
Российская академия наук

Журнал биологии развития

ОНТОГЕНЕЗ

Том 52 № 2  2021  МАРТ–АПРЕЛЬ
Журнал основан в 1970 году академиком Б.Л. Астауровым

Выходит 6 раз в год
ISSN: 0475-1450

Журнал издается под руководством
Отделения биологических наук РАН

������� 	
���
�	
А.В. Васильев

Редакционная коллегия:

И.И. Адамейко, Ю.Д. Богданов, И.Ю. Баклушинская (зам. гл. редактора), 
Е.С. Васецкий (зам. гл. редактора), О.А. Гусев, В.Е. Дьяконова,

Т.А. Ежова, Г.Н. Ениколопов, А.В. Ересковский, А.Г. Зарайский, 
Ю.А. Краус (отв. секретарь), Р.П. Костюченко, Г.С. Левит,

В.С. Михайлов, Н.Д. Озернюк, Г.Е. Онищенко,
Д.В. Онищук, М.В. Ремизова, С.В. Рожнов,

О.Л. Серов, А.Н. Томилин

Редакционный совет:
 

М.А. Александрова, В.Я. Бродский, Скотт Гилберт,
В.А. Голиченков, Э.Н. Григорян, С.М. Закиян, И.С. Захаров,

В.Б. Иванов, А.М. Куликов, И.В. Лядова, А.В. Марков,
А.М. Оловников, О.Б. Симонова, Д.А. Сахаров,

О.Г. Строева, В.С. Тарабыкин, М.В. Угрюмов, Н.П. Шарова 

Адрес редакции: 119334 Москва, ул. Вавилова, 26
E-mail: ontogenez@list.ru

Зав. редакцией E.Д. Гасило

© Российская академия наук, 2021
© Редколлегия журнала “Онтогенез”

(составитель), 2021

Москва
ООО «Объединённая редакция»

Оригинал-макет подготовлен ООО «ИКЦ «АКАДЕМКНИГА»



Подписано к печати 01.12.2019 г. Формат 60 × 881/8 Уч.-изд. л. 9.75 Усл. печ. л. 9.53
Тираж 24 экз. Зак. 2811 Бесплатно

Учредитель: Российская академия наук,
Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН

Издатель: Российская академия наук, 119991 Москва, Ленинский пр., 14
Исполнитель по госконтракту № 4У-ЭА-068-20 ООО «Объединённая редакция»,

109028, г. Москва, Подкопаевский пер., д. 5, каб. 6
Отпечатано в типографии «Book Jet» (ИП Коняхин А.В.),

390005, г. Рязань, ул. Пушкина, 18, тел. (4912) 466-15116+

Свидетельство о регистрации средства массовой информации 
ПИ № ФС77-66702 от 28 июля 2016 г., выдано Федеральной службой по надзору в сфере связи, 

информационных технологий и массовых коммуникаций (Роскомнадзор)



СОДЕРЖАНИЕ

Том 52, номер 2, 2021

ОБЗОРЫ
Формирование биомолекулярных конденсатов: регуляция эмбриогенеза
на клеточном уровне

М. А. Тихомирова, Е. В. Шеваль 83
Репродуктивный потенциал хвойных, соматический эмбриогенез и апомиксис

И. Н. Третьякова, В. В. Минеев 94

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ЖИВОТНЫХ 
(БЕСПОЗВОНОЧНЫХ И ПОЗВОНОЧНЫХ)

Сравнительно-видовая характеристика липидов и их динамика в процессе
эмбрионального и раннего постэмбрионального развития Атлантического 
лосося (Salmo salar L.) и кумжи (Salmo trutta L.)

В. П. Воронин, С. А. Мурзина, З. А. Нефедова, С. Н. Пеккоева,
Т. Р. Руоколайнен, М. А. Ручьев, Н. Н. Немова 108

Опосредованное ооцитом влияние серотонина на функциональный
статус клеток гранулезы

Д. А. Никишин, Ю. В. Храмова, Н. М. Алешина, 
Л. А. Мальченко, Ю. Б. Шмуклер 120

Влияние фотопериода на липидный профиль сеголеток (0+) атлантического
лосося Salmo salar L. при заводских условиях выращивания

Н. Н. Немова, З. А. Нефедова, С. А. Мурзина, С. Н. Пеккоева,
В. П. Воронин, Т. Р. Руоколайнен 129

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ РАСТЕНИЙ
Начальные этапы онтогенеза представителей рода Hydrangea L. 
в условиях культуры

Ф. К. Мурзабулатова, З. Х. Шигапов, Н. В. Полякова 137

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
Влияние инсулиноподобного фактора роста первого типа на развитие in vitro 
эмбрионов мышей после их криоконсервации

Е. Ю. Брусенцев, Е. А. Кизилова, Т. Н. Игонина, 
С. В. Раннева, С. Я. Амстиславский 146

Межпопуляционные различия в темпе развития и потреблении кислорода
головастиками остромордой лягушки (Rana arvalis Nilsson, 1842, Anura: Amphibia)

С. М. Ляпков, С. Ю. Клеймёнов 151



Contents

Vol. 52, No. 2, 2021

REVIEWS
Formation of Biomolecular Condensates: Regulation of Embryogenesis 
at the Cellular Level

M. A. Tikhomirova and E. V. Sheval 83
The Reproductive Potencial of Conifers, Somatic Embryogenesis and Apomixis

I. N. Tretyakova and V. V. Mineev 94

BIOLOGY OF ANIMAL DEVELOPMENT 
(INVERTEBRATES AND VERTEBRATES)

Comparative Species-Specific Characteristics of Lipids and Their Dynamics 
During Embryogenesis and Early Postembrional Development of Atlantic 
Salmon (Salmo salar L.) and Brown Trout (Salmo trutta L.)

V. P. Voronin, S. A. Murzina, Z. A. Nefedova, S. N. Pekkoeva,
T. R. Ruokolainen, M. A. Ruch’ev, and N. N. Nemova 108

Oocyte-Mediated Effect of Serotonin on the Functional Status of Granulosa Cells
D. A. Nikishin, Y. V. Khramova, N. M. Alyoshina,
L. A. Malchenko, and Y. B. Shmukler 120

The Effect of the Photoperiod on the Lipid Profile in Hatchery-reared 
Underyearlings (0+) of Atlantic Salmon Salmo salar L.

N. N. Nemova, Z. A. Nefedova, S. A. Murzina, S. N. Pekkoeva,
V. P. Voronin, and T. R. Ruokolainen 129

DEVELOPMENTAL BIOLOGY OF PLANTS
Early Ontogenetic Stages of the Hydrangea Species in Floriculture Conditions

F. K. Murzabulatova, Z. Kh. Shigapov, and N. V. Polyakova 137

BRIEF COMMUNICATIONS
Effects of Insulin-Like Growth Factor 1 on the in vitro Development
of Mouse Embryos after Cryopreservation

E. Yu. Brusentsev, E. A. Kizilova, T. N. Igonina, 
S. V. Ranneva, and S. Ya. Amstislavsky 146

Interpopulation Differences in the Developmental Rate and Oxygen Consumption
in Tadpoles of Moor Frog (Rana arvalis Nilsson, 1842, Anura: Amphibia)

S. M. Lyapkov and S. Yu. Kleymenov 151



ОНТОГЕНЕЗ, 2021, том 52, № 2, с. 83–93

83

ФОРМИРОВАНИЕ БИОМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОНДЕНСАТОВ:
РЕГУЛЯЦИЯ ЭМБРИОГЕНЕЗА НА КЛЕТОЧНОМ УРОВНЕ

© 2021 г.   М. А. Тихомироваa, b, c, *, Е. В. Шевальc, d

aМосковский государственный университет им. М.В. Ломоносова, факультет биоинженерии
и биоинформатики, Ленинские горы, 1, стр. 73, Москва, 119991 Россия

bИнститут биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, ул. Вавилова, 26, Москва, 119334 Россия
cНИИ физико-химической биологии им. А.Н. Белозерского Московского государственного университета 

им. М.В. Ломоносова, Ленинские горы, 1, стр. 40, Москва, 119991 Россия
dМосковский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет,

Ленинские горы, 1, стр. 12, Москва, 119991 Россия
*e-mail: mariiatikh@gmail.com

Поступила в редакцию 07.09.2020 г.
После доработки 19.10.2020 г.

Принята к публикации 25.10.2020 г.

Многие морфогенетические процессы в ходе онтогенеза определяются изменениями в структуре и
функциях клеток эмбрионов. Наибольшую пластичность клеточной организации придают безмем-
бранные органеллы или биомолекулярные конденсаты, которые могут формироваться в ядре или цито-
плазме по механизму разделения фаз на границе жидкость-жидкость (liquid-liquid phase separation). Гиб-
кость биогенеза биомолекулярных конденсатов и высокая динамика их компонентов позволяют быстро
менять клеточную организацию, что влечет за собой изменения в судьбе клеток, и, как следствие, в ходе
эмбриогенеза. В обзоре на примере одного из типов безмембранных структур – половых гранул, обсуж-
дается связь пластичности клеточной организации с реализацией процессов раннего эмбриогенеза.

Ключевые слова: биомолекулярные конденсаты, половые гранулы, архитектурные некодирующие
РНК, эмбриогенез
DOI: 10.31857/S0475145021020075

ВВЕДЕНИЕ

Органеллы в клетке можно подразделить на те,
которые окружены мембранами, и те, у которых
мембрана отсутствует. Хотя среди безмембранных
органелл есть относительно стабильные образова-
ния с высоко упорядоченной организацией (мик-
ротрубочки, центриоли, рибосомы), большинство
таких органелл представляет собой высоко лабиль-
ные ассоциаты различных макромолекул (прежде
всего, РНК и белков). Такие структуры могут лока-
лизоваться как в ядре (ядрышки, тельца Кахаля,
тельца гистонового локуса и т.д.), так и в цито-
плазме (стресс-гранулы, Р-гранулы и т.д.). Все
эти структуры представляют собой результат кон-
денсации специфического набора молекул в ло-
кальной, не ограниченной мембранами области
клетки. Для обозначения таких структур удобно
использовать чисто описательный термин без-
мембранные органеллы (Боголюбов, 2019). Но в по-
следние годы чаще используются термины кон-
денсаты (Shin, Brangwynne, 2017) или биомолекуляр-
ные конденсаты (Sabari et al., 2020), отражающие
ключевой принцип формирования этих структур.

Процессы эмбриогенеза сопровождаются фор-
мированием специфических биомолекулярных
конденсатов. Наиболее известным примером кле-
точной дифференцировки такого типа является
формирование половых гранул, присутствие ко-
торых определяет особенности последующей
судьбы клеток, в которые эти гранулы попадают
(Voronina et al., 2011). Биомолекулярные конден-
саты формируются в результате процессов само-
организации, что позволяет легко изменять их
организацию, гибко реагируя на потребности
клетки и условия окружающей среды (Misteli,
2001). По-видимому, именно эта гибкость и дела-
ет биомолекулярные конденсаты удобным ин-
струментом для регуляции стремительных изме-
нений в ходе эмбриогенеза.

МЕХАНИЗМЫ БИОГЕНЕЗА 
БИОМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОНДЕНСАТОВ
Биомолекулярные конденсаты не окружены

мембранами, что делает возможным постоянный
обмен образующих их макромолекул с окружаю-
щим пространством клетки (с нуклеоплазмой
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или цитозолем). Такие структуры образуются по-
средством процесса, известного как разделение
фаз на границе жидкость-жидкость (liquid-liquid
phase separation) (Banani et al., 2017; Sabari et al.,
2020; Shin, Brangwynne, 2017). Чтобы разделение
фаз происходило в клетках, концентрации мак-
ромолекул, которые составляют биомолекуляр-
ные конденсаты, должны превышать их концен-
трации насыщения или “предел растворимости”
в цитоплазме или нуклеоплазме (Courchaine et al.,
2016). Ниже этого уровня молекулы растворяются
в окружающем клеточном растворе и формирова-
ние структур не происходит. Если концентрация
насыщения превышена, дополнительные поли-
мерные цепи конденсируются в своеобразные
жидкие капли, что ведет к увеличению размера ор-
ганелл. При этом, макромолекулы внутри и вне
органелл постоянно обмениваются и находятся в
равновесии (рис. 1).

Биомолекулярные конденсаты могут образо-
вывать гомогенные по внутренней структуре об-
разования, но часто они представляют собой
сложные по архитектуре гетерогенные структуры,
имеющие несколько обособленных частей, обра-
зованных несмешивающимися между собой фа-
зами (Shin, Brangwynne, 2017). В частности, пред-
ставлены данные в пользу того, что белки ядрыш-
ка способны формировать обособленные фазы,
что лежит в основе формирования сложной
структуры ядрышка (Feric et al., 2016).

