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В обзоре анализируются сравнительные и экологические аспекты преобразований раннего разви-
тия в классе Amphibia. Использованы данные по разнообразию онтогенезов в ряде семейств отрядов
Anura и Caudata, у которых многие виды утратили связь с водной средой. Модельные представители
класса Amphibia (Ambystoma mexicanum, Rana temporaria и Xenopus laevis) имеют яйца небольшого раз-
мера (диаметр не более 2.5 мм), а замедление темпов клеточных делений и потеря их синхронности
происходят на стадии средней бластулы. Однако филогенетически базальные виды амфибий (Asca-
phus truei, Cryptobranchus alleganiensis) характеризуются крупными (диаметр 4–6 мм) и богатыми
желтком яйцами и короткой серией синхронных делений бластомеров (синхронность теряется уже
на 8-клеточной стадии дробления). У них нет “среднебластульного перехода” (midblastula transi-
tion), который характерен, например, для перечисленных выше модельных видов. С другой сторо-
ны, многие эволюционно продвинутые немодельные виды хвостатых и бесхвостых амфибий (на-
пример, Desmognathus fuscus, Gastrotheca riobambae, Philoria sphagnicolus) так же, как и базальные ви-
ды, характеризуются крупными, богатыми желтком яйцами и ранней потерей синхронности
клеточных делений. Филогенетический анализ предполагает, что паттерн дробления зародышей у
двух наиболее подробно изученных представителей амфибий, мексиканского аксолотля (Caudata)
и африканской шпорцевой лягушки (Anura), представляет гомоплазию. Среднебластульный пере-
ход, который характерен для этих двух видов, мог эволюционировать конвергентно в двух отрядах
амфибий как эмбриональная адаптация к протеканию развития в стоячей воде.

Ключевые слова: амфибии, паттерн делений дробления, размер яйца, репродуктивные стратегии,
среднебластульный переход, эволюция развития
DOI: 10.31857/S0475145023020027, EDN: XEUFTM

ВВЕДЕНИЕ
Хвостатые амфибии Ambystoma mexicanum, Lis-

sotriton vulgaris, Pleurodeles waltl, бесхвостые амфи-
бии Rana pipiens, Rana temporaria, Xenopus laevis и
еще несколько видов европейских, японских и
североамериканских тритонов и лягушек являют-
ся модельными и обстоятельно изученными объ-
ектами биологии развития (Rugh, 1951; Dettlaff,
Vassetzky, 1991; Nieuwkoop, Faber, 1994; Nieu-
wkoop, 1996; Детлаф, 2001 и др.). В частности,
первичная дифференциация на анимальные и ве-
гетативные бластомеры происходит на стадии

восьми клеток (в результате третьего деления
дробления, борозды которого являются широт-
ными); в анимальном полушарии раннего заро-
дыша после оплодотворения протекают 10–
12 быстрых синхронных делений дробления. За-
тем на стадии средней бластулы наступает так на-
зываемый “среднебластульный переход”, когда
замедляется скорость клеточных делений и мате-
ринский контроль раннего онтогенеза сменяется
на зиготический (Signoret, Lefresne, 1971; New-
port, Kirschner, 1982; Collart et al., 2017; Jiang et al.,
2017; Zhang et al., 2017; Vastenhouw et al., 2019).

УДК 591

ОБЗОРЫ



126

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 2  2023

ДЕСНИЦКИЙ

Однако мексиканский аксолотль, африкан-
ская шпорцевая лягушка и несколько видов лягу-
шек и тритонов из умеренных широт Северного
полушария не представляют всех земноводных.
Класс Amphibia (согласно данным на 12 сентября
2022 г.) включает 7500 видов Anura (бесхвостые
амфибии), 774 вида Caudata (хвостатые амфибии)
и 215 видов Gymnophiona (безногие амфибии)
(AmphibiaWeb, 2022). Амфибии характеризуются
большим экологическим и онтогенетическим
разнообразием (Duellman, Trueb, 1994; Elinson,
del Pino, 2012; Gomez-Mestre et al., 2012; Pereira
et al., 2017; Liedtke et al., 2022 и др.). Их репродук-
тивную стратегию (reproductive mode) определя-
ют как сочетание особенностей размножения и
развития, которые включают: место откладки яйца,
характеристику яйца и кладки, скорость и дли-
тельность развития, стадию и размер организма
при вылуплении и тип родительской заботы, если
она есть (Duellman, 1985). Особенно разнообраз-
ны репродуктивные стратегии в отряде Anura, где
по новейшим данным их насчитывают около 70
(Nunes-de-Almeida et al., 2021).

Уже около ста лет тому назад было известно
значительное число видов бесхвостых и хвоста-
тых амфибий с крупными, богатыми желтком
яйцами (Sampson, 1900, 1904; Eycleshymer, 1904;
Hilton, 1904; Smith, 1906; Noble, 1927 и др.). Про-
цесс дробления у них существенно отличается от
“стандартного” раннего развития у таких живот-
ных, как, например, обыкновенный тритон, мек-
сиканский аксолотль, шпорцевая и травяная ля-
гушки. Тем не менее, в течение многих десятиле-
тий амфибии с крупными яйцеклетками (диаметр
более 2.5–3 мм) практически не привлекали вни-
мания эмбриологов. Определенное оживление
интереса к исследованиям раннего развития этих
животных появилось лишь примерно 30–40 лет
тому назад (del Pino, Escobar, 1981; Elinson, del Pi-
no, 1985, del Pino, 1989; Elinson et al., 1990; Collazo,
Marks, 1994; Wake, Hanken, 1996). Однако до на-
стоящего времени больше внимания уделяли
сравнительному анализу гаструляции в классе
амфибий (Keller, Shook, 2004; del Pino et al., 2007;
Moya et al., 2007; Elinson, del Pino, 2012; Desnitskiy,
2020), чем догаструляционным этапам их эм-
бриогенеза.

Настоящая статья посвящена главным обра-
зом сравнительным и эволюционно-экологиче-
ским аспектам протекания догаструляционного
развития в пределах класса Amphibia. При этом
неизбежно приходится использовать также и неко-
торые данные литературы по последующим этапам
онтогенеза. Наибольшее внимание мы уделяем
представителям отряда Anura, самой обширной
группы земноводных. В качестве отправной точки
берется рассмотрение догаструляционного эмбрио-
генеза двух видов неотропических лягушек Eleuth-
erodactylus coqui и Gastrotheca riobambae, развитие ко-

торых изучали в последние годы. Далее привлечены
данные по раннему онтогенезу лягушек из других
семейств и/или из других частей света. Затем после
рассмотрения данных соответствующей литерату-
ры по отряду Caudata кратко обсуждаются данные
по эмбриональному развитию представителей от-
ряда Gymnophiona. Наконец, представлены резуль-
таты филогенетического анализа процесса дробле-
ния зародышей амфибий. Анцестральными онто-
генетическими признаками для класса Amphibia
являются крупный размер яйца (диаметр более
2.5 мм), вертикальные борозды третьего деления
дробления и утрата синхронности бластомеров
уже на ранних стадиях дробления (чаще всего на
8-клеточной стадии), что предполагает отсут-
ствие среднебластульного перехода в развитии
самых примитивных представителей Anura и
Caudata.

РАННЕЕ РАЗВИТИЕ 
НЕКОТОРЫХ “НЕМОДЕЛЬНЫХ” 

БЕСХВОСТЫХ АМФИБИЙ

Подавляющее большинство видов бесхвостых
амфибий, изучаемых эмбриологами, обитают в
умеренных широтах Европы, Азии и Северной
Америки. Как правило, эти животные (например,
Bufo bufo, Rana pipiens, R. temporaria) характеризуют-
ся бифазным жизненным циклом: откладывают
яйца в стоячую воду и имеют личиночную стадию
плавающего экзотрофного головастика, который
затем претерпевает метаморфоз перед выходом на
сушу. Такой же бифазный цикл развития характе-
рен для африканских лягушек X. laevis и X. tropicalis
(семейство Pipidae), ставших к настоящему вре-
мени модельными объектами эмбриологии амфи-
бий (Dettlaff, Vassetzky, 1991; Nieuwkoop, Faber, 1994;
Hirsch et al., 2002), а также для некоторых других
тропических лягушек и жаб (Haddad, Prado, 2005).

Однако у значительного числа тропических
видов Anura имеет место прямое развитие без ста-
дии головастика. Из яиц, откладываемых на зем-
лю, в подземные норы или в гнезда на деревьях,
вылупляются миниатюрные лягушата (Lutz, 1947;
Callery, 2006; Hedges et al., 2008; Padial et al., 2014;
Liedtke et al., 2022). Стадия головастика отсут-
ствует более чем у 1800 видов бесхвостых амфи-
бий (более 25% от числа всех описанных видов).
Прямое развитие возникало в пределах отряда
Anura независимо более 10 раз. В эволюционном
отношении оно является более продвинутым по
сравнению с анцестральным бифазным жизнен-
ным циклом, включающим личиночную стадию
(Duellman, 1989; Elinson, 1990, 2013). Прямое раз-
витие у лягушек всегда сопряжено с увеличением
диаметра яйца, значительным уменьшением чис-
ла яиц в кладке, а также наличием родительской
заботы о потомстве (Gomez-Mestre et al., 2012).
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Среди бесхвостых амфибий, у которых нет ста-
дии головастика, наиболее изученным видом яв-
ляется листовая лягушка E. coqui (семейство Eleu-
therodactylidae), типичный представитель фауны
острова Пуэрто-Рико (Elinson, 2021). Семейство
Eleutherodactylidae включает 233 вида лягушек
(AmphibiaWeb, 2022), обитающих во влажных
тропических лесах Центральной и Южной Аме-
рики, а также на островах Карибского бассейна.
Почти все эти виды, по-видимому, характеризу-
ются прямым развитием (Callery et al., 2001). На-
званное семейство лягушек вместе с другими
близко родственными неотропическими семей-
ствами Brachycephalidae (77 видов), Ceuthomanti-
dae (6 видов), Craugastoridae (129 видов) и Stra-
bomantidae (775 видов) объединяют в обширную
группу Terrarana (более 1200 видов на огромной
территории от юга США до севера Аргентины).
Характерными признаками для этой группы яв-
ляются размножение на земле и прямое развитие,
без стадии головастика (Heinike et al., 2007, 2018;
Hedges et al., 2008). Самка Eleutherodactylus откла-
дывает примерно 40 богатых желтком и почти не-
пигментированных яиц диаметром 3.5–4.0 мм
(Elinson et al., 1990). Напомним, что зрелое яйцо
X. laevis имеет диаметр 1.2–1.4 мм и, таким образом,
его объем примерно в 20 раз меньше объема яйца
E. coqui. В лабораторных условиях при температуре
25°С приблизительно через 17 сут инкубации из яиц
Eleutherodactylus вылупляются лягушата.

Более 500 видов Anura из нескольких других
семейств, обитающих в Африке, Южной и Юго-
Восточной Азии, Австралии и Океании также ха-
рактеризуются прямым развитием (Duellman,
Trueb, 1994; Callery et al., 2001; Desnitskiy, 2012;
AmphibiaWeb, 2022). Однако ранний эмбриогенез
у них практически не изучен и поэтому мы их сей-
час не рассматриваем.

Некоторые сведения о начальных этапах эм-
бриогенеза E. coqui даны в ряде статей (del Pino,
Elinson, 2003; Elinson, 2009; Elinson et al., 2011;
Schmid et al., 2012; Karadge, Elinson, 2013). Поря-
док прохождения борозд раннего дробления от-
личен от такового у Xenopus, Rana и многих других
бесхвостых амфибий. Так, у большинства заро-
дышей E. coqui морфологическая дифференциа-
ция на анимальные и вегетативные бластомеры
происходит только на 16-клеточной стадии, т.е.
после четвертого деления дробления. Возникаю-
щие на этой стадии дробления восемь маленьких
анимальных бластомеров составляют всего лишь
около 1% от общего объема яйца E. coqui и впо-
следствии образуют очень тонкую, полупрозрач-
ную крышу бластоцеля, состоящую из одного
слоя клеток.

Сходный паттерн раннего дробления характе-
рен и для других представителей семейства Eleu-
therodactylidae: Eleutherodactylus nubicola (Lynn,
1942), Eleutherodactylus portoricensis (Gitlin, 1944) и
Adelophryne maranguapensis (de Lima et al., 2016).
Однако они изучены в меньшей степени, чем
E. coqui. На рис. 1а–1б представлено сопоставле-
ние ранних зародышей E. portoricensis и одного из
модельных видов лягушек R. temporaria.

У зародышей E. coqui синхронность делений
раннего дробления поддерживается, по-видимо-
му, минимум до 32-клеточной стадии (del Pino,
Elinson, 2003; Schmid et al., 2012). Эмбриональное
развитие характеризуется быстрыми темпами,
однако продолжительность интервалов между
первыми пятью синхронными делениями дроб-
ления точно не определена. Очень важно отме-
тить, что инициация зиготической транскрипции
(сходной с таковой при среднебластульном пере-
ходе у X. laevis) сопряжена у Eleutherodactylus не со
стадией средней бластулы, а с началом гаструля-
ции (Chatterjee, Elinson, 2014). Полной аналогии

Рис. 1. Схематичное изображение ранних зародышей трех видов лягушек. Вид с анимального полюса. (а) зародыш
Eleutherodactylus portoricensis на стадии 16 бластомеров (по: Gitlin, 1944, с упрощениями); (б) зародыш Rana temporaria
на стадии 16 бластомеров (по: Morgan, 1897, с упрощениями); (в) зародыш Gastrotheca riobambae при формировании
стадии восьми бластомеров (по: del Pino, Loor-Vela, 1990, с упрощениями). Звездочками обозначены две вертикальные
борозды третьего деления дробления зародыша G. riobambae. Диаметр яйца у E. portoricensis, R. temporaria и G. riobambae
составляет соответственно 3–4 мм, около 2 мм и около 3 мм.

(а) (б) (в)
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со среднебластульным переходом, характерным
для модельных видов амфибий, скорее всего нет:
у A. mexicanum и X. laevis при формировании сред-
ней бластулы происходит не только обширная ак-
тивация зиготической транскрипции, но одно-
временно также потеря синхронности делений
клеток и перестройка клеточного цикла. Таким
образом, у некоторых немодельных видов Anura
активация зиготической транскрипции и потеря
синхронности делений бластомеров не обязательно
“сцеплены” между собой и могут происходить на
разных стадиях раннего развития. Разумеется, не-
обходим более подробный морфологический и мо-
лекулярно-генетический анализ догаструляцион-
ных этапов эмбриогенеза неотропической лягуш-
ки E. coqui.

Среди других неотропических бесхвостых ам-
фибий с “нестандартными” паттернами раннего
онтогенеза относительно подробно изучали толь-
ко сумчатую лягушку G. riobambae (семейство
Hemiphractidae, которое состоит из 122 видов) (del
Pino, Escobar, 1981; Elinson, del Pino, 1985; del Pi-
no, Elinson, 2003; del Pino, 1989, 2019, 2021). Она
обитает в горных долинах Эквадора на высоте
2500–3200 м над уровнем моря. Спаривание лягу-
шек происходит на земле, а в кладке в среднем 130
богатых желтком и очень слабо пигментированных
яиц диаметром около 3 мм. Зародыши развивают-
ся в сумке на спине матери примерно в течение
3–3.5 мес. (температура в террариуме 17–23°С),
после чего сформировавшиеся головастики осво-
бождаются из сумки в воду. Таким образом, для
этой сумчатой лягушки характерен бифазный
жизненный цикл. Ранний эмбриогенез G. riobam-
bae характеризуется очень медленными темпами:
длительность первого клеточного цикла в перио-
де дробления при 17°С составляет около 12 ч (од-
нако зависимость скорости развития от темпера-
туры не изучали).

В анализе особенностей начальных этапов эм-
бриогенеза G. riobambae (del Pino, Loor-Vela, 1990)
была использована классификация паттернов
дробления у позвоночных, предложенная Нель-
сеном (Nelsen, 1953, p. 283). Борозды первых двух
дроблений являются меридиональными и посте-
пенно проходят по яйцу Gastrotheca от анималь-
ного полюса к вегетативному. Однако борозды
третьего дробления не меридиональные, а верти-
кальные (рис. 1в). Предполагают, что это связано
с большим размером яйца (del Pino, Loor-Vela,
1990). Вертикальные борозды (так же как и мери-
диональные борозды предыдущих делений дроб-
ления) имеют тенденцию проходить в направле-
нии от анимального полюса к вегетативному, но
они не рассекают оба полюса яйца и не проходят
через его центр. Потеря синхронности делений,
появление ядрышек и связанная с этим актива-
ция синтеза рРНК происходят уже на стадии
восьми бластомеров (del Pino, Loor-Vela, 1990; del

Pino, 2018). Напомним, что у X. laevis период син-
хронных делений дробления включает около де-
сяти клеточных циклов, каждый из которых при
17°С длится 45 мин (Dettlaff, Vassetzky, 1991).

По ряду физиологических признаков (очень
медленный темп дробления, ранняя потеря син-
хронности клеточных делений, активация синте-
за РНК на начальных стадиях дробления) эм-
бриогенез G. riobambae, происходящий под защи-
той материнского организма, в какой-то степени
напоминает раннее развитие млекопитающих.
Сходство с зародышами млекопитающих прояв-
ляется еще и в том, что зародыши этой сумчатой
лягушки получают от материнского организма
воду, а также с помощью матери осуществляется
газообмен (del Pino, Escobar, 1981; del Pino, 2018).
Однако раннее развитие сумчатых лягушек, разу-
меется, отличается от раннего развития млекопи-
тающих крупным размером яйцеклеток и боль-
шим запасом желтка.

Стадии средней бластулы и ранней гаструлы у
G. riobambae достигаются соответственно при-
мерно через 4 и 7 дней после оплодотворения (del
Pino, Escobar, 1981; Elinson, del Pino, 1985; Elinson
et al., 1990; del Pino, 2019). Бластула гастротеки со-
стоит из маленьких анимальных бластомеров, ко-
торые образуют однослойную, полупрозрачную
крышу бластоцеля, и крупных, богатых желтком
вегетативных бластомеров.

Перейдем к рассмотрению раннего развития
некоторых других лягушек, имеющих бифазный
жизненный цикл, у которых онтогенез имеет осо-
бенности, отличные от модельных бесхвостых
амфибий со стадией активно плавающего экзо-
трофного головастика. Особый интерес представ-
ляют данные (de Bavay, 1993) по эмбриологии ав-
стралийской моховой лягушки Philoria (Kyarranus)
sphagnicolus (семейство Myobatrachidae), живущей
во влажных горных субтропических лесах штата
Новый Южный Уэльс. В кладке 30–90 непигмен-
тированных и богатых желтком яиц диаметром
около 3.3 мм. Развитие протекает в пенном гнез-
де, находящемся в небольшой норе или впадине
во влажном мху. Синхронность делений дробле-
ния утрачивается уже на 8-клеточной стадии. В
этой статье показано, что “плоскость третьего
дробления вертикальная, как у многих амфибий с
богатыми желтком яйцами” (de Bavay, 1993, p. 151).
Скорость развития достаточно медленная: при
18°С гаструляция начинается не ранее, чем через
60 ч после оплодотворения. После вылупления
головастики P. sphagnicolus остаются в гнезде. Они
малоподвижны и питаются эндотрофно, за счет
большого запаса желтка. Метаморфоз происходит в
гнезде и завершается примерно через 55 дней после
оплодотворения.

Развитие в пенных и студенистых гнездах во-
обще характерно для нескольких больших се-
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мейств у тропических и субтропических лягушек
на разных континентах (Gomez-Mestre et al., 2012;
Pereira et al., 2017 и др.). Такие гнезда являются
проявлением заботы о потомстве и создаются на
базе специальных выделений одной или обеих
родительских особей (в зависимости от вида).
Гнезда могут защищать отложенную кладку яиц от
хищников, микробных заражений, высыхания,
солнечного облучения и колебаний температуры.
Наличие пенного гнезда не обязательно коррели-
рует с большим размером яйца, развитием вне во-
ды и формированием эндотрофного головастика.

