлого века (Гадинов и Крючкова, 2008). Вос-
становление этой популяции осетра затрудняется
значительным браконьерским выловом. Кроме
того, сибирский осетр долго достигает половой
зрелости, имеет значительные интервалы между
икрометанием и относительно низкую плодови-

тость в северных водных экосистемах (Nieminen
et al., 2014).

Аквакультурное выращивание молоди осетро-
вых рыб с последующим выпуском в естествен-
ную среду обитания является одним из главных
методов восстановления численности популяции
этих видов рыб (Luo et al., 2017). Выращивание
личинок рыб в контролируемых условиях аква-
культуры способствует правильному развитию
молоди рыб, рост которой зависит от многих фак-
торов, таких как температура, соленость, концен-
трация кислорода, количество и качество пищи
(Engstrom-Ost et al., 2005). Необходимым услови-
ем для успешного выращивания личинок рыб яв-
ляется также оптимальный состав жирных кислот
(ЖК) в корме (Lund et al., 2012). Наиболее важны-
ми ЖК в питании молоди рыб являются полине-
насыщенные жирные кислоты (ПНЖК), такие как:
омега 6 арахидоновая кислота (АРК, 20:4n-6), а так-
же эйкозапентаеновая (ЭПК, 20:5n-3) и, в особен-
ности, докозагексаеновая (ДГК, 22:6n-3) кислоты

УДК 597.423:577.115:591.3

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ЖИВОТНЫХ
(БЕСПОЗВОНОЧНЫХ И ПОЗВОНОЧНЫХ)
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омега 3 серии. АРК и ЭПК являются предшествен-
никами липидных медиаторов, принимающих уча-
стие в стрессовых реакциях организма молоди рыб
(Tocher, 2010). ДГК – важный структурный ком-
понент мембраны нервных клеток и принимает
активное участие в формировании первичных
нервных тканей (Luo et al., 2017). Дефицит этой
кислоты в организме личинок и молоди рыб при-
водит к нарушению развития мозга, снижению
чувствительности к слуховым и визуальным сти-
мулам, слабой реакции на стресс, снижению фа-
гоцитарной активности клеток против патогенов,
появлению аномалий в развитии (Montero et al.,
2003; Tocher, 2010; Lund et al., 2012; Mesa-Rodri-
guez et al., 2018). Дефицит ЭПК и ДГК в корме
подращиваемого в аквакультуре осетра может
привести к повышенной смертности молоди рыб
при ее выпуске в естественную экосистему из-за
значительных изменений условий обитания. Что,
в свою очередь, может привести к снижению эф-
фективности мероприятий по восполнению чис-
ленности диких популяций осетров.

Целью данного исследования являлась оценка
состава и содержания ЖК в молоди сибирского
осетра, выращиваемой в аквакультуре, с момента
вылупления из икры до выпуска в естественную
среду обитания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Аквакультурное подращивание молоди сибир-

ского осетра для восполнения популяции р. Ени-
сей осуществляется ТОСП “Белоярский рыбо-
разводный завод” ФГБУ “Главрыбвод” (Респуб-
лика Хакасия, Алтайский район, пос. Изыхские
Копи), который ежегодно выпускает в реку более
1.5 млн молоди осетра. Половые продукты сибир-
ского осетра отбирались у диких производителей
из р. Енисей (район п. Бор, Туруханский район,
Красноярский край) в июне 2017 г. Оплодотво-
ренная икра доставлялась на Белоярский рыбо-
разводный завод для выращивания молоди в
условиях аквакультуры. После выклева и лицето-
трофной фазы личинок, осетра кормили коммер-
ческим кормом (Coppens, Голандия). Для прове-
дения исследования Белоярским рыборазводным
заводом были предоставлены пробы молоди си-
бирского осетра на разных стадиях постэмбрио-

нального развития и используемый при подра-
щивании корм (табл. 1).

Отобранные для анализа предличинки, личин-
ки и сеголетки осетра, а так же корм, фиксирова-
лись раствором хлороформ : этанол (2 : 1 по объе-
му). Для определения состава и содержания ЖК из
биомассы молоди экстрагировали липиды по мето-
ду Фолча с модификацией (Gladyshev et al., 2015).
Полученный экстракт делили на две части. Из обе-
их частей на роторном испарителе удаляли раство-
ритель. Первая часть сухого экстракта использова-
лась для гравиметрического определения содержа-
ния общих липидов. Из второй части липидных
экстрактов методом щелочного метанолиза полу-
чали метиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК).
Для получения МЭЖК к экстрактам добавляли 1 мл
гексана и 0.2 мл свежего 3 М метанольного рас-
твора метоксида натрия и смесь энергично встря-
хивали в течение 1 мин. Затем смесь выдерживали
при комнатной температуре в течение 5 мин и
останавливали реакцию добавлением 3 мл гекса-
на и 5 мл насыщенного раствора NaCl. МЭЖК экс-
трагировали в течение 1 мин, смесь переносили в
делительную воронку и отбрасывали нижний вод-
ный слой. Гексановый слой дополнительно два-
жды промывали 5 мл дистиллированной воды. За-
тем гексановый раствор МЭЖК сушили безводным
Na2SO4, и гексан удаляли на роторном испарите-
ле при 30°C (Sushchik et al., 2020). Полученные
МЭЖК хранили при температуре – 20°С до по-
следующих анализов. Анализ МЭЖК проводили на
газовом хроматографе с масс-спектрометрическим
детектором (модель 6890/5975C, “AgilentTechnolo-
gies”, США) с колонкой HP-FFAP. Идентифи-
кацию пиков жирных кислот осуществляли по
полученным масс-спектрам, сравнением их с
имеющимися в базе данных AgilentNIST2005, а
также сравнением времен удерживания с тако-
выми стандартами (Sigma, США). Количествен-
ное содержание индивидуальных ЖК в биомассе
молоди осетра (Ci, мг г–1 сырой массы) определяли
по формуле:

где Cst – концентрация внутреннего стандарта
(мг мл–1), Si – площадь пика ЖК (условные еди-
ницы), Sst – площадь пика внутреннего стандарта
(условные единицы), Wp – масса пробы (г), Wst –

( )= × × ×( ),Сi Si Cst Wst Wp Sst

Таблица 1. Характеристика молоди сибирского осетра (Acipenser baerii)

Возраст, дни Питание L, мм W, г Общие липиды, мг г–1

(сырой массы)
N, экз

Предличинки 0 Эндогенное 14.8 ± 3.5 0.017 ± 0.006 235.5 ± 21.3 20
Личинки 4 Эндогенное 16.2 ± 2.8 0.028 ± 0.009 162.2 ± 13.2 20
Мальки 20 Корм 31.2 ± 5.9 0.089 ± 0.010 46.2 ± 3.6 20
Сеголетки 65 Корм 73.8 ± 15.1 0.951 ± 0.220 6.7 ± 2.8 15
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объем добавленного внутреннего стандарта (мл).
В качестве внутреннего стандарта использовали
метиловый эфир 19 : 0, который добавляли в каж-
дую пробу перед экстракцией липидов.

Cтатистические расчеты были выполнены в
программах Microsoft Excel и STATISTICA 9.0.
Достоверность отличий процентного содержа-
ния отдельных ЖК в биомассе предличинок и
личинок оценивалась по критерию Манна–Уит-
ни. Для определения статистически значимых от-
личий процентного и количественного содержа-
ния ЖК в корме и молоди осетра был использован
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA.
Достоверность отличий оценивалась по крите-
рию Фишера при уровне значимости р ≤ 0.05.
Для проверки гипотезы о принадлежности вы-
борки нормальному закону распределения, был
использован критерий Колмогорова–Смирно-
ва. Выявление основных отличий в ЖК составе
молоди осетра на разных стадиях постэмбрио-
нального развития проводили методом анализа
главных компонент.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ процентного состава ЖК в молоди
осетра на разных стадиях постэмбрионального
развития представлен в табл. 2 и 3. В ЖК составе
молоди осетра при переходе на эндогенное питание
было обнаружено снижение процентного содержа-
ния ряда ЖК (14:0, 15:0, 16:1n-7, C15-17 РЖК, 17:0,
18:1n-7, 20:4n-6, 24:6). Кроме того, отмечалось зна-
чительное снижение процентного содержания на-
сыщенных жирных кислот (НЖК) и мононенасы-
щенных жирных кислот (МНЖК) в составе ЖК
личинок осетра по равнению с предличинками. В
ЖК составе личинок осетра значительно возрас-
тало процентное содержание ряда отдельных ЖК
(16:0, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 20:1n-9, 20:5n-3,
Σ 22:1, 22:6n-3), а также суммарное процентное
содержание ПНЖК.

В ЖК составе мальков осетра, по сравнению с
сеголетками, были обнаружены достоверно более
высокие уровни таких ЖК, как 14:0, 16:1n-7,
18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:4n-3, 24:6 и суммарное
процентное содержание МНЖК. Напротив, от-
носительное содержание 16:0, 16:1n-9, C15-17
BFA, 18:0, 20:1n-9, 20:4n-6, 20:5n-3, Σ 22:1, 22:5n-3,
22:6n-3, а также НЖК было значительно выше в
сеголетках осетра. В ЖК составе корма высокие
проценты имели 16:0, 18:1n-9, 18:2n-6 и 22:6n-3.
При этом уровень 14:0, 18:2n-6, 18:3n-3, 18:4n-3,
20:5n-3, Σ 22:1, Σ 24:1 в корме был достоверно вы-
ше, чем в питающимся им молоди осетра, тогда
как процентное содержание 16:0, 16:1n-9, C15-17
BFA, 18:0, 18:1n-7, 20:2n-6, 20:4n-6, 22:6n-3, 24:6,
24:5 и НЖК было достоверно ниже.

Мультивариантный анализ методом главных
компонент ЖК состава молоди осетра на постэм-
бриональных этапах развития и аквакультурного
корма (рис. 1) показал, что по фактору первой
компоненты, дающей 46% общей вариации, ЖК
состав корма отличался высокими процентами
18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3. В тоже время ЖК состав
предличинок и личинок осетра отличал высокий
уровень жирных кислот С15-17 с разветвленной
цепью атомов углерода (РЖК), 18:1n-7, 16:1n-7 и
20:4n-6. Второй фактор (29.5% вариации) показал
отличие ЖК состава сеголеток осетра из-за высо-
кого содержания 16:0, 18:0 и 22:6n-3. Состав ЖК
мальков осетра отличало высокое содержание
С24 ПНЖК.

Содержание общих липидов (мг г–1 сырой мас-
сы) в биомассе молоди сибирского осетра было
максимальным на стадии предличинки и снизи-
лось к этапу сеголетка почти в 30 раз (табл. 1).
Суммарное содержание ЖК в биомассе молоди
осетра имело сходную динамику и снизилось с
179 ± 22.8 и 146 ± 12.3 мг г–1 мг (сырой массы) у
предличинок и личинок до 39.1 ± 8.3 и 5.8 ±
± 1.4 мг г–1 у мальков и сеголеток соответственно
(рис. 2). Содержание ЭПК и ДГК (мг г–1 сырой мас-
сы) в биомассе предличинок и личинок осетра бы-
ло достоверно выше, чем на более поздних стадиях
постэмбрионального развития (рис. 2). Содержа-
ние ЭПК в биомассе предличинок и личинок осет-
ра составляло 7.2 ± 0.5 и 8.8 ± 0.5 мг г–1, ДГК –
14.7 ± 0.6 и 16.7 ± 0.7 мг г–1 соответственно. У
мальков и сеголеток осетра содержание ЭПК бы-
ло значительно ниже и составляло 0.5 ± 0.0 и 0.2 ±
± 0.0 мг г–1, а ДГК – 1.5 ± 0.0 и 0.6 ± 0.0 соответ-
ственно. Общее содержание ЖК в биомассе моло-
ди осетра также значительно снижалось в процессе
постэмбрионального развития (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Состав ЖК биомассы предличинок и личинок
сибирского осетра, вероятно, отражает эндоген-
ный характер питания молоди. На это указывают
повышенные уровни ряда биомаркерных ЖК.
Так, у предличинок и личинок осетра, по сравне-
нию с мальками и предличинками, был отмечен
достоверно более высокий уровень 16:1n-7 – мар-
кера диатомовых водорослей (Sushchik et al.,
2003), 15-17 РЖК и 18:1n-7 – маркера бактериаль-
ного вещества (Napolitano, 1999), а также 20:4n-6 –
маркера аллохтонной органики (Gladyshev et al.,
2015). Перечисленные биомаркерные ЖК попа-
дают в организм самок осетра в процессе нагула по
цепям питания, накапливаются в желточном меш-
ке ооцитов и, таким образом, отражают бентосный
характер питания данного вида рыб. Кроме того, на
состав ЖК предличинок и личинок сибирского
осетра оказывают влияние и особенности физио-
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логических процессов, происходящих в организме
молоди рыб на первых этапах постэмбрионального
развития. Дифференцировка органов, синтез сиг-
нальных молекул иммунной и гуморальной си-
стем, метаболический обмен, связанный с процес-
сами роста, движения и поддержания постоянства
внутренней среды и другие физиологические про-
цессы приводят к избирательному накоплению
одних ЖК и преимущественной трате других
(Kamler, 2008; Ronnestad et al., 2013; Pederzoli,
Mola, 2016). Так, в данном исследовании мы ви-
дим, что процентное содержание НЖК и МНЖК
в биомассе личинок осетра к концу эндогенного
питания значительно снижалось. Это может быть
связано с тем, что НЖК и МНЖК чаще всего явля-
ются основными ЖК триацилглицеролов (ТАГ).
Известно, что ТАГ могут использоваться рыбами
как источник энергии для процессов роста и раз-

вития (Tocher, 2003). Использование ТАГ в каче-
стве источника энергии было отмечено для ли-
чинок кумжи (Salmo trutta) после выклева (Voro-
nin et al., 2021). Таким образом, НЖК и МНЖК,
накопленные в желточном мешке, могли быть ос-
новным источником энергии молоди осетра в пе-
риод эндогенного питания.

Уровень ПНЖК, в частности 20:5n-3 и 22:6n-3,
от стадии предличинки к стадии личинки досто-
верно увеличился. Накопление в биомассе моло-
ди осетра этих кислот может быть вызвано повы-
шением синтеза фосфолипидов (ФЛ) – структур-
ных компонентов мембран клеток. Начальные
этапы постэмбрионального развития рыб сопро-
вождаются активным ростом клеток и тканей ор-
ганизма, что может привести к накоплению ФЛ и
их компонентов ПНЖК в биомассе молоди рыб
(Kamler, 2008; Tocher, 2010). Активный синтез ФЛ

Таблица 2. Состав жирных кислот (% от суммы ЖК) в биомассе молоди сибирского осетра (Acipenser baerii) в пе-
риод эндогенного питания, выращенной в аквакультуре

Примечание. U – значения критерия Манна–Уитни, р – уровень значимости (достоверные значения выделены жирным
шрифтом при р ≤ 0.05), SE – стандартная ошибка.

Предличинка Личинка
U p

m SE m SE

14:0 5.1 ± 0.4 0.8 ± 0.3 0.0 0.0090
15:0 1.9 ± 0.2 0.3 ± 0.0 0.0 0.0090
16:0 17.6 ± 0.4 19.8 ± 0.2 0.0 0.0090
16:1n-7 14.7 ± 0.5 9.8 ± 0.6 0.0 0.0090
16:1n-6 + n-5 0.4 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.0 0.0090
C15-17 РЖК 1.2 ± 0.1 0.8 ± 0.1 1.0 0.0162
17:0 0.6 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.0 0.0090
18:0 2.9 ± 0.0 2.6 ± 0.0 0.0 0.0090
18:1n-9 19.6 ± 0.1 26.1 ± 0.6 0.0 0.0090
18:1n-7 7.9 ± 0.1 5.9 ± 0.4 0.0 0.0090
18:2n-6 1.2 ± 0.0 5.7 ± 0.7 0.0 0.0090
18:3n-3 0.3 ± 0.0 0.7 ± 0.0 0.0 0.0090
20:1n-9 0.4 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.0 0.0090
20:4n-6 2.8 ± 0.1 2.3 ± 0.1 0.0 0.0090
20:3n-3 0.1 ± 0.0 0.2 ± 0.0 4.0 0.0758
20:4n-3 0.2 ± 0.0 0.3 ± 0.0 1.0 0.0163
20:5n-3 4.0 ± 0.4 5.2 ± 0.4 4.0 0.0758
Σ 22:1 0.1 ± 0.0 0.3 ± 0.0 0.0 0.0090
22:5n-3 1.7 ± 0.2 2.0 ± 0.2 8.0 0.3472
22:6n-3 8.2 ± 0.4 9.8 ± 0.2 0.0 0.0090
24:5n-3 0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.0 7.0 0.2506
24:6n-3 0.3 ± 0.0 0.1 ± 0.0 1.0 0.0163
НЖК 30.1 ± 0.7 24.8 ± 0.3 0.0 0.0090
МНЖК 48.1 ± 0.5 45.4 ± 0.5 1.0 0.0163
ПНЖК 21.8 ± 1.1 29.9 ± 0.3 0.0 0.0090
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в организме молоди осетра в данном исследовании
может подтвердить и растущее от стадии предли-
чинки до стадии сеголетка процентное содержание
16:0. Известно, что эта кислота элонгируется и де-
сатурируется до более длинноцепочечных ЖК, ко-
торые, по большей части, необходимы для биосин-
теза фосфолипидов (Murzina et al., 2012).