Биомолекулярные конденсаты могут гибко ре-
агировать на колебания температуры, рН и осмо-

лярности, поэтому некоторые из гранул образу-
ются в условиях стресса (Palangi et al., 2017). На-
пример, изменение тоничности окружающей
клетки среды может приводить к изменению объ-
ема клетки, т.е. влиять на концентрацию макро-
молекул. Так, перевод клеток в гипотонические
условия приводит к разборке ядрышек (Zatsepina
et al., 1997a), а последующий возврат в изотониче-
ские условия приводит к формированию из ком-
понентов разобранных ядрышек многочисленных
телец, которые были названы интерфазными про-
ядрышками (Zatsepina et al., 1997b). Аналогичным
образом, перевод в гипертонические условия ин-
дуцирует формирование биомолекулярных кон-
денсатов в цитоплазме (Bounedjah et al., 2012;
Aulas et al., 2017; Jalihal et al., 2020). По-видимому,
сходные механизмы реализуются и в половых
клетках. Так, при задержке овуляции у Caenorhab-
ditis elegans в ооцитах формируются крупные
РНП-гранулы, которые содержат РНК-связываю-
щие белки и материнские мРНК, подвергающиеся
трансляционной репрессии (Jud et al., 2008). Фор-
мирование сходных РНП-гранул может быть ин-
дуцировано и в нормальных ооцитах под действи-
ем теплового шока, осмотического стресса или
аноксии (Schisa et al., 2001; Jud et al., 2008; Noble
et al., 2008; Patterson et al., 2011), что очень сходно
с индукцией стресс-гранул в клетках млекопита-
ющих (Corbet, Parker, 2019), а также стресс-гранул
и P-телец у дрожжей (Buchan et al., 2011; Shah
et al., 2013).

Рис. 1. Формирование безмембранных органелл. Основным физическим процессом, приводящим к формированию
биомолекулярных конденсатов, является разделение фаз на границе жидкость-жидкость. В результате такого разделе-
ния, происходящего за счет слабых, но многочисленных взаимодействий между биологическими макромолекулами
(РНК и белки), достигается высокая концентрация необходимых компонентов в составе структур, не окруженных
мембранами. При этом структуры сохраняют высокую динамику, что выражается как в способности структур быстро
собираться и разбираться, так и в постоянном обмене молекул между структурой и окружающим пространством (нук-
леоплазма или цитозоль).
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Формирование безмембранных структур зави-
сит в наибольшей степени от двух типов взаимо-
действий между биологическими макромолеку-
лами. Большую роль в формировании конденса-
тов играют мультивалентные белок-белок и/или
белок-РНК взаимодействия (Li et al., 2012; Banani
et al., 2016). Также биомолекулярные конденсаты
содержат большое количество белков, в составе
которых присутствуют участки с низкой сложно-
стью (low sequence complexity domains), в которых
содержатся многочисленные повторы как отдель-
ных аминокислот, так и аминокислотных моти-
вов. Эти белки относят к группе внутренне неупо-
рядоченных белков (intrinsically disordered pro-
teins), которые содержат протяженные участки,
не имеющие четко выраженной конформации
(Tompa, 2012). Неупорядоченные участки могут
слабо взаимодействовать друг с другом, и такие
слабые мультивалентные взаимодействия явля-
ются одной из движущих сил разделения фаз (Ka-
to et al., 2012; Lin et al., 2015; Molliex et al., 2015;
Nott et al., 2015).

В формировании многих биомолекулярных
конденсатов ведущую роль играют молекулы
РНК (Mao et al., 2011; Shevtsov, Dundr, 2011; Kato
et al., 2012), а выход молекул РНК из структуры
может вести к ее разборке (Carron et al., 2012;
Musinova et al., 2016). Молекулы РНК достаточно
велики, что позволяет им выступать субстратом
для мультивалентных взаимодействий (Falken-
berg et al., 2017). Центром нуклеации биомолеку-
лярных конденсатов могут выступать кодирую-
щие РНК, как это происходит в случае телец гисто-
нового локуса, формирование которых зависит от
транскрипции мРНК коровых гистонов (Shevtsov,
Dundr, 2011). Биогенез некоторых биомолекуляр-
ных конденсатов зависит от присутствия специаль-
ных некодирующих РНК, которые играют струк-
турную роль. Такие РНК иногда называют архи-
тектурными (architectural RNA, arcRNA) (Chujo
et al., 2016).

ПОЛОВЫЕ ГРАНУЛЫ
Половые гранулы представляют собой цито-

плазматические биомолекулярные конденсаты,
необходимые для дифференцировки клеток по-
ловой линии. Эти органеллы были обнаружены в
цитоплазме многих животных, и хотя состав по-
ловых гранул варьирует в зависимости от вида,
белки Vasa, Tudor и Argonaut обнаруживаются в
составе гранул от C. elegans до человека (Gao,
Arkov, 2013).

У разных организмов половые гранулы могут
носить разные названия, но во всех случаях они
содержат материнские мРНК, необходимые для
спецификации половых клеток, и определяют
время трансляции мРНК, чтобы способствовать
установлению линии половых клеток у ранних

эмбрионов (Marnik, Updike, 2019; Trcek, Leh-
mann, 2019; Lasko, 2020).

ПОЛОВЫЕ ГРАНУЛЫ
У Drosophila melanogaster

Образование половых клеток у насекомых де-
терминируется расположенной на заднем полюсе
ядра половой плазмой (рис. 2). Уже ранние элек-
тронно-микроскопические работы Мэховалда по-
казали, что половая плазма содержит многочис-
ленные гранулы, которые у насекомых называют
половыми гранулами (Mahowald, 1962). Формиро-
вание гранул и специфическое накопление в них
макромолекул имеет решающее значение для фор-
мирования половых клеток у дрозофилы. Напри-
мер, эмбрионы, в которых не формируются грану-
лы или формируются маленькие гранулы, не обра-
зуют половых клеток (Arkov et al., 2006).

Формирование половых гранул у Drosophila
melanogaster зависит от мРНК osk, которая накап-
ливается в задней области ооцитов и ранних эмбри-
онов (Lehmann, Nüsslein-Volhard, 1986; Ephrussi,
Lehmann, 1992). Развивающийся ооцит дрозофилы
окружен питающими клетками, которые связаны
между собой и с ооцитом каналами. Функция пита-
ющих клеток состоит в том, чтобы синтезировать
мРНК, белки и другие материалы, необходимые
для раннего развития, и депонировать их в расту-
щем ооците. мРНК osk синтезируется питающими
клетками, а затем поступает в ооцит. Транспорт в
ооцит транскриптов osk и некоторых других мРНК
зависит от кортикальных микротрубочек и актив-
ности динеинов и кинезинов (Glotzer et al., 1997;
Bullock, Ish-Horowicz, 2001; Sinsimer et al., 2013), а
накопление транскриптов osk зависит от F-акти-
на (Sinsimer et al., 2013).

Однако, если транспорт зависит от элементов
цитоскелета, формирование гранул зависит от
взаимодействия транскриптов osk друг с другом.
Интересно, что в эти взаимодействия вовлечены
компоненты комплекса сращивания экзонов (ex-
on-exon junction complex), благодаря чему в поло-
вых гранулах накапливаются только сплайсиро-
ванные транскрипты (Hachet, Ephrussi, 2004).
Кроме того, с osk связываются факторы, регули-
рующие трансляцию, например, РНК-связываю-
щий белок Bruno, который репрессирует транс-
ляцию в ходе транспорта (Castagnetti et al., 2000;
Chekulaeva et al., 2006; Kim et al., 2015) и одновре-
менно способствует олигомеризации транскрип-
тов мРНК (Chekulaeva et al., 2006).

На заднем полюсе ооцита мРНК osk трансли-
руется в две изоформы белка: длинную изоформу,
называемую Long Oskar, и короткую изоформу,
называемую Short Oskar. В формировании поло-
вых гранул ключевую роль играет короткая изо-
форма белка Oskar (Markussen et al., 1995). Oskar
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взаимодействует с еще одним белком половых
гранул – Vasa, что является, по-видимому, клю-
чевым событием в формировании половых гра-
нул (Breitwieser et al., 1996). Показано, что корот-
кая изоформа белка Oskar способна формировать
гранулы в отсутствие других компонентов поло-
вых гранул в культивируемых клетках дрозофилы и
клетках человека (Kistler et al., 2018). Эта способ-
ность зависит от присутствия в белке внутренне не-
упорядоченных участков (Krishnakumar et al., 2018).

Важную роль в формировании половых гранул
также играет белок Tudor (Thomson, Lasko, 2004;
Arkov et al., 2006), который содержит 11 доменов Tu-
dor, способных связывать симметрично диметили-
рованные аргинины. Tudor связывает белки, в со-
ставе которых есть метилированные аргинины,
например, белок Aubergine (Kirino et al., 2010b; Liu
et al., 2010), который связывает piRNA. Метили-
рованые аргинины есть также в составе белка Vasa
(Kirino et al., 2010a).

Уже в ранних электронно-микроскопических
работах было показано, что половые гранулы у
D. melanogaster имеют неоднородную структуру,
во время оогенеза они состоят из гранул разме-
ром 150–200 нм и содержат более мелкий грану-
лярный или фибриллярный компонент, а также
часто имеют полость в центре (Mahowald, 1962).
Показано, что белки Aubergine и Tudor формиру-
ют в половых гранулах частично перекрывающи-
еся фазы, а после формирования половых клеток
в гранулах белок Aubergine располагается вокруг
кластера белка Tudor (Vo et al., 2019). Т.е. половые
гранулы D. melanogaster могут представлять собой
гетерогенные конденсаты с сосуществующими
двумя фазами.

Функция половых гранул осуществляется за
счет накапливающихся в их составе инактивиро-
ванных транскриптов различных мРНК. В поло-
вых гранулах специфически накапливается при-
близительно 200 типов молекул мРНК (Frise et al.,
2010). Некоторые из этих мРНК кодируют белки,

которые играют важную роль в процессах разви-
тия. Так, белок Nanos участвует в формировании
передне-заднего градиента, который необходим
для закладки передне-задней оси эмбриона (Ga-
vis, Lehmann, 1992). Накопление мРНК связано
с диффузией молекул и последующим их заяко-
риванием (entrapment) внутри гранул (Forrest, Ga-
vis, 2003). Интересно, что различные мРНК обра-
зуют так называемые гомотипические кластеры,
т.е. скопления молекул мРНК одного типа (Trcek
et al., 2015). По-видимому, сначала в гранулы вклю-
чаются единичные молекулы мРНК, которые затем
рекрутируют дополнительные транскрипты тех же
генов, что ведет к формированию кластеров моле-
кул мРНК (Niepielko et al., 2018). Механизмы фор-
мирования гомотипических кластеров малопо-
нятны. С одной стороны, некоторые данные
говорят о том, что формирование таких кластеров
зависит от присутствия особых последовательно-
стей в 3' некодирующих регионах транскриптов
(Eagle et al., 2018), другие данные свидетельствуют
в пользу того, что формирование кластеров не зави-
сит от присутствия в молекулах мРНК каких-либо
специальных последовательностей, а представляет
собой обособление обогащенных различными
мРНК фаз внутри зародышевых гранул (Trcek
et al., 2020).

Также необходимо отметить, что в эмбрионе
могут формироваться два типа половых гранул:
цитоплазматические гранулы, также называемые
“полярными гранулами”, которые связываются с
молекулами материнской мРНК и способствуют
образованию первичных половых клеток, и внут-
риядерные половые гранулы, которые способ-
ствуют митотическому делению первичных поло-
вых клеток (Kistler et al., 2018) (рис. 2). Формиро-
вание обоих типов гранул зависит от короткой
изоформы белка Oskar.

Рис. 2. Организация половых гранул в раннем развитии D. melanogaster. В только что оплодотворенном яйце гранулы
равномерно распределены по половой плазме, через 1.5–3 ч на заднем конце эмбриона формируются полярные поч-
ки, которые потом становятся полярными клетками. В полярных почках половые гранулы располагаются около ядер,
во время образования полярных клеток дополнительно формируются ядерные половые гранулы.