Возвращаясь к австралийскому семейству
Myobatrachidae, включающему 136 видов, заме-
тим, что развитие эндотрофных малоподвижных
головастиков в наземных пенных или студени-
стых гнездах (сходно с P. sphagnicolus) характерно
для примерно 10 видов из родов Philoria, Crinia и
Geocrinia (Desnitskiy, 2010). Уместно вспомнить
также о 116 эндемичных для тропического острова
Мадагаскар видах подсемейства Cophylinae (се-
мейство Microhylidae), хотя их эмбриогенез не
изучен. Узкоротые лягушки этого подсемейства
имеют большие, богатые желтком яйца, из кото-
рых в пенных гнездах (на земле, под землей или в
дуплах деревьев) развиваются эндотрофные ма-
лоподвижные головастики (Scherz et al., 2016;
AmphibiaWeb, 2022). В нашу задачу сейчас не вхо-
дит перечислять все семейства бесхвостых амфи-
бий с крупными яйцами, которые развиваются в
пенных или студенистых гнездах вне воды. Труд-
но назвать точное число таких видов лягушек и
жаб, однако очевидно, что их не менее несколь-
ких сотен.

Особого внимания заслуживает состоящее из
двух видов семейство Ascaphidae. Эти очень прими-
тивные (филогенетически базальные) лягушки, жи-
вущие в штатах Айдахо, Вашингтон, Калифорния,
Монтана, Орегон (США) и провинции Британ-
ская Колумбия (Канада), откладывают крупные,
богатые желтком и непигментированные яйца
(диаметр около 4 мм) под камнями или скалами
на дне горных речек с холодной быстро текущей
водой. Экзотрофные плавающие головастики
приступают к метаморфозу не ранее, чем после од-
ного года личиночного развития (AmphibiaWeb,
2022). Изучение раннего эмбриогенеза Ascaphus
truei показало, что борозды третьего деление
дробления являются вертикальными, а синхрон-
ность делений бластомеров утрачивается на 8-кле-
точной стадии (Brown, 1975, 1989). Данные по
особенностям паттерна дробления у зародышей
бесхвостых амфибий из ряда других семейств, а
также предложенную нами классификацию ти-
пов дробления в классе Amphibia можно найти в
предыдущих публикациях (Desnitskiy, 2014; Дес-
ницкий, 2019).

Любопытно сопоставить данные по догастру-
ляционному развитию и репродуктивным страте-
гиям у трех видов лягушек с крупными яйцами,
вертикальной ориентацией борозд третьего дробле-
ния и очень ранней утратой синхронности клеточ-
ных делений. Как указано выше, репродуктивные
стратегии этих лягушек совершенно разные: эм-
бриональное развитие у G. riobambae протекает в
сумке на спине материнской особи, у P. sphagni-
colus – в наземном пенном гнезде, а у A. truei – в
текущей воде. Однако эти репродуктивные стра-
тегии оказывают весьма сходное влияние на пат-
терн раннего дробления у представителей разных
семейств бесхвостых амфибий из разных частей
света.

РАННЕЕ РАЗВИТИЕ 
НЕКОТОРЫХ “НЕМОДЕЛЬНЫХ” 

ХВОСТАТЫХ АМФИБИЙ
Традиционно основными модельными объек-

тами экспериментальной эмбриологии из числа
Caudata были североамериканские амфибии Ambys-
toma maculatum, A. mexicanum, европейские L. vulgaris,
P. waltl и еще несколько других видов из семейств
Ambystomatidae и Salamandridae (Rugh, 1962; Det-
tlaff, Vassetzky, 1991; Signoret, Collenot, 1991; Дет-
лаф, 2001). В отношении паттерна дробления и
наличия среднебластульного перехода их дога-
струляционный онтогенез сходен с таковым у мо-
дельных видов Anura. Большинство немодельных
хвостатых амфибий обитает в Северной Америке,
герпетофауна которой вообще отличается макси-
мальным разнообразием Caudata (AmphibiaWeb,
2022). Там живут представители девяти из десяти
семейств, входящих в данный отряд амфибий
(причем пять семейств обитают только на этом
континенте).

В начале XX века североамериканские хвоста-
тые амфибии с крупными, богатыми желтком
яйцами из семейств Cryptobranchidae, Plethodon-
tidae и Proteidae неоднократно служили в качестве
объектов экспериментально-эмбриологических
исследований (Eycleshymer, 1904; Goodale, 1911;
Smith, 1922). Однако затем интерес биологов раз-
вития к этим амфибиям угас, вероятно, вследствие
достижений школы Ганса Шпемана (Spemann,
1938) и других известных авторов (например,
Briggs, 1972; Nieuwkoop, 1973; Toivonen et al., 1975),
работавших с зародышами Caudata из семейств
Ambystomatidae и Salamandridae.

Начнем с семейства Plethodontidae (безлегоч-
ные саламандры), включающего 495 видов, что
составляет более 60% от общего числа видов в от-
ряде хвостатых амфибий. Для этого семейства ха-
рактерно значительное экологическое и онтоге-
нетическое разнообразие. Большинство видов ха-
рактеризуется прямым развитием, протекающим
вне воды: например, в расщелинах между камня-
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ми, под корой гниющих бревен, в кронах дере-
вьев и т.д. Однако встречаются также и различные
варианты бифазного жизненного цикла с водной
личинкой (Wake, Hanken, 1996; AmphibiaWeb, 2022).
Догаструляционное развитие зародышей безле-
гочных саламандр было исследовано в ряде работ;
диаметр яйца варьировал у изученных видов от
2.2 до 6.9 мм (Hilton, 1904; Goodale, 1911; Hum-
phrey, 1928; Collazo, Marks, 1994; Marks, Collazo,
1998; Collazo, Keller, 2010 и др.). Несмотря на раз-
личия репродуктивных стратегий, синхронность
делений клеток у ранних зародышей всех видов
утрачивалась уже на 8-клеточной стадии (обзор:
Desnitskiy, 2011). У большинства видов семейства
Plethodontidae борозды третьего деления дробле-
ния проходят в направлении от анимального по-
люса яйца к вегетативному полюсу.

Представители семейств Cryptobranchidae
(5 видов) и Proteidae (8 видов) откладывают в воду
непигментированные и богатые желтком яйца
диаметром 5–7 мм. У Cryptobranchidae догастру-
ляционный онтогенез изучен на примере амери-
канского скрытожаберника Cryptobranchus allega-
niensis (Smith, 1906, 1922, 1926), а также азиатских
Andrias davidianus (Luo et al., 2007) и Andrias japon-
icus (Megalobatrachus maximus) (de Bussy, 1905).
Описания раннего дробления у зародышей этих
животных хорошо совпадают с соответствующи-
ми данными, полученными на Plethodontidae (пе-
риод синхронных делений короткий, а диффе-
ренцировка на анимальные и вегетативные бла-
стомеры происходит только после четвертого
деления дробления). У Proteidae начальные этапы
развития изучены только у американского протея
Necturus maculosus (Eycleshymer, 1904; Eycleshym-
er, Wilson, 1910; Nelsen, 1953). Паттерн дробления
в основном сходен с таковым у Cryptobranchidae и
Plethodontidae, однако отличается большей вари-
абельностью прохождения борозд раннего дроб-
ления (даже у зародышей из одной и той же клад-
ки). Так, борозды первых двух делений дробления
у Necturus иногда могут быть не меридиональны-
ми, а вертикальными; борозды третьего дробле-
ния вертикальные (Nelsen, 1953).

Перейдем к рассмотрению азиатского семей-
ства Hynobiidae (88 видов). У большинства пред-
ставителей этого семейства диаметр откладывае-
мого в воду пигментированного яйца составляет
1.5–3.2 мм. Борозды третьего дробления широт-
ные, синхронность делений анимальных бласто-
меров утрачивается на 16-клеточной стадии у
Hynobius nebulosus (Kunitomo, 1910) и Salamandrel-
la keyserlingii (Сытина и др., 1987). Однако для
обоих этих видов характерны различия в размерах
более мелких анимальных и более крупных веге-
тативных бластомеров такого же порядка, как у
уже упомянутых зародышей аксолотля и тритонов.
В целом, по-видимому, у дробления этих предста-
вителей семейства Hynobiidae имеется больше

сходства со стандартным дроблением Ambystoma-
tidae и Salamandridae, чем с нестандартным дроб-
лением Plethodontidae, Proteidae и Cryptobranchi-
dae. Особого внимания заслуживает Onychodacty-
lus japonicus (Iwasawa, Kera, 1980). У этого вида
яйцеклетки крупные и непигментированные,
диаметром около 5 мм, борозды третьего дробления
вертикальные (в отличие от вышеупомянутых пред-
ставителей семейства Hynobiidae) и процесс дроб-
ления весьма сходен с таковым у зародышей без-
легочных саламандр, американского протея и
скрытожаберника. В литературе нет данных об
особенностях догаструляционного онтогенеза у
четырех небольших семейств хвостатых амфибий
(Amphiumidae, Dicamptodontidae, Rhyacotritoni-
dae и Sirenidae), живущих в Северной Америке и
объединяющих 16 видов.

Наконец, вернемся к семействам Ambystomati-
dae (32 вида) и Salamandridae (130 видов), к кото-
рым принадлежат несколько хорошо изученных
модельных видов со среднебластульным перехо-
дом. Отметим, что оба эти семейства представляют
лишь чуть более 20% от общего числа видов хво-
статых амфибий. Однако есть основания предпо-
лагать, что в семействе Salamandridae имеются ви-
ды с отклонениями от стандартного протекания
догаструляционнго онтогенеза. Значительное чис-
ло европейских и азиатских видов семейства Sala-
mandridae – Calotriton asper, Echinotriton andersoni,
Euproctus montanus, Mertensiella caucasica, Pachytri-
ton brevipes, Pachytriton labiatus, Salamandra sala-
mandra и другие – характеризуется крупными и
богатыми желтком яйцами (Noble, 1927; Gasser,
1964; Tarkhnishvili, Serbinova, 1997; Buckley et al.,
2007; AmphibiaWeb, 2022). Самые начальные эта-
пы развития происходят у Echinotriton на земле
под опавшими листьями недалеко от водоема, у
Salamandra в яйцеводах материнской особи, а у
остальных упомянутых видов в текущей воде.
Данные по паттерну дробления у живородящей
S. salamandra (Grönroos, 1895) больше сходны с
данными, полученными на видах из семейств
Cryptobranchidae, Plethodontidae и Proteidae, чем с
таковыми у обыкновенного, альпийского, испан-
ского или японского тритона.

О РАННЕМ ОНТОГЕНЕЗЕ 
В ОТРЯДЕ БЕЗНОГИХ АМФИБИЙ

Представители отряда Gymnophiona обитают в
тропиках Южной и Центральной Америки, Аф-
рики, Южной и Юго-Восточной Азии. У видов с
водной личинкой и видов с прямым развитием
яйца крупные и богатые желтком (диаметр соот-
ветственно до 8–10 мм и 3–6 мм); в кладке не бо-
лее нескольких десятков яиц (Exbrayat, 2006; Go-
mez et al., 2012). У живородящих видов диаметр
яйца 1–2 мм и самка обычно вынашивает лишь
несколько зародышей (Wake, 2015). Первые эм-
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бриологические исследования безногих амфибий
были выполнены в конце XIX века (Sarasin, Sara-
sin, 1887; Brauer, 1899). Однако данные по ранне-
му эмбриогенезу носили предварительный харак-
тер, по-видимому, вследствие трудностей в полу-
чении материала. Проблема получения данных
по анализу ранних стадий эмбриогенеза гимно-
фион оставалась весьма актуальной и на протя-
жении всего последующего столетия, поскольку
опубликованные за последние 30 лет три таблицы
развития не включают стадии дробления и га-
струляции (Sammouri et al., 1990; Dünker et al.,
2000; Pérez et al., 2009). Таким образом, среди без-
ногих амфибий на сегодня нет ни одного хорошо
изученного модельного вида.

Единственной работой, в которой достаточно
подробно анализировали дробление яйца гимно-
фион, является статья Свенссона (Svensson, 1938)
на азиатском виде с личиночным развитием Ichthy-
ophis glutinosus (семейство Ichthyophiidae, включаю-
щее 57 видов). Дробление у этого вида голобла-
стическое с очень маленькими анимальными
бластомерами. В целом оно напоминает дробле-
ние тех представителей бесхвостых и хвостатых
амфибий, которые имеют крупные яйца с боль-
шим содержанием желтка. Поэтому трудно согла-
ситься с основанным на работах конца XIX в.
мнением О.М. Ивановой-Казас (1995, с. 230) о
меробластическом характере дробления у Gym-
nophiona. Все изученные до сих пор представите-
ли класса Amphibia имеют голобластическое
дробление (Elinson, del Pino, 2012; del Pino, 2018).

ПОПЫТКА 
ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 

ДОГАСТРУЛЯЦИОННОГО РАЗВИТИЯ
Описываемый в учебниках (например, Signo-

ret, Collenot, 1991; Barresi, Gilbert, 2020) паттерн
догаструляционного онтогенеза характерен далеко
не для всех амфибий. По-видимому, не многим бо-
лее 50–60% видов отряда Anura имеют такой же
(стандартный) паттерн раннего развития, как, на-
пример, R. temporaria или X. laevis и не более 20% ви-
дов отряда Caudata – такой же, как A. mexicanum или
P. waltl. В отряде Gymnophiona видов со стандарт-
ным паттерном дробления (характерным для мо-
дельных видов Anura и Caudata) и последующим
среднебластульным переходом, по-видимому,
вообще нет.

Большой размер яйца очень часто связан с пе-
реходом к асинхронным делениям уже на ранних
этапах дробления зародыша (Desnitskiy, 2018;
Десницкий, 2019). Это могут быть как филогене-
тически базальные виды (хвостатые амфибии
A. davidianus, A. japonicus, C. alleganiensis, лягушка
A. truei), так и эволюционно продвинутые виды
(безлегочная саламандра Ensatina eschscholtzii, ля-
гушки G. riobambae, P. sphagnicolus, Rhacophorus ar-

boreus). Такой же ход дробления характерен и для
двоякодышащих рыб Lepidosiren paradoxa и Neo-
ceratodus forsteri (Kemp, 1982; Kershaw et al., 2009;
Desnitskiy, 2015), которые являются ближайшими
живыми родственниками наземных позвоночных
(Brinkmann et al., 2004; Liang et al., 2013).

Было высказано предположение (Desnitskiy,
2014), что паттерн догаструляционного онтогене-
за с утратой синхронности делений уже на 8-кле-
точной стадии и отсутствием дифференцировки
на анимальные и вегетавтивные бластомеры в хо-
де третьего дробления является анцестральным
для класса Amphibia, хотя многие эволюционно
продвинутые виды бесхвостых и хвостатых зем-
новодных тоже имеют этот же паттерн развития.
Стандартный паттерн раннего онтогенеза (об-
ширная серия 10–12 быстрых синхронных деле-
ний бластомеров, включая широтные борозды
третьего дробления), характерный для модельных
видов A. mexicanum и X. laevis, вероятно, является
эволюционно продвинутым и возник независимо
в отрядах Anura и Caudata. На наш взгляд, в поль-
зу конвергентного возникновения среднебла-
стульного перехода говорит факт некоторых раз-
личий в отношении цитофизиологии стадии бла-
стулы у этих двух видов. У аксолотля развитие
блокируется на среднебластульном переходе под
воздействием ингибитора транскрипции α-ама-
нитина (Signoret, 1980; Lefresne et al., 1998). На-
против, у шпорцевой лягушки процесс десинхро-
низации клеток не чувствителен к α-аманитину
(Newport, Kirschner, 1982). Наконец, сразу после
среднебластульного перехода клетки зародыша
X. laevis приобретают индивидуальную подвиж-
ность, тогда как у зародыша A. mexicanum этого не
наблюдали (Andéol, 1994; Lefresne et al., 1998).

Представляло интерес выполнить сравнитель-
но-филогенетический анализ процесса догаструля-
ционного развития амфибий с целью проверить и
уточнить наши интуитивные предположения. Ис-
следование такого типа не имеет аналогов в миро-
вой литературе. Однако нам пришлось ограничить-
ся только отрядом Caudata, поскольку ситуация в
систематике и филогении Anura менее стабильна,
чем ситуация в систематике и филогении хвоста-
тых амфибий. Представления о классификации и
эволюции бесхвостых амфибий постоянно уточ-
няются или даже пересматриваются (например,
Streicher et al., 2018). Кроме того, число современ-
ных видов Anura почти в десять раз превышает
число современных видов Caudata (AmphibiaWeb,
2022). Данные по особенностям паттерна дробле-
ния известны примерно для 4.65% видов хвостатых
амфибий. Для бесхвостых амфибий соответствую-
щая информация имеется в литературе менее чем
для 1% видов.

Для проведенного нами сравнительного и фи-
логенетического анализа процесса дробления у
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зародышей отряда Caudata (Desnitskiy, Litvinchuk,
2015) были важны 1) наличие или отсутствие об-
ширной серии быстрых синхронных делений дроб-
ления (до 10–12 клеточных циклов) в анимальном
полушарии раннего зародыша и 2) ориентация
борозды третьего деления дробления: широтная,
вертикальная или варьирующая. У видов с варьи-
рованием борозд третьего дробления они в преде-
лах одной и той же кладки у одних зародышей
широтные, а у других вертикальные. Были собра-
ны опубликованные в эмбриологической и гер-
петологической литературе данные по зароды-
шам 36 видов из шести семейств: Ambystomatidae,
Cryptobranchidae, Hynobiidae, Proteidae, Pletho-
dontidae и Salamandridae. Каждый признак был
помещен на филогенетическое дерево отряда
Caudata, построенное по результатам эволюци-
онных исследований последних лет (San Mauro,
2010; Pyron, Wiens, 2011; Vieites et al., 2011; Zheng
et al., 2012; Shen et al., 2013 и др.) (рис. 2 и 3). Кро-
ме того, в нашем анализе были использованы
данные по размеру яйца, которые известны для
представителей всех десяти семейств отряда хво-
статых амфибий, и признак “размер яйца” был тоже
помещен на филогенетическое дерево (рис. 4).

Наше исследование показало, что догаструля-
ционное развитие больших, богатых желтком яиц
с короткой серией синхронных делений и верти-
кальными бороздами третьего дробления – это
анцестральный набор онтогенетических призна-
ков для отряда Caudata. Напротив, широтные бо-

розды третьего дробления и период 10–12 быстрых
синхронных делений, за которым следует сред-
небластульный переход, являются эволюционно
продвинутыми признаками. Филогенетический
анализ догаструляционного онтогенеза у зароды-
шей хвостатых амфибий (Desnitskiy, Litvinchuk,
2015) полностью подтвердил идею об эволюцион-
ных взаимоотношениях типов дробления, выска-
занную ранее (Десницкий, 2014).

Анализ размера яйцеклеток показал, что од-
ним из важных анцестральных признаков отряда
Caudata является большой размер яйца. Кроме
того, для хвостатых амфибий характерен эволю-
ционный переход от крупного размера яйца к ма-
ленькому, а затем неоднократные обратные пере-
ходы от малого размера яйца к большому размеру
в семействе Salamandridae, например у C. asper и
S. salamandra (Desnitskiy, Litvinchuk, 2015). Отме-
тим, что уменьшение размера яйца в семействах
Ambystomatidae и Salamandridae было сопряжено
с приобретением серии 10–12 быстрых синхрон-
ных делений, сопровождаемой среднебластуль-
ным переходом (A. mexicanum, L. vulgaris, P. waltl и
несколько других видов).

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ 
И ПЕРСПЕКТИВЫ

Согласно молекулярно-филогенетическим дан-
ным (San Mauro, 2010), отряды хвостатых и бесхво-
стых амфибий дивергировали около 290 миллио-

Рис. 2. Особенности дробления зародышей у разных видов Caudata, помещенные на филогенетическое дерево этого
отряда (по: Desnitskiy, Litvinchuk, 2015, с упрощениями). Размер периода синхронных делений дробления: обширный
(до 10–12 делений) или короткий (до 3–4 делений).
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нов лет тому назад (в начале пермского периода).
Наши исследования предполагают, что паттерн
дробления, характерный для ранних зародышей
модельных видов A. mexicanum (Caudata) и X. laevis
(Anura), представляет гомоплазию. Этот паттерн
дробления сопряжен с наличием в кладках мно-
гочисленных маленьких яиц, а также с протека-
нием эмбрионального и личиночного развития в
стоячих водоемах (где возможности для экзоген-
ного питания личинок гораздо лучше, чем в теку-
щей воде). В связи со сказанным, логичным явля-
ется предположение, что среднебластульный пе-
реход, который следует за периодом синхронных
делений яйца у значительного числа модельных и
немодельных видов Anura и Caudata, возник кон-
вергентно в двух отрядах класса Amphibia как эм-
бриональная адаптация к обитанию и развитию в
стоячей воде.