С переходом на питание коммерческим кор-
мом, состав ЖК подросшей молоди сибирского
осетра значительно изменился. Так, у мальков от-
мечен рост уровней ЖК – 18:1n-9 и 18:2n-6, кото-
рые содержались в большом количестве в составе
ЖК корма. Кроме того, ЖК состав мальков и се-
голеток отличался высоким содержанием 20:1n-9
и 22:1, источниками которых вероятно стал корм.
Повышенное содержание этих ЖК и включение
их в состав фосфолипидов может привести к сни-
жению жидкостности (текучести) мембран кле-

ток (Мурзина и др., 2012). Для организма сеголет-
ки осетра встраивание данных ЖК в липидный
бислой клеточных мембран может снизить воз-
можности адаптации к низкой температуре воды,
при условии их выпуска в Енисей в августе–сен-
тябре. Однако, длинноцепочечные моноены, ча-
сто в составе ТАГ, утилизируются в качестве ис-
точников энергии молодью рыб и не включаются
в структурные липиды (Мурзина и др., 2012).

Процентное содержание ДГК в биомассе осет-
ра к этапу сеголетки значительно возросло, хотя в
составе коммерческого корма содержание этой
ЖК значительно ниже. Такая динамика может быть
вызвана избирательным накоплением ДГК в соста-
ве фосфолипидов клеточных мембран в расту-
щем организме молоди осетра. Нехватка ДГК
может вызвать задержку в функциональном раз-
витии мозга и привести к уменьшению скорости

Таблица 3. Состав жирных кислот (% от суммы ЖК) в корме и биомассе выращенной в аквакультуре молоди си-
бирского осетра (Acipenser baerii) после перехода на экзогенное питание

Примечание. F – значения критерия Фишера, р – уровень значимости (достоверные значения выделены жирным шрифтом).
Средние, обозначенные одинаковыми буквами, достоверно не отличаются по критерию LSD (наименьшего значимого раз-
личия) Фишера для post hoc теста в однофакторном дисперсионном анализе. SE – стандартная ошибка.

Корм Мальки Сеголетки
F p

m SE m SE m SE

14:0 3.4 ± 0.0A 2.6 ± 0.0B 1.6 ± 0.3C 29.9 0.0000

16:0 13.7 ± 0.1A 18.5 ± 0.2B 24.8 ± 0.6C 246.5 0.0000

16:1n-9 0.2 ± 0.0A 0.6 ± 0.0B 0.9 ± 0.1C 64.3 0.0000

16:1n-7 3.8 ± 0.0A 3.6 ± 0.1A 2.3 ± 0.1C 105.6 0.0000

C15-17 НЖК 0.5 ± 0.0A 0.6 ± 0.0B 0.7 ± 0.0B 10.9 0.0020

18:0 2.8 ± 0.1A 4.5 ± 0.1B 8.5 ± 0.7C 55.8 0.0000

18:1n-9 28.5 ± 0.9A 28.5 ± 0.1A 18.2 ± 0.2B 118.0 0.0000

18:1n-7 2.8 ± 0.2A 3.9 ± 0.1B 3.8 ± 0.0B 36.7 0.0000

18:2n-6 13.0 ± 0.1A 8.7 ± 0.1B 4.1 ± 0.4C 323.3 0.0000

18:3n-3 3.6 ± 0.1A 1.5 ± 0.0B 0.4 ± 0.1C 977.5 0.0000

20:1n-9 3.6 ± 0.1A 3.0 ± 0.0B 3.8 ± 0.2A 8.2 0.0057

20:2n-6 0.5 ± 0.0A 0.8 ± 0.0B 0.8 ± 0.0B 43.1 0.0000

20:4n-6 0.4 ± 0.0A 1.0 ± 0.0B 2.0 ± 0.2B 75.5 0.0000

20:5n-3 5.3 ± 0.1A 3.1 ± 0.0B 4.6 ± 0.1B 201.0 0.0000

Σ 22:1 4.0 ± 0.1A 1.0 ± 0.0B 1.8 ± 0.3B 68.0 0.0000

22:5n-3 1.0 ± 0.0A 1.2 ± 0.0B 1.1 ± 0.0B 13.8 0.0008

22:6n-3 6.8 ± 0.2A 8.9 ± 0.1B 13.8 ± 0.5C 127.1 0.0000

24:5n-3 0.1 ± 0.0A 0.2 ± 0.0B 0.2 ± 0.0B 11.7 0.0015

24:6n-3 0.0 ± 0.0A 1.2 ± 0.0B 0.5 ± 0.0C 283.0 0.0000

НЖК 21.5 ± 0.1A 27.1 ± 0.3B 36.4 ± 1.0C 167.3 0.0000

МНЖК 44.5 ± 0.7A 42.4 ± 0.2B 33.5 ± 0.8C 81.5 0.0000

ПНЖК 34.0 ± 0.7A 30.5 ± 0.2B 30.0 ± 0.3B 23.9 0.0001
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плавания, поскольку концентрация этой кисло-
ты, по-видимому, влияет на активность мотоней-
ронов в головном мозге рыб (Benitez-Santana et al.,
2014). Кроме того, рост уровня ДГК в биомассе
сеголеток мог быть вызван собственным синтезом
этой кислоты. Известно, что молодь рыб может об-
ладать повышенной способностью к синтезу ЭПК
и ДГК (Henrotte et al., 2011; Asil et al., 2017). Косвен-
ным свидетельством этого может быть значи-
тельный рост процента 24:6n-3 – промежуточ-
ной ЖК на пути синтеза ДГК из предшественни-
ков (Blanchard et al., 2005). Такой рост был отмечен
в данном исследовании у осетра на стадии малька.

Что касается АРК и ЭПК, то их уровень на про-
тяжении всего постэмбрионального развития си-
бирского осетра значительно не менялся. Возмож-
но, большая часть этих ЖК стала субстратом для
синтеза липидных медиаторов – эйкозаноидов и
простагландинов, влияющих на адаптивные спо-

собности молоди рыб (Cahu et al., 2009; Pederzoli,
Mola, 2016).

На начальных стадиях постэмбрионалного раз-
вития молодь осетра отличалась высоким содержа-
нием общих липидов и ЖК в биомассе, которое со-
ставляло около 235 и 180 мг г–1 (сырой массы) соот-
ветственно. Данная динамика, вероятно, вызвана
накоплением общих липидов в икре производите-
лей осетров, нагуливающихся в естественных
условиях в р. Енисей. Наиболее высоким у пред-
личинок и личинок осетра было содержание и
ЭПК, и ДГК. Повышенное содержание ПНЖК, и
в частности ЭПК и ДГК, в икре и молоди рыб в пе-
риод эндогенного питания важно для обеспечения
выживания и развития молоди рыб на первых эта-
пах постэмбрионального развития. Эти ЖК в пери-
од вылупления способствуют адаптации и биомем-
бран клеток к изменению условий среды, а также
участвуют в регуляции ряда физиологических про-

Рис. 1. Мультивариантный анализ методом главных компонент жирнокислотного состава (% от суммы ЖК) корма и
биомассы молоди сибирского осетра (Acipenser baerii), выращенного в аквакультуре. Фактор 1 объясняет 46%,
фактор 2 – 29.6%.
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цессов в клетках и тканях (Murzina et al., 2012). От-
мечено, что в условиях стресса личинки судака
предпочитают использовать длинноцепочечные
ПНЖК в качестве метаболических субстратов
(Abi-Ayad et al., 2004), а их недостаток в организме
может привести к шоковому синдрому – внезап-
ной смерти при резком и значительном измене-
нии факторов окружающей среды (Lund et al.,
2012).

Стоит отметить, что к стадии малька и сеголет-
ка содержание общих липидов, суммарное содер-
жание ЖК, а также ЭПК и ДГК в биомассе моло-
ди сибирского осетра существенно падало. Ряд
данных указывает, что для молоди некоторых ви-
дов рыб, для выживания более 50% особей в усло-
виях стресса содержание ДГК в биомассе должно
составлять от 1.5 до 2.5 мг г–1 (Lund et al., 2012;
Matsunari et al., 2013). Содержание ДГК в биомас-
се сеголеток осетра в данном исследовании соста-
вило 0.6 мг г–1, что меньше указанных выше значе-
ний. При низком содержании ДГК в биомассе сего-
леток в момент выпуска в естественную среду
обитания в стрессовых условиях (смена темпера-
турного и кислородного режимов, гидрологических
условий) может произойти гибель большого числа
сеголеток. Это может снизить эффективность про-
цедуры пополнения естественной популяции осет-
ра в реке Енисей. Однако физиологические и био-
химические процессы, происходящие в организме
молоди рыб, могут быть видоспецифичны. По этой
причине для установления порогового содержания
ДГК, необходимого для высокого уровня выжива-
емости молоди сибирского осетра в стрессовых
условиях, необходимы дополнительные экспери-
ментальные исследования.

В составе коммерческого корма, используемо-
го при выращивании молоди осетра, содержание
ДГК составляло 7.4 ± 1.7 мг г–1, а общее содержа-
ние ЖК – 108.6 ± 10.3 мг г–1. При этом, содержа-
ние ЭПК и ДГК, а также общее содержание ЖК в
биомассе молоди осетра у стадии сеголетка значи-
тельно падало. Это может быть связано со сниже-
нием относительного содержания липидов в расту-
щем организме молоди. Кроме того, большая часть
липидов корма могла использоваться в качестве
источника энергии в процессе роста и развития и
не накапливаться в структурных липидах. Причи-
ной низкого содержания ДГК и ЭПК в биомассе
молоди может стать и плохая усвояемость липидов,
из-за высокой жирности корма. При высокой кон-
центрации ТАГ в корме происходит обволакивание
ворсинок кишечника и вакуолизация энтероцитов,
и транспорт ЖК из кишечника в кровь останавли-
вается (Hamre et al., 2011).

Несмотря на низкое содержание в биомассе
сеголеток осетра, проценты ДГК и ЭПК относи-
тельно других ЖК были достаточно высокими.
Однако, имеющихся на данный момент сведе-

ний недостаточно, чтобы оценить – является ли
уровень установленного содержания ЖК доста-
точным для полноценного формирования нерв-
ной системы, развития моторных реакций, нор-
мального функционирования зрительной и слу-
ховой сенсорных систем, развития адаптивных
реакций и обеспечения высокой выживаемости у
исследованной молоди сибирского осетра. Для
дальнейшего исследование этого вопроса возни-
кает необходимость в экспериментальных рабо-
тах по оценке выживаемости молоди сибирского
осетра.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования было установлено, что ЖК
состав биомассы молоди сибирского осетра, выра-
щенного в аквакультуре, в первую очередь связан с
ЖК составом их пищевых источников. На этапе эн-
догенного питания предличинки и личинки осетра
отличались повышенными уровнями ЖК-биомар-
керов диатомовых водорослей, бактериального и
аллохтонного вещества, источниками которых бы-
ли бентосные организмы, входящие в рацион са-
мок осетра. При переходе на питание коммерче-
ским кормом в биомассе мальков и сеголеток росли
уровни ЖК, доминирующих в составе корма. Про-
цент ДГК от стадии предличинки до сеголетка до-
стоверно возрастал, вероятно, за счет избиратель-
ного накопления этой ЖК в структурных липи-
дах. Несмотря на низкое содержание ЭПК и ДГК

Рис. 2. Среднее содержание суммы жирных кислот и
ЭПК + ДГК ± стандартная ошибка (в мг г–1 сырой
массы) в корме и биомассе молоди сибирского осетра
(Acipenser baerii), выращенной в аквакультуре. Значе-
ния, помеченные одной и той же буквой, не имеют
достоверных отличий при р < 0.05 по критерию Фи-
шера для post hoc теста в однофакторном дисперсион-
ном анализе.
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(мг г–1) в биомассе сеголеток сибирского осетра,
выращенного на искусственном корме, их высокое
процентное содержание может удовлетворять по-
требности данного вида рыб в этих омега 3 ПНЖК
для поддержания необходимого функционального
состояния и обеспечивать высокий уровень выжи-
ваемости молоди.
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Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы использования
животных в экспериментах и условия ухода за ними
были соблюдены.
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Composition and Content of Fatty Acids in the Biomass of Juveniles Siberian Sturgeon 
(Acipenser baerii, Brandt, 1869) in Aquaculture Conditions

A. E. Rudchenko1, * and L. A. Menshikova2
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The composition of fatty acids in the biomass of juvenile Siberian sturgeon (Acipenser baerii) grown in aqua-
culture to supplement the number of sturgeon populations in the Yenisei River was studied. To study the dy-
namics of fatty acid composition during growth, juveniles were studied at different stages of postembryonic
development – in periods of endogenous and exogenous nutrition. It was found that the food source has a
significant influence on the composition of fatty acids in the juvenile biomass. Saturated and monounsatu-
rated fatty acids are used by juvenile Siberian sturgeon as energy sources for growth and development. Poly-
unsaturated fatty acids and docosahexaenoic acid (DHA) tended to accumulate in biomass from the prelarva
stage to the underyearling stage. The content of eicosapentaenoic acid (EPA) and DHA (mg g–1) significantly
decreases towards the underyearling stage due to a decrease in the total content of fatty acids in the biomass
of juvenile sturgeon. However, the levels of EPA and DHA in the biomass of Siberian sturgeon underyearlings
before release into their natural habitat were relatively high, which may contribute to the development of the
necessary adaptive responses and a high survival rate of juveniles.

Keywords: Siberian sturgeon, fatty acids, lipids, postembryonic development, aquaculture
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Секвенирование геномов одноклеточных эукариот Holozoa (Monosiga brevicollis, Capsaspora owczarza-
ki), базальных многоклеточных Porifera и Cnidaria, а также Bilateria показало, что генный репертуар
и генные регуляторные сети, играющие ключевую роль в эволюции многоклеточных животных, в
частности, в формировании мезодермы, имеют более раннее происхождение, чем предполагалось.
Появление Cnidaria и Bilateria, произошло накануне Кембрийского взрыва, когда эволюционирова-
ло небывалое количество новых форм организмов. Предполагается, что молекулярно-генетическая
основа Кембрийского взрыва была подготовлена Нох-генами, которые обеспечили принципиаль-
ное усложнение генетических программ развития Bilateria (Erwin, Davidson, 2002; Davidson, 2006;
Carroll, 2008; Holland, 2015).

Ключевые слова: мезодерма, книдарии, Bilateria, генный репертуар, сигнальные пути, генные регу-
ляторные сети, Нох-гены, Кембрийский взрыв
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ВВЕДЕНИЕ
Зародышевые листки, формирующие план стро-

ения многоклеточных животных, впервые были
описаны Карлом фон Бэром. В конце ХIX в. впер-
вые были описаны телобласты – стволовые клетки
мезодермы. Имевшее место формирование элемен-
тов мезодермы на ранних этапах эволюции Meta-
zoa, было крупномасштабным эволюционным нов-
шеством – ароморфозом, изменившим характер
индивидуального развития животных. Впервые
мезодермальный листок у Bilateria формируется у
плоских червей Plathelmintes (600–550 млн лет
назад) из телобластов в заднем конце зародыша,
которые дают начало соединительной ткани, за-
полняющей пространство между внутренними
органами (Иванова-Казас, 1995; Рупперт и др.,
2008; Salinas-Saavedra et al., 2018). Поскольку про-
изводными мезодермы являются мышечная, ске-
летная, кровеносная, половая и выделительная
системы (Technau, Scholz, 2003), целомический
эпителий, то формирование мезодермы стало ис-
точником интенсивных эволюционных преобра-
зований. Переход от двуслойных животных к
трехслойным билатерально-симметричным орга-
низмам и возникновение мезодермы связано с
эволюцией осевой симметрии плана строения

Metazoa (Technau, Scholz, 2003; Isaeva, Kasyanov,
2021). В онтогенезе Bilateria мезодерма появляет-
ся в процессе гаструляции.