�������
���	
�

������
�
�����

������
�
������

�����
�
������


�����
�
������
 ��

����������� ����

�����
�
������
 ��

����������� ����

�����
�
�����
�
������


Drosophila
melanogaster



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 2  2021

ФОРМИРОВАНИЕ БИОМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОНДЕНСАТОВ 87

Р-ГРАНУЛЫ Caenorhabditis elegans

Половые гранулы C. elegans называют Р-грану-
лами, так как эти гранулы накапливаются в бласто-
мерах, из которых формируются половые клетки
(Р-линия). P-гранулы присутствуют в линии поло-
вых клеток на протяжении всего цикла жизни
червя (рис. 3). Они располагаются на поверхно-
сти ядер предшественников ооцитов, которые
формируют синцитий, но после целлюляризации
постепенно распределяются по цитоплазме. По-
сле оплодотворения Р-гранулы сосредотачивают-
ся на заднем конце клетки, ассиметричное рас-
пределение Р-гранул повторяется в течении по-
следующих четырех клеточных делений, что в
итоге приводит к формированию Р-бластомера,
клетки, ответственной за развитие половой линии
(Seydoux, 2018). Между 2 и 8 клеточной стадии гра-
нулы опять начинают локализоваться на поверх-
ности ядер, причем имеются данные, что на этой
стадии формируется три типа гранул – Р-гранулы,
Z-гранулы и Mutator foci (Wan et al., 2018).

После оплодотворения в зиготе Р-гранулы де-
монстрируют динамичное поведение, они по-
стоянно перемещаются с током цитоплазмы
(Hird et al., 1996). Причем, потоки гранул от пе-
реднего конца к заднему и обратно уравновеше-
ны: по ходу движения от заднего конца к передне-
му Р-гранулы постепенно разбираются, и наоборот

по мере движения материала Р-гранул к заднему
концу конденсируются (Brangwynne et al., 2009).

Р-гранулы гетерогенны по локализации и, ве-
роятно, функциям. Это гетерогенность связана с
присутствием белков с внутренне неупорядочен-
ными доменами разных типов, которые отвечают
за особенности формирования и функциониро-
вания Р-гранул. Так, белки GLH-1, GLH-2, GLH-4,
RDE-12 и DDX-19 содержат FG-повторы, кото-
рые сходны с FG-повторами нуклеопоринов
(Sheth et al., 2010). В синцитии, сформированном
половыми клетками, Р-гранулы связаны с ядром,
непосредственно контактируя при этом с ядер-
ными порами (Pitt et al., 2000). FG-нуклеопорины
образуют барьер в центральном канале ядерной
поры, через который проникают белки и РНК в
ходе ядерного экспорта и импорта (Hayama et al.,
2017; Zilman, 2018). P-гранулы контролируют про-
никновение в цитоплазму половых клеток тран-
скриптов некоторых генов, которые вовлечены в
процессы функционирования соматических кле-
ток, т.е. выступают в качестве регулятора тран-
криптома половых клеток (Knutson et al., 2017).
Кроме того, у С. elegans нуклеопорины необходи-
мы для обеспечения ассоциации Р-гранул с ядер-
ными порами (Updike, Strome, 2009), а гомолог
нуклеопорина позвоночных Nup98 (CeNup98)
локализуется также и в перинуклеарных Р-грану-

Рис. 3. Формирование Р-гранул у C. elegans. P-гранулы располагаются на поверхности ядер в клетках-предшественни-
ках ооцитов, ко времени созревания ооцитов Р-гранулы отделяются от ядер и распределяются по цитоплазме. У одно-
клеточного эмбриона Р-гранулы располагаются в задней части, такая неравномерная локализация сохраняется в по-
следующие деления клеток. Между 2 и 8 клеточной стадии, на момент образования примерно 100 клеток, гранулы
опять начинаю локализоваться на поверхности ядер и на этой стадии формируется три типа гранулы – Р-гранулы,
Z-гранулы и Mutator foci.
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лах синцития линии половых клеток, в которых
CeNup98 связан с транскрипционно репрессиро-
ванной мРНК nos-2 (Voronina, Seydoux, 2010). По-
видимому, экспортируемая мРНК попадает из по-
ры сразу в Р-гранулы, которые накапливают боль-
шие количества мРНК в еще неактивных половых
клетках, и предположительно репрессируют транс-
ляцию этих РНК (Sheth et al., 2010).

Некоторые белки Р-гранул содержат более или
менее протяженные участки, обогащенные по-
творами аргининов и глицинов (RG- или RGG-
мотивы). Аргинины в составе как RG так и RGG
повторов метилируются (Thandapani et al., 2013),
также для них характерна неспецифическая РНК-
связывающая активность (Chong et al., 2018). Такие
повторы есть в белках PGL-1 и PGL-3, а также в
белке LAF-1. Для этих белков показана способ-
ность формировать конденсаты in vitro (Elbaum-
Garfinkle et al., 2015; Saha et al., 2016). PGL-1 и
PGL-3 способны формировать конденсаты бла-
годаря присутствию димеризационного домена, а
RG-повторы необходимы для связывания РНК и
привлечения других белков (Hanazawa et al., 2011).
По-видимому, участки белков, содержащие RG-
и RGG-мотивы, часто вовлечены в формирова-
ние различных биомолекулярных конденсатов.
Так, недавно было показано, что формирование
одного из доменов ядрышка – плотного фибрил-
лярного компонента, зависит от взаимодействий
между собой обогащенных RGG-мотивами N-
терминальных участков фибрилларина (FBL)
(Yao et al., 2019).

Наконец, белки MEG-1, MEG-2, MEG-3 и
MEG-4 содержат длинные неупорядоченные N-
концевые участки, обогащенные серинами (Wang
et al., 2014). MEG-3 способен образовывать кон-
денсаты in vitro (Lee et al., 2020), и, по-видимому,
формирует относительно стабильную часть Р-
гранул, с которой взаимодействуют более дина-
мичные компоненты (Putnam et al., 2019). Благо-
даря наличию неупорядоченных белковых доме-
нов, белок MEG-3 конденсирует мРНК (Lee et al.,
2020). P-гранулы эмбриона удерживают мРНК,
не связанные с рибосомами до момента их дегра-
дации или трансляции в бластомере половой ли-
нии P4.

Закладка передне-задней оси в зиготе C. ele-
gans определяется токами в цитоплазме, индуци-
руемыми сперматозоидом при оплодотворении
(Kimura, Kimura, 2020). Р-гранулы формируются
только в задней части одноклеточного эмбриона
благодаря градиенту белка MEX-5 (Brangwynne
et al., 2009). По-видимому, этот градиент регули-
рует фазовый переход, ведущий к формированию
Р-гранул, через регулирование пула доступных
РНК. В системе in vitro показано, что добавление
РНК к очищенным PGL-3 и MEG-3 снижает кон-
центрацию белка, необходимую для индукции фа-

зового перехода (Saha et al., 2016; Smith et al., 2016).
MEX-5 связывается с молекулами РНК на перед-
нем конце зиготы, таким образом уменьшая пул
молекул РНК, который используется для форми-
рования Р-гранул. На заднем конце клетки отсут-
ствие MEX-5 позволяет MEG-3 и PGL-3 связы-
вать РНК, что облегчает формирование Р-гра-
нул (рис. 3).

БИОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОНДЕНСАТЫ, 
УЧАСТВУЮЩИЕ В ЗАЩИТЕ КЛЕТОК 

ПОЛОВОЙ ЛИНИИ ОТ СТРЕССА
Клетки половой линии потенциально бессмерт-

ны, поэтому защита этих клеток от стресса имеет
особое значение. В ооцитах накапливаются значи-
тельные количества материнских мРНК, многие из
которых остаются нетранслируемыми в течение
длительного времени. Повреждение этих мРНК
может представлять особую опасность для после-
дующего развития зародыша. Одним из распро-
страненных вариантов ответа на клеточный стресс
с целью защиты гамет, является сборка гранул, со-
стоящих из белков и РНК (Schisa, 2019). Индуци-
рованные стрессом гранулы были описаны у позво-
ночных и беспозвоночных, однако их функция
остается в значительной степени неизвестной.

Среди гранул, которые образуются в сомати-
ческих клетках в условиях стресса, выделяют
стресс-гранулы и тельца процессинга (P-тельца)
(Kedersha et al., 2005). Одной из ключевых реак-
ций на стресс является ингибирование трансля-
ции и формирование стресс-гранул, содержащих
консервативные РНК-связывающие белки TIA-1
и TIAR. Стресс-гранулы содержат нетранслируе-
мые мРНК (Khong et al., 2017), и принято считать,
что формирование стресс-гранул позволяет быст-
ро восстановить трансляцию после завершения
стресса (Buchan, Parker, 2009). Р-тельца, по-види-
мому, представляют собой сайты деградации
мРНК (Decker, Parker, 2012), но они также спо-
собны накапливать в себе трансляционно неак-
тивную мРНК (Hubstenberger et al., 2017), защищая
ее от деградации с возможностью быстро активи-
ровать трансляцию. Р-тельца и стресс-гранулы хо-
тя и отличаются по составу и свойствам, но имеют
отдельные общие компоненты (Ivanov et al., 2019).

Несколько компонентов P-телец участвуют в
локализации мРНК osk и трансляционной ре-
прессии (Fan et al., 2011). Белок Cup трансляци-
онно репрессирует мРНК osk у D. melanogaster и
играет важную роль в поддержании ее стабильно-
сти. В отсутствии Сup компоненты комплекса
Oskar не локализуются в развивающемся ооците
(Broyer et al., 2017). Локализация мРНК osk на зад-
нем полюсе ооцита дрозофилы особенно важна
для эмбрионального развития, поскольку она иг-
рает важную роль для формирования будущей по-
ловой линии.
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Белок DAZL является важным регулятором
развития половых клеток (Rosario et al., 2019), он
вовлечен в активацию трансляции мРНК при со-
зревании ооцитов и раннем эмбриональном раз-
витии (Chen et al., 2011). В отсутствии белка DAZL
мыши стерильны и не формируют половые клетки
(Lin, Page, 2005). В половых клетках самцов мышей
DAZL необходим для формирования стресс-гра-
нул, влияющих на выживание половых клеток при
тепловом стрессе (Kim et al., 2012).

Белок стресс-гранул TIAR-1 изучался в ооци-
тах С. elegans при различных стрессовых условиях
и, по-видимому, защищает зародышевую линию
от неблагоприятного действия теплового шока. У
червей с мутациями в белке TIAR-1 было значи-
тельное снижение фертильности (Huelgas-Morales
et al., 2016). У эмбрионов С. elegans окислительный
стресс, голодание и солевой стресс вызывают пере-
мещение убиквитина, протеасом и белка TIAR-2 в
отдельные области, называемые ядерными грану-
лами, вызванными стрессом (stress induced nuclear
granules, SING) (Sampuda et al., 2017). У эмбрионов,
содержащих SING прекращается деление клеток.

Интересно, но формирование телец, содержа-
щих мРНК может происходить не только как ре-
зультат реакции клетки на стресс, но и в нормаль-
ных условиях. Недавно были обнаружены новые
рибонуклеопротеиновые гранулы в цитоплазме
ооцитов Xenopus laevis, которые были названы
L-тельцами (Neil et al., 2020). L-тельца содержат
мРНК, которые накапливаются в цитоплазме
ооцитов в ходе созревания. Протеом L-телец более
чем на две трети состоит из белков, которые явля-

ются компонентами ранее описанных цитоплаз-
матических гранул, в том числе стресс-гранулы,
P-телец, половых гранул, но остальная часть бел-
ков является уникальной для этих органелл. По-
видимому, молекулы мРНК в L-тельцах выпол-
няют структурную (архитектурную) функцию. В
ооцитах упаковка материнских мРНК в стабиль-
ные гранулы, такие как L-тельца, может быть
важным механизмом для подавления трансляции
в течение длительных периодов времени (Neil
et al., 2020). Также важно отметить, что формиро-
вание описанных выше органелл, содержащих
мРНК, может являться крайней формой обособле-
ния молекул в цитоплазме. Накопление отдельных
мРНК может происходить и отдельно от каких-ли-
бо органелл, причем этот процесс сопряжен с
трансляцией (Samacoits et al., 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В этом обзоре мы сосредоточились на наибо-
лее изученном случае регуляции эмбриогенеза с
помощью безмембранных структур (половых гра-
нул), однако приведенный материал не исчерпы-
вает случаи регуляции эмбриогенеза и дифферен-
цировок биомолекулярных конденсатов. Так, на-
пример, ядерные тельца вовлечены в процесс
перехода от материнского к зиготическому типу
экспрессии генов (материнско-зиготический пе-
реход) (Arias Escayola, Neugebauer, 2018). Скорее
всего, мы находимся в самом начале изучения ро-
ли биомолекулярных конденсатов в регуляции
процессов эмбриогенеза и дифференцировки. С

Рис. 4. Регуляция формирования Р-гранул у C. elegans путем конкурентного связывания с РНК белков Р-гранул и бел-
ка MEX5. Разделение фаз в передней части эмбриона C. elegans подавляется за счет присутствия там белка MEX5, вза-
имодействующего с молекулами РНК. В задней части эмбриона белок MEG связывается с РНК в результате чего, по-
видимому, происходит сборка P-гранул за счет разделения фаз. Белки PGL формируют жидкую фазу вокруг которой
конденсируются белки MEG, имеющие более плотную структуру, похожую на гель.
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чем же связана столь важная роль именно этого
типа органелл?