Для дальнейшего сравнительного анализа до-
гаструляционного развития представляют опреде-
ленный интерес некоторые немодельные виды от-
ряда бесхвостых амфибий. Например, крупное и
богатое желтком яйцо, вертикальные борозды тре-
тьего дробления и отсутствие среднебластульного
перехода характерны не только для филогенети-
чески базальной лягушки A. truei (Archaeobatra-
chia), но также и для представителей различных
семейств эволюционно продвинутых лягушек

(Neobatrachia) – E. coqui, G. riobambae и P. spagni-
colus. Всегда ли в нескольких филогенетичесеких
линиях Neobatrachia сохранялся крупный размер
яйца или последовательно происходили утрата и
повторное приобретение упомянутого признака (и
других сопутствующих особенностей)? В настоя-
щее время однозначного ответа на это вопрос нет.

Наконец, у некоторых немодельных видов
Anura переход от материнского контроля онтоге-
неза к зиготическому происходит не на стадии
средней бластулы, но на других этапах развития:
на стадии раннего дробления у сумчатой лягушки
G. riobambae и в начале гаструляции у E. coqui,
имеющей прямое развитие. В связи с этим возника-
ет ряд вопросов. Когда происходит смена контроля
над развитием у других групп лягушек с прямым
развитием: из Австралии, Азии, Африки или Оке-
ании (поскольку оно у них возникало независимо
от прямого развития неотропических Terrarana)?
Когда происходит смена контроля над ранним
развитием у безлегочных саламандр (Plethodonti-
dae) с прямым развитием и с бифазным жизнен-
ным циклом?

Завершая обзор, заметим, что как в случае отряда
Anura, так и в случае отряда Caudata, несомненно,
существует достаточно гибкая связь между репро-
дуктивной стратегией и особенностями догастру-
ляционного развития. Онтогенетическое разнооб-

Рис. 3. Особенности дробления зародышей у разных видов Caudata, помещенные на филогенетическое дерево этого
отряда (по: Desnitskiy, Litvinchuk, 2015, с упрощениями). Ориентация борозд третьего деления дробления: широтные,
варьирующие или вертикальные.
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разие амфибий является отражением их экологи-
ческого разнообразия, и разные репродуктивные
стратегии могут, по-видимому, оказывать весьма
сходное (хотя не обязательно идентичное) влияние
на паттерн дробления. Для дальнейшей разработки
этой концепции (и выяснения причинно-след-
ственных связей между экологическими и онтоге-
нетическими признаками) было бы важно привлечь
дополнительную информацию по начальным эта-
пам развития у значительного числа немодельных
видов амфибий, которые, однако, пока почти не
привлекают внимание эмбриологов.
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Pregastrular Development of Amphibians: Ontogenetic Diversity and Eco-Devo
A. G. Desnitskiy*, **

Department of Embryology, Saint-Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9, Saint-Petersburg, 199034 Russia
*e-mail: adesnitskiy@mail.ru

**e-mail: a.desnitsky@spbu.ru

Comparative and ecological aspects of the reorganizations of early development in the class Amphibia are an-
alyzed. We used data on the developmental diversity in a number of families belonging to the orders Anura
and Caudata, in which many species had lost their connection with the aquatic environment. Model repre-
sentatives of the class Amphibia (Ambystoma mexicanum, Rana temporaria, and Xenopus laevis) have small
eggs (no more than 2.5 mm in diameter). In these species, the slowdown in the rate of cell divisions and the
loss of synchrony occur at the midblastula stage. However, phylogenetically basal amphibian species (Asca-
phus truei, Cryptobranchus alleganiensis) are characterized by the large (4–6 mm in diameter) yolky eggs and
a short series of synchronous blastomere divisions (the synchrony is already lost at the 8-cell stage of cleav-
age). They do not have a “midblastula transition”, which is characteristic of the above model species. On the
other hand, many evolutionarily advanced non-model species of caudate and anuran amphibians (for exam-
ple, Desmognathus fuscus, Gastrotheca riobambae, Philoria sphagnicolus), as well as the basal species, are char-
acterized by the large, yolk-rich eggs and the early loss of cell division synchrony. Phylogenetic analysis sug-
gests that the cleavage pattern of the most extensively studied amphibians, the Mexican axolotl (Caudata) and
the African clawed frog (Anura), represents a homoplasy. The midblastula transition, which is characteristic
of these two species, might have evolved convergently in these two orders of amphibians as an embryonic ad-
aptation to development in lentic water.

Keywords: amphibians, cleavage division pattern, egg size, evolution of development, midblastula transition,
reproductive strategies
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BARBUS (=LABEOBARBUS) INTERMEDIUS В ОЗЕРЕ ТАНА:

ВЕКТОРЫ МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ
НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ ПОСТНАТАЛЬНОГО ОНТОГЕНЕЗА
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Рыбы комплекса Barbus (=Labeobarbus) intermedius (Actinopterigii, Cyprinidae), в русскоязычной ли-
тературе известные как крупные африканские усачи, широко распространены в водоемах Африки.
Характерной особенностью морфологического разнообразия этой группы рыб является симпатри-
ческое сосуществование морфо-экологических форм в локальных популяциях. Наиболее извест-
ный пример такого сосуществования имеет место в расположенном на севере Эфиопии оз. Тана, где
по оценкам разных авторов обитает до 15 морфо-экологических форм (морфотипов). Отличитель-
ные признаки усачей танских морфотипов отчетливо проявляются по достижению стандартной
длины (SL) примерно 15 см. При меньшей длине представители большинства морфотипов между
собой неразличимы. Это дает основания предположить, что в онтогенезе главные векторы морфо-
логической изменчивости танских усачей могут быть разными до и после достижения особями дли-
ны 15 см. Целью настоящего исследования стала проверка этого предположения. Полученные ре-
зультаты подтверждают, что в данной популяции стандартная длина (SL), равная примерно 15 см, раз-
граничивает две стадии постнатального онтогенеза у исследуемой группы рыб. У особей SL < 15 см
основной вектор изменчивости – это следствие изменения морфологических пропорций по мере
роста особи. У особей SL > 15 см основной вектор изменчивости, по всей вероятности, связан с раз-
делением пищевых ресурсов. Оригинальный подход, использованный в исследовании, полагается
перспективным в анализе особенностей изменчивости на разных стадиях онтогенеза не только изу-
чаемой, но и других систематических групп.

Ключевые слова: генерализованная форма, Barbus (=Labeobarbus) intermedius комплекс, симпатриче-
ское формообразование, постнатальный онтогенез, векторы изменчивости
DOI: 10.31857/S0475145023020040, EDN: XFAOLX

ВВЕДЕНИЕ
Ихтиофауна оз. Тана, расположенного в се-

верной части Эфиопии, примечательна, прежде
всего, обилием морфо-экологических форм (или
морфотипов) крупных африканских усачей ком-
плекса Barbus (=Labeobarbus) intermedius (sensu Ban-
ister, 1973). Считается, что комплекс “танских” мор-
фотипов – это результат адаптивной радиации в
процессе разделения пищевых ресурсов (Sibbing
et al., 1998; Sibbing, Nagelkerke, 2001; Nagelkerke,
Rossberg, 2014). В пользу этого предположения
свидетельствуют данные о дифференциации тан-
ских усачей по признаками, отражающим строение
челюстного аппарата (Мироновский, 2017, 2021а,
2021б).

Наряду с усачами специализированных мор-
фотипов в оз. Тана обитают особи без выражен-
ных признаков какой-либо пищевой специализа-

ции (Mina, 2001). Такие особи именуются генера-
лизованными и, если большинство морфотипов –
это эндемики озера, то усачи генерализованной
формы широко распространены в реках и озерах
Африки. Они слагают мономорфные популяции
крупных африканских усачей, а в полиморфных
популяциях доминируют по численности. Предпо-
лагается, что генерализованная форма является
предковой, в процессе диверсификации давшей на-
чало многообразию комплекса B. intermedius в ареа-
ле (Nagelkerke et al., 1994; Mina, 2001; Голубцов,
2010; Shkil et al., 2015; Levin et al., 2019, 2020). В
пользу такого предположения свидетельствуют
результаты исследования изменчивости генера-
лизованной формы комплекса B. intermedius в
сравнении с изменчивостью симпатрических
морфотипов и аллопатрических видов крупных
африканских усачей (Мироновский, 2020, 2021б).

УДК 597.554.3.591.471.4

ОРИГИНАЛЬНЫЕ
ИССЛЕДОВАНИЯ
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Хотя различия между некоторыми формами
усачей оз. Тана весьма велики и, как отмечают
Нагелькерке с соавторами (Nagelkerke et al., 1994),
сопоставимы с различиями видов и даже родов
Cyprinidae Евразии (рис. 1), принадлежность осо-
би к тому или иному морфотипу может быть
определена лишь по достижению некоторой дли-
ны. Согласно М.В. Мине с соавторами (Mina
et al.,1996; Мина и др., 2011), для большинства
морфотипов такая длина лежит в диапазоне SL =
= 20–25 см; при меньших размерах идентифици-
руются лишь два морфотипа: acute и bigmouth big-
eye. Нагелькерке с соавторами (Nagelkerke et al.,
1995) утверждали, что 11 из 14 морфотипов разли-
чимы при SL менее 10 см. Вместе с тем, позже,
предложив идентификационный ключ для опре-
деления танских морфотипов, Нагелькерке и
Сиббинг (Nagelkerke, Sibbing, 2000) настоятельно
рекомендуют использовать его только для особей
стандартной длиной больше 15 см. Так или иначе,
несмотря на расхождение мнений о надежной
длине идентификации, нет сомнений в том, что
характерные признаки танских морфотипов про-
являются по мере увеличения общих размеров
рыб. Это дает основания предположить, что не-
давно выявленные главные векторы изменчиво-
сти усачей генерализованной формы (Миронов-
ский, 2020, 2021б) могут быть не одинаковыми в
разных размерных группах.

Сказанное определило цель настоящего ис-
следования: сравнение главных векторов измен-
чивости в разных размерных группах усачей гене-
рализованной формы в оз. Тана, в качестве рабо-
чей гипотезы рассматривая рубеж SL = 15 см,
предложенный Нагелькерке и Сиббингом (2000).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материал собран в оз. Тана в 1992–2010 гг. Рыб

отлавливали накидными и жаберными (ячея 0.5–
8.0 см) сетями, брали из уловов местных рыбаков.
Всего рассматриваются 172 особи генерализован-
ной формы стандартной длиной от 10 до 35 см. В
расчетах рыб делили на размерные группы “мел-
ких” SL 10–15 см (30 особей) и “крупных” 15–35 см
(142 особи). Отметим, что генерализованная фор-
ма (далее – GF1) комплекса B. intermedius sensu
Banister (1973) в оз. Тана описана как морфотип
intermedius2 (Nagelkerke et al., 1994; Мина и др.,

1 GF – аббревиатура от англ. “generalized form” – генерали-
зованная форма.

2 Латинское “intermedius”, как и определение “генерализован-
ная”, указывает на обобщенность облика особей GF – про-
межуточного, или усредненного между другими танскими
морфотипами. В качестве одного из диагностических при-
знаков морфотипа intermedius Нагелькерке с соавторами
(Nagelkerke et al., 1994. P. 3) указывают: “No extreme charac-
ters”, т.е., отсутствие экстремальных признаков, под “экс-
тремальными” понимая диагностические признаки специ-
ализированных морфотипов озера.

Рис. 1. Особи генерализованной и некоторых специализированных форм (морфотипов) крупных африканских усачей
из оз. Тана. Названия морфотипов приведены, согласно классификации Нагелькерке с соавт. (Nagelkerke et al., 1994,
1995). Фотографии публикуются с любезного разрешения Ф.Н. Шкиля и Е.В. Есина (ИБР РАН и ИПЭЭ РАН).

Особь генерализованной формы

Carplike Acute

Bigmouth small-eye Shorthead
10 см
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2016). Принадлежность исследуемых особей к
данному морфотипу определяли по диагнозу в ра-
боте Нагелькерке с соавторами (Nagelkerke et al.,
1994).

В полевых условиях головы рыб фиксировали
поваренной солью для камеральной обработки.
После препарирования и изготовления сухих
остеологических препаратов измеряли 14 пара-
метров, характеризующих пропорции осевого и
висцерального черепа (рис. 2). Исследования по-
казывают, что, обладая высокой разрешающей
способностью и хорошей воспроизводимостью
результатов измерений как одним, так и нескольки-
ми операторами, данный набор признаков позволя-
ет уверенно оценивать фенетические отношения
разных форм усачей, равно как и рыб других систе-
матических групп Cyprinidae (Mina et al., 1993,
1996, 1998; Мироновский, 2006; Дгебуадзе и др.,
2020; Кожара и др., 2020).

Статистическая обработка данных выполнена
средствами пакетов NTSYS 2.02k и Statistica 6. В
расчетах использованы индексы, представляю-
щие собой отношения абсолютных значений
промеров к базальной длине черепа (BL). Далее,
упоминая тот или иной признак, мы будем иметь
в виду его индекс, а не сам промер. Значения ин-

дексов преобразовывали в натуральные логариф-
мы для нормализации распределений. В анализе
главных компонент (АГК) собственные векторы
считали по корреляционной матрице; длину век-
тора принимали равной 1. В отличие от работ, где
АГК используют для уменьшения числа перемен-
ных с последующим анализом распределения то-
чек-объектов в двух- или трехмерном пространстве
первых ГК, настоящее исследование основано на
анализе собственных векторов (СВ) корреляци-
онных матриц, которые характеризуют главные
направления дисперсии объектов анализируемых
множеств (Андреев, 1980; Дгебуадзе и др., 2008;
Мироновский, 2020, 2021б; Мина, Мироновский,
2022). Главные направления дисперсии рассматри-
ваются как главные направления изменчивости
(диверсификации, дивергенции) усачей изучаемых
совокупностей. О сходстве собственных векторов
судили, анализируя графики распределения фак-
торных нагрузок рассматриваемых параметров, а
также вычисляя коэффициенты ранговой корреля-
ции Спирмена (rS) и линейной корреляции Пирсо-
на (rπ); статистическую значимость корреляций
оценивали средствами пакета Statistica 6. Дендро-
граммы, отражающие корреляции между призна-
ками, строились методом полной связи.

Рис. 2. Схема промеров черепа усачей комплекса B. intermedius. Параметры осевого черепа: BL − базальная длина че-
репа; B1, B2, B3 – расстояние между внешними краями соответственно frontalia, pterotica и sphenotica; B4 – ширина че-
репа на уровне соединения frontale и pteroticum, HS1 и HS2 – высота черепа на уровне соответственно изгиба parasphe-
noideum и заднего края parasphenoideum. Параметры висцерального черепа: Hm – высота hyomandibulare, Pop − длина
praeoperculum, Op – высота передней части operculum, Iop – длина interoperculum, Pmx, Mx и De – длина praemaxillare,
maxillare и dentale соответственно.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При сравнении векторов изменчивости особей
изучаемых совокупностей на осях системы пря-
моугольных координат откладывались фактор-
ные нагрузки рассматриваемых переменных на
соответствующие СВ (рис. 3). В гипотетическом
случае, когда направления изменчивости в паре
сопоставляемых совокупностей полностью сов-
падают, точки, соответствующие нагрузкам, ло-
жатся на прямую, расположенную под углом 45° к
осям координат, корреляция между значениями
нагрузок будет равна 1. Точки на таких графиках
тем дальше расположены от начала координат,
чем большую относительную нагрузку в данном
направлении изменчивости несет данный при-
знак. У начала координат оказываются точки, со-
ответствующие переменным с наименьшими на-
грузками.

На рис. 3а приведен график распределения
факторных нагрузок на первые собственные век-
торы дисперсии “мелких” (SL = 10–15 см) и
“крупных” (SL = 15–35 см) особей GF оз. Тана.
Как видим, у “крупных” особей распределение
характеризуется оппозицией (противостоянием)
нагрузок параметров осевого черепа и челюстной
дуги. Нагрузки первых на СВ1 имеют знак “+”,
нагрузки вторых “–”. К параметрам осевого чере-
па примыкает признак гиоидной дуги Hm, к пара-
метрам челюстной дуги – один из параметров жа-
берной крышки Iop. По абсолютным значениям
(без учета знака) факторные нагрузки черепных и
челюстных признаков примерно равны, из чего
следует, что примерно равны их вклады в данный
вектор изменчивости. У “мелких” особей распре-
деление иное, здесь оппозиции знаков нет, на-
грузки всех параметров на СВ1 положительны.
При этом, если у “крупных” особей нагрузки па-
раметров жаберной крышки Op и Pop близки к 0,
то у мелких они на уровне нагрузок остальных
признаков. Полное отсутствие сходства в распре-
делении факторных нагрузок в сопоставляемых
векторах отражают стремящиеся к 0 значения
корреляций. Таким образом, сделанное во введе-
нии предположение, что изменчивость “мелких” и
“крупных” особей может идти по-разному, соот-
ветствует действительности: основной вектор из-
менчивости усачей длиной меньше 15 см (SL < 15) и
основной вектор изменчивости усачей длиной
больше 15 см (SL > 15) – это, несомненно, разные
векторы.

Проверим, меняются ли главные векторы дис-
персии особей SL > 15 см по мере их дальнейшего
роста, или после SL ~ 15 см они (главные векторы
дисперсии) неизменны? Для этого сравним СВ1
особей SL = 15–20 см и СВ1 особей SL = 20–35 см
(рис. 3б). Сходство распределения факторных на-
грузок по обеим осям (X и Y), в сочетании с высо-
кими статистически значимыми корреляциями

не оставляет сомнений в том, что между собой
сравниваются не разные векторы, но разные реа-
лизации одного и того же вектора. Таким обра-
зом, по достижении длины 15 см главный вектор
дисперсии остается неизменным. Некоторая раз-
ница между сравниваемыми СВ1 заключается в
доле общей дисперсии, отражаемой каждым из
них. У особей SL = 15–20 см она равна 28%, у осо-
бей SL = 20–35 см увеличивается до 32%. Из этого
следует, что по мере роста рыб роль данного век-
тора в их изменчивости увеличивается.

Сравнение собственных векторов разного ранга:
СВ2 особей SL = 10–15 см и СВ1 особей SL = 15–35
(рис. 3в) показывает, что и в этом случае имеет
место противостояние знаков факторных нагру-
зок параметров нейрокраниума (знак “+”) и че-
люстной дуги (знак “–”) в сочетании с высокими
достоверными корреляциями между сравнивае-
мыми параметрами. Это дает основания утвер-
ждать, что и здесь между собой сопоставляются
разные реализации одного вектора. У “крупных”
особей этот вектор определяет основную долю
изменчивости (СВ1), тогда как у “мелких” особей
его роль второстепенна (СВ2).

Ключ к пониманию природы изменчивости,
объясняемой СВ1 “мелких” особей и СВ1 “круп-
ных” особей GF оз. Тана, как представляется, да-
ет сравнительный анализ дендрограмм, отражаю-
щих корреляционные связи между признаками
усачей каждой из этих размерных групп (рис. 4).
Структура корреляционных связей признаков
особей SL > 15 см (рис. 4а) показывает, что анали-
зируемые параметры образуют два основных кла-
стера, состав которых полностью соответствует
отмеченному выше (рис. 3б) разделению признаков
с положительными (+) и отрицательными (–) на-
грузками на СВ1 этой размерной группы. На
дендрограмме (рис. 4а) в одном кластере объеди-
нились B1, B2, B3, B4, HS1, HS2, Hm, Pop и Op. Вто-
рой кластер дендрограммы образуют трех пара-
метра челюстной дуги Pmx, Mx, De и параметр Iop,
отражающий длину межкрышечной кости. В чере-
пе усачей эта кость протянулась за зубной, что, ви-
димо, определяет тесную корреляцию между De и
Iop, равно как и близость Iop к группе трех пара-
метров челюстной дуги по оси Y на рис. 3а, 3б, 3в.
Высокая статистически значимая отрицательная
корреляция между кластерами свидетельствует о
том, что увеличение параметров, вошедших в
один кластер, сопровождается уменьшением па-
раметров другого кластера. В рассматриваемом
случае, это означает: чем длиннее челюсти
(и больше рот), тем ниже и уже осевой череп и го-
лова в целом, что хорошо соответствует разнице
облика особей GF и большеротых усачей специа-
лизированных морфотипов озера (Mina et al.,
2001). Ранее было обосновано предположение,
что такая топография дендрограммы отражает
корреляции между признаками при изменчиво-



ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 2  2023

ГЕНЕРАЛИЗОВАННАЯ ФОРМА УСАЧЕЙ КОМПЛЕКСА BARBUS 143

сти, направленной на разделение пищевых ресур-
сов (Мироновский, 2017, 2020, 2021). Следует об-
ратить внимание на то, что признаки “крупных”
особей формируют кластеры вне зависимости от
своей принадлежности к тому или иному отделу
черепа (рис. 4а). Параметры осевого черепа
(B1, B2, B3, B4, HS1, HS2) и висцерального черепа
(Pmx, Mx, De, Iop, Pop, Op и Hm) в разные класте-
ры не обособляются. Параметр жаберной крыш-
ки Iop находится в кластере челюстной дуги, тогда
как два другие параметра жаберной крышки

(Pop и Op) – в одном кластере с параметрами осе-
вого черепа. Туда же попадает параметр гиоидной
дуги Hm. Параметр осевого черепа B2 объединяет-
ся в кластер с Pop, Op и Hm. Все это свидетель-
ствует о том, что у особей SL > 15 см корреляции
между изменением структур одного и того же от-
дела черепа часто оказываются меньше корреля-
ций между изменением структур разных отделов
черепа.