Анализ геномов двуслойных Metazoa и пред-
ставителей Bilateria показал, что генный “инстру-
ментарий”, характерный для билатерально-сим-
метричных животных, появился на достаточно
ранних этапах эволюции. Эта особенность касает-
ся в первую очередь эволюционного происхожде-
ния мезодермы. В последние десятилетия появи-
лись основания констатировать, что качественная
сторона генного репертуара, охватывающая боль-
шинство признаков Bilateria, была уже сформиро-
вана у одноклеточных эукариот (хоанофлагеллята
Monosiga brevicollis, филастерия Capsaspora ow-
czarzaki), а также у Porifera. Использование совре-
менных методов анализа регуляции процессов
развития, прежде всего, секвенирования гено-
мов, биоинформатических подходов, генных ре-
гуляторных сетей и сигнальных путей, дало воз-
можность проследить наиболее ранние этапы по-
явления генов, определяющих формирование
элементов мезодермы (Martindale et al., 2004; Put-
nam et al., 2007; Erwin, 2009; Technau, 2010;
Hashimshony et al., 2015; Röttinger et al., 2012; Sri-
vastava, 2015; Technau et al., 2015; Steinmetz et al.,
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2017; Wijesena et al., 2017; Erwin, 2020; Ros-Rocher
et al., 2021). Анцестральные функции этих генов
связаны, по-видимому, с контролем процессов
гаструляции и/или дифференцировкой энтомезо-
дермы, а анцестральные генные сети у Bilateria бы-
ли рекрутированы, вероятно, для дифференциров-
ки мезодермы, в частности, процессов миогенеза
(Technau, 2010). Очевидно, что анализ этой пробле-
мы существенно осложняется отсутствием инфор-
мации о строении последнего общего предка дву-
слойных Metazoa и Bilateria, а также общего предка
Bilateria. Поэтому данные об эволюционных пред-
посылках происхождения мезодермы, имеющихся
у Сnidaria, можно использовать только для осто-
рожной экстраполяции на Bilateria.

ГЕННЫЙ РЕПЕРТУАР
Обнаружение раннего эволюционного появле-

ния генных ресурсов, необходимых для образова-
ния мезодермы, стало возможным после секвени-
рования геномов одноклеточных эукариотических
организмов, губок и представителей двуслойных
Metazoa. В частности, уже у одноклеточных хоано-
флагеллят Monosiga и филастерий Capsaspora при
секвенировании геномов были идентифицирова-
ны гены, ортологичные генам Metazoa, которые
кодируют ряд транскрипционных факторов, а так-
же гены, кодирующие белки клеточной адгезии,
внеклеточного матрикса и некоторых сигнальных
путей (Erwin, 2009, 2020; Suga et al., 2013). Харак-
терные для Bilateria гены, кодирующие тран-
скрипционные факторы, выявлены также у губки
Amphimedon queenslandica и трихоплакса Trichoplax
adhaerens (Placozoa) (Srivastava, 2008; Erwin, 2009,
2020). Речь идет о генах, которые кодируют тран-
скрипционные факторы классов ANTP, Pax, POU,
T-box, Sox, Mef2, PRD.

Из анализа геномов Cnidaria из класса Antho-
zoa (Nematostella и Acropora) следует, что их ген-
ный “инструментарий”, включая генные регуля-
торные сети, оказывается во многом общим с Bi-
lateria, а его элементы возникли на ранних этапах
эволюции многоклеточных (Putnam et al., 2007;
Srivastava, 2008, 2015; Technau, 2010; Hashimshony
et al., 2015; Technau et al., 2015; Steinmetz et al.,
2017; Wijesena et al., 2017). Первоначально у акти-
нии Nematostella vectensis было обнаружено не ме-
нее семи генов, кодирующих транскрипционные
факторы, которые участвуют в дифференциров-
ке мезодермы Bilateria (Erwin, 2009). В области
бластопора Nematostella экспрессируются гены
brachyury, goosecoid и forkhead, а в энтодерме –
snail и twist. Генные регуляторные сети, содержа-
щие эти гены, принимают участие и в регуляции
дифференцировки мезодермы (в частности, мио-
генеза) у Bilateria (Technau, Scholz, 2003; Technau,
2010). В геноме Nematostella обнаружены также ге-
ны, участвующие в детерминации дорсо-вентраль-

ной оси у Bilateria. Это гены decapentaplegic (dpp),
chordin и некоторые другие (Technau, 2010; Technau
et al., 2015). О масштабах этого сходства свидетель-
ствуют данные о том, что у Nematostella было выяв-
лено несколько десятков транскрипционных фак-
торов, свойственных билатерально-симметричным
животным (Ryan et al., 2007; Erwin, 2009). Следует
отметить, что генный репертуар, определяющий
процессы развития исследованных Metazoa, ока-
зался общим, несмотря на огромное разнообразие
планов строения этих животных (Erwin, 2009).

Более детальная информация о молекулярно-
генетических основах появления предшествен-
ников мезодермы была получена при сравнении
профилей экспрессии генов, кодирующих тран-
скрипционные факторы в зародышевых листках
Cnidaria и Bilateria (Steinmetz et al., 2017). В част-
ности, обнаружено, что в энтодерме Cnidaria (на
примере Nematostella) синтезируются транскрип-
ционные факторы, свойственные как энтодерме,
так и мезодерме билатерально-симметричных жи-
вотных. В геноме этого вида были выявлены тран-
скрипционные факторы, характерные для мезо-
дермы представителей Bilateria: в висцеральной ме-
зодерме это гены foxC, nkx3, Six4/5; в скелетных
мышцах билатерий – eyes, six1/2, six4/5, dachs-
hund; в сердечной мышце билатерий – nk4, gata4/5;
tbx4/5; tbx1/10, mef2; в сомитах позвоночных –
paraxis, twist, mox. Энтодерму Cnidaria эти авторы
называют “мезэнтодермой”, указывая на нали-
чие в данном зародышевом листке этих животных
молекулярных маркеров мезодермы (Steinmetz
et al., 2017). Следует также отметить, что сравнение
геномов Cnidaria и отдельных ветвей билатераль-
но-симметричных животных показало большее
сходство геномов Nematostella с позвоночными, чем
с геномами нематоды Caenorhabditis elegans и Dro-
sophila melanogaster (Putnam et al., 2007; Levinton,
2008; Technau, 2010).

Для изучения филогенетического возраста за-
родышевых листков – временнóй последователь-
ности их формирования в ходе эволюции, в каче-
стве модели было предложено использовать дан-
ные о последовательности экспрессии экзо- и
энтодермальных маркерных генов в процессе раз-
вития нематоды Caenorhabditis elegans, а также ля-
гушки Xenopus tropicalis, актинии Nematostella vecten-
sis и губки Amphimedon queenslandica (Hashimshony
et al., 2015). Ортологи “энтодермальных” генов
экспрессируются у этих видов раньше, чем орто-
логи “эктодермальных” генов. Таким образом,
наиболее древними оказались “энтодермальные”
гены, которые возникли, предположительно, до
образования Metazoa (Hashimshony et al., 2015).
Сформировавшийся в тот период “энтодермаль-
ный” генный репертуар содержал, вероятно, и
“мезодермальные” гены, поскольку другой путь
их появления в процессе эволюции представляет-
ся менее вероятным.
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НОХ-ГЕНЫ
В регуляции онтогенетических процессов, в

том числе формировании зародышевых листков у
Bilateria на уровне спецификации и патернирова-
ния, ведущая роль принадлежит гомеозисным ге-
нам. К этой группе относятся гены класса ANTP,
осуществляющие разметку различных областей
развивающихся зародышей вдоль антерио-посте-
риорной оси тела. Речь идет об осевых структу-
рах, прежде всего, сегментации тела и формиро-
вании конечностей. Гены группы ANTP, в состав
которой входят Нох-гены, а также ParaHox- и NK-
гены, появились, как предполагается, до Кембрий-
ского взрыва у общего предка Cnidaria и Bilateria.
Генетическая основа Кембрийского взрыва была
подготовлена, как предполагается, гомеозисными
генами за счет значительного увеличения их числа
в кластере (Davidson, 2006; Laroux et al., 2008; Erwin,
2009; Holland, 2015).

Предполагается, что образование паралогич-
ных кластеров Нох-, ParaHox- и NK-генов на регу-
ляторном уровне послужило генетической осно-
вой образования и дивергенции билатерально-
симметричных животных (Holland, 2001; Minelli,
2003; Davidson, 2006). Эти три группы гомеозис-
ных генов в различной степени представлены в
отдельных ветвях Bilateria (Ferrier, 2010). Таким
образом Нох-гены – аппарат региональной иден-
тификации морфогенетических процессов вдоль
антериор-постериорной оси у Bilateria появился за-
долго до формирования этих организмов. Пред-
полагается, что Нох-гены появились в результате
тандемных дупликаций одного предкового гена
ProtoHox (Holland, 2015). Для Нох-генов многих
Metazoa, характерна пространственная и временнáя
колинеарность экспрессии вдоль антериор-по-
стериорной оси (Tschopp, Duboule, 2011; Mallo,
Alonso, 2013).

Существенно, что в будущей закладке парак-
сиальной мезодермы Bilateria происходит актива-
ция экспрессии Нох-генов, которая осуществля-
ется при помощи разных механизмов: BMP- и
Wnt-сигналинга, а также транскрипционных
факторов Сdx (Alexander et al., 2009; Tschopp, Du-
boule, 2011; Mallo, Alonso, 2013). Экспрессия Нох-
генов на начальных этапах сомитогенеза активи-
руются при помощи ретиноевой кислоты и Fgf-
сигналинга. В регуляции экспрессии Нох-генов у
Bilateria участвуют также эпигенетические меха-
низмы.

Гомеозисные гены, прежде всего, Нох-гены,
были обнаружены и у представителей Cnidaria: An-
thozoa (Nematostella, Aiptasia) и Hydrozoa (Clytia,
Chlorohydra) (Schummer et al., 1992; Finnerty, Mar-
tindale, 1997; Ryan et al., 2007; Finnerty et al., 2004;
Chiori et al., 2009; Genikhovich, Technau, 2017;
DuBuc et al., 2018; He et al., 2018; Rentzsch, Hold-
stein, 2018). Кластеры Нох-генов появились, как

предполагается (Ryan et al., 2007), до эволюцион-
ного расхождения Cnidaria и Bilateria 570–700 млн
лет назад (Ryan et al., 2007). Количество Нох-ге-
нов у книдарий, как и у Bilateria, определяется со-
отношением дупликаций этих генов и их потерь
(Ryan et al., 2007; DuBuc et al., 2018).

Следует отметить, что Nematostella, кроме ораль-
но-аборальной, обладает направительной осью и
элементами билатеральной симметрии (билате-
ральным расположением септ и мезентериальных
мышечных валиков), скрадываемыми радиальной
симметрией щупалец. Вывод о билатеральности
Anthozoa был подтвержден данными об асиммет-
ричной экспрессии ряда генов (Nvdpp, Nvchd) у
Nematostella (Genikhovich, Technau, 2017). Обычно
функция региональной идентификации вдоль
антерио-постериорной оси тела ассоциируется с
Bilateria. Однако приведенные выше данные об
элементах билатеральной симметрии у Nematos-
tella, а также обнаружение нескольких Нох-генов
у представителей Cnidaria привели к исследова-
ниям роли Нох-генов в паттернировании этих
животных (Finnerty, Martindale, 1997; Jakob, Schi-
erwater, 2007; Ryan et al., 2007; Chiori et al., 2009;
DuBuc et al., 2012, 20018; Genikhovich, Technau,
2017; He et al., 2018; Rentsch, Holstein, 2018).

Если у Bilateria Нох-гены патернируют антери-
ор-постерионую ось, то активность Нох-генов у
Cnidaria (Anthozoa) обеспечивает разметку ораль-
но-аборальной и направительной оси (Finnerty,
Martindale, 1997; Ryan et al., 2007; Genikhovich,
Technau, 2017; DuBuc et al., 2018; He et al., 2018;
Rentsch, Holstein, 2018). Первоначально у Nematos-
tella было обнаружено пять Нох-генов (Finnerty,
Martindale, 1997). В этой работе поиск Нох-генов
проводился на базе последовательностей, полу-
ченных при помощи ПЦР-анализа. Впоследствии
при анализе на основе полного секвенирования ге-
нома этого вида книдарий было проанализировано
три Нох-гена – Нох1, Нох2 и Нох9 (Ryan et al., 2007).
Эти гены экспрессируются вдоль орально-або-
ральной оси Nematostella. Авторы данной работы
делают также вывод о том, что Нох-гены участ-
вовали в паттернировании как первичной, так и
вторичной осей тела у общего предка Cnidaria и
Bilateria. Поскольку основная функция Нох-ге-
нов книдарий сводится к патернированию ораль-
но-аборальной оси тела, был необходим анализ
экспрессии этих генов в разных зонах зародыша
на ранних стадиях развития (Ryan et al., 2007).

На следующем этапе анализа роли этих генов в
морфогенезах Cnidaria как сестринской группы
Bilateria было предложено выделить Нох-гены ан-
териорного и центрального/постериорного отде-
лов по аналогии с Bilateria (DuBuc et al., 2018). В
геноме Nematostella авторы выделяют гены Нох1
(NvAx6) и Hox2 (NvAx7 и NvAx8), а также четыре
дополнительных гена: центральных/постериорных
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NvAx1, и NvAx1a, антериор-подобного Нох-гена
(NvAx6a) и псевдогена (NvAx9). Состав Нох-класте-
ров в геномах разных групп книдарий показывает,
что этот кластер у Anthozoa имеет относительно
целостную структуру в отличие от фрагментиро-
ванных кластеров у представителей других клас-
сов этих животных (Genikhovich, Technau, 2017;
DuBuc et al., 2018; He et al., 2018; Rentsch, Holstein,
2018).

Нох-гены (NvAx6) и (NvAx1) патернируют ораль-
но-аборальную ось, поэтому анализ их экспрессии
важен для понимания особенностей регуляции
морфогенеза структур, участвующих в формирова-
нии данной оси. Применение гибридизации in situ
на стадии бластулы Nematostella показало, что Нох
(NvAx6) экспрессируется в презумптивной ораль-
ной части зародыша, а Нох (NvAx1) – в презумптив-
ной аборальной части (Rentsch, Holstein, 2018). Эк-
топическая экспрессия аборального Нох (NvAx1)
ограничивает гаструляцию и спецификацию ораль-
ной части зародыша, что вызывает остановку фор-
мирования энтомезодермы, а нокдаун орального
Нох (NvAx6) приводит к серьезным дефектам га-
струляции и экспансии транскриптов гена (NvAx1),
что тормозит развитие оральной части зародыша
(DuBuc et al., 2018). Нох-гены (NvAx6) и (NvAx1)
патернируют формирование орально-аборальной
оси у Cnidaria через Wnt-сигналинг начиная с
ранних стадий гаструляции и последующего ли-
чиночного развития (Genikhovich, Technau, 2017;
DuBuc et al., 2018; He et al., 2018; Rentsch, Holstein,
2018).

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ
Теоретические концепции морфогенетиче-

ских полей и организаторов как интегральных
факторов, контролирующих план строения и ре-
гуляторные способности развивающегося орга-
низма, подтверждены данными о молекулярных
носителях позиционной информации, функцио-
нирующих как морфогены-организаторы осевого
плана строения животных, и тем самым переведе-
ны на язык молекулярной биологии и генетики
(Niehrs, 2010; Neijts et al., 2016; Bier, De Robertis,
2015; Lapraz et al., 2015; Arias, Steventon, 2018; Isae-
va, Kasyanov, 2021). Позиционная информация,
обеспечиваемая сигнальными системами Wnt,
BMP, Nodal, Hedgehog, играет ключевую роль в
раннем развитии Metazoa, определяя осевой план
строения организма и различия судьбы клеток в
зависимости от их положения в системе эмбрио-
на (DuBuc et al., 2012, 2018; Neijts et al., 2016; Dunn
et al., 2017; Hogvall et al., 2019; Erwin 2020; Fields,
Levin, 2020).

Показано, что организатор Шпеманна (Spe-
mann, Mangold, 1924) и подобные ему центры заро-
дышей позвоночных на стадии гаструлы функцио-
нируют как источник “коктейля” различных моле-

кул сигнальных путей; помимо лигандов (Wnt,
BMP и Nodal), синтезируется набор их рецепто-
ров, антагонистов и транскрипционных факторов
(Niehrs, 2010; Cavalieri, Spinelli, 2015; Lowe et al.,
2015; Anderson, Stern, 2016; Arias, Steventon, 2018;
Omori et al., 2018; Yasuoka, Taira, 2019). Эмбрио-
нальные структуры, подобные организатору Шпе-
манна, были найдены не только у зародышей по-
звоночных, но также у иглокожих, представителей
первичноротых животных и книдарий (Stern et al.,
2006; Kraus et al., 2007, 2016; Bier, De Robertis,
2015; Cavalieri, Spinelli, 2015; Lapraz et al., 2015; Ge-
nikhovich, Technau, 2017; Arias, Steventon, 2018). На-
пример, клетки губы бластопора книдарий, разви-
вающегося в оральный регион полипа, гомоло-
гичный гипостому гидры, подобно организатору
Шпеманна у амфибий, экспрессируют лиганды
Wnt и brachyury (см. Genikhovich, Technau, 2017).