Как уже упоминалось выше, формирование
биомолекулярных конденсатов происходит путем
самоорганизации. Еще в ранних работах по изу-
чению механизмов самоорганизации было отме-
чено, что такой способ позволяет добиваться
большой гибкости в структуре и составе (а значит
и функции) органелл, позволяет гибко реагиро-
вать на изменения в составе клетки и вокруг нее
(Misteli, 2001). Это особенность ярко проявляет-
ся, например, в изменениях структуры Р-гранул в
ходе гаметогенеза и раннего развития C. elegans
(рис. 3). Однако не менее важным является и то,
что формирование крупных конденсатов позволя-
ет регулировать целые комплексы макромолекул.
Причем, эти комплексы могут быть легко переме-
щены в определенные части клетки, что особенно
важно для процессов раннего эмбриогенеза, когда
происходит пространственная дифференцировка
зародыша. Также обращает внимание, что высокая
пластичность биомолекулярных конденсатов при-
водит к возможности формировать на единой ос-
нове очень разные структуры. Половые гранулы
имеют много общего с образующимися при стрес-
се стресс-гранулами и Р-тельцами. Обе группы
структур накапливают мРНК, однако это пресле-
дует принципиально разные цели – адаптация
клетки к стрессу и обеспечения раннего эмбрио-
генеза. Т.е. на одной основе могут формироваться
разные типы структур, которые могут выполнять
функции специфические для определенных эта-
пов развития.

Таким образом, изучение механизмов биоге-
неза биомолекулярных конденсатов уже сейчас
позволяет на новом уровне взглянуть на роль кле-
точных механизмов в регуляции онтогенетических
процессов. Невероятная гибкость, обеспечивае-
мая основным механизмом формирования – раз-
делением фаз на границе жидкость-жидкость – иг-
рает важную роль в обеспечение гибкости процес-
сов эмбриогенеза.
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Morphogenetic processes during ontogenesis are determined by the changes in structure and functions of the em-
bryonic cells. The cellular reorganization is driven by membraneless organelles. These structures, which is called
biomolecular condensates, form in the nucleus or in the cytoplasm due to the phenomenon of liquid-liquid phase
separation. The plasticity of biomolecular condensates and their dynamic nature make it possible to quickly change
the cellular organization, thus leading to the changes of the cells’ fate during the embryogenesis. In this review, we
discuss the relationship between the versatility of the cellular organization and the course of the early embryogen-
esis with the focus on the one type of the biomolecular condensates, namely the germ granules.
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В статье изложены результаты анализа имеющихся данных по размножению растений класса Pin-
opsida (половая репродукция и бесполая – апомиксис). Рассмотрены возможности реализациии
апомиксиса у хвойных. Этот способ бесполого размножения проявляется при нарушении формиро-
вания семян. Особым типом репродукции у хвойных является соматический эмбриогенез в культуре
in vitro. Показано, что переход соматических клеток к тотипотентному и эмбриогенному состоянию
у хвойных происходит на морфогенетическом, физиолого-биохимическом и молекулярно-генети-
ческом уровнях. Установлена общность морфогенетических процессов, лежащих в основе сомати-
ческого и зиготического эмбриогенеза. Рассматривается место соматического эмбриогенеза в
системе репродукции хвойных.

Ключевые слова: репродукция, апомиксис, соматический эмбриогенез, хвойные
DOI: 10.31857/S0475145021020087

ВВЕДЕНИЕ
Растения демонстрируют высокую пластич-

ность и индивидуальную изменчивость способов
репродукции: у них наблюдается как половое раз-
множение, так и бесполое – апомиксис. У расте-
ний отдела Pinophyta (класс Pinopsida) имеется не-
сколько форм апомиксиса: развитие асексуального
зародыша, полиэмбриония и кливаж. У голосемен-
ных растений, особенно видов семейства Pinaceae,
ярко проявляется так называемая “кливажная по-
лиэмбриония” (cleavage polyembryony), при кото-
рой сформированный из зиготы эмбрион разделя-
ется на четыре зародыша (Singh, 1978; Третьякова,
1990).

Особым типом репродукции у данного класса
растений является соматический эмбриогенез, от-
крытый у Picea abies в 1985 году в культуре in vitro
(Hakman et al., 1985). Переход соматических кле-
ток к тотипотентному и эмбриогенному состоя-
нию у хвойных в настоящее время активно изуча-
ется на морфогенетическом, физиолого-биохими-
ческом и молекулярно-генетическом уровнях (von
Aderkas et al., 1991; Tretyakova et al., 2019; Peng et al.,
2020). Показана общность морфогенетических
процессов, лежащих в основе зиготического и со-

матического эмбриогенеза хвойных (von Aderkas
et al., 1991; Tretyakova, Park, 2018). Репродуктивная
система Coniferous, также, как и других живых орга-
низмов, направлена на выживание видов и способ-
ность их оставлять потомство.

В данной статье проводится анализ законо-
мерностей половой репродукции хвойных и воз-
можность реализации различных форм апомиксиса
у данного класса растений (в сравнении с известны-
ми формами апомиксиса у цветковых растений), а
также рассматривается место соматического эм-
бриогенеза в системе репродукции растений.

ПОЛОВАЯ РЕПРОДУКЦИЯ
Половая репродукция лежит в основе размно-

жения хвойных также, как и значительного боль-
шинства эукариот. Несмотря на разную продолжи-
тельность генеративного цикла у видов хвойных,
развитие репродуктивных структур у данного клас-
са растений идет однообразно на морфологиче-
ском уровне (Singh, 1978). В год, предшествующий
опылению, происходит заложение флоральных
меристем. Весной следующего года идут процес-
сы микро- и мегаспорогенеза, формирование га-
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ОБЗОРЫ



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 2  2021

РЕПРОДУКТИВНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ ХВОЙНЫХ 95

метофитов, затем оплодотворение и эмбриогенез,
завершающийся развитием зрелых семян. У Pinus
от опыления до оплодотворения проходит 1 год, у
Abies, Larix, Picea 30–40 дней (Третьякова, 1990).
Ход эмбрионального развития обусловлен видовой
спецификой, внутренними свойствами организма
(физиолого-биохимическими и молекулярно-гене-
тическими), а также находится под влиянием внеш-
ней среды. Кульминационными моментами в про-
цессе развития генеративных структур у хвойных,
также как у других растений, являются процессы
опыления и оплодотворения. Опыление стимули-
рует развитие семяпочки, а процесс сингамии –
развитие зародыша. У хвойных в период опыле-
ния гаплоидные клетки мужского гаметофита
вступают в контакт с тканями диплоидного спо-
рофита – нуцеллуса. Однако в этот период жен-
ский и мужской гаметофиты у большинства хвой-
ных, относящихся к представителям Abies, Larix,
Picea и Pinus развиваются автономно. В их семя-
почках может происходить мегаспорогенез и да-
же начальные этапы развития женского гамето-
фита (Третьякова, 1990). Успешное дальнейшее
развитие многоядерного женского гаметофита у
данных видов наблюдается только при прораста-
нии пыльцы в ткань нуцеллуса. Тесная связь меж-
ду опылением семяпочек и развитием женского
гаметофита отмечена у Pinus sylvestris. У предста-
вителей данного вида процесс мегаспорогенеза и
развития женского гаметофита происходит толь-
ко после опыления семяпочек первого года раз-
вития (через 7–10 дней после опыления). В семя-
почках, в которых прорастание пыльцы не идет,
женский гаметофит не развивается, и семяпочки
деградируют (Третьякова, 1990). Выявлено, что в
неопыленных семяпочках сосны обыкновенной
разрастаются клетки тапетума, прилегающие к
мегаспоре. Разрастающийся тапетум сдавливает
мегаспороцит, что приводит к его гибели (Sarvas,
1962). Р. Сарвас (Sarvas, 1962) не исключал воз-
можность конкуренции пыльцевых трубок при
прорастании их в ткань нуцеллуса. Любое несоот-
ветствие в ритмах и фазах развития мужских и
женских генеративных структур приводит к сбою
и возможной остановке эмбрионального разви-
тия. Следовательно, микро- и мегагаметофиты
должны распознавать друг друга, а это не всегда
происходит в случае межвидовой гибридизации.
Именно в эти периоды проявляются процессы
несовместимости, наблюдаемые при контроли-
руемом опылении и особенно межвидовой ги-
бридизации у хвойных (Sarvas, 1962; Tretyakova,
Lukina, 2017). Спорофитная ткань нуцеллуса дли-
тельное время разделяет мужской и женский га-
метофиты: у Abies, Larix, Picea около 40 дней, у Pi-
nus – около года, т.е. тесного контакта между гаме-
тофитами за этот период не происходит. Только в
период созревания архегониев (за 7–10 дней до

оплодотворения) происходит вторичный рост
пыльцевых трубок и оплодотворение яйцеклеток.

Зиготический эмбриогенез хвойных может
быть разделен на три основные фазы: проэмбрио-
генез, ранний эмбриогенез и поздний эмбриоге-
нез (Singh, 1978). Проэмбриогенез (proembryogeny)
включает все стадии развития проэмбрио до удли-
нения суспензора, ранний эмбриогенез – включа-
ет стадии после удлинения суспензора и до зало-
жения меристемы корня, поздний эмбриогенез –
начинается от заложения меристем корня и побега
и включает все последующие события до форми-
рования зрелого зародыша с хорошо развитыми
семядолями (Singh, 1978).

У хвойных растений возможны множествен-
ные пути реализации их репродуктивного потен-
циала: полиархегониальность, полиэмбриония и
кливаж, а также асексуальное возникновение за-
родыша. У видов семейства Pinaceae образуется
от двух до четырех архегониев, в которых развива-
ются зрелые яйцеклетки. Оплодотворение всех
яйцеклеток в пределах семязачатка приводит к
возникновению простой (simple) или архегони-
альной (archegonial) полиэмбриониии (Singh,
1978). Наряду с простой полиэмбрионией у видов
Pinaceae и особенно рода Рinus, характерно про-
явление кливажной полиэмбрионии (Buchholz,
Dogra, 1967). Кливажная полиэмбриония (cleav-
age polyembryony) – это регулярный и организо-
ванный феномен. В результате кливажа в корро-
зийной полости мегагаметофита происходит рас-
щепление инициалей каждого эмбрио на четыре
самостоятельные идентичные единицы (четыре
зародыша). Таким образом, в результате простой
и кливажной полиэмбрионии у видов семейства
Рinaceae в одном мегагаметофите может разви-
ваться до 16 зародышей, полученных от разных
опылителей (Третьякова, 1990).

На любом этапе репродуктивного цикла хвой-
ных могут произойти нарушения в эмбриональ-
ном процессе. Прежде всего, к нарушению поло-
вой репродукции и развитию стерильности приво-
дит отсутствие опыления семяпочек или опыление
их нежизнеспособной пыльцой. К развитию сте-
рильности пыльцы приводят, как правило, засуха
в период заложения флоральных меристем, про-
должительные теплые осени и оттепели в зимний
период, заморозки при прохождении мейоза и
дождливая погода в период лета пыльцы (Noskova
et al., 2009). Кроме того, встречаются отдельные
деревья, которые продуцируют стерильную пыль-
цу или имеют нарушения в процессе мегаспоро-
генеза, в результате которого женский гаметофит
не развивается (Третьякова, 1990). Деградацион-
ные процессы часто развиваются в семяпочках
второго года у Pinus sylvestris, в период, когда тес-
ного взаимодействия между гаметофитами нет.
Однако именно в этот период происходит образо-
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вание клеточного мегагаметофита и архегониев и
стремительное увеличение размеров женского га-
метофита (в 6–7 раз) (Третьякова, 1990). Такая
интенсификация роста сопровождается усилением
обменных процессов в семяпочке и зародышевом
мешке, в первую очередь трофических и гормо-
нальных (Минина, Ларионова, 1989). Вероятно,
при такой напряженности ростовых и физиологи-
ческих процессов в мегагаметофите воздействие
неблагоприятых факторов среды могут привести к
ослабленности женского гаметофита и развитию
пустых семян (Третьякова, 1990). Особенно ярко
деградационные процессы проявляются в пред-
сингамный период, когда нарушается синхрон-
ность развития гаметофитов. Развитие женского
гаметофита может остановиться на стадии сво-
бодноядерного гаметофита или вакуолизирован-
ных архегониев. Мегагаметофит разрушается и
формируются пустые семена (Третьякова, 1990).
Такое явление наблюдалось у уникальных дере-
вьев Рinus sibirica с однолетним репродуктивным
циклом (Третьякова, 1990; Tretyakova, Lukina, 2016)
и межвидовой гибридизации Р sibirica × P. armandii,
P. parviflora, P. strobus, P. wallichiana, P. hokkaidens,
P. cembra (Tretyakova, Lukina, 2016).