В группе особей SL < 15 см структура корреля-
ций иная (рис. 4б). На первом уровне ветвления

Рис. 3. Сопоставление собственных векторов (СВ) корреляционных матриц между признаками особей разных размер-
ных групп генерализованной формы (GF) комплекса B. intermedius. (а) – ось X: СВ1 особей SL = 10–15 см, ось Y: СВ1
особей SL = 15–35 см; (б) – ось X: СВ1 особей SL = 20–35 см, ось Y: СВ1 особей SL = 15–20 см; (в) – ось X: СВ2 особей
SL = 10–15 см, ось Y: СВ1 особей SL = 15–35 см. Символами обозначены нагрузки: d – параметров челюстной дуги
Pmx, Mx, De; m – параметров жаберной крышки Pop, Op и Iop; s – параметров осевого черепа B1, B2, B3, B4, HS1, HS2;
h – параметра гиоидной дуги Hm.

(в)

(а)

0

Pop

0.50

0.25

–0.25–0.50

10–15 см

rS = 0.75  p < 0.001
r� = 0.83  p < 0.001

CB2 = 25%

15–35 см
CB1 = 28%

Iop

Op

Pop

0.50

0.25

–0.25–0.50

10–15 см

rS = 0.06  p > 0.05
r� = –0.02  p > 0.05

CB1 = 33%

15–35 см
CB1 = 28%

Iop

Op

(б)

Pop

0.50

0.25

–0.25–0.50

20–35 см

rS = 0.80  p < 0.001
r� = 0.96  p < 0.001

CB1 = 32%

15–20 см
CB1 = 28%

Iop

Op



144

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 2  2023

МИРОНОВСКИЙ

дендрограммы параметры осевого черепа и пара-
метры висцерального черепа расходятся в разные
кластеры. Далее в разные кластеры расходятся
параметры челюстной дуги (Pmx, Mx и De) и пара-
метры жаберной крышки (Iop, Pop, Op). Параметр
гиоидной дуги Hm присоединяется к параметрам
жаберной крышки после того, как последние
объединились между собой. Таким образом, в
группе SL < 15 см признаки, характеризующие
структуры одного и того же отдела черепа, сходятся
в один целостный кластер, т.е. у особей SL < 15 см
корреляции между изменением структур одного и
того же отдела черепа теснее корреляций между
изменением структур разных отделов черепа. Это
свидетельствует о том, что в группе SL < 15 см
корреляции определяет соразмерное развитие
структур данного отдела черепа по мере роста
особи. То есть, главный фактор изменчивости в

этой группе – это сопряженность изменения про-
порций черепа в процессе онтогенеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты дают основания утвер-
ждать, что стандартная длина 15 см действительно
является границей между стадиями постнатального
онтогенеза, характеризующимися разными век-
торами изменчивости. Важно подчеркнуть, что
вектор, определяемый оппозицией нагрузок па-
раметров челюстной дуги и осевого черепа, при-
сутствует и в изменчивости особей SL < 15 см
(рис. 3в). И если предположение о связи этого
вектора с процессами разделения пищевых ресур-
сов справедливо, таковые процессы имеют место
и у мелких особей. Но здесь эти процессы в из-
менчивости не основные, они – второстепенные,

Рис. 4. Дендрограммы корреляций между рассматриваемыми признаками изучаемых совокупностей генерализован-
ных особей комплекса B. intermedius. (а) корреляции между признаками особей SL > 15 см; (б) корреляции между при-
знаками особей SL < 15 см. Параметры осевого черепа: B1, B2, B3, B4, HS1, HS2 ( ); параметры висцерального черепа:
челюстная дуга – Pmx, Mx, De (d); жаберная крышка – Pop, Op, Iop (c); гиоидная дуга – Hm (h).
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о чем свидетельствует второй по значению ранг
данного вектора – СВ2. Усиление роли данного
вектора до ранга СВ1 по достижении SL 15 см, ви-
димо, объясняется тем, что при такой длине особи
становятся способными поедать себе подобных,
резко интенсифицируя хищничество. Следует так-
же отметить, что, наряду с разграничением этапов
онтогенеза и анализом особенностей развития на
каждом из них, подход, основанный на сравнении
собственных векторов (СВ), с успехом используется
и для изучения эволюционных аспектов изменчи-
вости. Так, сопоставление соответствующих век-
торов дисперсии (СВ1) показало, что диверсифи-
кация генерализованных особей в оз. Тана, ди-
версификация особей 14 танских морфотипов и
особей 4 аллопатрических видов усачей рек и озер
Эфиопии – это последовательные этапы одного
процесса, и дивергенция симпатрических морфо-
типов, а затем – аллопатрических видов идет в на-
правлении, заданном диверсификацией особей ге-
нерализованной формы (Мироновский, 2020). Чуть
позже анализ структуры корреляционных связей
собственных векторов генерализованной и ряда
рыбоядных форм позволил получить данные в
пользу гипотезы, согласно которой фенетическая
иерархия морфотипов крупных африканских уса-
чей в оз. Тана возникла в процессе независимых
ответвлений онтогенетических каналов специа-
лизированных форм от канала морфотипа interme-
dius, то есть, генерализованной формы (Мина, Ми-
роновский, 2022). Кроме того, предварительные
расчеты дают основание полагать, что механизмы
формирования рыбоядных и нерыбоядных пред-
ставителей танского комплекса форм могут раз-
личаться между собой, что, очевидно, определяет
одно из важных направлений дальнейших иссле-
дований с использованием описанного подхода.

ВЫВОДЫ
1. В оз. Тана у особей генерализованной фор-

мы комплекса Barbus intermedius на разных стади-
ях онтогенеза доминируют разные векторы из-
менчивости.

2. У особей SL < 15 см основной вектор измен-
чивости определяет сопряженное изменение
морфологических пропорций по мере линейного
роста.

3. У особей SL > 15 см основной вектор измен-
чивости, по всей вероятности, связан с разделе-
нием пищевых ресурсов.
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Generalized Form of Barbs of the Barbus (=Labeobarbus) intermedius Complex
in Lake Tana: Vectors of Morphological Variability at Different Stages

of Postnatal Ontogenesis
A. N. Mironovsky*

Severtsov Institute of Problems of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences,
Leninsky pr-t. 33, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: adissa@mail.ru

Fishes of the Barbus (=Labeobarbus) intermedius complex (Actinopterigii, Cyprinidae), known in Russian-
language literature as Large African Barbs, are widely distributed in Africa water bodies. A special feature of
the morphological diversity of this group of fish is the sympatric coexistence of morpho-ecological forms in
local populations. The most famous example of such coexistence takes place in Lake Tana located in the
north of Ethiopia, where, according to different authors, up to 15 morpho-ecological forms (morphotypes)
live. The diagnostic features of the barbs of Lake Tana morphotypes are clearly manifested upon reaching a
standard length (SL) of about 15 cm. With a shorter length, representatives of most morphotypes are indis-
tinguishable from each other. This suggests that in ontogenesis, the main vectors of morphological variability
of the Tana Lake barbs may be different before and after individuals reach a length of 15 cm. The aim of this
study was to test this assumption. The results obtained confirm that in this population, the standard length
(SL), equal to about 15 cm, delimits two stages of postnatal ontogenesis in the studied group of fish. In indi-
viduals with SL < 15 cm, the main vector of variability is a consequence of changes in morphological propor-
tions as the individual grows. In individuals with SL > 15 cm, the main vector of variability is most likely as-
sociated with the trophic resource partitioning. The original approach used in the study is considered prom-
ising in analyzing the peculiarities of variability at different stages of ontogenesis not only of the studied
group, but also of other systematic groups.

Keywords: generalized form, Barbus (=Labeobarbus) intermedius complex, sympatric speciation, postnatal
ontogenesis, vectors of variability
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Современные исследования плюрипотентных стволовых клеток (ПСК) человека ставят своей зада-
чей подбор условий и факторов роста, которые позволят лучше имитировать преимплантационное
развитие и дифференцировку зародышевых клеток, что имеет важное значение для создания кле-
точных моделей заболеваний. Ранее было показано, что в присутствии хемокина CCL2 ПСК чело-
века приобретают свойства, присущие преимплантационным бластомерам, а именно активируют
сигнальный путь JAK-STAT3 и повышают уровень мРНК генов гипоксического ответа. Однако
CCL2 практически не используется при культивировании ПСК человека, а его действие описано в
единственном исследовании. Мы продолжили изучение влияния CCL2 на ПСК человека и показали,
что эмбриональные и индуцированные плюрипотентные стволовые клетки человека, культивирован-
ные с CCL2, имеют повышенный уровень белка кислородзависимых субъединиц HIF1A и HIF2A, не-
обходимых для запуска гипоксического ответа, а также повышенный уровень белков ключевых тран-
скрипционных факторов плюрипотентности OCT4, NANOG, KLF4, SOX2 и TFCP2L1. Кроме того,
присутствие CCL2 положительно влияет на направленную эндотелиальную дифференцировку,
ускоряя созревание предшественников и усиливая ангиогенный потенциал дифференцированных
производных.

Ключевые слова: плюрипотентные стволовые клетки, хемокин CCL2, гипоксический ответ, направ-
ленная эндотелиальная дифференцировка
DOI: 10.31857/S0475145023020052, EDN: XFKLPE

ВВЕДЕНИЕ
Актуальным направлением исследований куль-

тивируемых плюрипотентных стволовых клеток
(ПСК) человека, к которым относят эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК),
остается совершенствование условий их получе-
ния, поддержания и дифференцировки. Обычные
линии ПСК человека, получаемые и поддерживае-
мые за счет фактора bFGF, отражают более позд-
нюю стадию эмбрионального развития, характер-
ную клеткам постимплантационного эпибласта
(Collier, Rugg-Gunn, 2018), что подтверждено дан-
ными транскриптомного анализа (Nakamura et al.,
2016). Плюрипотентное состояние этих клеток
определяется как “праймированное”. Смысл оп-
тимизации условий культивирования ПСК чело-
века – получение культур плюрипотентных кле-

ток, соответствующих более ранним стадиям эм-
брионального развития, а именно эпибласту
преимплантационной бластоцисты. К преиму-
ществам таких ПСК, названных “наивными”, от-
носят их повышенную жизнеспособность и кло-
ногенность, низкий уровень спонтанной диффе-
ренцировки при культивировании, способность
более полно воспроизводить процессы раннего
развития, а также неограниченный потенциал
для получения дифференцированных производ-
ных, включая возможность формировать функци-
ональные гаметы (Collier, Rugg-Gunn, 2018).

Для получения ПСК человека в “наивном” со-
стоянии, в том числе из праймированых клеточ-
ных линий, предложен ряд протоколов (Hanna
et al., 2010; Chan et al., 2013; Gafni et al., 2013;
Takashima et al., 2014; Theunissen et al., 2014; Ware
et al., 2014; Guo et al., 2017). Однако трудно сказать,
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какие из существующих подходов позволяют полу-
чать ПСК человека, максимально приближенные
к “наивному” состоянию, из-за недостаточной
изученности этого вопроса и отсутствия обще-
принятых критериев “наивной” плюрипотентно-
сти. Попытки совершенствования подходов к по-
лучению “наивных” ПСК человека продолжаются
и направлены, главным образом, на усиление
сигнального каскада JAK-STAT3, активируемого
фактором LIF, и ослабление сигнальных путей,
запускаемых фактором bFGF (An et al., 2020; Bi
et al., 2020). Кроме того, считается, что становле-
нию и поддержанию “наивного” состояния плю-
рипотентности могут способствовать понижен-
ная концентрация кислорода (3–5%), в условиях
которой в норме проходит раннее развитие и за-
пускается сигнальный каскад транскрипционно-
го фактора HIF, индуцируемого гипоксией (Dun-
woodie, 2009; Sperber et al., 2015). Так, показано,
что культивирование ПСК при 5% O2 способствует
поддержанию плюрипотентности, препятствует
спонтанной дифференцировке, уменьшает хро-
мосомные аберрации, стабилизирует эпигенети-
ческое состояние (Ezashi et al., 2005; Forsyth et al.,
2006; Forristal et al., 2009; Lengner et al., 2010).

Данная работа посвящена исследованию влия-
ния цитокина CCL2 на свойства плюрипотентных
клеток человека и возможности его использования
в протоколах направленной дифференцировки в
эндотелиальные клетки. Ранее было продемон-
стрировано, что CCL2 в плюрипотентных клетках
мыши, крысы и человека активирует сигнальный
каскад JAK-STAT3 и может использоваться при
культивировании ПСК вместо фактора LIF
(Hasegawa et al., 2011, 2014). Данные транскрип-
томного анализа показывают, что культивирова-
ние ПСК человека с CCL2 усиливает экспрессию
генов, связанных с плюрипотентным состояни-
ем, и активирует гены, связанные с гипоксией,
говоря о том, что CCL2 может индуцировать от-
вет, подобный тому, что возникает в клетках при
пониженной концентрации кислорода (Hasegawa
et al., 2014). Эти данные позволяют предполо-
жить, что хемокин CCL2 может быть перспектив-
ным фактором для получения и поддержания
ПСК человека с более высоким статусом плюри-
потентности. Однако исследование 2014 г., вы-
явившее положительное влияние фактора CCL2
на плюрипотентное состояние четырех независи-
мых линий ИПСК человека, было и остается
единственным. В этой работе мы продолжили ис-
следования эффектов фактора CCL2 на свойства
плюрипотентных клеток и выяснили, как его
применение при культивировании ЭСК и ИПСК
человека влияет на экспрессию кислородзависи-
мых субъединиц транскрипционного фактора HIF
и генов плюрипотентности на уровне белка. По-
скольку известно, что кислродзависимые субъеди-
ницы транскрипционного фактора HIF участву-

ют в регуляции ангиогенеза и свойств клеток со-
судов (Skuli et al., 2009; Schödel et al., 2011), в
данном исследовании мы уделили внимание во-
просам о том, как добавление к среде CCL2 по-
влияет на направленную дифференцировку ПСК
человека в эндотелиальные клетки, а также на
свойства полученных эндотелиоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток

В работе использовали линию эмбриональных
стволовых клеток человека HuES9, (номер hPSCreg:
HVRDe009-A) (Cowan et al., 2004) и линию инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток
человека K7-4 (номер hPSCreg: ICGi022-A) (Malak-
hova et al., 2020). ПСК культивировали на слое
митотически инактивированных эмбриональных
фибробластов мыши в среде KnockOut DMEM
(Thermo Fisher Scientific), содержащей 15% заме-
нителя сыворотки KnockOut SR (Thermo Fisher
Scientific), 1% раствора заменимых аминокислот
NEAA, 0.25 мМ 2-меркаптоэтанола, 1 мМ глюта-
мина GlutaMax (все – Thermo Fisher Scientific),
200 мкг/мл примоцина (InvivoGen) и 10 нг/мл bFGF
(Sci-store). К среде добавляли CCL2 (Biolegend) в
концентрации 10 нг/мл. Для пересадки колонии
плюрипотентных клеток ферментативно диссо-
циировали с помощью TrypLE (Thermo Fisher Sci-
entific) и рассаживали в соотношении 1 : 10 с добав-
лением 10 мМ ингибитора киназы Rho Y-27632
(Tocris Bioscience). Клетки культивировали при
37°C в атмосфере 5% CO2. Спонтанную диффе-
ренцировку ПСК проводили методом формиро-
вания эмбриоидных телец по ранее описанному
протоколу (Zakharova et al., 2022).

Направленная дифференцировка ПСК
в эндотелиальные клетки, магнитный сортинг 

и культивирование эндотелия
Направленную дифференцировку ПСК в эн-

дотелиоциты проводили по ранее опубликован-
ному протоколу с модификациями (Gu, 2018).
Для этого ПСК пересаживали на поверхность,
обработанную матригелем (Corning), так, чтобы
через сутки конфлюентность клеток составляла
60–70%. На следующий день среду для ПСК за-
меняли средой для дифференцировки в мезодер-
мальном направлении, содержащей среду RPMI
1640, добавку B27 без инсулина, 6 мкM CHIR99021
(все – Thermo Fisher Scientific), 200 мкг/мл при-
моцина (InvivoGen), и оставляли клетки на двое
суток при 37°C в атмосфере 5% CO2. На третий
день дифференцирующиеся клетки переводили
на среду EGM-2 (Lonza) для роста эндотелия с до-
бавлением 50 нг/мл VEGF, 25 нг/мл bFGF (все –
Sci-store), 10 мкM SB431542 (Stem cell technolo-
gies). В дальнейшем на протяжении еще 10 дней
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культурам ежедневно проводили смену половины
эндотелиальной среды. При использовании в про-
токоле дифференцировки хемокина CCL2 (Bioleg-
end), его концентрация в средах составляла 10
нг/мл. Обогащение суммарной культуры после
дифференцировки эндотелиальными клетками
проводили методом магнитного сортинга с им-
пользованием антител к СD31 (Miltenyi Biotec),
высевали на культуральную поверхность, покры-
тую человеческим коллагеном 4 типа (Sigma-Al-
drich) в среде EGM2 (Lonza) и помещали в инку-
батор при 5% CO2 и 37°C.

Выделение РНК, синтез кДНК и ПЦР
в режиме реального времени

РНК выделяли из клеток с помощью реактива
TRIzol (Thermo Fisher Scientific) по инструкции
производителя. Концентрацию РНК в препарате
измеряли с помощью спектрофотометра Nano-
Drop. Синтез кДНК проводили с использованием
набора SuperScript III First-Strand Synthesis System
(Thermo Fisher Scientific), на одну реакцию обрат-
ной транскрипции использовали 1 мкг тотальной
РНК. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали реакционную смесь без ревертазы.

Реакции ПЦР в режиме реального времени
проводили с ПЦР-смесью БиоМастер HS-qPCR
SYBR Blue (Биолабмикс) по инструкции произво-
дителя на приборе LightCycler480 (Roche), програм-
ма 480 SW1.5.1. Каждый образец анализировали в
трех биологических и трех технических повторно-
стях. Последовательности праймеров приведены
в табл. 1. В качестве референсных генов были вы-

браны ACTB, B2M и TFRC. Полуколичественный
анализ результатов проводили, используя обоб-
щенный метод ΔΔCt c учетом эффективности ре-
акции, рассчитанной по результатам построения
калибровочной кривой по пяти точкам (разведе-
ния матрицы с шагом в пять раз) (Hellemans et al.,
2008).

Белковый иммуноблот

Белковый экстракт готовили из 105 клеток в
буфере RIPA (Sigma-Aldrich). 8 мкг белкового
экстракта для каждого образца разделяли с помо-
щью 10% SDS-PAGE с использованием системы
BIORAD Mini-Protein Electrophoresis Tetra System
(Bio-Rad). Белки переносили на PVDF мембрану
(Bio-Rad) с использованием системы влажного
переноса Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Мембрану
делили на две части, руководствуясь предокраше-
ным белковым маркером молекулярного веса.
Одну часть мембраны использовали для преци-
питации с исследуемым белком, другую – с рефе-
ренсным белком ACTB или SMC1. Для детекции
использовали конъюгированные с пероксидазой
хрена вторичные антитела к IgG кролика или мы-
ши. Список первичных и вторичных антител и их
разведения приведены в табл. 2. Детекцию хеми-
люминесцентного сигнала осуществляли набо-
ром Bio-Rad Clarity Max Western ECL Substrate (из
расчета 30 мкл рабочего раствора на 1 см2 мембра-
ны) на приборе Bio-Rad ChemiDoc MP. Денсито-
метрический анализ для измерения различий в
уровнях белков был выполнен с использованием
программы ImageJ (https://ij.imjoy.io/). По результа-

Таблица 1. Последовательности праймеров в реакциях полуколичественного ПЦР в режиме реального времени

Ген Последовательность олигонуклеотидов, 5' – 3' Длина ампликона, п.н.