Формирование при гаструляции организаци-
онного центра, экспрессирующие Wnt и опреде-
ляющего ориентацию первичной оси у изучен-
ных представителей Deuterostomia, Protostomia,
книдарий и губок, свидетельствует о консерва-
тизме этого сигнального пути, лежащего в основе
поляризованного развития всех Metazoa (Hol-
stein, 2012; DuBuc et al., 2018). На полюсе, специ-
фицируемом сигналом Wnt высокой интенсивно-
сти, формируется бластопор (при наличии), и этот
же полюс становится задним, оральным (у книда-
рий) или апикальным (у губок) полюсом первич-
ной оси (Loh et al., 2016; Dunn et al., 2018; Hogvall
et al., 2019). Таким образом, организатор Шпеман-
на и подобные ему структуры гаструлы Metazoa, со-
здают координатную систему позиционной инфор-
мации, пространственная асимметрия которой
транслируется в морфологически различные струк-
туры развивающегося организма (Stern et al., 2006;
Bier, De Robertis, 2015; Cavalieri, Spinelli, 2015;
Lowe et al., 2015; Owlarn, Bartscherer, 2016). Полу-
чены свидетельства взаимосвязи различных сиг-
нальных путей и регуляторных каскадов, формиру-
ющих генетические регуляторные сети, которые
обладают и консерватизмом, и пластичностью, что
обеспечивает способность системы к саморегуля-
ции и преобразованиям (Bertrand et al., 2015; Cav-
alieri, Spinelli, 2015; Lapraz et al., 2015; Erwin, 2020).

Лабораторные эксперименты с применением
ключевых молекул сигнальных путей, продуцируе-
мых организаторами, либо с подавлением активно-
сти таких молекул, подтвердили их морфогенети-
ческую эффективность. Например, ингибирование
сигнализации Wnt у ранних зародышей позвоноч-
ных животных приводило к образованию лишь
“обрубка” тела, состоящего из головы и передней
части туловища; нокдаун β-катенина (внутрикле-
точного эффектора, регулирующего транскрип-
цию генов-мишеней сигнального каскада Wnt)
блокировал гаструляцию и все последующее раз-
витие (см. Martin, Kimelman, 2009). Инъекция
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смеси плазмид, содержащих Wnt1 и Wnt3, в бласто-
меры на стадии 8 или 16 клеток зародыша книда-
рии Nematostella, вызывала образование эктопиче-
ской оси у 50% первичных полипов (Kraus et al.,
2016).

Архетипическое строение Bilateria характери-
зуется переднезадней, дорсовентральной и лево-
правой осями тела; сигнальные пути Wnt и BMP
специфицируют основные оси тела, переднезад-
нюю и дорсовентральную, создавая ортогональ-
ную Декартову систему координат плана строения
(Stern et al., 2006; Niehrs, 2010; Holland, 2015). Лево-
правая симметрия/асимметрия, весьма обычная у
билатеральных животных, контролируется сиг-
нальными системами Nodal и Hedgehog (Niehrs,
2010; Holstein, 2012; Bertrand et al., 2015; Loh et al.,
2016; Cavodeassi et al., 2019; Fields, Levin, 2020).
Таким образом, разнообразие форм животного
мира, насколько можно судить, базируется на
небольшом числе сигнальных путей, общих для
всех основных типов Metazoa (обзоры Niehrs,
2010; Holstein, 2012; Hogvall et al., 2019; Isaeva,
Kasyanov, 2021).

У билатеральных животных векторная пози-
ционная информация вдоль переднезадней оси
развивающегося организма специфицируется
машинерией временнóй и пространственной
экспрессии генов Hox-кластера в координации с
сигнализацией Wnt и генами ParaHox-кластера –
системой, наиболее совершенной и досконально
исследованной у позвоночных (Deschamps, Du-
boule, 2017; DuBuc et al., 2018; Ferrier, 2019; Erwin,
2020; Zhong et al., 2020).

У книдарий патернирование орально-абораль-
ной оси осуществляется Нох-генами, взаимодей-
ствующими с Wnt-сигналингом (DuBuc et al., 2018;
He et al., 2018; Rentsch, Holstein, 2018). У Nematos-
tella в этом процессе участвуют гены NvWnt1,
NvWnt3, NvWnt4 и NvWntA, экспрессирующиеся
на оральном полюсе вокруг бластопора (DuBuc
et al., 2018). Нокдаун Нох (NvAx6) и Нох (NvAx1)
приводит к ингибированию экспрессии этих
NvWnt. Не входящий в эту группу ген NvWnt2 экс-
прессируется вдоль средней линии эктодермы за-
родыша и служит маркером оральной и абораль-
ной территорий. Нокдаун Нох (NvAx6) приводит к
смещению экспрессии NvWnt2 в сторону ораль-
ного полюса, тогда как оверэкспрессия NvAx6 не
влияет на экспрессию NvWnt2 (DuBuc et al., 2018).
Авторы предполагают, что NvWnt2 служит проме-
жуточным звеном между границей эктодермаль-
ных орально-аборальных Нох-генов и территорией
экспрессии Wnt. В процессе гаструляции и после-
дующего развития планулы включается Wnt/β-ка-
тенин сигналинг, патернирующий орально-або-
ральную ось. В это время Bmp агонисты/антагони-
сты активируют Нох гены в энтомезодермальном
слое вдоль вторичной оси. Патернирование напра-

вительной оси зародышей Anthozoa, названное ак-
сиальным Нох-кодом, также осуществляется Нох-
генами с участием BMP сигналинга (гена Gbx)
(He et al., 2018).

ПРОИСХОЖДЕНИЕ МЕЗОДЕРМЫ
НА КЛЕТОЧНОМ УРОВНЕ

При анализе функциональных особенностей
клеток энтодермального слоя у Cnidaria было об-
наружено определенное сходство как с энтодер-
мой, так и с мезодермой Bilateria (Seipel, Schmidt,
2005, 2006; Steinmetz et al., 2017). В контексте эво-
люционного происхождения мезодермы следует
отметить, что у Cnidaria (на примере Anthozoa и
Medusozoa) энтодерма состоит из разных типов
клеток, которые обладают несколькими функци-
ями, в частности, функциями мышечной и поло-
вой систем, а также экзокринной и инсулинэрги-
ческой функциями, которые у Bilateria имеют мезо-
дермальное происхождение (Siepel, Schmid, 2006;
Schmidt-Rhaesa, 2007; Steinmetz et al., 2017). При-
веденные данные дают основание говорить о би-
функциональности клеток энтодермы у Cnidaria
(Steinmetz et al., 2017).

Формирование мезодермы на уровне клеток
сводилось, вероятно, к обособлению от энтодермы
(энтомезодермы) клеток миогенной природы, ко-
торые рассматриваются как древнейшие производ-
ные мезодермы (Rieger, Ladurner, 2003; Schmidt-
Rhaesa, 2007). Сегрегация миогенных клеток про-
исходила в районе бластопора и эти клетки во-
влекались в дифференцировку, которую можно,
вероятно, назвать первичной мезодермальной
(Technau, Scholz, 2003; Burton, 2008).

Предполагается, что свободные мышечные
клетки произошли в процессе эволюции от мио-
эпителия, встречающегося как у Cnidaria, так и у
Protostomia и Deuterostomia (Burton, 2008). Таким
образом, мезодерма Bilateria, по-видимому, берет
свое начало от бифункциональной энтомезодер-
мы Cnidaria (Technau, Scholz, 2003; Rieger, Ladurner,
2003; Schmidt-Rhaesa, 2007; Burton, 2008; Steinmetz
et al., 2017; Wijesena et al., 2017). Предложена модель
гомологов зародышевых листков книдарий, в ко-
торой их глоточная эктодерма соответствует энто-
дерме Bilateria, а энтодерма книдарий гомологична
мезодерме этих животных (Steinmetz et al., 2017).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование в процессе эволюции “мезодер-

мального” генного репертуара, свойственного Bila-
teria, у одноклеточных эукариот, Porifera и Cnidaria
послужило важным звеном при анализе происхож-
дения мезодермы, появление которой обеспечило
стремительное увеличение видового разнообразия.
Обсуждается возможность, того, что общий предок
Cnidaria и Bilateria уже имел генный инструмента-
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рий, потенциально способный контролировать
онтогенез билатерально-симметричных живот-
ных с их специфическими особенностями: трех-
слойностью, билатеральностью, глубокой специ-
ализацией отдельных клеточных типов, внутри- и
межклеточной сигнализацией и др. (Putnam et al.,
2007; Levinton, 2008; Erwin, 2009; Hashimshony
et al., 2015; Steinmetz et al., 2017; Srivastava, 2015;
Burke, 2021). Важный аспект этой проблемы связан
с попытками определения времени появления “ме-
зодермального” генного репертуара в процессе эво-
люции. Предполагается, что он появился накануне
Кембрийского взрыва, когда появились Нох-гены,
обеспечивающие большое разнообразие планов
строения видов (Larroux et al., 2008; Erwin, 2009;
Holland, 2015; Sravastava, 2015; Annunziata et al.,
2019; Burke, 2021).
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Genome sequencing of unicellular eukaryotes Holozoa (Monosiga brevicollis Capsaspora owczarzaki), Porif-
era, Cnidaria, and Bilateria showed that the gene repertoire and gene regulatory networks that play a key role
in the mesoderm emergence have an earlier evolutionary origin than expected. The appearance of Cnidaria
and Bilateria occurred on the eve of the Cambrian explosion, when a huge number of new organisms species
appeared. It is assumed that the genetic basis of Cambrian explosion was prepared by Hox-genes, which pro-
vided a fundamental complication of Bilateria development genetic programs.
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Серотонин (5-НТ) известен как вещество c широким спектром физиологического действия. При
этом его присутствие в клетках развивающегося эмбриона показано уже с самых ранних стадий раз-
вития. Однако влияние повышения уровня внутриклеточного серотонина на процессы дробления у
представителей Spiralia подробно не изучалось. Мы впервые исследовали изменения в паттерне
спирального дробления у пресноводного моллюска Lymnaea stagnalis после инкубации яиц в раство-
ре предшественника серотонина ‒ 5-HTP (со стадии зиготы/2 бластомеров в течение 24 ч). В ходе
дробления у всех экспериментальных эмбрионов нарушалось взаимное расположение бластомеров,
начиная со стадии апикальной розетки вплоть до ранней гаструлы. Задержка цитотомии бластоме-
ров квадрантов А и С приводила к смещению бластомеров во всех квадрантах, включая B и D, в ре-
зультате чего бластомеры приобретали несвойственные им в норме контакты. Впоследствии у 80%
эмбрионов экспериментальной группы происходило необратимое нарушение гаструляции и фор-
мирование экзогаструлы. У эмбрионов, успешно прошедших гаструляцию, наблюдались мальфор-
мации глаз и раковины в 10–15% случаев. Наши результаты показывают, что повышение уровня
внутриклеточного серотонина приводит к нарушению взаимного расположения бластомеров у
представителя Spiralia, а также может приводить к нарушениям дальнейшего развития.

Ключевые слова: внутриклеточный серотонин, паттерн дробления, аномалии развития, циклопия,
мальформации раковины, моллюски, Gastropoda, Spiralia
DOI: 10.31857/S0475145022020033

ВВЕДЕНИЕ
Серотонин (5-HT) – широко распространен-

ный моноамин, который обычно ассоциируется с
передачей сигнала между нервными клетками.
Кроме этого, 5-HT является гормоном, модулиру-
ющим нейрогенез у позвоночных, начиная с диф-
ференцировки нервных клеток до формирования
цитоархитектоники зрелого мозга (Vitalis et al.,
2003; Whitaker-Azmitia, 2010; Farrelly et al., 2019).
Однако, серотонин выявляется в эмбрионе уже на
самых ранних, донервных стадиях, а эффекты мо-
дуляции его активности сказываются на различ-
ных процессах в развитии (Buznikov et al., 2001;
Бузников, 2007). В яйцеклетку, зиготу и бласто-
меры серотонин попадает из материнского орга-

низма, благодаря активности мембранных транс-
портeров (Murphy et al., 2004; Cote et al., 2007). 5-HT
внутри бластомеров обнаруживается как у позво-
ночных, так и у беспозвоночных животных, и вы-
является как в цитоплазме, так и в ядрах эмбрио-
нальных клеток (Ivashkin et al., 2019). В клетках
взрослого организма серотонин может служить
субстратом для трансглутаминаз – ферментов, с
помощью которых происходит специфическая
модификация белков – серотонилирование (Wal-
ther et al., 2011).

Серотонилирование белков существенно для
регуляции долговременных, отложенных или цик-
лических процессов (Bader, 2019). В развитии боль-
шого прудовика серотонилирование белков у эм-
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брионов на стадиях раннего дробления приводило к
изменению локомоторной активности развиваю-
щихся зародышей и ювенильных особей и, при
определенных условиях, к возникновению необра-
тимых нарушений гаструляции (Ivashkin et al., 2015).
События в развитии большого прудовика, предше-
ствующие нарушению гаструляции в случае повы-
шения уровня серотонина в бластомерах, остались
невыясненными. В частности, не были прослежены
изменения, происходящие в паттерне спирального
дробления.

В нашей работе мы использовали раннее раз-
витие большого прудовика Lymnaea stagnalis в ка-
честве модели для анализа влияния внутрикле-
точного серотонина на паттерн спирального
дробления. Большой прудовик является класси-
ческим модельным объектом эмбриологии и био-
логии развития и его нормальное развитие доста-
точно хорошо изучено. В своих экспериментах
мы повышали уровень внутриклеточного серото-
нина на ранних стадиях дробления за счет инку-
бации яиц в непосредственном предшественнике
серотонина – 5-НТР. Расположение бластомеров
на анимальном полюсе было детально картирова-
но, отслежено их взаимное расположение у эмбри-
онов контрольной и экспериментальной групп.
Процесс развития эмбрионов прослеживали до мо-
мента завершения метаморфоза, обращали внима-
ние на прохождение гаструляции, формирование
раковины и глаз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение и культивирование эмбрионов

В работе использовали эмбрионы большого пру-
довика – Lymnaea stagnalis из лабораторной культу-
ры. Содержание животных и получение кладок
проводилось согласно описанной методике (Ivash-
kin et al., 2015). Для синхронизации эмбриональных
стадий проводился индуцированный нерест пу-
тем переноса половозрелых особей из отсеков с
избытком корма (салат) в чистую отстоянную во-
ду. Через 5 ч нахождения в чистой воде, моллюски
обычно откладывали кладки практически одно-
временно, разница в развитии между разными
кладками составляла не более 30 мин. Стадии
развития эмбрионов определяли по таблице раз-
вития для большого прудовика по Мещерякову
(Meshcheryakov, 1990).

Экспериментальное повышение уровня серотонина
Яйца извлекали из слизистого кокона и инку-

бировали 24 ч в 2 мл соответствующих свежепри-
готовленных растворов. Все растворы готовили на
основе кипяченой и профильтрованной через бу-
мажный фильтр водопроводной воды. Контроль-
ную группу инкубировали в 0.1 мM растворе аскор-
биновой кислоты, а экспериментальную группу в

растворе, содержащем 0.1 мM аскорбиновой
кислоты и 1 мM предшественника серотонина
(5-HTP). Аскорбиновая кислота необходима для
предотвращения окисления 5-HTP (Voronezhskaya
et al., 2004). После 24 ч инкубации при 25°С яйца
тщательно отмывали кипяченой фильтрованной
водопроводной водой. Для последующего анали-
за использовали зародышей трех ранних стадий
развития: на стадии формирования апикальной
розетки, плоской бластулы и ранней гаструлы
(стадия 13, 15++ и 16 по Мещерякову, соответ-
ственно). Также выделяли стадию поздней га-
струлы (стадия 18) и стадию завершения метамор-
фоза (стадия 27).

Иммунохимическое
и гистохимическое маркирование

Для иммунохимического и гистохимического
маркирования часть контрольных и эксперимен-
тальных эмбрионов, достигших соответствующих
стадий развития (стадии 13‒18) извлекали из
яйцевых капсул путем сдавливания между двумя
предметными стеклами и последующим промы-
ванием фосфатным буфером (PBS 0.01 M, рН 7.4)
через сетку с ячеей 100 мкм. Эмбрионы фиксиро-
вали в 4% параформальдегиде на 0.01 M PBS в те-
чение ночи при 4°С, а затем несколько раз про-
мывали 5% раствором Triton X-100 на 0.01 M PBS.
Оставшихся эмбрионов доращивали до ювениль-
ных стадий. Морфологию зародышей, прошедших
метаморфоз, изучали под бинокуляром (Olympus,
SZ 60), аномалии развития документировали с по-
мощью окулярной камеры (DCM 500, China).