Согласно Koski (1973), пустые семена у Pinus
sуilvestris и Рicea abies могут служить индикатором
проявления летальных аллелей, действующих на
стадии эмбриогенеза. Пустые семена могут быть
своеобразным свидетельством наличия генетиче-
ского груза при перекрестном опылении и осо-
бенно самоопылении. При самоопылении опло-
дотворение обычно происходит (Orr-Owing, 1957;
Sarvas, 1962; Hagman, Mikkola, 1963; Koski, 1973;
Tretyakova et al., 2014). Однако развитие прекра-
щается в период формирования инбридинговых
зародышей, что и приводит к пустосемянности. У
хвойных нет механизма, который бы ингибировал
самооплодотворение (Koski, 1973). Не опровергая
мнения указанных выше авторов о возможности
проявления пустосемянности у хвойных, следует
отметить, что деструктивные процессы, ведущие к
развитию пустых семян происходят раньше (до по-
явления архегониев). К моменту оплодотворения
клетки мегагаметофита оказываются уже сфор-
мированными, физиологически активными и не
имеют никаких признаков деградации. В данном
случае развиваются семяна без зародыша. После-
довательность процессов развития такой катего-
рии семян можно проследить на примере разви-
тия генеративных структур особей у Pinus sibirica с
однолетним циклом развития (Третьякова, 1990).
У данных особей зародышевый канал формирует-
ся при отсутствии зародыша. Клетки мегагамето-
фита сохраняют свою активность, а образование
зародышевого канала детерминировано и проис-
ходит в период созревания яйцеклетки. Принято
считать, что образование коррозийной полости в
мегагаметофите происходит в результате продви-

жения эмбрио в зародышевом канале. Эмбрио пи-
тается за счет клеток центральной части мегагаме-
тофита, и таким образом формируется зародыше-
вый канал (Singh, 1978). Отсутствие эмбрио и
сформированный зародышевый канал в семяпоч-
ках Pinus sibirica с однолетним циклом развития
позволяют по-новому оценить характер взаимоот-
ношений между мегагаметофитом и зародышем
при эмбриогенезе (Tretyakova, 1992). Вероятно, у
Pinus действие летальных аллелей, ведущее к пусто-
семянности, проявляется на более ранних этапах,
до сингамии. Нарушения, возникающие в период
оплодотворения и эмбриогенеза, как правило, ве-
дут к развитию семян без зародыша, но и не ис-
ключено развитие только покровов семян.

На основании цитоэмбриологического анализа
Pinus sibirica, можно предположить, что категория
стерильности семян зависит от стадии дегенерации
женского гаметофита (Третьякова, 1990). Останов-
ка развития эмбриональных структур в семяпочке
приведет к нарушению полового процесса и воз-
никновению бесполого воспроизведения – апо-
миксиса.

АПОМИКСИС ЦВЕТКОВЫХ РАСТЕНИЙ

В качестве адаптации к воздействию неблаго-
приятных факторов среды и для сохранения фер-
тильности у многих видов цветковых растений
(более 400 видов, относящихся к 40 семействам) в
ходе эволюции возникли различные типы беспо-
лого воспроизведения (Батыгина, 1999; von Ar-
nold et al., 2002; Brukhin, 2017а, 2017б). Одним из
них и следует считать апомиксис. В широком
смысле к апомиксису относят и вегетативное раз-
множение (вивипарию), в узком – агамоспермию –
образование семян с зародышем при отсутствии
оплодотворения (Winkler, 1934). Таким образом,
апомиксис можно разделить на два типа “агамо-
спермию” и “вегетативный апомиксис” (Stebbins,
1941; Gustafsson, 1947; Grant, 1981). К типу агамо-
спермии относят и спорофитную – адвентивную
эмбрионию (нуцеллярную и интегументальную,
Naumova, 1993). По мнению Т.Б. Батыгиной
(Batygina, 2012), соматические зародыши, обра-
зующиеся при “адвентивной эмбрионии”, нель-
зя рассматривать как варианты апомиксиса (“семен-
ного апомиксиса”, по Nogler, 1984). Эти зародыши
имеют разный механизм развития (гомофазная и
гетерофазная репродукция соответственно).

Многообразие и недостаточная изученность
типов апомиксиса привели к путанице термино-
логии (Хохлов, 1967; Поддубная-Арнольди, 1976;
Петров, 1979; Батыгина, 2000).

Одни ученые определяют апомиксис так же
широко, как Winkler (Fagerlind, 1940; Gustafsson,
1947; Петров, 1979), другие относят к апомиксису
только агамоспермию – размножение посред-
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ством семян с зародышем, возникшим без опло-
дотворения (Asker, 1981; Поддубная-Арнольди,
1976; Хохлов, 1967) или только гаметофитный
апомиксис, исключая адвентивную эмбрионию
(Battaglia, 1963; Batygina, 2012).

Ряд авторов предлагают использовать равно-
значно термины апомиксис и агамоспермию, раз-
деляя последнюю на гаметофитный апомиксис и
адвентивную эмбрионию (Asker, 1981; Grant, 1981;
Nogler, 1994; Batygina, 2012).

Выделение типов апомиксиса проводилась та-
кими учеными, как Winkler, (1934), Gustafsson
(1947), Mahesshwari (1950), Bataglia (1963), Хохлов
(1967), Поддубная-Арнольди (1976), Петров
(1979), Naumova (1993), Батыгина (2000) и др.

Оригинальная классификация типов апомик-
сиса была разработана С.С. Хохловым (1967). Ав-
тор считал апомиксис результатом изменений,
происходящих на разных этапах полового про-
цесса. Все случаи таких нарушений, приводящих
к апомиксису, он относит к четырем следующим
типам:

1. Апоспория – отсутствие (выпадение) споро-
генеза, как следствие нарушения мейоза. Зароды-
шевый мешок развивается из археспория с нере-
дуцированным числом хромосом;

2. Апоархеспория – отсутствие археспорогене-
за и спорогенеза. Зародышевой мешок развивает-
ся из вегетативных клеток нуцеллуса с нередуци-
рованным числом хромосом;

3. Апозиготия – отсутствие оплодотворения,
зародышевой мешок развивается из неоплодо-
творенной яйцеклетки (редуцированный парте-
ногенез);

4. Апогаметия – зародышевый мешок развива-
ется не из яйцеклетки, а из синергид или антипод
(редуцированный партеногенез).

Таким образом, зародыш может образовывать-
ся из самых разнообразных клеток и тканей. По
мнению Петрова (1988), апомиксис можно рас-
сматривать, как бесполое размножение, к которо-
му относятся формы, сохраняющие связь с образо-
ванием семян. Агамосперное растение производит
семена, в которых зародыши развиваются исклю-
чительно бесполым путем.

С.С. Хохлов (1970а, 1970б) рассматривал рас-
пространенность апомиксиса в связи с основным
эволюционным трендом растений – уменьшение
роли гаметофита и повышение роли спорофита. По
его мнению, происходит последовательное упро-
щение эмбриогенеза и роли гаметофита, между тем
как развитие спорофита усиливается. Гаплоидная
фаза как бы постепенно вытесняется диплоидной.
Если у мхов гаплоидное поколение доминирует, то
у папоротников спорофит (бесполоое поколение)
является доминирующй фазой в жизненном цик-
ле. Гаметофит у папоротников развивается внут-

ри спорофита: происходит образование антери-
диев и архегониев, осуществляется оплодотворе-
ние (Takhtajan, 1997). У голосеменных гаметофит,
находясь в очень редуцированном состоянии,
развивается в полной зависимости от спорофита.
В то же время эндосперм (мегагаметофит), явля-
ющийся составной частью гаметофита голосе-
менных, остается жизнеспособным и сохраняет-
ся после оплодотворения, питая развивающееся
новое поколение спорофита. На самой высшей
ступени эволюции у покрытосеменных трипло-
идный эндосперм возникает в результате акта
оплодотворения. Основные его функции ограни-
чиваются участием в репродуктивных процессах
(Хохлов, 1949а, 1949б).

По мнению С.С. Хохлова, независимое появ-
ление апомиктов в разных филогенетических
группах, фенотипическая пластичность заставля-
ют признать за ними эволюционную перспектив-
ность. (Хохлов, 1949а, 1949б). Термин апомиксис
понимается в широком и узком значении бесполо-
го воспроизведения, как синоним агамоспермии
или бесполосемянности. В широком смысле –
подразумевается распространение его на все вто-
рично-бесполые формы воспроизведения (Хох-
лов, 1967). Кроме того, имеется мнение, что апо-
миксис у таксонов эволюционизировал независи-
мо от половых предковых форм (Hand et al., 2015).
Апомиксис рассматривается, как вариация поло-
вого размножения, при котором определенные
этапы полового развития утрачены, изменены и
десинхронизированы (Cossniklaus et al., 2003).

Бесполая репродукция хорошо продемонстри-
рована у цитрусовых (Citrus) (Naumova, 1993). У
последних из клеток нуцеллуса и интегумента
могут массово развиваться соматические заро-
дыши (до 80 и более) (Ranganath, 2004). Вероят-
но, в нуцеллярной ткани сосредоточены тотипо-
тентные клетки, обеспечивающие образование
потомства. Таким образом, в пределах семяпоч-
ки любая соматическая клетка может привести к
бесполому воспроизведению и дать начало ново-
му организму. Отсюда возник термин “бесполо-
вое семенное размножение”, как синоним апо-
миксиса (Минина, Ларионова, 1979). Однако,
если размножение бесполое, то, следовательно,
допустимо его принимать как вегетативное. Об
этом свидетельствует факты образования зароды-
ша из соматической ткани, какой, например, яв-
ляется ткань нуцеллуса цитрусовых или в процес-
се соматического эмбриогенеза в культуре in vitro.
Согласно концепции Nogler (1994), к апомиксису
можно отнести не только интегументальную эм-
брионию, но и монозиготическую кливажную
эмбрионию (образование однояйцевых близне-
цов – двойней, тройней и т.д., из соматических
клеток полового зародыша). Т.Н. Наумова также
рассматривала адвентивную эмбрионию в каче-



98

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 2  2021

ТРЕТЬЯКОВА, МИНЕЕВ

стве формы апомиксиса, но исключала из него
кливажную полиэмбрионию (Naumova, 1993).

При изучении механизма перехода растений на
путь апомиксиса привлекаются молекулярно-гене-
тические исследования. Выявлены гены и локусы,
влияющие на мегаспорогенез, мегагаметогенез, эм-
бриогенез и партеногенез в результате экспрессии
которых происходит изменения в половом процессе
и индукциия апомиксиса (Brukhin, 2017а, 2017b).

Таким образом, в литературе нет единого мне-
ния о понятии апомиксиса у растений. Большин-
ство авторов используют термин апомиксис в узком
смысле (гаметофитный апомиксис) или несколько
шире (гаметофитный апомиксис + адвентивная
(нуцеллярная и интегументальая) полиэмбриония).

Т.Б. Батыгиной в качестве новой категории ве-
гетативного размножения растений было введено
понятие “эмбриоидогения”. Это один из типов
гомофазной репродукции цветковых растений ex
situ, in vivo и in vitro. Элементарной структурной
единицей является эмбриоид – новый индивиду-
ум, формирующийся в семени или на вегетатив-
ных органах асексуально. Эмбриоид имеет бипо-
лярную организацию с апексами побега и корня и
новой полярной осью, так же, как у полового за-
родыша. Для эмбриоида, как и для зародыша, ха-
рактерно образование собственной оси, соединя-
ющей полярно формирующиеся апексы побега и
корня. Как правило, он не имеет общей аваску-
лярной системы с материнским организмом (за-
крытый радикулярный полюс) (Батыгина, 2000).
При выделении эмбриоидогении в особый тип
репродукции и размножения использовались два
критерия: онтогенетический и морфологиче-
ский. Кроме того, в зависимости от происхожде-
ния и положения соматических зародышей на
материнском растении, были выделены две ос-
новные формы “эмбриоидогении”: репродуктив-
ная, или флоральная (образование проэмбрио в
цветке и семени), и вегетативная (формирование
адвентивных зародышей на листьях, побегах и
корнях) (Батыгина, Васильева, 2002; Митрофа-
нова, 2009). При гаметофитном апомиксисе и ад-
вентивной эмбрионии, а также монозиготиче-
ской кливажной эмбрионии (Maheschwari, 1950)
происходит клонирование материнского орга-
низма и образование матроклинного потомства
(Brukhin, 2017а, 2017b). Этот феномен, как будет по-
казано далее, четко проявляется в культуре in vitro.