ACTB
AGGCACCAGGGCGTGAT
GATAGCACAGCCTGGATAGCA 308

B2M
CACCCCCACTGAAAAAGATG
ATATTAAAAAGCAAGCAAGCAGAA 167

TFRC
GTCGCTGGTCAGTTCGTGATT
AGCAGTTGGCTGTTGTACCTCTC 80

HIF-1a
TGCAACATGGAAGGTATTGC
TTCACAAATCAGCACCAAGC 118

HIF-2a
TGCTACGCCACCAGTACCA
CAGTTCGGGCAGCAGGTAGG

GLUT1
GATTGGCTCCTTCTCTGTGG
TCAAAGGACTTGCCCAGTTT 129

GLUT3
CAATGCTCCTGAGAAGATCATAA
AAAGCGGTTGACGAAGAGT 172

BRACHYURY
ACCTTCCATGTGAAGCAGCAA
CTCCACAGTTGGGTTCATCTGTAA 258
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там измерений получали отношение интенсивно-
стей сигналов исследуемого белка к референсному.
Статистические сравнения проводили с помощью
однофакторного дисперсионного анализа.

Проточная цитометрия 
и иммунофлуоресцентное окрашивание клеток

Для характеристики клеточных культур с по-
мощью проточной цитометрии проводили их дез-
агрегацию до одноклеточного состояния. Нефик-
сированные клетки окрашивали йодидом пропи-
дия и анексином V, конъюгированным с FITC
(набор компании BioLegend) для определения
жизнеспособности, а также флуоресцентно ме-
ченными антителами, характеризующими разные
стадии дифференцировки ПСК в эндотелиоциты:
CD31-APC (17-0319-42, eBioscience), VEGFR2-PE
(560494, BD Biosciences) и VE-Cadherin (17-0909-

42, eBioscience), как описано ранее (Vaskova et al.,
2015; Zakharova et al., 2017). В качестве негативно-
го контроля использовали неокрашенные клетки
и клетки, инкубированные с флуоресцентно мечен-
ными иммуноглобулинами мыши, соответствую-
щими изотипу применяемых моноклональных
антител. Анализ клеток (104 событий) проводили
на приборе FACSAria III (Becton Dickinson).

При иммунофлуоресцентном окрашивании
клетки, выращиваемые в культуральных планше-
тах, фиксировали 4% формальдегидом. Процеду-
ра иммуноокрашивания описана ранее (Vaskova
et al., 2015; Zakharova et al., 2017, 2022). Использо-
ванные антитела, их производители, видовое про-
исхождение и разведения перечислены в табл. 2.
Препараты анализировали с помощью инверти-
рованного флуоресцентного микроскопа Nikon
Ti-E и программы Nikon AR.

Таблица 2. Антитела, используемые при иммуноблоттинге и иммунофлуоресцентном окрашивании

Антигены Производитель Каталожный
номер Изотип Разведение

OCT4 Santa-Cruz SC-5279 Поликлональные IgG кролика 1/1000
NANOG Reprocell RCAB004P-F Поликлональные IgG кролика 1/500
KLF4 Abcam Ab104846 Моноклональные IgG1 мыши 1/1000
SOX2 Cell Signaling 3579S Поликлональные IgG кролика 1/1000
TFCP2L1 MERK HPA029708 Поликлональные IgG кролика 1/1000
STAT3 Cell Signaling 9131 Поликлональные IgG кролика 1/1000
HIF-1a Sigma Aldrich SAB2703132 Моноклональные IgG1 кролика 1/2500
HIF-2a Sigma Aldrich SAB2701992 Моноклональные IgG1 кролика 1/2500
SMC1 Bethyl A300-055A Поликлональные IgG кролика 1/5000
ACTB Abcam ab228001 Поликлональные IgG кролика 1/5000
IgG мыши +
+ пероксидаза

Jackson
ImmunoResearch

715-035-150 Поликлональные IgG осла 1/5000

IgG кролика +
+ пероксидаза

Jackson
ImmunoResearch

711-035-152 Поликлональные IgG осла 1/5000

CD 31 DAKO 14028292 Моноклональные IgG1 мыши 1/200
Фактор фон
Виллебранда

Life Technologies A21134 Поликлональные IgG кролика 1/200

GFAP DAKO Z0334 Поликлональные IgG кролика 1/1000
CD90 eBioscience 14-0909-82 Моноклональные IgG1 мыши 1/100
FOXA2 Santa Cruz Biotechnology sc-374376 Моноклональные IgG1 мыши 1/100
TUBB3 BioLegend 801201 Моноклональные IgG2a мыши 1/500
aSMA DAKO M0851 Моноклональные IgG2a мыши 1/100
AFP MAB1368 R&D Моноклональные IgG1 мыши 1/200
IgM мыши +
+ Alexa 568

Invitrogen A21043 Поликлональные IgG козы 1/400

IgG кролика +
+ Alexa 488

Invitrogen A110088 Поликлональные IgG козы 1/400
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Функциональная характеристика
эндотелиальных клеток

Флуоресцентно меченную ацетилированную
форму липопротеина низкой плотности (Thermo
Fisher Scientific) добавляли к эндотелиальной сре-
де EGM-2 (Lonza) без сыворотки в концентрации
15 мкг/мл и инкубировали клетки в течение 24 ч.
Способность эндотелиоцитов поглощать acLDL
анализировали с помощью инвертированного
флуоресцентного микроскопа Nikon Ti-E.

При тестировании ангиогенного потенциала
суспензию эндотелиальных клеток в количестве
2 × 105 в среде EGM-2 (Lonza) наносили на слой
из 200 мкл матригеля (Corning), предварительно
разведенного 1 : 1 со средой EGM-2 и полимери-
зованного в течение 15 мин при 37°С в лунке пло-
щадью 1 см2. Равномерно распределяли суспензию
клеток по поверхности и помещали в инкубатор
при 37°С. Детекцию капиляроподобных структур
проводили через 4 ч. Оценка характеристик ка-
пилляроподобных структур, образованных эндо-
телиальными клетками, проводилась с помощью
программы AngioTool (Zudaire et al., 2011).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние хемокина CCL2 на свойства ПСК

Ранее в единственном исследовании влияния
фактора CCL2 на свойства плюрипотентных кле-
ток человека было показано, что добавление
ССL2 к ИПСК человека приводит к повышению
уровня мРНК ряда генов, характерных для усло-
вий гипоксии (кислородного голодания) (Hasega-
wa et al., 2014). Мы продолжили это исследование
и выяснили, как добавление CCL2 к ЭСК (линия
HuES9) и ИПСК (линия K7-4) человека влияет на
уровень кислородзависимых белков HIF1A и
HIF2A, входящих в состав мультисубъединично-
го транскрипционного фактора, индуцируемого
гипоксией (HIF). Известно, что HIF1A и HIF2A
деградируют в клетках при атмосферной концен-
трации кислорода, но при концентрации кислорода
менее 10% их деградация прекращается, формиру-
ется стабильный фактор HIF, способный связы-
ваться с сайтами в промоторах генов-мишеней,
запуская гипоксический ответ (Hashimoto, Shiba-
saki, 2015). Мы обнаружили, что как в ЭСК, так и
в ИПСК человека, обработанных CCL2 и находя-
щихся при атмосферной концентрации кислоро-
да (~21%), происходит значимое повышение
уровней белков кислородзависимых субъединиц
HIF1A и HIF2A (рис. 1a). Следует отметить, что
при этом достоверное повышение уровня мРНК с
помощью полуколичественного ПЦР в режиме
реального времени детектируется только для гена
HIF2A (рис. 1б). Кроме того, мы установили, что
в клетках с повышенным уровнем белков HIF1A
и HIF2A происходит повышение уровня мРНК

транспортеров глюкозы GLUT1 и GLUT3 (рис. 1б),
являющихся мишенью транскрипционного факто-
ра HIF. Это свидетельствует об активации гипокси-
ческого ответа в плюрипотентных клетках, в част-
ности, об усилении гликолитического метаболизма
в ПСК в присутствии CCL2.

Мы выяснили, как добавление CCL2 влияет на
уровень белков транскрипционных факторов, во-
влеченных в поддержание плюрипотентности. С
помощью полуколичественного иммуноблоттин-
га мы подтвердили, что в ПСК, обработанных
ССL2, резко повышается уровень фосфорилиро-
ванной (активной) формы транскрипционного
фактора STAT3 (рис. 2), за трансактивацию кото-
рого отвечают киназы JAK1/2. Таким образом, мы
еще раз продемонстрировали ранее установлен-
ный факт, что в присутствии CCL2 в плюрипо-
тентных клетках активируется сигнальный каскад
JAK-STAT3. Кроме того, полуколичественный им-
муноблоттинг показал значимое повышение уров-
ня белка для факторов OCT4, NANOG, TFCP2L1 в
плюрипотентных клетках, обработанных CCL2,
по сравнению с ПСК, культивируемыми только в
присутствии bFGF (рис. 2). Повышение уровня
белка KLF4 регистрировалось только в линии
ИПСК, а SOX2 – только в линии ЭСК. Вероятно,
эти различия в действии ССL2 могут быть связа-
ны с исходным уровнем транскрипционных фак-
торов в линиях плюрипотентных клеток. Если ис-
ходный уровень низкий – при добавлении CCL2
наблюдается статистически значимое повыше-
ние, если исходный уровень близок к максималь-
но возможному, при культивировании с CCL2
включаются посттрансляционные механизмы,
препятствующие резкому повышению уровня
белка. Следует отметить, что прямыми мишеня-
ми транскрипционного фактора STAT3 являются
гены NANOG, KLF4 и TFCP2L1. Известно, что по-
вышенный уровень белка транскрипционных
факторов TFCP2L1, KLF4 и NANOG является
свойством наивных ПСК (Messmer et al., 2019; An
et al., 2020; Bi et al., 2020). Таким образом, вероятно,
присутствие в среде хемокина CCL2 способствует
переходу культивируемых ПСК человека в более
высокое плюрипотентное состояние.

Мы подтвердили, что ПСК, культивируемые в
присутствии CCL2, сохраняют способность давать
производные трех зародышевых листков (экто-,
мезо- и энтодермы) при спонтанной дифферен-
цировке (рис. 3).

Ряд добавок, используемых при культивирова-
нии ПСК человека, могут понижать жизнеспособ-
ность и вызывать гибель части клеток в культуре
(Theunissen et al., 2014; Guo et al., 2017). В связи с
этим мы проанализировали жизнеспособность
ПСК в присутствии CCL2 и без него с помощью
маркеров некроза и апоптоза йодида пропидия и
аннексина V методом проточной цитометрии
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(рис. 4). К удивлению, клетки в присутствии
CCL2 не только не снижали, но воспроизводимо
демонстрировали статистически более высокий
уровень жизнеспособности, по сравнению с клет-
ками, культивируемыми без CCL2.

Влияние хемокина CCL2 
на направленную дифференцировку ПСК 

в эндотелиальные производные

В ряде работ показано, что гипоксия и повы-
шение уровня кислородзависимых субъединиц
HIF1A и HIF2A при атмосферной концентрации
кислорода способствует эндотелиальной диффе-
ренцировке ПСК человека и повышает ангиоген-
ный потенциал полученных эндотелиальных
производных за счет регуляции генов-мишеней
фактора HIF (Podkalicka et al., 2020). Этот эффект
был установлен при исследовании направленной
эндотелиальной дифференцировки более чем
50 линий ПСК. На основании этого мы предпо-

ложили, что повышение белкового уровня субъ-
единиц HIF-1a и HIF-2a, наблюдаемое в присут-
ствии фактора CCL2, также может иметь позитив-
ный эффект на направленную эндотелиальную
дифференцировку ПСК и свойства дифференци-
рованных производных. Для проверки этого
предположения мы провели эксперимент по на-
правленной дифференцировке, в котором линии
ЭСК и ИПСК человека, культивируемые с ССL2,
последовательно помещали в среды для мезодер-
мальной и эндотелиальной дифференцировки,
также содержащие CCL2 (рис. 5). Для контроля
культивирование исходных линий ПСК и их по-
следующую дифференцировку проводили в сре-
дах без CCL2.

После первого этапа дифференцировки ПСК в
мезодермальном направлении мы с помощью ме-
тода полуколичественного ПЦР в режиме реаль-
ного времени провели анализ экспрессии гена,
который кодирует транскрипционный фактор
BRACHYURY, являющийся ключевым для запус-

Рис. 1. Добавление CCL2 к культуре плюрипотентных стволовых клеток человека вызывает гипоксический ответ при
атмосферной концентрации кислорода. (а) Повышение уровней белков кислородзависимых субъединиц HIF1A и
HIF2A при культивировании с хемокином CCL2 ЭСК линии HuES9 и ИПСК линии K7-4. Примеры иммуноблоттин-
га белковых лизатов линии HuES9. На диаграммах размаха представлены относительные уровни белков HIF1A и
HIF2A, нормированные на ACTB и SMC1, на основании данных денситометрии по результатам белкового имму-
ноблота с лизатами эмбриональных стволовых клеток HuES9 и индуцированных плюрипотентных стволовых клеток
K7-4, культивируемых с CCL2 (+CCL2) и без CCL2 (–СCL2). Примеры иммуноблоттинга белковых лизатов представ-
лены для линии HuES9. (б) Сравнение относительного уровня экспрессии генов, связанных с гипоксией: HIF1A и
HIF2A (a), GLUT1 и GLUT3 (б), в культурах ЭСК линии HuES9 и ИПСК линии K7-4, выращенных с добавлением
(+CCL2) и без добавления (–СCL2) хемокина CCL2.
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Рис. 2. Относительный уровень белков транскрипционных факторов плюрипотентности при культивировании плю-
рипотентных стволовых клеток человека с хемокином CCL2 (+CCL2) и без него (–СCL2). На диаграммах размаха
представлены относительные уровни фосфорилированной формы транскрипционного фактора STAT3, а также фак-
торов OCT4, TFCP2L1, KLF4, NANOG, SOX2, нормированные на ACTB и SMC1, на основании данных денситомет-
рии по результатам белкового иммуноблота с лизатами эмбриональных стволовых клеток HuES9 и индуцированных
плюрипотентных стволовых клеток K7-4. Примеры иммуноблоттинга белковых лизатов представлены для линии
HuES9.
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ка развития мезодермы (рис. 6а). Результаты по-
казывают, что относительный уровень мРНК
данного гена достоверно не отличается между
клетками линий HuES9 и K7-4, дифференцирую-
щимися c CCL2 и без него. Таким образом, CCL2
не снижает эффективность мезодермальной диф-
ференцировки.

На второй и восьмой день непосредственно
эндотелиальной дифференцировки ПСК в среде
EGM-2 мы оценили содержание эндотелиаль-
ных предшественников по наличию рецептора
VEGFR2, а также долю клеток с маркерами VE-
Cadherin и CD31, характерными для более позд-
них стадий эндотелиальной дифференцировки.
На второй день дифференцированные производ-
ные, полученные с CCL2, имели на 20% больше
клеток с маркером VE-Cadherin, который харак-
терен более поздним стадиям эндотелиальной

дифферренцировки (рис. 6б). Финальные резуль-
таты о доле клеток с маркерами VEGFR2, VE-
Cadherin и CD31 на восьмой день не отличались
между дифференцированными производными,
полученными обычным способом, и с использо-
ванием CCL2 (рис. 6в). Таким образом, примене-
ние ССL2 не улучшает и не ухудшает эффектив-
ность протокола направленной эндотелиальной
дифференцировки, однако, вероятно, способ-
ствует более быстрому переходу эндотелиальных
предшественников к стадии более зрелых VE-
Cadherin-позитивных эндотелиальных производ-
ных.

Эндотелиальные клетки, полученные в резуль-
тате направленной дифференцировки двух линий
ПСК человека в присутствии фактора CCL2, об-
ладают характерными признаками: позитивны по
маркеру зрелых эндотелиоцитов CD31, синтези-
руют фактор фон Виллебранда, поглощают аце-
тилированную форму липопротеина низкой
плотности (рис. 7).

При исследовании ангиогенного потенциала
по способности образовывать капилляроподоб-
ные структуры в матригеле мы обнаружили, что
эндотелиальные производные, полученные с
CCL2, имеют статистически достоверные пре-
имущества по общей длине сети капилляропо-
добных структур, а также числу точек ветвления
(рис. 8). Таким образом, эндотелиоциты, получен-
ные и поддерживаемые с использованием CCL2,
демонстрируют более высокий ангиогенный по-
тенциал.

ОБСУЖДЕНИЕ
Первые исследования отрицали необходи-

мость фактора LIF и запускаемого им сигнального
каскада JAK-STAT3 в поддержании ПСК человека,
приписывая ключевую роль сигнальному пути
TGFβ-ACTIVIN-NODAL, активируемому факто-
ром bFGF (Matsuda et al., 1999; Dahéron et al.,
2004). Позже было показано, что путь JAK-STAT3,

Рис. 4. Жизнеспособность ЭСК человека линии
HuES9 и ИПСК линии K7-4, культивируемых без до-
бавления (–CCL2) и с добавлением хемокина CCL2
(+CCL2).
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Рис. 5. Схема направленной эндотелиальной дифференцировки ПСК человека.
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хотя и не способен поддерживать плюрипотент-
ность клеток человека сам по себе, тем не менее
способствует активации генов плюрипотентного
состояния (Collier, Rugg-Gunn, 2018). Более того,
в одном из протоколов фактор LIF совместно с
добавлением ингибиторов киназ CHIR99021,
PD0325901, Gö6983 позволяет обходиться при
культивировании ПСК человека без фактора bFGF

и приближает ПСК по свойствам к бластомерам
ранних (32–64 клетки) преимплантационных
бластоцист (Guo et al., 2017). В этой работе мы ис-
следовали возможности использования при куль-
тивировании и дифференцировке ПСК человека
хемокина CCL2, который, как было показано ра-
нее, обладает свойством активировать сигналь-
ный путь JAK-STAT3 (Hasegawa et al., 2014), но до

Рис. 6. Эффективность направленной мезодермальной и эндотелиальной дифференцировки плюрипотентных ство-
ловых клеток линий HuES9 и K7-4, культивируемых без добавления (–CCL2) и с добавлением хемокина CCL2
(+CCL2). (а) Относительный уровень экспрессии мРНК гена BRACHYURY – раннего маркера мезодермальной диф-
ференцировки. (б) Количественная оценка маркеров эндотелиальной дифференцировки методом проточной цито-
метрии.
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сих пор практически не применяется для работы
с ПСК. В данном исследовании мы продемон-
стрировали, что применение CCL2 при культиви-
ровании ПСК человека статистически значимо
повышает уровень белков ключевых транскрип-
ционных факторов ОСT4, NANOG, SOX2, KLF4
и TFCP2L1, а также фосфорилированной (актив-
ной) формы STAT3, что характерно для перехода
ПСК к состоянию “наивной” плюрипотентно-
сти. Результаты нашего исследования согласуются с
ранее полученными данными в работах на ИПСК
человека (Hasegawa et al., 2014) и свидетельству-
ют, что CCL2 действительно способен активиро-
вать сигнальный каскад JAK-STAT3 и повышать
уровень экспрессии белков, гены которых явля-
ются мишенями транскрипционного фактора
STAT3. Таким образом, наши данные подтвер-
ждают ранее установленный факт, что CCL2 спо-
собен активировать тот же сигнальный каскад,
что и LIF, а, следовательно, свидетельствуют в
пользу сделанного ранее заключения о возмож-
ности рассматривать эти два фактора как альтер-
нативу друг другу при культивировании ПСК.