Повышение внутриклеточного уровня 5-HT
контролировали маркированием эмбрионов ан-
тителами к серотонину (rabbit polyclonal antibody
against 5-HT, Immunostar, Hudson, WI, #20080,
разведение 1 : 1000), с дальнейшим выявлением
вторичными антителами (goat anti-rabbit Alexa 488
conjugated IgG, Molecular Probes, 1 : 800). Все ан-
титела разводили на блокирующем растворе, со-
держащем 0.01 M PBS, 5% BSA, 0.5% Triton X-100.
Границы клеток маркировали фаллоидином (phal-
loidin-Alexa 488 conjugated, Sigma). Ядра клеток до-
крашивали DAPI. Тотальные препараты эмбрио-
нов разных стадий развития просветляли в 80%
глицерине, а затем монтировали на предметные
стекла в 80% глицерине.

Анализ препаратов
Анализ препаратов проводили с помощью

конфокального микроскопа (Leica TCS SP5). По-
лученные серии оптических срезов использовали
для построения 3D изображений с помощью про-
граммного обеспечения микроскопа. 2D изобра-
жения максимальных проекций строили с помо-
щью программы для анализа изображений ImageJ
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(v 1.53) и графического редактора GIMP (v 2.10.18),
компоновку рисунков проводили в программе
Adobe Photoshop CS 8. Положения бластомеров
описывали в соответствии с таблицами нормально-
го развития L. stagnalis (Meshcheryakov, 1990).

На каждой стадии раннего развития было про-
анализировано не менее 25 контрольных и 30 экс-
периментальных эмбрионов. На стадии гастру-
лы было проанализировано 27 контрольных и 32
экспериментальных эмбриона. До ювенильной
стадии было прослежено 220 эксперименталь-
ных эмбрионов из 18 кладок. На рисунках пред-
ставлены наиболее характерные эмбрионы каж-
дой стадии развития для контрольной и экспе-
риментальной групп.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Распределение внутриклеточного серотонина
Инкубация в 5-НТР приводила к равномерно-

му повышению уровня серотонина во всех бла-
стомерах у ранних эмбрионов большого прудови-
ка. Яркость маркирования антителами к серото-
нину была одинаковой в макро- и микромерах, не
наблюдалось концентрации положительной ре-
акции в каких-либо зонах бластомеров (рис. 1).
Эти данные отличаются от полученных ранее ре-
зультатов по инкубации эмбрионов морского
брюхоногого моллюска тритонии (Tritonia diome-
dea) в 5-НТР. У эмбрионов тритонии 5-НТ в сход-
ных условиях инкубации обнаруживался на ани-
мальном полюсе на стадии 1–8 бластомеров и в
микромерах анимального полюса на стадии мо-
рулы (Buznikov et al., 2003).

Анализ паттерна дробления
на последовательных стадиях развития

При анализе паттерна расположения бластоме-
ров на анимальном полюсе обнаружены повторяю-
щиеся отклонения в паттерне расположения бла-
стомеров у эмбрионов экспериментальной группы
по сравнению с контрольной. Различия начинали
проявляться на стадии формирования апикальных
клеток розетки (стадия 13). При сравнении паттер-
на расположения бластомеров обнаружено, что у
экспериментальных эмбрионов бластомеры 1c121,
1a121, 1d11 и 1a11 не претерпевают цитотомии, что
приводит к смещению бластомера с111. В результате
с111 начинает контактировать с 1b112, чего не наблю-
дается в контроле (рис. 2а, 2а'). Разница в располо-
жении бластомеров усиливается при достижении
стадии плоской бластулы (стадия 15++). У экспери-
ментальных эмбрионов всe ещe не происходит ци-
тотомии бластомера 1a11. В результате чего бласто-
меры 1a12112 и 1a12111, смещаются к клетке прототроха
1а21, а бластомер 1c12112 начинает контактировать с
1b1211 (рис. 2б'). Подобные контакты между описан-

ными бластомерами никогда не наблюдаются в
контрольной группе (рис. 2б). Максимально замет-
ными изменения становятся на стадии ранней га-
струлы (стадия 16). На данной стадии у эмбрионов
экспериментальной группы наблюдается ряд сме-
щений клеток, приводящий к изменению контак-
тов внутри квадрантов. Так, бластомер 1c12112 сдви-
гается в область потомков квадранта В и начинает
контактировать с 1a1121. При этом бластомер 1b1121

не может контактировать с бластомером 1a1121 (в
норме 1b1121 всегда контактирует с 1a1121); а бласто-
мер 1a1122 контактирует с клеткой прототроха ‒ 1а21,
чего не встречается в контроле (рис. 2в, 2в'). По-
сле стадии ранней гаструлы (стадия 16) смещения
бластомеров могут варьировать из-за увеличива-
ющегося числа клеток. При этом во всех случаях
произошедшие ранее задержки в цитотомии в
квадрантах С и А (бластомеры 1c121 и 1a121 соответ-
ственно), из-за чего смещаются отдельные бласто-
меры, финально приводят к существенному нару-
шению взаимного расположения бластомеров уже
во всех квадрантах на анимальном полюсе у заро-
дышей экспериментальной группы.

Спиральный паттерн дробления консервати-
вен, детерминирован и устойчив. Четко опреде-
лены как положения каждого нового бластомера,
так и его контакты с соседними клетками. Такое
взаимодействие в случае спирального дробления
принципиально, поскольку изменения в контак-
тах или взаимном расположении бластомеров на
стадиях дробления приводят к различным изме-
нениям или нарушениям в дальнейшем разви-
тии у гастропода, в том числе у большого прудо-
вика (Arnolds et al., 1983). Ярким примером вли-
яния расположения бластомеров на дальнейшее
развитие являетcя изменение генетически детер-
минированной закрученности раковины у большо-

Рис. 1. Выявление внутриклеточного серотонина в
эмбрионах большого прудовика на стадии 8 бласто-
меров. (а) Положительная реакция иммунохимиче-
ского маркирования антителами к серотонину во всех
бластомерах у контрольного эмбриона. (а') Равно-
мерное повышение яркости иммунохимического
маркирования после инкубации яйца в предшествен-
нике серотонина (5-HTP, 1 мМ). Зеленый – антитела
к 5-НТ, синий – DAPI. Масштабная линейка 20 мкм.
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20 мкм(а) (а') 20 мкм
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го прудовика. Механическим смещением оси по-
ворота микромеров относительно макромеров по-
сле третьего деления дробления можно добиться
получения левозакрученных улиток в генетиче-
ски правозакрученной линии. Аналогичные на-
рушения наблюдаются также при изменении экс-
прессии материнских генов (maternal effect gene),
таких как Lsdia1 and Lsdia2. Доказано, что ген
Lsdia1 ассоциирован с перестройкой актинового
цитоскелета (Kuroda, Abe, 2020). В свою очередь,

повышение уровня внутриклеточного серотонина
может приводить к долговременным изменениям в
структуре актинового цитоскелета, что было пока-
зано для гладкомышечных клеток (Watts et al.,
2009). Также высокий уровень серотонина оказы-
вает влияние на свойства внеклеточного матрикса
(Hummerich, Schloss, 2010) и плотность контактов
между клетками (Li et al., 2016). Изменения в со-
стоянии цитоскелета бластомеров и плотности
контактов между клетками эмбриона при воздей-

Рис. 2. При повышении внутриклеточного уровня серотонина нарушается взаимное расположение бластомеров во
время спирального дробления Lymnaea stagnalis. Все эмбрионы представлены с анимального полюса, границы клеток
промаркированы фаллоидином (белый). Синяя прорисовка – квадрант А, красная прорисовка – квадрант В, желтая
прорисовка – квадрант С, зеленая прорисовка – квадрант D. (а, а') Сбой паттерна дробления начинается на стадии
формирования апикальных клеток розетки (ст. 13). Стрелками указаны: задержка цитотомии бластомеров 1a121 и 1a11

(в квадранте А); не разделившийся бластомер 1c121 и смещение положения бластомера с111 (в квадранте С); запаздывающий
в прохождении цитотомии бластомер 1d11 (в квадранте D). (б, б') Нарушения в расположении бластомеров более четко вид-
ны на стадии плоской бластулы (ст. 15++). Стрелками указаны: все еще не поделившийся бластомер 1a11; 1a12112 и
1a12111, сместившиеся к клетке прототроха 1a21; бластомер 1c12112, сдвигающийся в сторону квадранта В. (в, в') Выраженные
нарушения паттерна расположения клеток анимального полюса на стадии ранней гаструлы (ст. 16). Стрелками указа-
ны: бластомер 1a1122, сместившийся и контактирующий с клеткой прототроха 1a21; бластомер 1c12112, внедрившийся в
квадрант В. Масштабная линейка 30 мкм.
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ствии серотонина может быть одним из вероят-
ных механизмов, лежащих в основе нарушения
перемещений бластомеров во время дробления у
большого прудовика. Однако это предположение
требует дополнительных экспериментальных ис-
следований.

Нарушения гаструляции и мальформации

При достижении стадии гаструлы, у 80% заро-
дышей экспериментальных групп возникает не-
обратимая летальная аномалия развития. На этой
стадии у контрольных зародышей формируется
двуслойная гаструла с хорошо выраженным бла-
стопором (рис. 3а). В это же время эксперимен-
тальные зародыши представляют собой две плот-
ные шарообразные клеточные массы: эктодерму
и энтодерму, скрепленные между собой в области
формирования бластопора (рис. 3a'). Такую ано-
малию развития у большого прудовика ранее
описывали как экзогаструлу (Raven, 1966). Фор-
мирование подобных нарушений развития было
описано при кратковременной инкубации эм-
брионов на стадии зиготы или 2 бластомеров в
растворах LiCl (Holland et al., 2005) или азакенпа-
уллона (Kunick et al., 2003). В обоих случаях авто-
ры предполагают вовлеченность канонического
Wnt-сигнального пути в возникновение данной
необратимой аномалии развития. Вопрос о влия-
нии серотонина на Wnt-каскад на данный момент
остается открытым. Предложенная нами модель
может оказаться удобной для исследований воз-
можного взаимодействия между этими двумя ре-
гуляторными путями в процессе развития.

После стадии гаструлы эмбрионы проходят в
развитии стадии велигера и великонхи, претерпе-

Рис. 3. Эмбрионы контрольной и экспериментальной
групп на стадии поздней гаструлы. Границы клеток
промаркированы фаллоидином (зеленый). (а) По ис-
течении 36 ч после появления первой борозды деле-
ний дробления эмбрионы контрольной группы про-
ходят стадию поздней гаструлы с хорошо выражен-
ным бластопором. (а') Зародыши экспериментальной
группы на той же стадии развития представляют со-
бой две плотные шарообразные клеточные массы,
скрепленные между собой в области формирования
бластопора. Обозначения: бл – бластопор, энт – энто-
дерма, экт – эктодерма. Масштабная линейка 20 мкм.
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Рис. 4. Примеры мальформаций, наблюдающихся у эмбрионов экспериментальной группы после завершения мета-
морфоза. (a) Зародыш контрольной группы с парными темными глазами и завитками раковины. (б, в) Мальформации
раковины: вытянутая раковина без завитков (б), широкая раковина без завитков (в). (г–е) Мальформации глаз: цик-
лопия (г), формирование непарных глаз (д), формирование глаз на одной стороне (е). Масштабная линейка 50 мкм.
Обозначения: черная стрелка – глаза, р – раковина, н – нога.
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вают метаморфоз и ещe некоторое время проводят
в яйце до стадии вылупления. После прохождения
метаморфоза эмбрион напоминает миниатюрную
взрослую улитку: у контрольных зародышей фор-
мируются голова с щупальцами и парными темны-
ми глазами, четко выделяется нога, сформирован-
ные органы висцерального комплекса закрыты за-
витками раковины (рис. 4а). У 10–15% зародышей
экспериментальной группы, продолживших свое
развитие и успешно прошедших гаструляцию, на-
блюдаются мальформации двух видов. В первом
случае нарушения связаны с формированием
глаз. Возможно, как формирование одного асим-
метричного глаза (циклопия) (рис. 4г), так и по-
явление непарных глаз (рис. 4д), или множества
глаз только на одной стороне головы (рис. 4е).
Вторым типом нарушений были изменение фор-
мы раковины. Формирующаяся раковина может
терять завитки, при этом завиток может быть как
удлиненным (рис. 4б), так и широким (рис. 4в).
Наблюдалось также расхождение витков ракови-
ны между собой при сохранении нормального
числа завитков. Следует отметить, что мальфор-
мации глаз и раковины могут встречаться как раз-
дельно, так и у одного и того же зародыша.

Ранее подобные мальформации были описаны
после манипуляций с микромерами, потомками
3D-организатора, а также при изменениях в по-
ложении бластомеров на цефалической пластин-
ке у Lymnaea stagnalis (Arnolds et al., 1983; Martin-
dale et al., 1985). Авторы связывают подобные
мальформации с нарушениями в дифференци-
ровке мезодермальных и эктодермальных про-
изводных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы показали, что инкубация в предшествен-

нике серотонина со стадии зиготы до 24 ч разви-
тия приводит к равномерному повышению уров-
ня внутриклеточного серотонина во всех бласто-
мерах у эмбрионов Lymnaea stagnalis. При этом
наблюдается отклонение от классического паттерна
спирального дробления, связанное с задержкой ци-
тотомии у части бластомеров и смещением взаим-
ного расположения бластомеров анимального по-
люса относительно друг друга. В последующем раз-
витии у части эмбрионов возникают необратимые
нарушения гаструляции, мальформации глаз и ра-
ковины.
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Increased Intracellular Serotonin Level within Blastomeres Leads to Disruption 
in the Spiral Cleavage Pattern in the Mollusc Lymnaea stagnalis

A. I. Bogomolov1, 2 and E. E. Voronezhskaya2, *
1Department of Embryology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,

Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119934 Russia
2Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences,

ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: elena.voronezhskaya@idbras.ru

Serotonin (5-HT) is known as a substance with a wide range of physiological effects. In particular, 5-HT is
present in embryonic cells from the very early stages of development. However, the consequences of increased
intracellular serotonin on the cleavage pattern in Spiralia have not been studied in detail. We examined the
changes in the cleavage pattern in representative Spiralia – the freshwater mollusc Lymnaea stagnalis – after
incubation of eggs in the serotonin precursor 5-HTP (from the zygote/2 blastomere stage for 24 hours). The
arrangement of blastomeres was disrupted in all experimental embryos during cleavage, starting from the api-
cal rosette stage and extending to the early gastrula. Delayed cytotomy of blastomeres in quadrants A and C
resulted in the displacement of blastomeres in all quadrants, including B and D. As a result, the blastomeres
acquired neighborhood contacts that they never have under normal conditions. Later, irreversible gastrula-
tion abnormality with exogastrula formation occurred in 80% of experimental embryos. Finally, eye and shell
malformations occurred in 10–15% of embryos that successfully passed gastrulation. Our results demonstrat-
ed that elevated intracellular serotonin level leads to disruption of blastomere cleavage pattern and can also
induce developmental abnormalities and malformations during further development in a representative of
Spiralia.

Keywords: intracellular serotonin, cleavage pattern, developmental abnormalities, cyclopia, shell malforma-
tions, molluscs, Gastropoda, Spiralia
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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.

Ключевые слова: механические силы, механозависимые движения клеток, развитие, гаструляция,
эмбрион, деформация ткани, Xenopus laevis
DOI: 10.31857/S0475145022020045

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

D. V. Bredov1, 2, *, N. N. Luchinskaya1, and I. V. Volodyaev1

1 Department of Embryology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskie Gory, 1/12, Moscow, 119934 Russia

2 Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences,
 ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: d2707bredov@yandex.ru

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
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Перицентромерная тандемно повторяющаяся некодирующая ДНК (ТП ДНК) составляет примерно
10% генома человека. Перицентромерная ТП ДНК включает в себя классические сателлиты чело-
века 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3), которые транскрибируются в соматических клетках. Ранее нами пока-
зано наличие транскриптов HS2/HS3 в позднем оогенезе человека и определена их последователь-
ность. Было высказано предположение, что найденные РНП могут быть местом пространственной
секвестрации РНК и белков в созревающих ооцитах. Цель работы – разработка метода инактивации
транскриптов HS2/HS3 с помощью антисмысловых олигонуклеотидов для оценки ее влияния на
размер и количество DDX4-содержащих РНП в созревающих ооцитах человека. Инактивация тран-
скрипции HS2/HS3 в созревающих ооцитах человека методом микроинъекции привела к достовер-
ному уменьшению суммарного сигнала РНК HS2/HS3, выявляемого методом флуоресцентной ги-
бридизации in situ (f luorescence in situ hybridization, FISH). Одновременно с этим наблюдалось уве-
личение количества включений, окрашиваемых антителами к РНК-хеликазе DDX4. Возможно, при
инактивации транскрипции HS2/HS3 происходит диссоциация DDX4-содержащих РНП частиц.
Подобные изменения РНП частиц могут играть критическую роль для развития ооцитов, быть при-
чиной остановки созревания или возникновения патологических синдромов, в том числе связан-
ных с проблемами оплодотворения.