ВОЗМОЖНОСТЬ АПОМИКСИСА
У ХВОЙНЫХ

Признаки проявления апомиксиса были обна-
ружены у голосеменных растений. Эти признаки
связаны с нарушением полового процесса (Ми-
нина, Ларионова, 1979). Образование семян с за-
родышем без оплодотворения было обнаружено у

Pinus pinaster (Saxton, 1909), Pinus nigra, Pinus wal-
lichiana (Mehra, Dogra, 1975), Pseugotsuga menziesii
(Orr-Ewing, 1957). В семяпочках Pinus pinaster
ядро яйцеклетки начинает делиться раньше, чем
ядро спермия достигнет архегония (Saxton, 1909).
Явление, близкое к апомиксису, было обнаруже-
но у Abies pindrow, у которой происходило слияние
ядра брюшной канальцевой клетки с ядром яйце-
клетки (Dogra, 1966).

Курдиани (2014) обнаружил довольно распро-
страненное явление – образование семян с зароды-
шем без оплодотворения у лиственных и хвойных
древесных видов. Этот феномен был назван им
“партеноспермия”. Описанные явления встреча-
лись у Pinus elliottii, Pinus taeda, Pinus paluster, Pinus
virgiana, Pinus echinata, произрастающих на север-
ных участках штата Северная Каролина (McLem-
ore, 1975), и Pinus sibirica и Pinus sylvestris в Сибири
(Третьякова, 1990). Образование семян с зароды-
шами в условиях, исключающих оплодотворе-
ние, было отмечено у Pseugotsuga menziesii при
изоляции женских шишек. (Orr-Ewing, 1957). Для
Pseugotsuga menziesii характерна ярко выраженная
самостерильность и тенденция к агамоспермии
(апомиксису). Имеются данные об образовании
семян с зародышем в отсутствии мужских шишек
у растений класса цикадовых, гинкго, пихты
бальзамической (Hutchinson, 1915; Chamberlain,
1935).

Необычная форма апомиксиса была обнару-
жена у Cupressus dupreziana в Северной Африке
(Pichot et al., 2008). Этот реликтовый кипарис на-
считывал всего 231 дерево. При опылении C. dupre-
ziana пыльцой С. semperyirens гибридные зародыши
оказались диплоидными. Измерение содержания
ДНК в пыльцевых зернах обоих видов показало,
что пыльца C. dupreziana была диплоидной, в то
время как пыльца C. semperyirens гаплоидной. В
диплоидном потомстве C. dupreziana были выявле-
ны только отцовские варианты. Эти данные были
подтвержены анализом ДНК. Авторы заключили,
что в данном случае имеет место уникальное явле-
ние “мужской апомиксис”. При опылении С. dupr-
ziana пыльцой С. sempervirens были получены гап-
лоидные растения. Это позволило Пихоту с колле-
гами сделать вывод об отсутствии функциональных
яйцеклеток у материнских деревьев C. dupreziana.
На основании генетического анализа было сделано
заключение об андрогенном бесполом типе раз-
множения C. dupreziana. Данные Пихота с соавто-
рами (Pichot et al., 2008) показывают, что апомик-
сис препятствует инбридингу и способствует вы-
живанию кипариса. Не исключено, что апомиксис
обнаруженный у данного вида может наблюдаться
и у других видов хвойных.

Е.Г. Минина высказала предположение о том,
что возникновение апомиксиса у хвойных может
происходить при нарушениях в процессе нормаль-
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ного семеношения дерева, особенно часто наблю-
даемого у гетерозисных форм (Минина, Ларионо-
ва, 1979). Такие формы деревьев у Pinus sibirica ред-
ко, но систематически встречаются в Западном
Саяне. Женские шишки и семена их развиваются
по однолетнему циклу (вместо двулетнего) и ха-
рактеризуются высоким физиолого-биохимиче-
ским потенциалом вегетативных и генеративных
органов, что проявляется в повышении углеводно-
го, аминокислотного и гормонального обмена. Ци-
тоэмбриологические исследования особей сосны
сибирской с однолетним репродуктивным циклом
показали, что формирование начальных этапов
формирования гаметофитов у данных особей шло
также как у типичных особей. Однако через один
месяц после опыления у аномальных особей рез-
ко возросла активность женского гаметофита, че-
рез 2 мес. появились архегонии и формировались
яйцеклетки. Однако оплодотворение яйцеклетки
не происходило из-за отсутствия вторичного ро-
ста пыльцевых трубок или их медленного роста
по направлению к архегониям. В этот период на-
блюдалось деление ядра яйцеклетки (Третьякова,
1990). Иногда шло образование проэмбрио, но за-
родыши у особей Pinus sibirica с однолетним репро-
дуктивным циклом не образовывались. Признаки
апомиксиса были обнаружены и при нарушении
семеношения дерева у Pinus sylvestris, произрастаю-
щей в условиях экологического стресса (Третьяко-
ва, 1990). Деление в неоплодотворенных яйце-
клетках сосны сибирской заслуживает особого
внимания. Это явление говорит о возможности
проявления начального этапа одного из разно-
видностей апомиксиса – партеногенеза. В дан-
ном случае проявляется гиногенез, при котором
мужские гаметы приближаются к яйцеклетке,
возможно, активируют ее морфогенез, но в даль-
нейшем развитии не участвуют. Следовательно, в
семяпочках Pinus sibirica с однолетним циклом
развития партеногенетическое развитие не реа-
лизуется. Согласно терминологии Т.Б. Батыги-
ной (2000), у таких особей происходит абортив-
ный партеногенез.

По мнению Хохлова (1967, 1970а, 1970б) и
Е.Г. Мининой и Н.А. Ларионовой (1979) апомик-
сис свойственен эволюционно продвинутым так-
сонам. Мы предполагаем, что деление неоплодо-
творенной яйцеклетки и значительное ускорение
репродуктивного цикла у описанных выше форм
Pinus sibirica являются признаками, свидетель-
ствующими о эволюционной продвинутости кед-
ров – акселератов (Tretyakova, Lukina, 2017). В
пользу последнего предположения свидетель-
ствует ряд отличий в прохождении эмбриональ-
ного цикла у Pinus sibirica, связанных с акселера-
цией развития генеративных структур у данного
вида по сравнению с другими соснами. Первое из
них проявляется в период формирования жен-
ского гаметофита при опылении семяпочек. В пе-

риод опыления женский гаметофит у сосны си-
бирской находится в свободноядерной стадии раз-
вития, в то время как у других сосен ценоцитная
стадия формирующегося женского гаметофита
осуществляется только после опыления (Третья-
кова, 1990). Обычно по такому же пути идет разви-
тие семяпочек у хвойных с однолетним циклом ге-
неративного развития (Larix, Picea, Abies). Второе
отличие эмбрионального развития связано с аксе-
лерацией развития мужского гаметофита. Муж-
ской гаметофит сосны сибирской в год опыления
развивается до трехклеточной структуры, т.е.
проходит четвертый митоз из пяти, в то время как
у других видов сосен развитие мужского гамето-
фита идет только до двух-клеточной структуры
(четвертый и пятый митоз идут в семяпочках вто-
рого года развития). Таким образом, семяпочки
Pinus sibirica отличаются признаками продвину-
тости среди сосен. Об этом же свидетельствует и
появление форм-акселератов у сосны сибирской,
у которой наблюдается прохождение эмбрио-
нального цикла за один вегетационный период,
вместо двух и, наконец, факты деления ядра яй-
цеклетки, свидетельствующие о том, что семя-
почки Pinus sibirica могут развиваться по пути
апомиксиса, на что указывали Е.Г. Минина и
Н.А. Ларионова (1979). В целом, аномальные
формы сосны сибирской с ускоренным циклом
развития являются ценным материалом для биоло-
гических и селекционно-генетических исследова-
ний. Появление форм с однолетним репродуктив-
ным циклом развития у Pinus sibirica представляют
большой интерес для изучения эволюции хвойных.

Как указывалось выше, для эмбриогенеза ви-
дов хвойных характерно наличие полиэмбрио-
нии. При этом особого внимания заслуживает
кливажная полиэмбриония. Типы кливажной по-
лиэмбрионии у голосеменных были описаны
Х. Сингом (Singh, 1978), и нами у представителей
семейства Pinaceae (Tret’yakova, Park, 2018). Со-
гласно Ноглер (Nogler, 1984, 1994), у растений
имеет место проявление монозиготической кли-
важной полиэмбрионии, которую он относит к
апомиксису. У видов семейства Pinaceae один зи-
готический зародыш в результате кливажа рас-
щепляется на четыре самостоятельных идентич-
ных эмбриона. Возникновение таких зародышей
происходит уже не половым путем. Следовательно,
у голосеменных растений зародыши могут форми-
роваться не только половым способом (амфимик-
сисом), но и бесполым (апомиксисом). Кливаж-
ная полиэмбриония у видов семейства Pinaceae
успешно воспроизводится in vitro.

В литературе приводится описание опытов по
индукции апомиксиса, как у покрытосеменных,
так и голосеменных растений. При этом, кроме
генетических способов, получивших широкое
распространение (Петров, 1979), активно ис-
пользуются физиологические приемы с приме-
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нением регуляторов роста. Обаботка растворами
гибберелловой кислоты сосны ладанной (Pinus
taeda) и сосны румелийской (P. peuce) вызывало
разрастание женских шишек, но семена в них не
образовывались (Stuard, Gathey, 1961). При обра-
ботке дуглассии растворами индолилмасляной
кислоты и гибберелловой кислоты происходило
образование вполне развитых семян с зародыша-
ми (Stuard, Gathey, 1961). Под действием стиму-
лирующих веществ у Pinus pinaster (Saxton, 1909),
Abies pindrow (Dogra, 1966) и Pseudotzuga menziessi
(Orr-Ewing, 1957) образуются семена с зародыша-
ми без оплодотворения. Приведенные выше при-
меры деления неоплодотворенной яйцеклетки у
Pinus sibirica (Третьякова, 1990), можно рассмат-
ривать в качестве предпосылки для появления
бесполого размножения у голосеменных.

Для преодоления стерильности семян и выра-
щивания недоразвитых зародышей наиболее пер-
спективным является использование новых био-
технологий, направленных на культивирование
мегагаметофитов и изолированных зародышей.
Важным этапом в образования растений в культу-
ре in vitro является определение факторов, вызы-
вающих активацию мегагаметофитов и развития
зародышей у разных форм сосны сибирской и
особенно аномальных семяпочек с однолетним
циклом развития женских шишек.

Методы активации мегагаметофитов и парте-
ногенетического развития зародыша в настоящее
время разработаны только для покрытосеменных
растений (Кашин и др., 2000, 2006). При этом было
показано, что активация семяпочек у неоплодотво-
ренных завязей in vitro представителей семейства
Asteraceae происходит при смещении баланса фи-
тогормонов в сторону цитокининов. Ранний эм-
бриогенез осуществляется при смещении баланса
гормонов в сторону ауксинов.

Культивирование мегагаметофитов Pinus sibiri-
ca, в том числе и с однолетним циклом развития,
проведенное на стадии развития вакуолизированн-
ных архегониев показало, что эмбриональные про-
цессы продолжались. У 10% эксплантов осуществ-
лялось деление яйцеклетки, и шли этапы формиро-
вания проэмбрио. Однако дальнейшее развитие
останавливалось (Tret’yakova, Novoselova, 2002).
При этом были получены эмбриогенные клеточные
культуры, способные к самоподдержанию и проду-
цированию эмбриоидов, из мегагаметофитов. Про-
веденные исследования по культивированию мега-
гаметофитов позволили нам подойти к проблемам
размножения уникальных особей кедра сибирского
с однолетним циклом развития.

СОМАТИЧЕСКИЙ ЭМБРИОГНЕЗ

Особым типом репродукции у растений являет-
ся соматический эмбриогенез, который наиболее

ярко проявляется в культуре in vitro. Соматический
эмбриогенез – асексуальный способ размножения,
при котором формирование зародыша происходит
из соматической клетки растения (von Aderkas,
Bonga, 1988; von Aderkas et al., 1990; Lelu et al.,
1994; Klimaszewska, Cyr, 2002; von Arnold et al.,
2002). Это уникальное явление бесполой репродук-
ции, открытое в 1985 г. у Picea abies (Hakman et al.,
1985; Chalupa, 1985), можно отнести к одной из раз-
новидностей апомиксиса (вегетативного апомик-
сиса), т.к. зародыши возникают из соматических
клеток, а развитие их идет по типу зиготических
(половых) зародышей. Соматический зародыш,
или эмбриоид (по Т.Б. Батыгиной, 2000), – зача-
ток нового организма, образующийся асексуаль-
но, имеющий биполярную структуру с апексом
побега и корня и новой полярной осью, как у по-
лового зародыша. В результате формируются
полноценные растения, идентичные родитель-
скому экземпляру (Tretyakova et al., 2016). Деревья
Larix, полученные через технологию соматического
эмбриогенеза, в течение 8 лет успешно растут в поч-
ве лесопитомника (Tret’yakova, Park, 2018).