При пониженной концентрации кислорода
(менее 10%) ген белка CCL2 является мишенью и
активируется гетеродимерным транскрипционным
фактором HIF, в состав которого входит субъеди-
ница HIF1A (Mojsilovic-Petrovic et al., 2007; Baay-
Guzman et al., 2012). Также ранее было показано,
что при атомосферной концентрации кислорода
белок CCL2, связывающийся с рецептором на по-
верхности клетки, приводит к повышению уров-
ня мРНК субъединицы HIF2A и ряда генов гипо-
ксического ответа в ПСК человека (Hasegawa et al.,

2014). В данном исследовании мы установили, что в
ПСК, культивируемых при атмосферной концен-
трации кислорода 21% в присутствии CCL2 зна-
чимо повышается уровень белка двух кислородза-
висимых субъединиц транскрипционного фактора
HIF: HIF1A и HIF2A. Подобным свойством по-
вышать уровень белка HIF при атмосферной кон-
центрации кислорода обладают так называемые
вещества-миметики гипоксии, такие как хлорид
кобальта(II) (CoCl2) и диметилоксалилглицин
(DMOG) (Mojsilovic-Petrovic et al., 2007; Binó et al.,
2016). Миметики гипоксии используют при работе с
разными типами клеток, включая плюрипотент-
ные, в частности, их применяют в протоколах на-
правленной дифференцировки (Ng et al., 2011;
Jeon et al., 2014; Zhdanov et al., 2015; Binó et al.,
2016; Salikhova et al., 2020). Неудобство использо-
вания CoCl2 и DMOG связано с тем, что они ток-
сичны для клеток и снижают жизнеспособность
(Isaja et al., 2020). Мы показали, что CCL2 облада-
ет свойствами миметика гипоксии, при этом не
является токсичным для плюрипотентных кле-
ток, а, напротив, повышает их жизнеспособ-
ность. CoCl2 и DMOG обычно используют для
кратковременного культивирования с клетками в
течение нескольких дней, CCL2 можно использо-
вать при длительном культивировании, при необ-
ходимости – на протяжении десятков пассажей.
Тем не менее, следует учитывать, что гипоксиче-
ский ответ, вызываемый CCL2, отличается от от-
вета клеток при пониженной концентрации кис-
лорода. В условиях 5% O2 культуры ПСК человека
в первые 48 часов во время адаптации к гипоксии
активируется HIF1А, после чего ему на смену

Рис. 7. Эндотелиальные производные ПСК, полученные в результате дифференцировки линии HuES9 без добавления
(–CCL2) и с добавлением хемокина CCL2 (+CCL2), демонстрируют свойства, характерные эндотелиоцитам: имеют
поверхностный антиген CD31, синтезируют фактор фон Виллебранда (vWF), метаболизируют ацетилированную фор-
му липопротеина низкой плотности (acLDL). Ядра окрашены DAPI. Линейка – 100 мкм.
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приходит HIF2A, который поддерживает дли-
тельный гипоксический ответ плюрипотентных
клеток (Närvä et al., 2013; Forristal et al., 2010). При
использовании CCL2 мы одновременно детекти-
ровали высокий уровень белков HIF1A и HIF2A
после четырех пассажей (около 20 дней).

Известно, что HIF является активатором генов
плюрипотентности и способствует поддержанию
плюрипотентного состояния (Forristal et al., 2010;
Närvä et al., 2013; Sugimoto et al., 2018). Это позво-
ляет предположить, что наблюдаемое повыше-

ние уровня факторов плюрипотентности в ПСК
человека, культивируемых с CCL2, может дости-
гаться не только за счет запуска сигнального пу-
ти JAK-STAT3, но также регулируется и другими
сигнальными каскадами, запускаемыми тран-
скрипционным фактором HIF.

CCL2 хорошо зарекомендовал себя при исполь-
зовании в протоколе эндотелиальной дифференци-
ровки. Он не снижает эффективности дифферен-
цировки в мезодермальном направлении, о чем
свидетельствует отсутствие статистически значи-

Рис. 8. Ангиогенный потенциал in vitro дифференцированных эндотелиальных производных ПСК человека линий
HuES9 и K7-4, полученных без добавления (–CCL2) и с добавлением хемокина CCL2 (+CCL2). (а) Репрезентативное
изображение сети сосудоподобных структур эндотелиальных производных HuES9 на слое матригеля. Линейка – 100 мкм.
(б) Количественная оценка общей и средней длины сосудоподобных структур, общего количества точек ветвления.
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мых отличий в уровне мРНК основного транскрип-
ционного фактора мезодермы BRACHYURY между
культурами, дифференцирующимися в присут-
ствии CCL2 и без него. Кроме того, на второй
день эндотелиальной дифференцировки у культур с
CCL2 выявлялось значимо больше клеток, пози-
тивных по VE-Cadherin. Таким образом, культуры с
CCL2 быстрее проходят стадию эндотелиальных
предшественников и переходят на следующие
стадии эндотелиальной дифференцировки к со-
зреванию клеток. Полученные в присутствии CCL2
эндотелиоциты по сравнению с контролем де-
монстрируют более высокий ангиогенный потен-
циал в тесте образования капилляроподобных
стуктур в матригеле. Повышение ангиогенного
потенциала эндотелиальных клеток обычно свя-
зывают с изменениями в экспрессии генов, от-
ветственных за миграцию и синтез внеклеточного
матрикса. Известно, что подобные эффекты воз-
никают в эндотелиальных клетках, находящихся
в условиях кислородного голодания, а также при
повышении уровней белков HIF1A и HIF2A при
атмосферной концентрации кислорода (Sarkar
et al., 2009; Skuli et al., 2009; Schödel et al., 2011;
Hashimoto, Shibasaki, 2015; Hashimoto et al., 2016).

Таким образом, мы показали, что ПСК челове-
ка, обработанные CCL2, имеют высокий уровень
субъединиц HIF1A и HIF2A, необходимых для за-
пуска гипоксического ответа, активируют ключе-
вые маркеры плюрипотентности ОСT4, NANOG,
SOX2, KLF4 и TFCP2L1 на уровне белка, а также
положительно влияют на направленную эндоте-
лиальную дифференцировку клеток, усиливая
ангиогенные свойства полученных дифференци-
рованных производных. Мы надеемся, что обна-
руженные нами эффекты фактора CCL2 будут
способствовать его более широкому применению
для получения и поддержания ПСК человека, а
также использованию в протоколах направлен-
ной дифференцировки.
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Chemokine CCL2 Activates Hypoxia Response Factors Regulating Pluripotency
and Directed Endothelial Differentiation of Human Pluripotent Stem Cells

A. I. Shevchenko1, A. M. Arssan1, S. M. Zakian1, and I. S. Zakharova1, *
1The Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 

prosp. Lavrentyeva 10, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: zakharova@bionet.nsc.ru

Human pluripotent stem cell (PSC) research is currently focused on selecting conditions and growth factors
that better mimic preimplantation development and germ cell differentiation, which is important for disease
modeling using PSC. Previously, it was shown that in the presence of the chemokine CCL2, human PSCs
acquire properties attributable for preimplantation blastomeres, namely, they activate the JAK-STAT3 signal-
ling pathway and increase the mRNA level of the hypoxic response genes. However, CCL2 is practically not
used in the human PSCs cultivation, and its effect is described in a single study. We continued to study the
CCL2 effect on human PSC and showed that human embryonic and induced pluripotent stem cells cultured
with CCL2 have an increased protein level of the oxygen-dependent subunits HIF1A and HIF2A, which are
necessary to trigger the hypoxic response, as well as elevated protein levels of the key pluripotency transcrip-
tion factors OCT4, NANOG, KLF4, SOX2, and TFCP2L1. In addition, the presence of CCL2 had a positive
effect on directed endothelial differentiation, accelerating the maturation of progenitors and enhancing the
angiogenic potential of differentiated derivatives.

Keywords: pluripotent stem cells, CCL2 chemokine, hypoxic response, directed endothelial differentiation
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Исследовали влияние постоянного и естественного режимов освещения в сочетании с разными ре-
жимами кормления на активность ферментов энергетического и углеводного обмена в мышцах и
печени сеголетков лосося, искусственно выращиваемых в аквакультуре в условиях южного региона
России. Выявленные межгрупповые различия в активности исследуемых ферментов у сеголетков
указывают на отличия в уровне энергетического обмена и использования углеводов в процессах
синтеза АТФ и других путях биосинтеза в мышцах и печени в зависимости от условий освещения, в
том числе в сочетании с режимом кормления. Высокий уровень аэробного обмена в мышцах и уси-
ление использования углеводов в гликолизе в печени рыб у сеголетков лосося, выращенных при по-
стоянном освещении, соответствовали их наибольшему среднему приросту массы. У особей из всех
экспериментальных групп установлены изменения в активности исследуемых ферментов в зависи-
мости от времени после начала эксперимента, свидетельствующие об увеличении уровней аэробно-
го и анаэробного обмена в мышцах и гликолиза в печени, необходимых для осуществления процес-
сов биосинтеза.

Ключевые слова: фотопериод, атлантический лосось, активность ферментов энергетического обмена
DOI: 10.31857/S0475145023020039, EDN: XEWVOW

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что свет – жизненно важный абиоти-

ческий фактор, который оказывает существенное
воздействие на развитие и рост рыб на протяжении
всего их жизненного цикла. Прямо или косвенно он
влияет на пищевое поведение, плавательную ак-
тивность, обучение, миграцию и размножение
рыб, а у лососевых так же и на наступление периода
смолтификации, посредством влияния на эндоген-
ные ритмы и уровни циркулирующих гормонов ро-
ста (Boeuf, Le Bail, 1999; Bjornsson et al., 2000; Taylor
et al., 2006; Sonmez et al., 2009; Migaud et al., 2010).
В аквакультуре удлинение светового дня исполь-
зуется для увеличения скорости роста рыб, что, в
свою очередь, обусловлено адаптивными измене-
ниями биохимического метаболизма.

Важным параметром оценки состояния орга-
низма на разных этапах индивидуального развития
является энергетический обмен. Так, например,
вклад в суммарное потребление энергии таких

процессов, как рост, дифференцировка и формо-
образование значительно меняется на разных ста-
диях развития (Озернюк, 1985). Для оценки уров-
ней энергетического метаболизма исследуют ак-
тивность основных ферментов дыхательной цепи
и гликолиза. Активность цитохром с оксидазы (ЦО)
дыхательной цепи митохондрий используется при
оценке уровня аэробного обмена в тканях (Gauthier
et al., 2008). Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) в белых
мышечных волокнах катализирует конечную ре-
акцию анаэробного гликолиза, в связи с чем ак-
тивность этого фермента указывает на уровень
анаэробного обмена (Somero, Childress, 1980).
Значения активности ферментов путей окисления
глюкозы могут рассматриваться при характеристи-
ке уровня использования углеводов в биосинтезе и
энергетическом метаболизме. Пируваткиназа (ПК)
является ключевым ферментом гликолиза, ката-
лизирует реакцию превращения фософоенолпи-
рувата в пируват, и уровень ее активности харак-
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теризует интенсивность этого процесса. Альдолаза
(фермент гликолиза) – катализирует образование
дигидроксиацетонфосфата и глицеральдегид-3-
фосфата, которые впоследствии участвуют в про-
цессах гликолиза, глюконеогенеза и образования
липидов (Llewellyn, 1998). Фермент 1-глицерофос-
фатдегидрогеназа (1-ГФДГ) катализирует реакцию
образования 1-глицерофосфата, который явля-
ется предшественником структурных и запас-
ных липидов. Фермент глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназа (Г-6-ФДГ) – ключевой фермент пентозо-
фосфатного пути окисления глюкозы (ПФП).

Ранее в исследованиях влияния фотопериода
на искусственное выращивание молоди лосося в
условиях северных широт (регион Белого моря),
естественных для данного холодолюбивого вида
было показано, что непрерывный свет (режим
24 свет: 0 темнота) способствовал ускорению роста
особей, что сопровождалось изменением аэробно-
го и анаэробного обмена в мышцах (Churova et al.,
2020). Следует отметить, что экологические усло-
вия южных регионов отличаются от северных ши-
рот по ряду факторов: световым режимом без пе-
риода “белых ночей”, гидрохимическими пара-
метрами воды в виде высокого рН, значительной
минерализацией, высокой степенью насыщения
кислородом, высокой концентрацией микроэле-
ментов и ионов металлов. При этом появляется
возможность выращивания молоди лосося при
температуре воды в диапазоне 8–18°C, в отсут-
ствие зимних периодов низких температур, что
позволяет рыбе питаться и расти круглый год. Ис-
ходя из этого, был поставлен эксперимент по вли-
янию постоянного освещения на рост и развитие
сеголетков лосося Salmo salar L. (0+) в условиях
аквакультуры в южном регионе России (Республи-
ка Северная Осетия-Алания). Целью данной рабо-
ты было изучение изменений в активности фер-
ментов энергетического и углеводного обмена в
мышцах и печени сеголетков атлантического ло-
сося в процессе роста и развития, выращиваемых
в условиях постоянной температуры воды при
воздействии двух режимов фотопериода (посто-
янного и естественного) в сочетании с разным ре-
жимом кормления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Описание эксперимента

Исследование влияния разных режимов осве-
щения на рост и развитие сеголетков лосося про-

водили на предприятии ООО “Остров аквакуль-
тура” (Республика Северная Осетия-Алания).

Мальки лосося 0+ (выклев 10–15 марта 2022 г.,
(производитель Benchmark Genetics, Исландия))
с августа до начала эксперимента (сентябрь) со-
держались в выростных лотках размером 4 × 1.2 м,
объемом 2.5–2.7 м3, (изначально в количестве
4900 особей/лоток) в условиях непрерывного
освещения (24 свет: 0 темнота, 24С). Кормление
проводилось в круглосуточном режиме каждые
два часа. С начала сентября сеголетков разделили
на три экспериментальных группы по 2 лотка (при
средней массе рыб 2.9 грамма в каждом лотке):

– группа № 1 (контроль, 24С КК) – режим
освещения постоянный (24С:0Т), кормление
круглосуточное (КК);

– группа № 2 (опыт № 1, ЕстФ КД) – экспери-
ментальный – естественный фотопериод (ЕстФ),
кормление в светлое время суток (с 06:00 до 18:00
в сентябре, с 08:00 до 18:00 в октябре, с 08:00 до
17:00 в ноябре) через каждые два часа (КД);

– группа № 3 (опыт № 2) – эксперименталь-
ный (24С КД), режим освещения постоянный
(24С), кормление проводилось только в светлое
время суток как у рыб из группы № 2 (КД).

Лотки с постоянным освещением были обору-
дованы светодиодными LED лампами (36W, 6500K).
Освещение над поверхностью воды при освеще-
нии лампами в темное время суток составило
450–650 lx (для контроля и опыта № 2). Исполь-
зовали коммерческий корм; расчет объема корма
проводили согласно нормам возрастной группы и
с учетом биомассы. Вода в лотки поступала из
скважины со скоростью 2.7–3 л/с на лоток. Тем-
пература воды была постоянной – 12.5°С.

Взвешивание рыб проводили каждый месяц на
предприятии (по 2 раза в месяц при трех повтор-
ных взвешиваниях по 50–100 особей вместе). От-
ход за весь период исследования составил 24, 33 и
19% особей в контроле (24С КК), опыте № 1
(ЕстФ КД) и опыте № 2 (24С КД) соответственно.

Для исследования отбирали сеголетков лосося
6 сентября (до эксперимента), 6 октября и 9 нояб-
ря; из каждой группы было взято до 15 особей из
лотка. Средние масса и длина особей, взятых для
анализа, представлены в табл. 1.

Таблица 1. Средняя масса рыб, используемых для анализа

Группа
6 сентября 6 октября 9 ноября

масса длина масса длина масса длина
Контроль

3.85 ± 0.45 7.42 ± 0.27
5.59 ± 0.30 8.01 ± 0.43 11.87 ± 1.74 10.88 ± 0.53

Опыт 1 5.92 ± 0.58 8.12 ± 0.23 9.19 ± 1.37 9.189 ± 0.47
Опыт 2 6.11 ± 0.91 8.05 ± 0.40 11.93 ± 1.33 10.13 ± 0.39



164

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 2  2023

КУЗНЕЦОВА и др.

Определение активности ферментов
Активность ферментов определяли в мышцах и

печени спектрофотометрически (CLARIOSTAR,
BMG Labtech). Образцы тканей гомогенизирова-
ли в 0.05 M Tris-HCl буфере (pH 7.5) на гомогени-
заторе Tissue Lyser (Qiagen, Германия).

Активность ферментов энергетического и уг-
леводного обмена в мышцах (ЦО, ЛДГ, альдола-
за) и печени (ЦО, ЛДГ, ПК, Г-6-ФДГ, 1-ГФДГ,
альдолаза) определяли индивидуально для каж-
дой особи. Активность цитохром с оксидазы (ЦО,
КФ 1.9.3.1) определяли по методу Смита (Smith,
1955), измеряя увеличение количества окисленного
цитохрома с. Общую активность лактатдегидрогена-
зы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27), глюкозо-6-фосфатдегидроге-
назы (Г-6-ФДГ, КФ 1.1.1.49) и 1-глицерофосфатде-
гидрогеназы (1-ГФДГ, КФ 1.1.1.8) определяли по об-
щепринятым методикам, измеряя количества
восстановленных НАД и НАДФ (Кочетов, 1980).
Активность пируваткиназы (ПК, КФ 2.7.1.40)
определяли в системе, содержащей НАДH и лак-
татдегидрогеназу по количеству образовавшегося
НАД (Bücher, 1955). Активность альдолазы
(КФ 4.1.2.13) определяли по методике Beck в мо-
дификации Ананьева и Обуховой (Колб, Камыш-
ников, 1976). Активность ферментов выражали в
мкмоль субстрата (продукта)/мин/мг белка. Кон-
центрацию белка определяли методом Брэдфорд
(Bradford, 1976).

Статистический анализ полученных результатов
проводили общепринятыми методами вариацион-
ной статистики (Ивантер, Коросов, 2010). Данные
были проверены на нормальность распределения с
использованием критерия Шапиро–Уилкса. Мно-
гофакторный дисперсионный анализ МANOVA
был применен для оценки степени влияния факто-
ров (режим освещения, принадлежность к группе
(режимы освещения и кормления) и дата отбора
проб) на активность исследуемых ферментов. Для
сравнения выборок по исследуемым показателям
использовали тест Краскела–Уоллиса с последу-
ющим сравнением выборок с использованием
критерия Манна–Уитни. Для изучения взаимо-
связи между значениями активности ферментов
и массой особей использовался корреляционный
анализ Пирсона. Все результаты считались зна-
чимыми при p < 0.05. Все данные представлены
как M ± SE.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Активность ферментов в мышцах 
сеголетков лосося

Согласно дисперсионному анализу, уровень
активности всех исследуемых ферментов в мыш-
цах зависел от режимов освещения и кормления
(принадлежности к экспериментальной группе) и
времени отбора проб. Активность ЦО в мышцах
через месяц от начала исследования (в октябре) бы-
ла ниже у особей в группе ЕстФ КД по сравнению с
группой 24С КД и контролем (24С КК) (p < 0.05,
рис. 1а), и в ноябре наблюдалась тенденция к бо-
лее низким значениям активности ЦО у сеголет-
ков лосося в группе с естественным освещением.
В октябре уровень активности ЦО в мышцах рыб
в группах с постоянным освещением увеличился
по сравнению с предыдущим месяцем, а в группе
с естественным освещением эти изменения обна-
руживались только в ноябре (рис. 1а). Активность
ЦО в мышцах сеголетков лосося из всех исследу-
емых групп увеличивалась от сентября к ноябрю
(рис. 1а).

Самые низкие значения активности ЛДГ в
мышцах рыб в ноябре были характерны для группы
ЕстФ КД по сравнению с группами с постоянным
освещением, при этом достоверные различия
установлены с группой 24С КД (p < 0.05, рис. 1б).
Активность ЛДГ повышалась во всех исследуе-
мых группах сеголетков с каждым последующим
месяцем (рис. 1б).

По уровню активности альдолазы в мышцах
особей различия между группами были установ-
лены в ноябре (p < 0.05, рис. 1в). При этом значе-
ния активности этого фермента у рыб в группе
ЕстФ КД были самыми высокими, а в группе 24С
КК – самыми низкими (p < 0.05). Значения ак-
тивности альдолазы в мышцах особей постепенно
увеличивались с каждым последующим месяцем
во всех исследуемых группах сеголетков (рис. 1б, 1в)

Наблюдалась положительная корреляция актив-
ности ЦО с массой и длиной рыб (с достоверным
значением для группы 24С КД (p < 0.05, табл. 2)).
Установлена положительная корреляция уровня
активности ЛДГ и альдолазы в мышцах с массой
лосося во всех группах (p < 0.05, табл. 2).