Ключевые слова: оогенез, эмбриогенез, HS2/HS3, DDX4, зародышевые гранулы, безмембранные
биомолекулярные конденсаты
DOI: 10.31857/S0475145022020057

ВВЕДЕНИЕ

Перицентромерная тандемно повторяющаяся
некодирующая ДНК (ТП ДНК) составляет при-
мерно 10% генома человека. Перицентромерная
ТП ДНК включает в себя классические челове-
ческие сателлиты 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3) (Richard
et al., 2008), которые транскрибируются в сомати-
ческих клетках (Enukashvily, Ponomartsev, 2013).
Подобные транскрипты также обнаруживаются в

клетках эмбрионов до и после имплантации (Тро-
фимова и др., 2018; Yandim, Karakülah, 2019). Ранее
в нашей лаборатории впервые обнаружена тран-
скрипция перицентромерной ТП ДНК HS2/HS3 в
позднем оогенезе человека – при переходе ооци-
тов от стадии зародышевого пузырька (germinal
vesicle, GV) к стадии метафазы I мейоза (meta-
phase I, MI). Транскрибируемыми являлись обе
цепи HS2/HS3. РНК HS2/HS3 обнаружены в со-
ставе рибонуклеопротеиновых включений, содер-
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жащих РНК-хеликазы DDX5 и DDX4, локализо-
ванные вблизи митохондрий (Dobrynin et al., 2020).
При анализе опубликованных транскриптомов
ооцитов человека стадий GV, MI, MII нами выявле-
но и охарактеризовано четыре полиаденилирован-
ных транскрипта HS2/HS3 (Dobrynin et al., 2020).
Обнаруженные включения предположительно
являются характерными для клеток зародышевой
линии рибонуклеопротеинами (РНП), называе-
мыми зародышевые гранулы (ЗГ) (Добрынин,
Енукашвили, 2020). Данное предположение осно-
вывается на следующих фактах: а) в обнаруженных
включениях обнаружен белок DDX4, который яв-
ляется маркерным белком ЗГ млекопитающих (Re-
unov, Reunova, 2015); б) выявленные нами РНП ко-
локализованы с митохондриями, что также харак-
терно для ЗГ ооцитов млекопитающих (De Smedt
et al., 2000). ЗГ млекопитающих – это биоконден-
саты, которые образуются с помощью механизмов
фазовых переходов типа “жидкость–жидкость”.
Разделение фаз придает этим РНП свойства “кап-
ли в капле”, позволяя гранулам быстро конденси-
роваться и растворяться в зависимости от соста-
ва окружающей среды и обеспечивать их обмен
компонентами. Присутствие в таких образова-
ниях некодирующих транскриптов ТП ДНК по-
казано впервые и их роль в формировании выяв-
ленных включений неясна.

Цель работы – разработка метода инактивации
транскриптов HS2/HS3 с помощью антисмысло-
вых олигонуклеотидов для оценки влияния на
размер и количество DDX4-содержащих РНП в
созревающих ооцитах человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Этическое одобрение

Все ооциты получали от доноров согласно стан-
дартам, изложенным в приказе Министерства
здравоохранения Российской Федерации № 803н
от 31.07.2021 г., и в соответствии с Хельсинкской
декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции (ВМА) (Хельсинкская декларация: этические
принципы медицинских исследований с участием
людей, включая поправки, внесенные 64-м сове-
щанием ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь
2013 г.). Исследование было одобрено локальным
этическим комитетом сети клиник Ava-Peter-Scan-
dinavia (№ 11/22-12-2016). Письменное информи-
рованное согласие было получено от каждого до-
нора, включенного в исследование.

Олигонуклеотиды

На основе консенсусных последовательностей
HS2/HS3 были подобраны прямой и обратный оли-
гонуклеотиды, инактивирующие РНК HS2/HS3 и

содержащие 2'-О-метил-РНК модификацию по
всей длине олигонуклеотидов: 5'-AAUGGAAUC-
GAAUGGAAUC-3' и 5'-GAUUCCAUUCGAUUC-
CAUU-3'. Модификация 2'-O-метил обеспечивает
устойчивость РНК к воздействию нуклеаз и значи-
тельно повышает ее сродство к РНК-мишени (тем-
пература плавления, по сравнению с ДНК-РНК
дуплексом, выше) (Lennox, Behlke, 2011).

Для FISH использовался олигонуклеотидный
зонд DYZ1: 5'-TCCATTCCATTCCATTCCATTC-
CATTCCATTCCATTCCATTCCATTCC-3', мече-
ный флуорохромом FITC по 5'-концу (Евроген,
Россия) (Dobrynin et al., 2020).

Преовуляторные ооциты человека

Ооциты, находящиеся на одной из двух ста-
дий: GV или MI (n = 11) были получены от здоро-
вых доноров, включенных в программу донорства
ооцитов, по стандартным протоколам стимули-
рования овуляции. Ооциты собирали иглой во
время трансвагинальной пункции преовулятор-
ных фолликулов под контролем сонографии. В
ходе процедуры такие фолликулы отбирали по
двум признакам: размеру (свыше 17–18 мм) и на-
личию хорошо выраженной антральной полости.
Помимо ооцитов, вступивших в метафазу II
мейоза (MII), аспираты содержали ооциты на
стадиях GV, MI. Качество обработанных гиалуро-
нидазой ооцитов без кумулюса оценивали с по-
мощью стереомикроскопии. Ооциты были отсор-
тированы на подходящие и неподходящие для
программы донорства. Ооциты считались зрелы-
ми и подходящими для донорства, если они до-
стигли стадии MII в соответствии с протоколом
Стандартной Операционной Процедуры (СОП)
клиник Ava-Peter-Scandinavia. Ооциты GV и MI
без морфологических аномалий исключили из
программы донорства яйцеклеток ввиду эконо-
мической нецелесообразности их банкирова-
ния, но не из-за аномалий развития. Их исполь-
зовали в исследовании, если информированное
согласие было подписано донором. Степень зре-
лости мейотических клеток оценивали, как опи-
сано в (Dobrynin et al., 2020).

После удаления дебриса и микроскопического
исследования ооциты GV и MI помещали в 1 мкл
среды для манипуляции SynVitro Flush (Cooper-
Surgical, США) на предметное стекло и фиксиро-
вали в 40 мкл фиксатора (96° этанол/ледяная ук-
сусная кислота в соотношении 3 : 1), охлажденно-
го до –20°С. Препараты сушили на воздухе и
хранили при комнатной температуре. Для каж-
дого эксперимента использовали не менее трех
ооцитов.
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Флуоресцентная гибридизация in situ

Распределение транскриптов HS2/HS3 и белка
DDX4 в преовуляторных ооцитах человека на ста-
диях GV и MI исследовали с помощью метода
FISH совместно с прямым иммуноцитохимиче-
ским окрашиванием (иммуно-ДНК-РНК-FISH)
как описано в (Dobrynin et al., 2020).

В качестве негативного контроля для части
ооцитов проводили предобработку РНКазой А.
Для этого фиксированные препараты отмывали
от фиксатора и инкубировали в растворе РНКазы
А (200 мкг/мл) (Биолот, Россия) на 2× растворе
цитрата натрия (SSC) (рН 7.0) в течение 1 ч при
температуре 37°С. Затем препараты отмывали в
2× SSC 10 мин при комнатной температуре и
использовали для иммуно-ДНК-РНК-FISH с
HS2/HS3 гибридизационным зондом. Отсут-
ствие флуоресцентных сигналов в обработанных
РНКазой А ооцитах рассматривали как подтвер-
ждение того, что наблюдаемые в необработанных
ооцитах сигналы обусловлены взаимодействием
зонда с РНК, а не с ДНК.

Чтобы оценить локализацию транскриптов
HS2/HS3 относительно маркера зародышевых гра-
нул ооцитов – хеликазы DDX4 (методика описана
выше), препараты ооцитов после ДНК-РНК-FISH
выдерживали в 5% бычьем сывороточном альбуми-
не в 1× фосфатно-солевом буфере (PBS) в тече-
ние 1 ч. Далее применяли мышиные моноклональ-
ные антитела (АТ) против DDX4 (1 : 200, Abcam,
#ab196708), коньюгированные с Alexa 647. Затем
препараты промывали в PBS, содержащем 0.02%
Tween-20 (PBST), трижды, по 10 мин каждый. По-
сле этого препараты ополаскивали дистилирован-
ной водой и помещали в среду, содержащую агент,
предохраняющий от выгорания флуорохрома, и
DAPI (Thermofisher, США).

Микроинъекции

Для инактивации транскрипции HS2/HS3 в
GV/MI ооцитах человека были выполнены цито-
плазматические микроинъекции с помощью мик-
романипулятора Interegra RI. Перед эксперимен-
том ооциты были разделены на 3 группы (n = 11). В
группе 1 (контроль, n = 4) в ооциты вводили фи-
зиологический раствор (127.5 фл). В группе 2 (n = 3)
в каждый ооцит инъецировали 85 фл (8.5 фмоль)
антисмысловых олигонуклеотидов. В группе 3
(n = 4) вводимый объем составлял 127.5 фл
(12.75 фмоль) антисмысловых олигонуклеоти-
дов. После инъекции ооциты помещали в пита-
тельную среду для инкубирования One step Media
(Irvine Scientific) в СО2-инкубатор, а через 48 ч
фиксировали и исследовали по протоколам, опи-
санным выше.

Микроскопирование

Для получения оптических срезов и трехмер-
ного анализа препаратов использовали конфо-
кальный микроскоп Olympus FV3000 (Olympus,
Япония). Для детекции DAPI, FITC и Alexa 647, в
качестве источника возбуждающих волн использо-
вали светодиодные лазеры с длинами волн 405, 488,
640 нм соответственно. Сканирование вдоль
Z-оси выполняли с шагом 0.8 мкм. Обработку
изображений производили с помощью про-
граммного обеспечения конфокального микро-
скопа Olympus FV3000. Трехмерную реконструк-
цию на основе полученных оптических срезов
производили с помощью встроенных функций
программного обеспечения микроскопа Olympus
FV3000. В каждом эксперименте анализировали
изображения не менее 3 ооцитов.

Обработка данных конфокальной микроскопии

Анализ флуоресцентных сигналов проводился
с помощью программы ImageJ (NIH, США). Пе-
ред обработкой изображения проводилась его ка-
либровка – рассчитывалось соотношение между
физическим размером изображения в сантимет-
рах и числом пикселей в изображении. Перед из-
мерениями все изображения, содержащие флуо-
ресценцию только одного канала (FITC для
HS2/HS3, Alexa 647 для DDX4) обрабатывались с
помощью инструмента Substract и инструмента
Unsharp mask. После этого изображения перево-
дились в цветовой режим оттенки серого (256 от-
тенков, формат 8-бит). Перед преобразованием в
бинарное черно-белое изображение устанавли-
вался порог интенсивности серого цвета с помо-
щью инструмента Threshold, ниже которого се-
рый сигнал считался равным белому, а выше –
черному цвету. Далее изображение переводилось
в бинарное, которое обрабатывалось с помощью
бинарного инструмента Watershed, разделяющего
соприкасающиеся объекты. В разделе Set Mea-
surements проводилась настройка условий и набо-
ра данных для будущего обсчета. Зона обсчета
ограничивалась с помощью инструмента Free-
hand Selections. Далее с помощью инструмента
Analyze Particles проводился обсчет флуоресцент-
ных сигналов. Минимальный размер сигналов,
отбираемых для обсчета был установлен на уров-
не 7 пикселей. В качестве величины, используемой
для квантификации флуоресцентного сигнала, был
выбран показатель “среднее значение серого”
(СЗС, mean) – сумма значений всех пикселей серо-
го цвета в выделенной области, деленная на коли-
чество пикселей. Данная величина находится в
прямой пропорциональной зависимости от коли-
чества флуоресцентно-меченных макромолекул
и дает представление об интенсивности флуорес-
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ценции. При исследовании флуоресценции АТ
против DDX4 также использовались данные о ко-
личестве отдельных сигналов (count). Результаты
обсчета выводились в виде таблицы результатов.

Cтатистический анализ

Эксперименты проводились не менее чем в 3
биологических и 5 технических повторностях. Ста-
тистическая обработка данных обсчета СЗС прово-
дилась с использованием программы GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software, США). Был выполнен
односторонний дисперсионный анализ (ANOVA)
для попарного сравнения средних значений трех
несогласованных групп. Использование t-крите-
рия было исключено из-за малого размера выбо-
рок. Для таких выборок ANOVA является одним

из рекомендованных методов статистического
анализа, благодаря устойчивости его результатов
к изменению размеров выборок (Blanca et al.,
2017). Статистическая значимость обозначена **
при p-value <0.01 и ns при p > 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследований установили, что инъекци-
онные манипуляции с ооцитами не приводили к
достоверному увеличению числа дегенерировав-
ших ооцитов ни в одной из групп по сравнению с
внутрилабораторными контрольными значениями
гибели ооцитов при инъекционных манипуляциях.
Данные внутрилабораторные нормы были уста-
новлены клиникой, в которой проводились мик-

Рис. 1. Пространственное распределение РНК HS2/HS3 (зеленый) и РНК-хеликазы DDX4 (красный) (a–в) в GV и MI
ооцитах человека после инъекций физиологического раствора (а), 8.5 фмоль (б) и 12.75 фмоль антисмысловых нуклео-
тидов (в). Хроматин окрашен DAPI (синий). Масштабная линейка: 20 мкм. Результаты количественного обсчета изоб-
ражений представлены на графиках (г–е): СЗС для конфокальных изображений после HS2/HS3 РНК FISH (г), после
иммуноокрашивания АТ против DDX4 (д). Данные по числу флуоресцентных сигналов на клетку после окрашивания
АТ к DDX4 представлены на (е).
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роинъекции в рамках данного исследования, на
основании собственного и мирового опыта.

В ооцитах 3-й группы, получивших 12.75 фмоль
2-О'Met ДНК, наблюдалось достоверное (p =
= 0.01) снижение СЗС до 25.68 ± 1.777 по сравне-
нию с группой 1 (35.50 ± 2.938). В группе с дозой
8.5 фмоль данный показатель (34.47 ± 1.984) не
изменялся достоверно по сравнению с контроль-
ной группой (рис. 1а–1г).

Таким образом, данный метод инактивации
ТП ДНК приводит к статистически достоверной
инактивации ~30% исследуемых транскриптов са-
теллитной ДНК. Инактивация транскриптов пери-
центромерных ТП ДНК человека на данный мо-
мент является технически сложной задачей. Это
обусловлено несколькими факторами. Во-пер-
вых, на данный момент сложно подобрать инакти-
вирующие олигонуклеотиды, т.к. сборка генома в
области локализации перицентромерных ТП ДНК
отсутствует. Инактивация же транскриптов в ооци-
тах представляет дополнительные трудности – из-
за наличия сформированной zona pellucida невоз-
можно использовать для трансфецирования ли-
пофильные реагенты. Блок транскрипции на за-
вершающем этапе GV стадии развития ооцитов
также снижает эффективность инактивации. В
данном исследовании нам удалось добиться зна-
чимого снижения СЗС гибридизационных сиг-
налов в ДНК-РНК FISH и показать хорошую пе-
реносимость клетками данной процедуры. Для
повышения эффективности инактивации плани-
руется разработка протокола с использованием
одновременно нескольких антисмысловых оли-
гонуклеотидов.

Одновременно с этим, в ооцитах 3-й группы
была обнаружена тенденция (p = 0.16) увеличения
СЗС в канале, соответствующем сигналу, полу-
ченному при окрашивании АТ против DDX4 до
26.23 ± 2.223 по сравнению с группой 1 (19.57 ±
± 2.496). При этом в группе 2 данный показатель
(21.63 ± 3.095) изменялся меньше по сравнению с
контрольной группой (рис. 1а–1в, 1д).

При этом в ооцитах 3-й группы была обнару-
жена тенденция (p = 0.19) к увеличению числа от-
дельных сигналов до 76 ± 18.56 по сравнению с
группой 1 (44 ± 8.994 сигналов). Тогда как в груп-
пе 2 данный показатель (26 ± 5.508 сигналов) из-
менялся меньше по сравнению с контрольной
группой 1 (рис. 1а–1в, 1е). Малый размер выбо-
рок не позволил получить статистически досто-
верные данные. Работа по накоплению данных
будет продолжена в будущем.