Феномен соматического эмбриогенеза осно-
ван на тотипотентности растительных клеток –
любые соматические клетки, могут сохранять или
приобретать эмбриогенную компетентность (Fe-
her et al., 2003). Соматический эмбриогенез был
индуцирован у 45 видов голосеменных растений,
включая пять родов Pinus, Picea, Abies, Larix,
Pseudotsuga menzesii (Becwar et al., 1990; Klimasze-
wska, Cyr, 2002; Stasolla, Yeung, 2003; Park et al., 2006;
Klimaszewska et al., 2009; Tretyakova, Barsukova,
2012; Lelu-Walter et al., 2013; Tretyakova, Shuvaev,
2016 и др.). Эксплантами могут быть зиготиче-
ские зародыши незрелых семян, семядоли про-
растающих семян (Lelu et al., 1994), а также одно-
летние побеги (Malabadi, van Staden, 2005) и не-
зрелые микроспоры (андроклинные культуры)
(Tretyakova et al., 2006).

Выделяют два пути соматического эмбриоге-
неза. Первый путь – прямой соматический эм-
бриогенез, когда зародыши образуются непо-
средственно из клеток эксплантата без этапа кал-
лусообразования. В этом случае соматические
зародыши формируются из соматических клеток
экспланта (Tret’yakova, Park, 2018). Второй – не-
прямой, или косвенный, эмбриогенез, когда про-
лиферация каллуса является необходимым этапом.
В непрямом соматическом эмбриогенезе задей-
ствованы “индуцированные эмбриогенные детер-
минированные клетки”. Наряду с первичным сома-
тическим эмбриогенезом происходит вторичный
эмбриогенез, когда на поверхности сформировав-
шихся соматических зародышей образуются доба-
вочные эмбриоиды (Митрофанова, 2009).

Экспериментальным путем было показано,
что индукция и реализация соматического эм-
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бриогенеза у хвойных – процесс многоступенча-
тый, включающий применение разнообразных
химических соединений, в том числе и гормо-
нальных.

Он включает:
– индукцию эмбриогенных культур – форми-

рование эмбрионально-суспензорной массы;
– пролиферацию эмбрионально-суспензор-

ной массы и мультипликацию соматических за-
родышей;

– созревание соматических зародышей;
– прорастание соматических зародышей;
– формирование растений-регенерантов.
Все эти фазы характеризуются определенными

молекулярными событиями (Klimaszewska et al.,
1997; Mac-Kay et al., 2006; Trontin et al., 2015; Zang
et al., 2019). Первая фаза (фаза индукции) сомати-
ческого эмбриогенеза характеризуется проявлени-
ем у дифференцированных соматических клеток
эмбриогенной компетентности как прямой (без де-
дифференциации клеток), так и непрямой, через
каллусообразование. Можно представить себе и
третий путь соматического эмбриогенеза – ком-
бинированный, когда образование соматических
зародышей происходит непосредственно из со-
матических клеток (прямой путь) и образуется
эмбриогенный каллус с дальнейшей мультипли-
кацией соматических зародышей в течение дли-
тельного периода времени (десятки лет).

Индукция клеточной компетентности к сома-
тическому эмбриогенезу идет под влиянием сиг-
налов – гормонов (ауксины, цитокинины), фак-
торов стресса (осмотический, оксидазный и вод-
ный стрессы), ионы тяжелых металлов, рН,
температуры, света, механических или химиче-
ских повреждений и др. (Ikeda-Iwai et al., 2003).
Любой стресс может вызвать реорганизацию хро-
матина и изменение экспрессии генов, а также
изменение клеточного метаболизма и физиоло-
гических процессов и вызвать переход соматиче-
ческой клетки на эмбриогенный путь развития
(Feher et al., 2003). Имеются данные об измене-
нии паттерна метилирования ДНК в процессе со-
матического эмбриогенеза (Morcillo et al., 2008;
Duarte-Ake et al., 2016).

Разными исследователями были предложены
следующие механизмы формирования соматиче-
ских зародышей:

– формирование соматических зародышей в
результате асимметричного деления отдельных
клеток экспланта (von Arnold et al., 2002; Belo-
russоva, Tretyakova, 2008);

– кливажная полиэмбриония (von Aderkas
et al., 1991; Stasolla, Yeung, 2003; Tret’yakova,
Park, 2018).

В основе соматического эмбриогенеза, также,
как и зиготического, лежит полярность и асим-

метричное деление. Апикально-базальная поляр-
ность оси проявляется уже в яйцеклетке и зиготе,
которая сохраняется при дальнейшем развитии
зародыша (Pullman, Webb, 1994; von Arnold et al.,
2002). Первое деление зиготы acимметрично и
приводит к образованию двух неравных клеток:
маленькой терминальной, которая дает начало
зародышу и большой базальной клетке, дающей
начало клетке-трубки и суспензору, при этом по-
лярность, заложенная в зиготе, в результате ее де-
ления, поддерживается и передается дочерним
клеткам. При индукции соматического эмбрио-
генеза происходит вытягивание клеток под дей-
ствием ауксинов в питательной среде. Вытянутые
клетки поляризуются и асимметрично делятся.
Эти признаки, по-видимому, и являются основ-
ными морфологическими критериями, указыва-
ющими на переход соматических клеток на путь
соматического эмбриогенеза (Tretyakova, 2013;
Tret’yakova, Park, 2018). В результате асимметрич-
ного деления на одном из полюсов вытянутой
клетки образуется маленькая клетка, из которой
будет формироваться и длинная вытянутая клетка
суспензора (von Aderkas et al., 1991; Filonova et al.,
2002; Tret’yakova, Park, 2018).

У голосеменных растений, особенно из семей-
ства Pinaceae, ярко выражен феномен кливажной
полиэмбрионии in vivo, в результате которого эм-
бриональные инициали зиготического зароды-
ша, полученные от одной оплодотворенной яйце-
клетки, распадаются на четыре идентичные эм-
бриональные единицы, каждая из которых дает
начало четырем зародышам-близнецам (Третья-
кова, 1990). Кроме того, наличие в мегагаметофи-
те нескольких архегониев (как правило, 2–4) и
развитие нескольких зигот, в том числе от разных
мужских гамет, приводит к дополнительному об-
разованию зародышей, которые также активно
кливажируют (Buchholz, 1933). У Pinus sibirica в
зародышевом канале одного мегагаметофита (од-
ной семяпочки) может развиваться 12–16 зароды-
шей (Третьякова, 1990). Не исключено, что в рас-
тительных клетках видов Pinaceae архивировано
наличие кливажа, который может реализовывать-
ся у соматических зародышей в культуре in vitro
под действием гормонов.

Кливажная полиэмбриония – наиболее зага-
дочный феномен соматических зародышей. Этот
процесс протекает в течение всей жизни эмбрио-
генной культуры. Так, например, в полученных
нами пролиферирующих эмбриогенных культу-
рах Larix sibirica в течение десяти лет идет актив-
ная мультипликация соматических зародышей
через кливаж (Tret’yakova, Park, 2018), которые
при переводе на среду с АБК созревают и образо-
вывают регенеранты. Соматический полиэм-
бриогенез у Larix sibirica, также как у других хвой-
ных, можно рассматривать как повторяющийся
кливажный процесс (receptive cleavage process),
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заложенный в зиготе (Gupta, Dursan, 1987). Реа-
лизация этого процесса активно происходит у
лиственницы сибирской в культуре in vitro на ста-
дии глобулы, где создаются оптимальные условия
для кливажирования.

Как указывалось выше, к апомиксису относят и
монозиготическую кливажную эмбрионию (обра-
зование однояйцевых близнецов – двойней, трой-
ней и т.д.) (Nogler, 1986, 1994). В отличие от цветко-
вых растений, где кливажая полиэмбриония, как
правило, встречается спорадически, в виде откло-
нений, у хвойных растений кливаж зародыша –
естественный (закономерный) процесс, связанный
с особенностью их размножения, и проявление его
в культуре in vitro при соматическом эмбриогенезе
закономерно. Активную кливажную полиэмбрио-
нию у Larix на стадии развития глобулярного заро-
дыша, вероятно, можно связать с компетентно-
стью его клеток к различным воздействиям, в
частности ауксинам. Импульс в виде притока
ауксина в зародыш из питательной среды приво-
дит к перепрограммированию клеток глобулы и
приобретению способности ее к восприятию и
транспорту ауксина. Возможное накопление аук-
сина в глобуле и снижение его в базальной части,
создает градиент полярности, в результате кото-
рой образуются эмбриональные трубки (суспен-
зор) и в которых, по данным нашего иммуно-ги-
стохимического исследования (Tretyakova et al.,
2019) ауксина накапливается очень мало. Вероят-
но, разделение глобулы приводит к полному рас-
щеплению суспензора и обособлению эмбрио.
Кроме того, массовое размножение соматических
зародышей у лиственницы происходит и в резуль-
тате разобщения эмбриональных трубок суспен-
зора (Stasolla, Yeung, 2003; Tret’yakova, Park, 2018).
Разобщение эмбриональных трубок суспензоров
в пролиферирующей эмбриональной-суспензор-
ной массе лиственницы сибирской приводит к
множественному формированию глобулярных
соматических зародышей через асимметричное
деление. При этом процесс развития новых сома-
тических зародышей не отличается от описанно-
го нами процесса инициации соматического эм-
бриогенеза: такие же вытянутые поляризованные
клетки (эмбриональные трубки) асимметрично
делятся и, формируют эмбриональные глобулы и
суспензоры (Tret’yakova, Park, 2018).

Как указывалось выше, Nogler (1986, 1994) отно-
сил монозиготическую кливажную полиэмбрио-
нию к разновидности апомиксиса. Кливажную по-
лиэмбрионию, наблюдаемую у зиготических и осо-
бенно соматических зародышей хвойных, вероятно
также можно отнести к апомиксису. Полиэмбрио-
генез соматических зародышей через кливаж у
лиственницы сибирской в культуре идет уже более
десяти лет (Tret’yakova, Park, 2018). Соматические
зародыши вызревают на среде с АБК, и прораста-
ют. Клонируемые деревья успешно растут уже в

течении 8 лет в почве лесопитомника. Это беспо-
лый тип размножения.

Ранее нами было показано, что размножение
соматических зародышей в культуре in vitro проис-
ходит не только в результате кливажной полиэм-
брионии, но и (значительно реже) за счет образова-
ния адвентивных почек на суспензоре (Tret’yakova,
Park, 2018). Аналогичное почкообразование было
описано у Picea abies (von Aderkas et al., 1990).

Подобная пролиферативная активность эм-
бриогенных культур была показана ранее в куль-
туре мегагаметофитов L. decudua и культуре заро-
дышей гибридов лиственницы (Larix × eurolepis и
Larix × marschlinsii) (Lelu-Walter, Pâques, 2009), где
образование ЭСМ шло в течение 9–17 лет. Таким
образом, процесс соматического полиэмбриоге-
неза хвойных in vitro на примере Larix sibirica мо-
жет идти за счет кливажной полиэмбрионии и
почкования суспензора. Общность морфогенети-
ческих процессов, лежащих в основе развития зи-
готических и соматических зародышей хвойных
видов (Tret’yakova, Park, 2018), подтверждает кон-
цепцию Т.Б. Батыгиной (2000) о параллелизме их
развития in vivo в культуре in vitro.