Таблица 2. Коэффициент корреляции активности ферментов в мышцах с массой и длиной особей

* – достоверные значения коэффициента корреляции при p < 0.05.

Показатель
Контроль Опыт 1 Опыт 2

масса длина масса длина масса длина

ЦО 0.25 0.06 0.25 0.06 0.75* 0.70*
ЛДГ 0.83* 0.79* 0.83* 0.79* 0.81* 0.80*
Альдолаза 0.64* 0.52* 0.64* 0.52 0.64* 0.61
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Активность ферментов 
в печени сеголетков лосося

Активность всех исследуемых ферментов в пе-
чени рыб (кроме ЛДГ) зависела от месяца иссле-
дования. В ноябре активность ЦО в печени рыб в
группе ЕстФ КД была выше, чем в группе 24С КД
(рис. 2а). В октябре уровень активности ЦО в пе-
чени у рыб из групп ЕстФ КД и 24С КД снижался
по сравнению с предыдущим месяцем (рис. 2а). У

рыб в группе с естественным освещением актив-
ность ЦО значительно повышалась в ноябре, то-
гда как в группе 24С КД оставалась на том же
уровне (рис. 2а). Уровень активности ЦО в пече-
ни рыб в группе 24С КК не изменялся за период
исследования.

На активность ПК оказывал влияние фактор
принадлежности к исследуемой группе. Уже че-
рез месяц после начала эксперимента (в октябре)

Рис. 1. Относительная активность ферментов в мышцах атлантического лосося Salmo salar в группах, выращиваемых
с разными режимами освещения и кормления (24С КК – режим освещения постоянный, кормление круглосуточное;
ЕстФ КД – естественный фотопериод, кормление в светлое время суток; 24С КД – режим освещения постоянный,
кормление проводится только в светлое время суток): (а) цитохром c оксидаза, (б) лактатдегидрогеназа, (в) альдолаза.
Различия достоверны при p < 0.05: * – по отношению к контролю, # – в сравнении с группой ЕстФ КД; a – по срав-
нению со значениями в сентябре, б – по сравнению со значениями в октябре в соответствующей группе.
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активность ПК была ниже в печени сеголетков в
группе ЕстФ КД по сравнению с рыбами из групп
с постоянным освещением (р < 0.05, рис. 2б). В
октябре уровень активности ПК у рыб в группе
ЕстФ КД был ниже по сравнению с предыдущим
месяцем. Уровень активности ПК в печени у се-
голетков во всех группах увеличивался к ноябрю
(рис. 2б).

Активность альдолазы была выше в печени
молоди лосося в группах ЕстФ КД и 24С КД по
сравнению с рыбами из группы 24С КК в ноябре
(p < 0.05, рис. 2е). У особей, выращиваемых при
постоянном режиме освещения и круглосуточ-
ном кормлении (24С КК), в ноябре уровень ак-

тивности альдолазы был ниже, чем в предыдущие
месяцы (p < 0.05).

Межгрупповых различий по уровню активно-
сти ферментов 1-ГФДГ и Г-6Ф-ДГ в печени моло-
ди рыб не обнаружено (рис. 2г, 2д), однако значе-
ния этих показателей у особей из всех исследуемых
групп изменялись на протяжении эксперимента
(сентябрь–ноябрь). Активность Г-6-ФДГ в пече-
ни повышалась в октябре и оставалась на тех же
уровнях в ноябре (p < 0.05, рис. 2г). Уровень актив-
ности 1-ГФДГ в печени рыб во всех группах в ок-
тябре снижался по сравнению с таковым в сентяб-
ре и оставался на том же уровне в ноябре (p < 0.05,
рис. 2д).

Рис. 2. Относительная активность ферментов в печени атлантического лосося Salmo salar в группах, выращиваемых с
разными режимами освещения и кормления (24С КК – режим освещения постоянный, кормление круглосуточное;
ЕстФ КД – естественный фотопериод, кормление в светлое время суток; 24С КД – режим освещения постоянный,
кормление проводится только в светлое время суток): (а) цитохром c оксидаза, (б) пируваткиназа, (в) лактатдегидро-
геназа, (г) глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, (д) 1-глицерофосфатдегидрогеназа, (е) альдолаза. Различия достоверны
при p < 0.05: * – по отношению к контролю, # – в сравнении с группой ЕстФ КД; a – по сравнению со значениями в
сентябре, б – по сравнению со значениями в октябре в соответствующей группе.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Активность ферментов в мышцах 
сеголетков лосося

Согласно полученным данным, наибольший
средний прирост массы на группу был установлен
у сеголетков лосося, выращенных при постоян-
ном освещении. За весь период исследования
прирост составил 14.1 ± 0.1, 12.2 ± 0.2, 13.1 ± 0.2 г у
рыб из групп 24С КК, ЕстФ КД и 24С КД соответ-
ственно. Ранее было высказано предположение
(Wootton, 2011), что повышенные темпы роста
рыб могут быть обусловлены рядом факторов:
увеличением светлого периода времени, когда
рыбы активно питаются, и изменениями в нейро-
эндокринной регуляции процессов, стимулирую-
щих аппетит и пищевое поведение особей, и влия-
ющих на метаболизм таким образом, что энергети-
ческие ресурсы направляются преимущественно
на прирост массы тела, а не на другие пути обмена
(в частности, генеративного).

Показано, что уровень активности всех исследу-
емых ферментов в мышцах рыб изменялся в зависи-
мости, как от используемых режимов освещения и
кормления (принадлежность к экспериментальной
группе), так и от времени отбора проб. Значения
активности ЦО указывают на более высокий уро-
вень аэробного обмена в мышцах особей из групп
с постоянным освещением. Более того, уровень
аэробного обмена в мышцах рыб в группах с по-
стоянным освещением возрастал с каждым меся-
цем, а в группе с естественным освещением эти
изменения обнаруживались только в ноябре.
Имеются сведения о том, что свет может влиять
на рост рыбы двумя способами: стимулируя кор-
мовую активность и повышая эффективность
конверсии поступающих питательных веществ
(Boeuf, Le Bail, 1999; Biswas et al., 2005). Таким об-
разом, возможно, что доступность корма и высо-
кий уровень аэробного обмена позволяют рыбам,
выращиваемым при постоянном освещении, ис-
пользовать энергию не только для поддержания
основного обмена веществ и физической актив-
ности, но и в процессах биосинтеза структурных
и резервных соединений в мышцах, которые тре-
буют большого количества АТФ. Эти результаты
согласуются с данными, полученными для моло-
ди лосося, выращиваемой в условиях постоянно-
го освещения на Выгском рыбоводном заводе
(район Белого моря) (Churova et al., 2020). Уровень
аэробного обмена в мышцах сеголетков лосося из
всех исследуемых групп был наиболее высоким в
ноябре, и при этом наблюдалась положительная
корреляция активности ЦО с массой и длиной
рыб. Повышение активности ЦО также может
быть связано с подготовкой молоди лосося к
смолтификации (Churova et al., 2017). Так, опреде-
ленные показатели липидного обмена, исследован-
ные у сеголетков лосося в этом же эксперименте

(Мурзина и др., 2023), свидетельствовали об иници-
ации процессов подготовки к смолтификации.

Низкий уровень анаэробного обмена, соглас-
но данным по активности ЛДГ в мышцах рыб в
ноябре, был характерен для группы ЕстФ КД. Ра-
нее подобные результаты были получены для се-
голетков лосося, выращиваемых в условиях Выг-
ского рыбоводного завода (Churova et al., 2020),
при этом масса рыб и уровень анаэробного обме-
на мышц были выше у рыб, взятых для биохими-
ческого анализа спустя месяц после включения
постоянного освещения по сравнению с кон-
трольной группой (без дополнительного освеще-
ния). Таким образом, высокий уровень анаэроб-
ного обмена мышц коррелировал с высокой ско-
ростью роста рыб. Постоянное освещение могло
косвенно повлиять на темпы прироста мышечной
массы рыб посредством стимуляции их двигатель-
ной активности (Boeuf, Le Bail, 1999). Анаэробный
гликолиз является основным механизмом, который
обеспечивает энергией мышечные сокращения во
время рывкового плавания. Повышение активно-
сти ЛДГ у мальков лосося связано с необходимо-
стью обеспечения энергетических потребностей ра-
ботающих мышц при движении рыбы против тече-
ния во время двигательной пищевой активности.
Положительная корреляция между активностью
изофермента ЛДГ-А4 в мышцах и увеличением
мышечной массы (Ahmad, Hasnain, 2005), а также
между общей активностью ЛДГ и скоростью пла-
вания (Guderley, 2004) была показана для некото-
рых видов рыб.

Положительная корреляция уровня активно-
сти ЛДГ в мышцах с массой лосося во всех груп-
пах, вероятно, связана с возрастающей потребно-
стью в энергетическом обеспечении процессов
роста рыб по мере увеличения их массы и плава-
тельной активности. Согласно результатам ис-
следований, проведенных на пятнистой зубатке
(Imsland et al., 2006), атлантической треске (Cou-
ture et al., 1998; Koedijk et al., 2010), молоди сайды
(Mathers et al., 1992), радужной форели (Чурова
и др., 2010) и личинках лосося (Чурова и др.,
2015), активность ЛДГ в белых мышцах рыб поло-
жительно коррелирует с темпами их роста, а так-
же с массой и длиной тела.

Альдолаза в мышцах характеризует уровень
использования углеводов в гликолизе (Llewellyn
et al., 1998) и в последующем аэробном и анаэроб-
ном синтезе АТФ. Значения активности этого
фермента в ноябре у рыб в группе ЕстФ КД были
самыми высокими, а в группе 24С КК – самыми
низкими. Можно предположить, что у рыб из
группы с естественным освещением в энергети-
ческом обмене преимущественно используются
углеводы, в то время как у рыб из группы 24С КК
для этих целей могут расходоваться и другие суб-
страты. Так, согласно исследованию (Мурзина
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и др., 2023) в рамках обсуждаемого эксперимента
было установлено, что значение соотношения
энергетических липидов к структурным – ТАГ/ФЛ
достоверно ниже у сеголетков из “контроля”
(24С КК), что указывает на усиление энергетиче-
ского обмена и на участие именно запасных ли-
пидов в поддержании энергетических потребно-
стей организма в этот период.

Динамика изменений активности ЛДГ и аль-
долазы за период исследования и положительная
корреляция этих показателей с массой рыб может
указывать на увеличение использования углеводов
в анаэробном гликолизе по мере того, как рыба на-
бирает вес, что достигается за счет повышения пи-
щевой активности сеголетков, содержащихся при
постоянном освещении (Boeuf, Le Bail, 1999).

В нашем раннем исследовании влияния свето-
вых режимов на рост сеголетков лосося в услови-
ях естественного колебания температур в север-
ном регионе (Churova et al., 2020) активность аль-
долазы в мышцах была выше у особей в группе,
содержащейся при постоянном освещении в пе-
риод с сентября до конца октября. Вероятно, в
условиях уменьшения светового дня осенью, до-
полнительное освещение позволяло рыбам лучше
видеть корм и активнее питаться по сравнению с
молодью, выращиваемой при других режимах осве-
щения. Следует отметить, что по сравнению с
данными настоящего исследования, активность
альдолазы во всех группах молоди лосося, выра-
щиваемой на Выгском рыбзаводе (регион Белого
моря), снизилась к концу октября, что, очевидно,
связано со снижением кормовой активности и
уменьшением количества подаваемого корма при
снижении температуры воды. Условия постоян-
ных температур в южном регионе (Северная Осе-
тия-Алания) позволяют сеголеткам продолжать
активно питаться и расти в осенний период.

Активность ферментов в печени 
сеголетков лосося

Установлено, что активность всех исследуе-
мых ферментов в печени рыб (кроме ЛДГ) изме-
нялась в зависимости от месяца исследования, а
на активность ПК оказывал влияние также и фак-
тор принадлежности к исследуемой группе. Уже
через месяц после начала эксперимента (в октяб-
ре) в печени сеголетков в группе ЕстФ КД актив-
ность ПК была самой низкой по значению, а так-
же наблюдалась тенденция к сравнительно более
низкому уровню ЦО, что также согласовывалось
с низкой активностью этого фермента в мышцах.
Можно сделать предположение, что у сеголетков
при естественном освещении ниже интенсивность
образования пирувата и использования его в аэроб-
ном синтезе АТФ. Такие различия в активности ПК
наблюдались только в первый месяц исследования.
Согласно данным Метон с коллегами (Meton et al.,

1999), уровень активности ПК в печени отражает
условия кормления, в частности, он снижается во
время голодания рыб. Возможно, что в результате
введения новых условий выращивания, связанных
с ограничением времени освещения и изменением
режима кормления (только в светлое время), у сего-
летков из группы ЕстФ КД в последующем произо-
шла перестройка метаболизма, что могло привести
к снижению интенсивности питания. Свет явля-
ется для лосося обязательным условием для пита-
ния, он необходим для поиска пищи. Вероятно,
что, когда количество естественного света умень-
шается, молодь, выращиваемая при введении в тех-
нологический цикл дополнительного постоянного
освещения, получает достаточное количество кор-
ма. Имеются сведения о том, что увеличение про-
должительности светового дня вызывает повыше-
ние уровня гормона роста (соматотропина) у ат-
лантического лосося (Bjornsson et al., 1989), что, в
свою очередь, повышает плавательную актив-
ность и аппетит рыб и стимулирует их пищевую
активность.

Уровень аэробного обмена в печени рыб в
группе ЕстФ КД повышался к ноябрю и был вы-
ше, чем в группе 24С КД. Следует отметить, что
уровень активности ПК в печени у сеголетков во
всех группах увеличивался к ноябрю (рис. 2б).
При этом у особей в группе ЕстФ КД, активность
ПК увеличивалась вместе с активностью ЦО, что
говорит об усилении интенсивности аэробного
пути гликолиза. У особей в группе 24С КК, так
же, как и в группе 24С КД, уровень активности
ПК к ноябрю повышался, а уровень активности
ЦО не изменялся. Это позволяет предположить,
что повышается интенсивность образования пи-
рувата, который может использоваться как в аэроб-
ном синтезе АТФ, так и в качестве предшественни-
ка для синтеза жирных кислот (Meton et al., 1999).
На это указывают и данные аналогичного экспери-
мента (Мурзина и др., 2023), показавшие увеличе-
ние у сеголетков к ноябрю содержания некоторых
классов жирных кислот, в том числе свидетельству-
ющих о начале подготовки лососей к смолтифи-
кации.

Особи, выращиваемые при постоянном режи-
ме освещения и круглосуточном кормлении
(24С КК), ко второму месяцу исследования отли-
чались от таковых из других групп более низким
уровнем альдолазы в печени, а также в мышцах,
что, как известно (Llewellyn et al., 1998), указывает
на снижение уровня использования углеводов в
энергообеспечении мышц и интенсивности глю-
конеогенеза в печени.

Значения активности ферментов 1-ГФДГ и
Г-6-ФДГ из всех исследуемых групп изменялись
на протяжении эксперимента (сентябрь–но-
ябрь). Г-6-ФДГ является ключевым ферментом
пентозофосфатного пути, в котором происходит
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образование пентоз и генерируется восстановитель
в форме НАДФН, использующийся в реакциях
биосинтеза жирных кислот, холестерина (Tian et al.,
1998). Повышение активности Г-6-ФДГ в печени
лососей в октябре может свидетельствовать о том,
что глюкоза используется в ПФП и дальнейших
путях биосинтеза, в частности в процессах синте-
за жирных кислот (Meton et al., 1998; Gauthier
et al., 2008). Роль 1-ГФДГ в печени связана глав-
ным образом с процессом образования глицеро-
фосфата из углеводов, который используется для
синтеза структурных и запасных липидов (Har-
mon, Sheridan, 1992; Treberg et al., 2002). Уровень
активности 1-ГФДГ в печени рыб во всех группах
в ноябре и октябре был ниже, чем в сентябре. По-
этому можно предположить снижение уровня ис-
пользования продуктов распада углеводов в липид-
ном обмене у исследуемых особей на протяжении
эксперимента по сравнению с первоначальными
значениями в сентябре. Эти результаты согласу-
ются со снижением содержания общих липидов и
основных липидных классов у сеголетков лосося в
аналогичном эксперименте (Мурзина и др., 2023).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования указывают на то, что

постоянное освещение оказывало положитель-
ное влияние на прирост массы сеголетков лосося
в процессе развития, что согласовывалось с повы-
шением уровня аэробного обмена в мышцах и
усилением использования углеводов в гликолизе
в печени рыб. Порядок кормления, как самостоя-
тельный фактор, не повлиял на активность фер-
ментов. Однако сочетания различных режимов
освещения и кормления оказали влияние на ха-
рактер использования субстратов в энергетиче-
ском обмене в мышцах и печени. Установлена
положительная динамика активности ЦО и ЛДГ в
мышцах и ПК в печени сеголетков лососей из
всех исследуемых групп в процессе роста и разви-
тия с сентября по октябрь, свидетельствующая об
увеличении уровней аэробного и анаэробного об-
мена в мышцах и гликолиза в печени, необходи-
мых для осуществления процессов биосинтеза,
способствующих росту особей и, возможно, под-
готовке к смолтификации.

Представленные в настоящей работе результа-
ты дополняют сведения о роли факторов среды в
реализации биохимических адаптаций у молоди
лососевых рыб в условиях аквакультуры с учетом
климатических и экологических особенностей
региона.
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The Influence of Different Lighting and Feeding Regime on the Activity
of Energy Metabolism Enzymes in Farmed Atlantic Salmon Fingerlings

M. V. Kuznetsova1, *, M. A. Rodin1, N. S. Shulgina1, M. Yu. Krupnova1,
A. E. Kuritsyn1, S. A. Murzina1, and N. N. Nemova1

1Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910 Russia
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The effect of constant and natural lighting modes in combination with different feeding regimes on the activ-
ity of energy and carbohydrate metabolism enzymes in the muscles and liver of salmon under-yearlings arti-
ficially grown in aquaculture in the southern region of Russia was investigated. The revealed differences in the
activity of the studied enzymes in under-yearlings indicate changes in the level of energy metabolism and the
use of carbohydrates in the processes of ATP synthesis and other biosynthesis pathways in muscles and liver,
depending on lighting conditions and in combination with the feeding regime. The high level of aerobic me-
tabolism in the muscles and the increased use of carbohydrates in glycolysis in the liver in salmon fingerlings
raised under constant light corresponded to their highest average weight gain. In individuals from all experi-
mental groups, changes in the activity of the studied enzymes were found in dependence on the time after the
start of the experiment, that indicated an increase in the levels of aerobic and anaerobic metabolism in mus-
cles and glycolysis in the liver, necessary for the biosynthesis processes during growth.

Keywords: photoperiod, Atlantic salmon, activity of enzymes of energy metabolism
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В работе впервые исследовали организацию промоторов генов развития и генов, необходимых для
общеклеточных функций – “домашнего хозяйства” клетки в полном геноме Drosophila melanogaster.
С помощью биоинформатических методов показано, что гены, промоторы которых расположены в
междисках политенных хромосом, обогащены функциями, связанными с общеклеточными про-
цессами, тогда как остальная часть генов (примерно половина генома Drosophila) связана с узкоспе-
циализированными процессами, происходящими в ходе развития. В промоторной зоне генов “до-
машнего хозяйства” обнаружено четыре специфичных мотива, которые могут присутствовать у раз-
ных генов индивидуально или в различных комбинациях. Существенная часть междисковых
промоторов не содержит выявленных мотивов. Анализ, проведенный с помощью Gene Ontology,
показал, что для отдельных групп междисковых генов, содержащих в промоторах один мотив или их
комбинации, характерно выполнение определенных функций.

Ключевые слова: гены развития, гены “домашнего хозяйства”, промоторы генов, мотивы нуклеоти-
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ВВЕДЕНИЕ
Вскоре после открытия политенных хромосом

в 1934 г. началась бурное обсуждение их структу-
ры и генетической организации, и Н.К. Кольцов
(Koltzoff, 1934) сделал ряд предположений, кото-
рые привлекли внимание исследователей. Он
первым высказал гипотезу о том, что хромосомы
этого типа состоят из многих нитей, т.е. они мно-
гонитчатые (или политенные), кроме того, он
предположил, что гены находятся в междисках
политенных хромосом. После этого проблемы ге-
нетической организации интерфазных хромосом
оказались в центре внимания многих генетиков
на долгие годы. Высказывали многочисленные
гипотезы, из которых хотелось бы упомянуть три:
(Crick, 1971; Paul, 1972; Zhimulev, Belyaeva, 1975).
В первых двух авторы предположили, что каждый
ген занимает диск и соседний с ним междиск, ав-
торы третьей предположили, что гены домашнего

хозяйства и гены развития занимают соответ-
ственно междиски и разные типы дисков.