Таким образом, при снижении количества тран-
скриптов HS2/HS3 в ооците, количество включе-
ний, окрашиваемых антителами к DDX4, увеличи-
валось без снижения СЗС.

Возможно, при инактивации транскрипции
HS2/HS3, происходит диссоциация ранее обна-
руженных DDX4-содержащих РНП частиц, так
как выявлено увеличение количества отдельных
сигналов, соответствующих DDX4. Предполага-
ется, что обнаруженные РПН необходимы для де-
понирования материнских РНК и белков, ис-
пользуемых в процессах раннего эмбриогенеза до
запуска собственного генома эмбриона. В связи с
этим, диссоциация РНП частиц может играть
критическую роль для развития ооцитов, быть
причиной остановки созревания или возникно-
вения патологических синдромов, в том числе
связанных с проблемами оплодотворения.

Известно, что РНК могут являться активными
участниками-регуляторами, а не пассивными
элементами при образовании РНП гранул. In vitro
небольшое количество РНК сначала способству-
ет образованию капелек белка, а затем начинает
растворять капли, как только концентрация РНК
достигает порогового значения (Banerjee et al., 2017;
Maharana et al., 2018). Длинные и трансляционно-
репрессированные (экспонированные) транскрип-
ты имеют тенденцию входить в состав РНП (Ran-
gan et al., 2009; Hubstenberger et al., 2013; Nam-
koong et al., 2018). Эти РНК могут иметь больше
конформационных состояний, чем трансляцион-
но активные РНК (Ding et al., 2005), а также могут
участвовать в большем количестве взаимодей-
ствий белок-РНК, РНК-РНК или участвовать в
спаривании оснований (Jain, Vale, 2017; Rhine et al.,
2020). Таким образом, структура РНК является
одним из основных регуляторов разделения фаз
различных РНП структур, а инактивация их
транскрипции может приводить к дезорганиза-
ции РНП.

Известно, что РНК HS2/HS3, ранее выделен-
ная из клеток HeLa, подвергшихся тепловому
шоку (Valgardsdottir et al., 2005), необходима для
сборки ядерных стресс телец – безмембранных
РНП, связанных с ТП ДНК. Предполагается, что
подобные HS2/HS3 РНК обладают исключитель-
ной способностью действовать как молекулярные
губки и секвестрировать регуляторные белки хро-
матина (Enukashvily et al., 2021). Поэтому инактива-
ция транскрипции HS2/HS3 может быть факто-
ром, оказывающим негативное влияние на сбор-
ку РНП структур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты показывают, что
2-О'Met антисмысловые олигонуклеотиды мо-
гут инактивировать транскрипцию сателлитных
HS2/HS3 ДНК в позднем оогенезе человека при
введении их в клетку путем микроинъекций.
При инактивации транскриптов наблюдается
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снижение степени агрегации белка DDX4 содер-
жащегося в составе РНП, что может свидетель-
ствовать о диссоциации РНП.
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Influence of Inactivation of Tandemly Repeated Pericentromeric DNA Transcription
on the Formation of Membraneless Structures at the End of Oocyte Maturation
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Pericentromeric tandemly repeating noncoding DNA (TR DNA) makes up approximately 10% of the human
genome. TR DNA includes classic human satellites 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3), which are transcribed in somatic
cells. We have previously shown the presence of HS2/HS3 transcripts in late human oogenesis and deter-
mined their sequence. It has been suggested that the RNPs may be the site of spatial sequestration of RNA
and proteins in maturing oocytes. The aim of this work was to develop a method for the inactivation of
HS2/HS3 transcripts using microinjected oligonucleotides to assess its effect on the size and amount of
DDX4-containing RNP in maturing human oocytes. Inactivation of HS2/HS3 transcription in maturing hu-
man oocytes by microinjection led to a significant decrease in the total HS2/HS3 RNA signal after FISH. At
the same time, an increase in the number of inclusions stained with antibodies to RNA helicase DDX4 was
observed. Possibly, upon inactivation of HS2/HS3 transcription, dissociation of previously detected DDX4-
containing RNP particles occured. Such changes in the RNP of particles can play a critical role in the devel-
opment of oocytes, be a reason for the arrest of maturation or the occurrence of pathological syndromes, in-
cluding those associated with fertilization problems.

Keywords: oogenesis, embryogenesis, HS2/HS3, DDX4, germ granules, membraneless biomolecular con-
densates
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Арил-гидрокарбоновый рецептор (Aryl hydrocarbon receptor, AHR) является высококонсерватив-
ным лиганд-зависимым транскрипционным фактором, гены-мишени которого играют ключевую
роль в детоксикации, регуляции процессов развития, поддержании гомеостаза эукариот и метабо-
лизме лекарственных соединений. Наше исследование впервые демонстрирует увеличение экс-
прессии гена арил-гидрокарбонового рецептора и его генов-мишеней в культурах клеток человека
после воздействия ингибитора гистоновой деацетилазы (белиностата), который рассматривают в
настоящее время как возможное терапевтическое средство для лечения различных типов глиом, в
том числе и глиобластом.
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ВВЕДЕНИЕ

Арил-гидрокарбоновый рецептор (Aryl hydro-
carbon receptor, AHR) является высококонсерва-
тивным лиганд-зависимым цитозольным тран-
скрипционным фактором. Гены-мишени AHR
играют ключевую роль в регуляции процессов
развития, детоксикации и поддержания гомео-
стаза эукариот. Наиболее изученными генами-
мишенями AHR являются гены, кодирующие
ферменты системы цитохрома p450 (CYP), кото-
рые участвуют в метаболизме гормонов и лекар-
ственных соединений. Известно, что для многих
опухолевых клеток характерно изменение соот-
ношения различных изоформ CYP и их индуци-
бельности по сравнению с неопухолевыми, что
может сильно влиять на эффективность лечения
противоопухолевыми препаратами.

Попадая в цитоплазму клетки, лиганд взаимо-
действует с AHR, который далее перемещается в
ядро, где вместе с ARNT (AHR Nuclear Transloca-

tor) формирует транскрипционный комплекс для
активации генов-мишеней.

Ранее, в экспериментах in vivo, мы показали,
что разнообразие уровней транскрипции генов-
мишеней AHR обусловлено структурой хроматина
каждого из них (Akishina et al., 2017). Нами был об-
наружен механизм контроля индуцибельной экс-
прессии генов-мишеней AHR, который заключа-
ется в том, что внешний сигнал (лиганд), активиру-
ющий AHR как транскрипционный фактор, не
всегда вызывает эффективный ответ его генов-ми-
шеней. Этот ответ будет эффективным только в
случае доступности ДНК регуляторных областей
генов-мишеней для AHR, т.е. зависит от статуса
хроматина этих областей, который может меняться
в разных тканях и на разных стадиях развития орга-
низма (Akishina et al., 2017; Акишина и др., 2020).

Целью настоящей работы было проанализиро-
вать, существует ли механизм эпигенетического
контроля индуцибельной экспрессии генов-ми-
шеней AHR в клетках человека опухолевого и не-
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опухолевого происхождения, поскольку ингиби-
торы гистоновых модификаторов и лиганды AHR
часто используются при лечении разных типов
рака (Howells et al., 2002; Wang et al., 2017; Gurba-
ni et al., 2019). Белиностат, ингибитор гистоновой
деацетилазы HDAC, не так давно начали рассмат-
ривать, как возможное терапевтическое средство
для лечения различных типов глиом, в том числе
и глиобластом (Kusaczuk et al., 2016; Gurbani et al.,
2019). В данной работе мы исследовали влияние бе-
линостата на индукцию лигандами AHR экспрес-
сии его генов-мишеней семейства CYP1 (CYP1A1,
CYP1B), уровень экспрессии самого гена AHR и
его партнера, ARNT.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для анализа использовали клетки эмбриональ-
ных почек человека линии HEK293 и опухолевые
клетки глиобластомы человека Sus/fP2 (Pustogarov
et al., 2017), любезно предоставленные сотрудника-
ми лаборатории нейрогенетики и генетики разви-
тия Института высшей нервной деятельности и
нейрофизиологии РАН. Для культивирования кле-
ток использовали клеточную среду DMEM/F12, со-
держащую 10% FBS, с добавлением 2 мM L-глюта-
мина и 19.4 мM D-глюкозы (ПанЭко, Россия) при
37°C и 5% СО2.

Для проведения экспериментов клетки рассе-
ивали на 6-ти луночные планшеты и инкубирова-
ли 24 ч, после чего в клеточную среду добавляли
лиганды, либо белиностат или лиганды плюс бе-
линостат на 24 ч. Все эксперименты были прове-
дены в трех повторностях. Лиганды и белиностат
растворяли в ДМСО для получения стоковой
концентрации: 10 мкM для 2′Z-индирубина (Sig-
ma-Aldrich, США), 100 мM для индол-3-карбино-
ла (Mirax Biopharma, Россия) и 2 мМ белиностата
(PXD101, Sigma-Aldrich, США). Далее лиганды до-
бавляли в среду в конечной концентрации: 10 нМ
индирубин, 100 мкМ индол-3-карбинол и 2 мкМ
белиностат. В качестве контроля в среду добавля-
ли эквивалентное количество ДМСО.

Изменения экспрессии генов оценивали с по-
мощью ПЦР в реальном времени. Протоколы
выделения РНК, синтеза кДНК и проведения
ПЦР в реальном времени описаны ранее (Во-
ронцова и др., 2020).

В работе использовали следующие последо-
вательности пар праймеров: для гена GAPDH:
прямой – TGCACCACCAACTGCTTAGC, об-
ратный – GGCATGGACTGTGGTCATGAG; для
гена HPRT1: прямой – TGAGGATTTGGAAAG-
GGTGT, обратный – GAGCACACAGAGGGC-
TACAA; для гена AHR: прямой – GAACCATC-
CCCATACCCCAC, обратный – TGGCTGG-
CACTGATACATCG; для гена ARNT: прямой –
GAAACATTTGATCTTGGAGGCAGCAG, обрат-

ный – AGGAGTCACGGAGTCAGACACATA; для
гена CYP1A1: прямой – GATTGAGCACTGT-
CAGGAGAAGC, обратный – CCAAAGAGGTC-
CAAGACGATGTTA; для гена CYP1B: прямой –
CTCAACCGCAACTTCAGCAACTTC, обратный –
AGAGAGGATAAAGGCGTCCATCAT. Гены HPRT1
и GAPDH использовали в качестве референсных.

Все результаты представлены как среднее зна-
чение ±SEM. Различия считались значимыми при
p-value менее 0.05. Статистическая значимость раз-
личий между образцами для экспериментов оцени-
валась с помощью программного обеспечения
REST (Qiagen, США) (Pfaffl et al., 2002) с использо-
ванием парного теста рандомизации с фиксиро-
ванным перераспределением с 2000 перестановок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Применение индирубина и индол-3-карбино-

ла по-разному влияло на экспрессию исследуе-
мых генов. Экспрессия гена CYP1A1 при добавле-
нии индирубина увеличивалась незначительно
по сравнению с контролем (рис. 1в). После до-
бавления индол-3-карбинола уровень экспрес-
сии CYP1A1 увеличивался значительнее, в 4.5 и в
19 раз, в клетках линии неопухолевого происхож-
дения HEK293 и в клетках глиобластомы Sus/fP2
соответственно. Уровень экспрессии гена CYP1B
повышался только при добавлении индол-3-кар-
бинола в клетках Sus/fP2 (рис. 1г).

CYP1A1 и CYP1B являются генами-мишенями
лиганд-зависимого транскрипционного фактора
AHR. Повышение уровня экспрессии CYP1A1 и
CYP1B в ответ на действие лигандов AHR указывает
на нормальное функционирование пути AHR/CYP1
в исследуемых клеточных культурах.

Что интересно, воздействие лигандов также
приводило к увеличению экспрессии самого AHR в
клетках линии HEK293 и к значительному сниже-
нию экспрессии в клетках линии Sus/fP2 (рис. 1а).
Тогда как на экспрессию ARNT применение
лигандов практически не оказывало эффекта
(рис. 1б).

Добавление к культивируемым клеткам бели-
ностата, который является ингибитором гистоно-
вой деацетилазы HDAC, приводило к активации
транскрипции AHR и усилению экспрессии всех
исследуемых генов, кроме ARNT. Возможно, HDAC
не участвует в регуляции активности промотора
гена ARNT в клетках исследуемых культур. Для
гена AHR было показано, что ингибиторы HDAC
могут усиливать конститутивную активность его
промотора, тем самым повышая уровень его экс-
прессии (Garrison et al., 2000), что подтверждается
нашими данными.

Самое значительное (в 600 раз) повышение
экспрессии было зафиксировано для гена CYP1A1
в клетках глиобластомы. Интересно, что белино-
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стат значительно сильнее влиял на уровень экс-
прессии генов-мишеней AHR в клетках глиобла-
стомы Sus/fP2, чем в клетках неопухолевой куль-
туры HEK293.

Менее выраженный рост уровня экспрессии
AHR и его генов-мишеней в ответ на действие бе-
линостата в культуре HEK293 по сравнению с
культурой глиобластомы, можно объяснить осо-
бенностями клеток HEK293 и ткани, из которой
они получены. Как было показано ранее, измене-
ние паттерна экспрессии, инициированное во вре-
мя воздействия белиностата, может сильно зави-
сеть от типа опухолевых клеток (Kusaczuk et al.,
2016).

Таким образом, в клетках опухолевого и не-
опухолевого происхождения, в которых работает
путь AHR/CYP1, способность генов-мишеней ре-
агировать на активацию AHR индирубином и ин-
дол-3-карбинолов зависит от статуса хроматина
их регуляторных зон и активности эпигенетиче-
ских факторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Механизм и принцип действия белиностата на

данный момент понятен не до конца, хотя извест-
но, что он является ингибитором гистоновой деа-

цетилазы HDAC, которая подавляет экспрессию
генов на эпигенетическом уровне через модифи-
кацию гистонов промоторных областей. Однако,
до сих пор не выявлен полный спектр генов, экс-
прессию которых белиностат может контролиро-
вать в опухолевых и неопухолевых клетках. Тем
не менее известно его прямое влияние на экс-
прессию генов, чьи продукты ответственны за
арест клеточного цикла и апоптоз, что важно для
онкотерапии (Kusaczuk et al., 2016). В данной рабо-
те мы показали, что белиностат также активирует
экспрессию гена AHR и двух его генов-мишеней в
клетках глиобластомы, усиливая действие лиган-
дов AHR. Так как лиганды AHR и эпигенетические
ингибиторы используются в противоопухолевой
терапии разных видов рака, в том числе глиобла-
стом (Sherer et al., 2017), результаты нашей работы
необходимо учитывать при разработке новых ком-
бинаций терапевтических схем лечения онкологи-
ческих заболеваний.
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Рис. 1. Уровень экспрессии генов CYP1A1, CYP1B, AHR и ARNT в клетках линии неопухолевого происхождения
HEK293 и глиобластомы Sus/fP2 до (контроль) и после добавления лигандов (индирубина, индол-3-карбинола) и бе-
линостата, ингибитора гистоновой деацетилазы HDAC. Уровень экспрессии генов AHR (а), ARNT (б), CYP1A1 (в),
CYP1B (г). Звездочка указывает на значимое различие в экспрессии генов по сравнению с контролем (* p ≤ 0.05). RQ –
относительный уровень мРНК. ДМСО – контроль, IND – индирубин, I3C – индол-3-карбинол, Bel – белиностат.
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Effect of the Histone Deacetylase (HDAC) Inhibitor – Belinostat – on the Expression 
of the Aryl Hydrocarbon Receptor and Its Target Genes in Human Cell Cultures
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The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-dependent transcription factor. Its target genes play an im-
portant role in detoxification, developmental regulation, maintenance of eukaryotic homeostasis, and drug
metabolism. The results of our study have shown for the first time the increase in the expression of the aryl
hydrocarbon receptor and its target genes in human cell cultures after exposure to a histone deacetylase in-
hibitor (belinostat), which is currently considered a potential therapeutic agent for the treatment of various
types of gliomas, including glioblastoma.
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В работе впервые исследовали картину экспрессии белка TTH, родственного семейству белков D4,
на личиночной стадии развития Drosophila melanogaster. Для этого были получены поликлональные
антитела к нативному белку TTH и синтезирована линия дрозофил, трансформированных генети-
ческой конструкцией, содержащей модифицированный локус tth для экспрессии GFP-меченого
белка TTH::GFP. Анализ картин экспрессии нативного и меченого белков показал локализацию
TTH в нервной системе, специализированных эндокринных железах и слюнных железах личинок,
а также в структурах, формирующих иннервацию глаз взрослого насекомого. Было сделано предпо-
ложение об участии гена tth в развитии нервной системы и зрительного анализатора, а также в функ-
ционировании органов, ответственных за гормональную регуляцию и пищеварение.
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ВВЕДЕНИЕ
Ген toothrin (tth) относится к эволюционно кон-

сервативному семейству генов d4. У позвоночных
животных семейство представлено тремя генами,
два из которых дифференциально экспрессируются
в центральной и периферической нервной системе
(Kulikova et al., 2013). У дрозофилы обнаружено два
гена-гомолога этого семейства, но только один из
них (drosophila d4 – dd4) кодирует белок с харак-
терным С-концевым доменом парных цинковых
пальцев PHD-типа, или D4-доменом (DPF). Бы-
ло показано, что D4-домен белка DPF3/Cer-D4
человека способен связываться с метилирован-
ными и ацетилированными остатками лизинов
гистонов 3 и 4 (Lange et al., 2008). Ранее мы пока-
зали специфический паттерн экспрессии мРНК
гена dd4 в нервной системе и гонадах эмбрионов
дрозофилы (Nabirochkina et al., 2002). Другой ген –
tth – является особенным геном, кодирующим
белок без домена D4, но с доменом 2/3, который
также есть у D4-белков. Однако паттерн экспрес-

сии TTH исследован не был. По литературным
данным, домен 2/3 белка DPF3 семейства D4 че-
ловека играет роль коактиватора транскрипции в
сигнальном пути NF-kB, который участвует в
воспалительном ответе, пролиферации клеток и
апоптозе (Ishizaka et al., 2012). Наличие гена, ко-
дирующего белок только с доменом 2/3, дает воз-
можность изучать роль этого домена и самого ге-
на в онтогенезе на модельном организме Drosoph-
ila melanogaster.

Цель нашей работы состояла в изучении кар-
тины экспрессии белка TTH на личиночной ста-
дии развития дрозофилы в имагинальных дисках
и нервной системе. Для этого мы получили спе-
цифические к TTH антитела. Дополнительно,
для более точного детектирования и визуализа-
ции продуктов его экспрессии in vivo, мы получили
линию дрозофил, трансформированную генети-
ческой конструкцией для экспрессии GFP-ме-
ченного белка TTH.

УДК 577.16

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
1. Получение поликлональных антител к

белку TTH.
Кроликов иммунизировали рекомбинантным

белком, который состоял из последовательности
С-концевых аминокислотных остатков (71 а. к. о.)
белка TTH дрозофилы, полученной в бактериаль-
ной системе экспрессии E. coli (вектор pET-15b,
Novagen). Антитела были очищены с помощью аф-
финной колонки, синтезированной на основе
эпокси-активированной сефарозы 4B (GE health-
care), конъюгированной с рекомбинантным белком
TTH.

2. Синтез конструкции, экспрессирующей ги-
бридный белок TTH::GFP.

Синтез конструкции, несущей модифициро-
ванный ген tth мы осуществили в несколько эта-
пов. На первом этапе была получена донорная
конструкция. Для этого ген-репортер GFP встра-
ивали в плазмидный вектор pBlueskript, содержа-
щий клонированный в него ген устойчивости к
канамицину, окруженный сайтами LoxP для Cre-
специфической рекомбинации, и в полученную
плазмиду клонировали фрагменты ДНК из обла-
сти выше и ниже стоп-кодона tth (“плечи”). Вто-
рой этап представлен на рис. 1. Полученную до-
норную конструкцию встраивали в искусствен-
ную бактериальную хромосому BAC (клон
CH322-14C11 из BACPAC Resources Center –
https://bacpacresources.org), содержащую локус tth
в фрагменте геномной ДНК размером 21.195 т. п. о.
При встраивании, ген-репортер GFP попадает в
рамку считывания гена tth со стороны 3'-концевой
области. Внесение репортерных последовательно-
стей в BAC-клон проводили согласно протоколу
(Venken et al., 2008). С помощью электропорации
модифицированный BAC-клон трансфецировали в
клетки DY380. Трансформированные клетки вы-
ращивали при 30°С, затем инкубировали при
42°С 15 мин для индукции высокой рекомбинант-
ной активности и делали их электрокомпетент-
ными. Затем клетки электропорировали линеа-
ризованной донорной плазмидной конструкцией
для внесения в локус последовательности репор-
терного гена. Встраивание контролировали по
появлению устойчивости к канамицину. Далее
ген устойчивости к канамицину удаляли реком-
бинацией Cre/Lox в штамме EL350. Правильно
прошедшую рекомбинацию подтверждали с по-
мощью ПЦР соответствующей области и секве-
нирования ПЦР-фрагмента. В результате моди-
фицированный tth кодировал гибридный реком-
бинантный белок TTH::GFP, содержащий GFP
на С-конце.

3. Получение трансгенных дрозофил, экспрес-
сирующих гибридный белок TTH::GFP.

Полученный в описанных выше экспериментах
BAC-клон, имеющий в своем составе сайт attB для

сайт-специфической рекомбинации (attB/attP) и
маркер miniwhite для отбора трансформантов дрозо-
филы, наращивали в клетках EPI300 и выделяли с
помощью набора для выделения плазмидной ДНК
(QIAGEN Plasmid Midi Kit, Cat. no. 12143). ДНК
модифицированного BAC-клона инъецировали в
полярную плазму часовых эмбрионов дрозофилы
линии attP2 (y1 w67c23; P{y+t7.7=CaryP}attP2 DBSC
#8622), мутантных по гену white и содержащих
сайт attP для встраивания по нему attB-конструк-
ций с помощью рекомбиназы PhiC31. Трансфор-
мантов выводили в линию гомозиготных дрозо-
фил и использовали для исследования картины
экспрессии гибридного белка TTH::GFP в тканях
и органах личинок.

4. Приготовление препаратов и иммуноокра-
шивание.

Имагинальные диски, слюнные железы и цен-
тральную нервную систему выделяли из личинок
третьего возраста в PBS, фиксировали 20 мин в
растворе 4% параформальдегида в PBS на льду и
отмывали в PBS. Окрашивали препарированные
органы личинок третьего возраста, экспрессиру-
ющих бактериальную β-галактозидазу гена lacZ в
глиальных клетках и клетках слюнных желез
(repo>lacZ). Для окрашивания X-gal использова-
ли реакционную смесь: 3 мM K4[FeII(CN)6],
3 мM K3[FeIII(CN)6], 1 мM MgCl2, 150 мM NaCl,
0.25% X-gal в фосфатном буфере (pH 7.2) с добав-
лением 0.3% Triton-X100. Развитие окраски на-
блюдали в течение часа и останавливали, отмывая
3 раза в PBS. Далее проводили иммунохимиче-
ское окрашивание антителами к TTH, конъюги-
рованными с пероксидазой хрена, по протоколу,
изложенному в руководстве (Patel, 1994). Первич-
ные кроличьи антитела против ТТН добавляли в
разведении 1 : 25. В качестве вторичных использо-
вали анти-кроличьи антитела, конъюгированные с
HRP (пероксидаза хрена). Для окрашивания HRP
добавляли раствор 0.5 мг/мл диаминобензидина
(DAB) в PBS c 0.06% H2O2. Как негативный кон-
троль использовали линию дрозофил с делецией
гена tth.

5. Микроскопия.
Образцы анализировали с помощью флуорес-

центного микроскопа Carl Zeiss Axioscope 40 в про-
ходящем свете после иммунохимического окраши-
вания, и с использованием флуоресцентных свето-
фильтров при длине волны 509 для препаратов с
GFP-флуоресценцией.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сначала особенности экспрессии TTH изуча-

ли с помощью иммунохимического окрашивания
с использованием полученных нами специфиче-
ских антител против TTH. Оказалось, что белок
локализован в ядрах клеток глазо-антенного има-
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гинального диска, нервной системы (мозг и тора-
кальный ганглий), и в личиночных секреторных
органах: в ядрах клеток кольцевой и слюнных же-
лез. В своих экспериментах мы использовали личи-
нок, экспресирующих ген lacZ в глиальных клетках
(repo>LacZ). Это позволило сравнить картины экс-
прессии TTH и β-галактозидазы (продукт LacZ) в
нервной системе. Оказалось, что паттерн экспрес-
сии белка TTH не совпадает с экспрессией β-галак-
тозидазы (рис. 2б–2г). Это говорит о том, что белок
TTH экспрессируется в основном в нейронах.

Тем не менее, в тканях с низкой экспрессией
белка окраска антителами не всегда эффектив-
на. Чтобы это предусмотреть, мы провели до-
полнительные эксперименты по получению ли-
нии трансгенных дрозофил, экспрессирующих
GFP-меченый гибридный белок TTH::GFP (Ма-
териалы и методы). Флуоресцентные белки широ-
ко используются как репортеры для высокочув-
ствительного молекулярного анализа in vitro и
in vivo. Для этого, на основе бактериальной искус-
ственной хромосомы (BAC), мы получили генети-

Рис. 1. Локализация гена tth и схема синтеза конструкции TTH::GFP. (а) Район локализации гена tth (выделен крас-
ным) на геномной карте D. melanogaster, взятой из P[acman] Genome Browser (https://bacpacresources.org). CH322-14C11 –
границы BAC (CH322-14C11) (выделены зеленым); (б) схема создания конструкции для экспрессии белка TTH, несу-
щего С-концевую модификацию GFP. attB-P(acman)-CamR BAC – бактериальная искусственная хромосома BAC
(CH322-14C11), транскрибируемая область гена tth выделена зеленым. Обозначения: attB – сайт для сайт-специфиче-
ской рекомбинации с attP сайтом, eGFP – зеленый флуоресцентный белок, white – маркерный ген, ответственный за
пигментацию глаз дрозофилы, Kanr –ген устойчивости к канамицину, LoxP – сайт для Cre-рекомбиназы, оранжевым
кругом обозначен стоп-кодон.

(а)

(б)

10 kb

13630k 13620k 13610k

CH322-14C11

CG2691-RA

Tango2-RA

Tango2-RC

Tango2-RD

Tango2-RB

CG2691-RB

CG2691

Tango2
BthD-RA

BthD

Плазмидная конструкция для

Рекомбинация ВАС и плазмидной

Удаление гена устойчивости к канамицину

Инъецирование конструкции в эмбрионы линии дрозофилы,

Ndc80-RA

Ndc80

CG11178-RC

CG11178-RB

CG11178

tth-RC

tth-RB

pBlueskript

tth(CG12175)

eGFP

eGFP

eGFP

Stop Kanr

Kanr

LoxP LoxP

LoxPLoxP

LoxP

ATG

ATG

ATG

Локус tth

Локус tth

Локус tth

attB-P(acman)-CamR BAC

attB-P(acman)-CamR BAC

attB-P(acman)-CamR BAC

attB

attB

attB

white

white

white

Stop

Stop

Stop

встраивания GFP в рамку

считывания tth

конструкции в E. coli DY380,

встраивание GFP в рамку

считывания tth

в E. coli EL350 с помощью

Сre-рекомбиназы

имеющей в геноме сайт attP для сайт-специфического

встраивания с помощью интегразы фага PhiС31



158

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 2  2022

КУВАЕВА и др.

ческую конструкцию, в которой в одной рамке
считывания последовательно располагались участ-
ки, кодирующие биоспецифический и репортер-
ный белки (Материалы и методы). Далее мы полу-
чили трансгенных дрозофил, несущих модифици-
рованный ген tth, экспрессирующий гибридный
белок TTH::GFP (Материалы и методы).

Прижизненная визуализация экспрессии бел-
ка TTH::GFP показала, что его распределение и
локализация соответствует результатам, получен-
ным с использованием специфических антител
(рис. 2). Это говорит о том, что дополнительный
локус tth (длиной 22 т. п. о.), функционирует как
эндогенный. Мы установили, что TTH::GFP экс-

прессируется в ядрах клеток слюнных желез, коль-
цевой железы, хордотональных органах кутикулы,
клетках органа Болвига, нейронах зрительной об-
ласти ЦНС (в нейронах ламины), нейронах цен-
трального нейропиля, а также в глазо-антенном
имагинальном диске (дающем начало зрительным
и обонятельным органам взрослого насекомого)
и глазном стебельке (мембраны аксонов фоторе-
цепторных нейронов).

Таким образом, мы впервые описали пат-
терн экспрессии белка TTH у модельного орга-
низма D. melanogaster и показали, что экспрессия
этого белка прежде всего связана с нервной систе-
мой и структурами, отвечающими за формирова-

Рис. 2. Картина экспрессии белка TTH и гибридного белка TTH::GFP на личиночной стадии развития D. melanogaster.
(а) Схема личинки дрозофилы третьего возраста, зеленым отмечена экспрессия TTH::GFP; (б–г) Иммунохимическое
окрашивание антителами против TTH (коричневый цвет) и окраска X-gal глиальных клеток и слюнной железы личи-
нок repo>LacZ (голубой); (д–ж) Прижизненная визуализация органов личинки, экспрессирующей белок TTH::GFP
(зеленый). Обозначения: КЖ – кольцевая железа, ГАИД – глазо-антенный имагинальный диск, М – мозг, ТГ – то-
ракальный ганглий, СЖ – слюнная железа. Масштабная полоска – 50 мкм.
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ние зрительного аппарата взрослого насекомого
(глазо-антенный диск, орган Болвига, оптические
доли мозга), а также с эндокринными (кольцевая и
слюнные железы) органами личинок.

Известно, что белки семейства D4 входят в со-
став хроматин-ремоделирующих SWI/SNF-подоб-
ных комплексов BAP, которые по субъединичному
составу соответствуют комплексам nBAF млекопи-
тающих (Moshkin et al., 2012). Комплексы nBAF ха-
рактерны для дифференцированных постмитоти-
ческих нейронов, но не для нейральных клеток-
предшественников (Lessard et al., 2007). Наши
эксперименты показали, что родственный се-
мейству D4 продукт гена tth, имеющий в своем
составе только домен 2/3, локализуется в нейро-
нах и нейробластах. Локализация нативного
ТТН и TTH::GFP в ядрах клеток подтверждает
функциональность сайта ядерной локализации,
который характерен для домена 2/3, благодаря
чему белки семейства D4 могут транспортиро-
ваться в ядро, например, в период развития нерв-
ной системы у высших организмов.

Таким образом, на основе наших предвари-
тельных данных, можно предположить, что ген tth
участвует в развитии центральной и перифериче-
ской нервной системы и, в частности, зрительных
органов, а также в развитии и функционировании
органов секреции, контролирующих гормональ-
ную регуляцию и пищеварение D. melanogaster.

В целом, анализ экспрессии TTH в имагиналь-
ных дисках, мозге и органах личинок дрозофилы
показал, что этот белок локализован в ядрах ней-
ронов мозга, а также в ядрах клеток кольцевой и
слюнных желез. Локализация TTH в тканях коль-
цевой железы может свидетельствовать о вовле-
ченности этого белка в процесс гормональной ре-
гуляции развития дрозофилы, что согласуется с
нашими ранними данными о влиянии экспрес-
сии tth на скорость развития (Симонова и др.,
2005). Высокая консервативность белковых доме-
нов семейства D4 дрозофилы позволит экстрапо-
лировать их функцию на млекопитающих. У по-
звоночных животных нет генов, кодирующих белки
без домена D4, однако существуют сплайс-вариан-
ты гена cer-d4 (DPF3), кодирующие такие их изо-
формы. По нашим данным (Ninkina et al., 2001), а
также по данным MGI (Mouse Gene Expression Da-
tabase http://www.informatics.jax.org), именно этот
ген экспрессируется в сетчатке глаза мыши на очень
высоком уровне. Для продолжения исследования
роли TTH в развитии и функционировании нерв-
ной системы, мы планируем изучить особенности
экспрессии TTH у дрозофилы на фоне известных
белковых маркеров нейронов ЦНС, включая ней-
роны сетчатки зрительных органов.
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Studying the Specific Localization of TOOTHRIN Protein 
from Related D4 Family in Drosophila melanogaster
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In this work, the expression pattern of TTH protein, which is related to D4 family of proteins, was studied at
the larval stage of Drosophila melanogaster development for the first time. To implement this, polyclonal an-
tibodies to the native TTH protein and a Drosophila line of f lies transformed with a genetic construct contain-
ing a modified tth locus for expression of the GFP-tagged TTH::GFP protein have been obtained. Analysis
of expression patterns of native and labeled proteins showed the localization of TTH in the nervous system,
specialized endocrine glands and salivary glands of larvae, as well as in the structures that form the innerva-
tion of the eyes of an adult insect. It was suggested that tth gene is involved in the development of the nervous
and visual systems, as well as in the functioning of the secretion organs that control hormonal regulation and
digestion.

Keywords: d4 gene family, transgenic construct, fusion protein, nervous system, GFP, Drosophila melanogaster