Ранее нами был предложен метод одновремен-
ной локализации дисков и междисков на физиче-
ской карте ДНК и на цитологической карте, что
позволило совместить расположение генов разных
типов на хромосомах и карте ДНК. На следующем
этапе, используя различия в спектрах белков и мо-
дификаций гистонов в участках локализации генов
разных типов, разработали математическую мо-
дель организации хроматина (4НММ) (Zhimulev
et al., 2014). С помощью этой модели весь хрома-
тин в интерфазных ядрах клеток дрозофилы был
разделен на четыре состояния (названы, как при-
нято по названию оптического цвета – аквама-
рин, лазурит малахит, рубин). Каждый цвет соот-
ветствует степени деконденсации хроматина и
открытости его для транскрипции. Самый декон-
денсированный – аквамарин, самый конденси-

УДК 577.16

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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рованный – рубин, соответствуют междискам и
черным дискам соответственно, лазурит – это се-
рые разрыхленные диски (Zykova et al., 2018). Бла-
годаря этой модели все гены генома дрозофилы
были распределены в две группы – 6562 гена до-
машнего хозяйства (в литературе также использует-
ся термин “гены с повсеместной активностью”),
промоторы которых расположены в участках хро-
матина типа аквамарин (междиски политенных
интерфазных хромосом), а тело гена (экзоны и
интроны) – в хроматине лазурит (в серых дисках
политенных хромосом). Оставшиеся 5664 гена
развития расположены в остальной части генома.

В области исследований организации промото-
ров у генов высших Metazoa достигнуты огромные
успехи. Сейчас хорошо известно, что в окрестно-
стях точки инициации транскрипции – Inr, ниже
и выше на 100–200 пар нуклеотидов, располагаются
специфические мотивы (короткие специфические
для различных функции последовательности нук-
леотидов), совершенно необходимые для инициа-
ции и продолжения транскрипции (Lenhard et al.,
2012; Danino et al., 2015; Anderson, Sandelin, 2020;
Ramalingam et al., 2021). Тем не менее в понима-
нии структуры промоторов все-таки довольно
много неизученного. Во-первых, до сих пор нет
исследований полногеномной организации промо-
торов у генов развития и “домашнего хозяйства”,
поскольку до сих пор не было метода, позволяюще-
го разделить эти группы генов, во-вторых, нет чет-
кого полногеномного разделения на гены “домаш-
него хозяйства” и гены развития, несмотря на то,
что сведения об этом уже накапливаются и пока-
зано, что промоторы этих групп генов могут раз-
личаться. В данной работе мы попытались найти
наиболее важные закономерности в организации
мотивов в промоторах генов “домашнего хозяй-
ства” и генах развития в полном геноме дрозофилы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Мы проанализировали 13574 белок-кодирую-

щих гена Drosophila melanogaster из базы данных
FlyBase (R 5.57). В анализ были взяты 5'-области
генов от –300 до +200 п.н. относительно сайтов
начала транскрипции и полностью картирован-
ные в доменах состояний хроматина аквамарин,
лазурит, малахит и рубин, как описано ранее
(Levitsky et al., 2020). Из анализа были удалены все
околопромоторные участки, которые имели ко-
дирующие последовательностям в пределах ана-
лизируемой области. Таким образом, набор око-
лопромоторных участков соответствовал 6562, 874,
1628 и 3162 генам аквамарин, лазурит, малахит и ру-
бин соответственно. Мы применили инструмент
STREME для de novo поиска мотивов в околопро-
моторных участков для каждого состояния хрома-
тина в трех тестах, относительно либо других состо-
яний хроматина, либо набора последовательностей,

содержащего случайные геномные локусы. Мы
применили поправку Бонферрони к обогащенным
мотивам: значение p/N < 0.05, где p означает стати-
стическую значимость мотива, а N обозначает ко-
личество мотивов, найденных STREME (https://
meme-suite.org/meme/doc/streme.html). Использо-
вали инструмент TOMTOM (https://meme-suite.org/
meme/tools/tomtom) для сравнения обогащенных
мотивов с мотивами для известных факторов
транскрипции из баз данных CISBP (http://
cisbp.ccbr.utoronto.ca/) и JASPAR (https://jas-
par.uio.no/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Воспользовавшись данными модели 4НММ,

мы отобрали гены “домашнего хозяйства” и гены
развития в полном геноме дрозофилы и затем об-
работали последовательности нуклеотидов в про-
моторах обеих групп генов с помощью инструмен-
та STREME (Sensitive, Thorough, Rapid, Enriched
Motif Elicitation). Эта программа позволяет выяв-
лять de novo обогащение мотивами в определенных
районах генома. Изучены околопромоторные
участки (от –300 до +200 п.н. вокруг точки ини-
циации транскрипции) у 6562 генов из аквамарин
хроматина при сравнении их с последовательно-
стями генов контрастного состояния – рубин
(3162 генов), а также против генов полного гено-
ма дрозофилы и против суммы генов в трех состо-
яниях, исключая аквамарин (5664 гена). Наши
результаты показали, что можно выделить доста-
точно много мотивов, по которым различаются
промоторы генов, локализованных в разных со-
стояниях хроматина. Поэтому для ужесточения
степени достоверности оценок из этих значений
отобрали только те, которые удовлетворяют следу-
ющим дополнительным критериям: максимально
низкое значение E-value, максимальное обогаще-
ние по сравнению с фоном, наличие сведений в
других базах данных, а также воспроизводимость
в разных вариантах сравнений. Оказалось, что
этим критериям удовлетворяют только четыре
мотива: M1BP (fd19B), BEAF-32 (pnr, DREF), crp
(sna, sage, grh), kni (CG7928, slbo) (рис. 1а). Лока-
лизация этих мотивов в остальных хроматинах,
помимо аквамарина, показана на уровне оси абс-
цисс (рис. 1а).

Аналогичная работа была проведена для сравне-
ний генов в максимально контрастном состоянии
рубин (данные не приводятся). Выявлен один
наиболее устойчивый мотив – ТАТА-бокс.

Оказалось, что среди промоторов генов до-
машнего хозяйства у дрозофилы возможны раз-
нообразные комбинации мотивов. Кроме того,
33% генов этого типа вообще не имеют ни одного
из этих мотивов (рис. 1б). Аналогичная работа
была проведена для анализа промоторов генов
развития, имеющих только очень специфический
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мотив – ТАТА-бокс (данные не приводятся). Мо-
тивы Mes2, GAGA, ttk обладают меньшей специ-
фичностью. Также обнаружено, что около 50%
генов развития не имеют ни ТАТА, ни каких-ли-
бо других из найденных мотивов. В аналогичном
сравнении локализации мотивов у генов развития
максимальная специфика обнаружена только для
ТАТА-бокса в положении от –75 до –25 п.н. от
точки инициации транскрипции. Анализ, прове-
денный с помощью Gene Ontology, показал, что
для отдельных групп междисковых генов, содержа-
щих в промоторах один мотив или их комбинации,
характерно выполнение определенных функций.

Таким образом впервые описаны специфиче-
ские мотивы в промоторах генов двух разных типов
на уровне всего генома и показано, что наборы мо-

тивов у генов “домашнего хозяйства” и генов раз-
вития совершенно разные, а наиболее известные
мотивы не являются универсальными.
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Рис. 1. Характеристики промоторных участков 6562 генов домашнего хозяйства дрозофилы. (а) Суммарная локализа-
ция мотивов относительно точки инициации транскрипции (красная стрелка). По оси абсцисс показано расстояние
до точки инициации транскрипции, по оси ординат частота локализации мотива в данной координате околопромо-
торного участка. Приведены наиболее употребительные названия мотива, а в скобках указаны названия, которые
встречаются в других статьях/базах данных. Изученные мотивы присутствуют только в промоторных участках хрома-
тина аквамарин (голубая линия), все остальные промоторные области не содержат этих мотивов (зеленая, синяя, фи-
олетовая линии на уровне нулевого значения по оси абсцисс). (б) Числа генов домашнего хозяйства, имеющих только
один мотив (вертикальная колонка цифр справа) или комбинации мотивов (горизонтальная последовательность
цифр внизу). Прямоугольниками разных цветов обозначено наличие изучаемого мотива (отсутствие цвета в клетке
обозначает отсутствие мотива в данном наборе генов) генов).
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Development of N.K. Koltsov Idea about Genetic Organization of Interbands
in Drosophila melanogaster Polytene Chromosomes

I. F. Zhimulev1, *, T. Yu. Vatolina1, V. G. Levitsky2, T. D. Kolesnikova1, and A. V. Tsukanov2

1Institute of Molecular and Cellular Biology SB RAS, prosp. ak. Lavrentieva 8/2, Novosibirsk, 630090 Russia
2Institute of Cytology and Genetics SB RAS, prosp. ak. Lavrentieva 10, Novosibirsk, 630090 Russia
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Here for the first time, the organization of promoters of developmental gene promoters and promoter of genes
necessary for general cellular functions—the “houskeeping” of the cell in the complete genome of Drosophila
melanogaster were studied. Using bioinformatic methods, it has been shown that the genes whose promoters
are located in the interbands of polytene chromosomes are enriched in functions associated with general cel-
lular processes, while the rest of the genes (about half of the Drosophila genome) are associated with highly
specialized processes occurring during development. In the promoter zone of the housekeeping genes, four
specific motifs were found that can be present in different genes individually or in various combinations. A
significant part of interband promoters do not contain identified motifs. The analysis carried out using Gene
Ontology showed that certain groups of interband genes containing one motif in promoters or their combi-
nations are characterized by the performance of certain functions.

Keywords: developmental genes, housekeeping genes, gene promoters, nucleotide motifs in promoters, in-
terdbands, bands, polytene chromosomes, Drosophila melanogaster
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Ранее был охарактеризован ген RCC1 (Regulator of Сhromosome Сondensation 1), который считается регуля-
тором конденсации хромосом в клеточном цикле. Этот ген кодирует ядерный белок, последователь-
ность аминокислот которого высоко консервативна среди всех эукариот и состоит из семи бета-спира-
лей, также известных как семь повторяющихся единиц. Мы показали, что все наиболее заметные
черные диски политенных хромосом (260 дисков) и хромоцентр связывают антитела на этот белок.
Мы обнаружили, что антитела на белок RCC1 ксенопуса специфически связываются с белком
RCC1 дрозофилы и человека, при этом в линиях дрозофилы с подавлением недорепликации проис-
ходит увеличение относительного количества белка RCC1 по сравнению с диким типом.

Ключевые слова: гены “домашнего хозяйства”, гены развития, диски, междиски, белок RCC1, поли-
тенные хромосомы, Drosophila melanogaster

DOI: 10.31857/S0475145023020076, EDN: XFQNTP

ВВЕДЕНИЕ

В политенных хромосомах Drosopohila, как бы-
ло показано на картах Н.К. Кольцова (1934) и
Бриджеса (1938), выделяются такие структуры,
как междиски, серые и черные диски. Известно,
что у Drosophila melanogaster геном разделяется на
две группы: гены “домашнего хозяйства” и гены
развития (тканеспецифические гены). Оказалось,
что первые занимают две структуры – междиск и
серый диск, а вторые расположены в черных дис-
ках. Ранее мы опубликовали модель 4-х состояний
хроматина, которая позволяет характеризовать два
типа дисков: черные и серые по белковому и гене-
тическому составу (Zhimulev et al., 2014). Одним из
перспективных биомаркеров канцерогенза являет-
ся ген RCC1 (Regulator of Сhromosome Сondensation 1).
Он кодирует ядерный белок, последовательность
аминокислот которого высоко консервативна

среди всех эукариот. Белок RCC1 является факто-
ром нуклеотидного обмена для ядерного белка
Ras-related nuclear protein (Ran), который пред-
ставляет собой ГТФазу. RCC1 также играет важ-
ную роль в сборке веретен деления во время ми-
тоза, предотвращении множественной реплика-
ции S-фазы ДНК, транспортировки ядерного
материала и реконструкции ядерной мембраны
(Makde et al., 2010). Из литературных данных
остается не до конца понятным в каких структу-
рах политенных хромосом локализуется этот бе-
лок (Frasch, 1991). Кроме того, как оказалось ген
RCC1 является онкогеном, от изменений актив-
ности которого зависит формирование опухолей.
Недавно была изучена потенциальная роль RCC1
в 33 опухолевых образованиях на основе баз дан-
ных Cancer Genome Atlas, Genotype-Tissue Expres-
sion и Gene Expression Omnibus. Результаты пока-
зали, что ген RCC1 очень высоко экспрессируется
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КРАТКИЕ
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в большинстве злокачественных новообразова-
ний человека в отличие от здоровых тканей (Wu
et al., 2021).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования

В качестве объекта исследования мы исполь-
зовали плодовую мушку дрозофилу (Drosophila
melanogaster). Мух выращивали на стандартной
среде из кукурузной муки, дрожжей, агара и пато-
ки при 18, 22 или 25°С. Линия Oregon R использо-
валась в качестве дикого типа. Линия Rif11 была
любезно предоставлена Джаредом Нордманом,
отдел биологических наук Вандербильтского
университета, США. Линии w; ru h SuURES,
X^YX^Y.X^Y yw; SuURES, Su(var)3-906 и X^YX^Y.X^Y
yw; Rif11; SuURES, Su(var)3-906 были получены ра-
нее в нашей лаборатории.

Иммуноокрашивание политенных хромосом
Для иммуноокрашивания препараты сполас-

кивали в растворе PBST. Не допуская пересыха-
ния препарата, наносили первичные антитела
в блокирующем буфере (2% бычий сывороточ-
ный альбумин в PBST) и инкубировали во влаж-
ной камере в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Далее препараты отмывали в растворе PBST
и наносили раствор вторичных антител, конъ-
югированных с флуорохромом, в блокирующем
буфере. Инкубировали в течение 1.5 ч, затем стек-
ла вновь отмывали в растворе PBST (3 смены по
5 мин). Далее на подсушенные препараты капали
по 8 мкл раствора (смесь DABCO и DAPI, Abcam)
и накрывали покровным стеклом. Цитологиче-
ский анализ и фотографирование проводили при
помощи микроскопа Olimpus BX-50F. Каждый
эксперимент повторялся не менее пяти раз, при
этом во всех случаях характер окраски воспроиз-
водился (Vatolina et al., 2011).

Вестерн-блот гибридизация
Для вестерн-блот гибридизации использовали

слюнные железы дрозофилы (20 пар на одну до-
рожку) и культуру клеток человека HEK (около
105 клеток на одну дорожку). Все образцы были
лизированы в буфере (50 мM Трис-HCl, 150 мM
NaCl, 0.1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 мM PMSF) и

экстракт тотальных белков был нанесен на поли-
акриламидный гель. Электрофоретическое разделе-
ние белков в исследуемых образцах проводили в
камере BioRad по стандартному протоколу в 10%
SDS–полиакриламидном геле. После разделения
на гель с образцом накладывали мембрану и про-
водили электроперенос в охлажденном буфере
(0.2 М глицин, 0.025 М Трис и 20% метанол) в те-
чение 1 ч при постоянном токе. Первичные анти-
тела разводили в блокирующем растворе (полик-
лональные антитела кролика к белку RCC1 ксе-
нопуса (Invitrogen) – 1 : 1000; моноклональные
антитела мыши к гистону Н3 (Novus Biological) –
1 : 10 000. Мембрану помещали в разведенные
первичные тела и инкубировали 1 ч при комнат-
ной температуре на шейкере при 45–50 об./мин.
Затем промывали в 1× PBST. Иммунодетекцию
производили с помощью набора Novex ECL Che-
miluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen).
Анализ результатов проводился при помощи то-
пографа Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life
Sciences) и программы ImageJ (Thacker et al., 2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что диски в политенных хро-

мосом представляют только поперечные полосы,
разные типы серых и черных дисков отличаются
по генетическому составу, морфологии, реплика-
ционной активности, белковому составу и нукле-
осомным модификациям (Zhimulev et al., 2014). В
ходе нашей работы мы обнаружили, что антитела
на белок RCC1 ксенопуса специфически связы-
ваются с белком RCC1 дрозофилы и человека
(рис. 1). Мы максимально точно прокартировали
локализацию RCC1 в структурах хромосомы. В
политенных хромосомах антитела к белку RCC1
связываются исключительно с высоко компакти-
зованными черными дисками, в которых распо-
ложены гены развития. Для контраста локализа-
ции одновременно картировали белок CHRIZ,
который связывается с районами богатыми серыми
дисками и междисками. В результате в хромосоме
становились заметными протяженные участки
междисков и тонких серых дисков без локализа-
ции белка RCC1, а вся метка на белок RCC1 при-
ходилась на черные диски и прицентромерный
гетерохроматин (рис. 1а). Мы обнаружили
260 районов связывания белка RCC1 в интерфаз-
ных политенных хромосомах дрозофилы (табл. 1).
Во всех случаях это были черные диски и 75–

Таблица 1. Локализация антител на белок RCC1 в политенных хромосомах D. melanogaster

Хромосома chr 4 chr X chr 2L chr 2R chr 3L chr 3R Всего

Районы связывания белка RCC1
(черные диски)

2 53 51 43 48 63 258

Сайты поздней репликации 100% 83% 75% 88% 88% 92% Среднее значение 88%

gas
Вычеркивание

gas
Вставить текст
260
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100% из них демонстрировали наличие позднего
завершения репликации. Таким образом, у нас
появился хороший маркер как на гены развития,
локализованные в черных дисках, так и на модель
онкогенеза на дрозофиле.

В работе М. Фраша было отмечено, что белок
RCC1 локализуется во всех без исключения дис-
ках политенных хромосом (Frasch, 1991). Но как
следует из описанных выше результатов картиро-
вания белка RCC1, он характерен только для чер-
ных конденсированных дисков и прицентромер-
ного гетерохроматина, из-за чего на хромосоме
обозначены протяженные участки серых дисков
без локализации белка RCC1 (желтая стрелка на
рис. 1а). Подобные различия в связывании одно-
го и того же белка могут говорить о разных меха-
низмах активирования генов развития и генов
“домашнего хозяйства”.

Известно, что черные диски часто испытыва-
ют неполную политенизацию (недорепликацию)
в результате чего материал черных дисков в хро-
мосомах нормальных линий недопредставлен
(Zhimulev et al., 1982). Мы использовали Вестерн-
блот гибридизацию для определения молекуляр-
ного веса и полуколичественного анализа белка
RCC1 в линии Oregon и в линиях с разными доза-
ми мутантных генов, приводящих к восстановле-
нию недореплицированных районов хромосом
дрозофилы (рис. 1б, 1в). С помощью программы
ImagJ было показано, что в линиях с мутациями
SuURES Su(var)3-906, Rif11 и SuURES Su(var)3-906 Rif11

относительное количество белка RCC1 в клетках
слюнных желез увеличивается в сравнении с ди-
ким типом более чем в три раза (рис. 1б, 1в, 1г).
Интересно то, что после подавления недорепли-
кации в прицентромерном гетерохроматине мож-
но наблюдать характерную для плеч хромосом
картину: белок RCC1 связывается с темными
участками, а CHRIZ со светлыми участками хро-
мосомы.
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Conservative Protein RCC1 Is a New Component of Black Bands
of Drosophila melanogaster Polytene Chromosomes
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Previously, the RCC1 gene (Regulator of Chromosome Сondensation 1) was characterized, which is consid-
ered a regulator of chromosome condensation in the cell cycle. This gene encodes a nuclear protein whose
amino acid sequence is highly conserved among all eukaryotes and consists of seven repeating units. We have
shown that all the most prominent black bands of polytene chromosomes (about 250) and the chromocenter
bind antibodies to this protein. We found that antibodies to the xenopus RCC1 protein specifically bind to the
Drosophila and human RCC1 protein, while in Drosophila lines with under replication suppression, the rela-
tive amount of the RCC1 protein increases compared to the wild type.

Keywords: housekeeping genes, developmental genes, bands, interbands, RCC1 protein, polytene chromo-
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