Известно, что соматический эмбриогенез идет
под строгим генетическим контролем. Только от-
дельные деревья-доноры способны формировать
эмбриогенный каллус и соматические зародыши
в культуре in vitro (MacKay et al., 2001, 2006; Tretia-
kova et al., 2012). В настоящее время проводятся
активные исследования по выяснению молеку-
лярно-генетических механизмов соматического
эмбриогенеза не только у покрытосеменных, но и
голосеменных растений. Большое внимание уде-
ляется геномике, транскриптомике, протеомике
и метаболомике (Trontin et al., 2015). Выявлены
ключевые гены, контролирующие соматический
эмбриогенез у Arabidopsis thaliana – модельного
растения в различного рода биологических иссле-
дованиях, в том числе и молекулярно-генетиче-
ских. Несмотря на то, что модель эмбриогенеза у
голосеменных растений значительно отличается
от модели эмбриогенеза арабидопсиса, большин-
ство генов (78%), контролирующих соматиче-
ский эмбриогенез у представителей голосемен-
ных растений являются генами-ортологами, ко-
дирующими белки, выполняющие идентичные
или сходные функции (Dong, Dunstаn, 2000;
MacKay et al., 2006; Cairney, Pullman, 2007; Li et
al., 2013, 2014, 2016; Zhang et al., 2014; Rupps et al.,
2016). Несмотря на многочисленные эксперимен-
тальные данные, мы еще далеки от понимания
ключевых этапов перехода дифференцированных
соматических клеток к тотипотентному и эм-
бриогенному состоянию. Идентификация генов
(SERK, ВВМ, LEС1, LEС2, LEС3, FUS3 и др.), экс-
прессия которых предположительно асоциирова-
на с апомиксисом у покрытосеменных растений
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(Brukhin, 2017а, 2017б) или переходом соматиче-
ских клеток в эмбриогенное состояние у голосе-
менных растений in vitro (Aquea, Arce-Johnson,
2008; Li et al., 2013, 2014, 2016; Rupps et al., 2016),
имеет важное значение для дальнейшего изуче-
ния механизма регуляции развития растений и их
клонального размножения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

У видов класса Penopsida, наряду с половой ре-
продукцией, наблюдаются разные типы бесполо-
го размножения (апомиксиса). К ним относится
слияние брюшной канальцевой клетки с яйце-
клеткой, нуцелярная эмбриония, гемигамия и ан-
дрогенез. Наиболее ярко бесполое размножение у
хвойных проявляется при соматическом эмбрио-
генезе в культуре in vitro. Закономерности морфо-
генеза соматических и половых зародышей у
хвойных идут по одной схеме: асимметричное де-
ление клеток, образование глобулярных зароды-
шей и длинных суспензоров, формирование тка-
ней и органов зародыша в процессе созревания
глобулярных соматических зародышей. Это под-
тверждает концепцию Т.Б. Батыгиной (1999, 2000)
о параллелизме развития соматических и половых
зародышей цветковых растений. Особого внима-
ния заслуживает кливажная полиэмбриония. В
естественных условиях у половых зародышей хвой-
ных происходит разделение эмбрио на четыре са-
мостоятельных зародыша. Этот тип бесполого раз-
множения у хвойных реализуется в процессе сома-
тического эмбриогенеза в культуре in vitro под
действием регуляторов роста. Длительный кливаж-
ный процесс при соматическом эмбриогенезе рас-
тягивается на долгие годы и способствует активной
мультипликации глобулярных зародышей, а затем и
клонируемых растений. Клональное воспроизвод-
ство растений через соматический эмбриогенез и
криоконсервация эмбриогенных клеточных ли-
ний, идентичных материнскому генотипу, являет-
ся отличной платформой для лесовозобновления и
лесовосстановления. Создание сортовых генетиче-
ски тестированных плантаций через соматический
эмбриогенез уже в течение 20 лет практикуется в
Канаде, США и ряде евроейских стран (программа
Multu-Variety Forestry, MVF, Park, 2014). Иденти-
фикация генов, регулирующих ключевые этапы со-
матического эмбриогенеза, будет способствовать
развитию генной инженерии для получения само-
клонирующих растений с признаками гетерозиса. В
качестве примера мы неоднократно приводили
уникальные особи Pinus sibirica с однолетним ре-
продуктивным циклом. Согласно теории немецко-
го ученого Ганса Винклера, созданной в начале ХХ
в., к термину “апомиксис” относятся все типы бес-
полого размножения. Апомиктические зародыши
возникают не в результате слияния женских и муж-
ских клеток, а благодаря клонированию материн-

ских тканей. Соматический эмбриогенез у хвойных
в культуре in vitro является ярким проявлением бес-
полого типа размножения. Мы предлагаем отнести
тип репродукции через соматический эмбриоге-
нез у хвойных к апомиксису – вегетативному апо-
миксису.
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The article presents the results of the analysis of available data on the reproduction of plants of the Pinopsida
class (sexual reproduction and asexual – apomixis). The possibilities of implementing apomixis in conifers
are considered. This method of asexual reproduction is manifested when seed formation is disturbed. A spe-
cial type of reproduction in conifers is somatic embryogenesis in in vitro culture. It is shown that the transi-
tion of somatic cells to the totipotent and embryogenic state in conifers occurs at the morphogenetic, physi-
ological-biochemical, and molecular-genetic levels. The commonality of morphogenetic processes underly-
ing somatic and zygotic embryogenesis is established. The place of somatic embryogenesis in the coniferous
reproduction system is considered.
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Проведено сравнительно-видовое исследование содержания общих липидов и липидов отдельных
классов (общих фосфолипидов и их фракций, триацилглицеринов, диацилглицеринов, эфиров хо-
лестерина, холестерина, свободных жирных кислот) в неоплодотворенной икре, в процессе эмбри-
онального (оплодотворение, бластула, гаструла, органогенез, пигментация глаз, предличинка) и
раннего постэмбрионального развития (личинка с желточным мешком) атлантического лосося
(Salmo salar L.) и кумжи (Salmo trutta L.). Сравнительно высокое содержание общих липидов (за счет
фракции запасных триацилглицеринов) в икре исследованных видов перед оплодотворением, осо-
бенно у лосося, можно рассматривать как необходимую предпосылку их дальнейшего эмбриональ-
ного и постэмбрионального развития. Динамика липидного состава в икре исследованных видов в
процессе эмбриогенеза различалась, что является особенностью метаболизма липидов у этих видов.
На этапах активного клеточного деления (бластула, гаструла, органогенез) в эмбриогенезе атланти-
ческого лосося и кумжи отмечено увеличение концентрации лизофосфатидилхолина. На более
поздних стадиях их эмбрионального (пигментация глаз, предличинка) и раннего постэмбриональ-
ного (личинка с желточным мешком) развития обнаружено возрастание концентрации фосфати-
дилсерина. Биохимическая разнокачественность, обусловленная разным количественным содер-
жанием липидов отдельных классов на исследованных стадиях развития, связана, по-видимому, с
особенностями эмбрионального развития исследованных видов, в частности, разновременностью
этих процессов.

Ключевые слова: лососевые рыбы, атлантический лосось, кумжа, эмбриогенез, раннее постэмбрио-
нальное развитие, липиды, жирные кислоты
DOI: 10.31857/S0475145021020099

ВВЕДЕНИЕ
Атлантический лосось (Salmo salar L.) и кумжа

(Salmo trutta L.) являются одними из наиболее
ценных видов лососевых рыб пресноводных эко-
систем Кольского полуострова и характеризуются
высокой вариабельностью жизненных стратегий
(Павлов и др., 2008). Реализация всего комплекса
сформировавшихся на протяжении эволюции ви-
да адаптаций, направленных на поддержание ре-
продуктивной функции и выживание потомства, в
конечном счете, приводит к формированию фено-
типа, наиболее устойчивого к изменению факто-
ров среды. Так, для кумжи известна самая высо-
кая экологическая пластичность по сравнению с

другими видами лососевых рыб (Шустов, Весе-
лов, 2006; Jonsson, Jonsson, 2011), а ее широкая из-
менчивость обеспечивает возможность освоения
и использования ресурсов населяемой акватории,
чем объясняется популяционная дифференциа-
ция вида на ряд подвидов, наличие различных
экологических форм, географических рас (Шустов,
Веселов, 2006; Тагизадэ, 2007; Павлов, Савваито-
ва, 2008). Кумжа Белого моря демонстрирует
развитые способности и потенциал к заселению
новых пространств и успешно освоила разнооб-
разные и различающиеся по ряду характеристик
пресноводные водоемы (ручьи, озерно-речные
системы), она благополучно обитает в открытых,

УДК 597.552.51:577.115:591.3
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прибрежных и эстуарных участках моря (Кузи-
щин, 1997).

Генетически детерминированная дифферен-
циация эмбрионов, личинок и мальков, приводя-
щая при действии различных факторов среды к
образованию сложной возрастной и субпопуля-
ционной структуры лососевых рыб, обусловлена
целым комплексом физиолого-биохимических
адаптаций, определяющих выбор оптимальной
стратегии раннего развития молоди лососевых
рыб и специфику их жизненного цикла (Веселов,
Калюжин, 2001; Tocher, 2003; Murzina et al., 2014).
Биохимические адаптации формируются ком-
плексом показателей различных метаболических
путей, включая липиды и их жирнокислотные
компоненты, которые, как было показано ранее
(Павлов и др., 2008; Johnson, 2009; Нефедова
и др., 2010, 2014, 2018; Jonsson, Jonsson, 2011; Ar-
slan et al., 2016; Мурзина и др., 2017; Mueller et al.,
2017), выступают в качестве одного из ключевых
показателей успешного эмбрионального разви-
тия и последующего расселения сеголеток лосо-
севых рыб из нерестовых гнезд по биотопам.

Целью настоящего исследования являлось
выявление общих и специфических (видовых)
особенностей липидного профиля и динамики
содержания отдельных липидов в процессе эм-
брионального и раннего постэмбрионального
развития кумжи (Salmo trutta L.) и атлантическо-
го лосося (Salmo salar L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Неоплодотворенная икра была получена от са-
мок атлантического лосося, выловленного в р. Су-
ма (басс. Белого моря), и кумжи, выловленной в
озере Янисъярви (басс. Ладожского озера), в ок-
тябре при температуре воды 8.6 и 9.6°С соответ-
ственно. После оплодотворения икру перевезли в
рыбное хозяйство в пос. Суйстамо и поместили в
заводской инкубационной лоток с естественной
проточностью из р. Улмасен-йоки (61°54′51″ с.ш.;
31°08′56″ в.д.) (Supplementary materials 1). На био-
химический анализ отбирали как неоплодотво-
ренную икру лосося и кумжи, так и икру на раз-
ных стадиях эмбрионального развития (табл. 1).

На каждой стадии развития брали по 20 икри-
нок (индивидуально) лосося и кумжи. После го-
могенизации проб в 10-кратном объеме смеси
хлороформ-метанол (2 : 1 по объему) проводили
экстракцию общих липидов (ОЛ) по методу Фол-
ча (Folch et al., 1957) смесью хлороформ-метанол
(2 : 1 по объему). Содержание общих липидов
определяли весовым методом (Сидоров и др.,
1972). Качественное и количественное определе-
ние липидов отдельных классов – общих фосфоли-
пидов (ФЛ), диацилглицеринов (ДАГ), триацил-
глицеринов (ТАГ), эфиров холестерина (ЭХС),
холестерина (ХС), свободных жирных кислот (СЖК)
осуществляли при помощи метода высокоэффек-
тивной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ).
Фракционирование общих липидов проводили

Таблица 1. Даты сбора (по градусодням, г.д.) икры двух видов лососевых рыб (Salmo salar L. и Salmo trutta L.) на
разных стадиях развития

Номер этапа Стадия развития икры Вид Дата Градусодни (г.д.)

0 этап Неоплодотворенная икра
Атлантический лосось 10 октября 0 г.д.

Кумжа 12 октября 0 г.д.

1 этап Оплодотворенная икра
Атлантический лосось 10 октября 2.5 г.д.

Кумжа 12 октября 2.4 г.д.

2 этап Бластула
Атлантический лосось 14 октября 38 г.д.

Кумжа 14 октября 18 г.д.

3 этап Гаструла
Атлантический лосось 26 октября 129 г.д.

Кумжа 26 октября 110 г.д.

4 этап Органогенез
Атлантический лосось 15 ноября 209 г.д.

Кумжа 15 ноября 189 г.д.

5 этап Пигментация глаз
Атлантический лосось 2 февраля 287 г.д.

Кумжа 2 февраля 267 г.д.

6 этап Предличинка
Атлантический лосось 18 апреля 331 г.д.

Кумжа 18 апреля 312 г.д.

7 этап Личинка
Атлантический лосось 18 апреля 331 г.д.

Кумжа 18 апреля 312 г.д.
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на ультрачистых пластинках HPTLC Silicagel 60
F254 Premium Purity (Merck, Германия). Нанесе-
ние пробы (объем 2 мкл) проводили с использова-
нием полуавтоматического аппликатора Linomat 5
(CAMAG, Швейцария). В качестве элюента, а так-
же раствора для насыщения автоматической хро-
матографической камеры ADC2 (CAMAG, Швей-
цария), использовали систему растворителей гек-
сан–диэтиловый эфир–уксусная кислота (32 : 8 : 0.8
по объему) (Olsen, Henderson, 1989). Влажность в
хроматографической камере поддерживали пе-
ренасыщенным раствором цинка азотнокислого
(ZnNO3 ⋅ 6H2О). Проявление липидных пятен осу-
ществляли в растворе медного купороса (CuSO4) с
ортофосфорной кислотой (H3PO4) и нагреванием
до 160°С с последующим качественным и количе-
ственным определением липидных компонентов
при длине волны 350 нм на дейтериевой лампе
(Hellwig, 2008) на спектроденситометре TLC Scan-
ner 4 (CAMAG, Швейцария). Идентификацию ли-
пидов разных классов проводили с использованием
референтных стандартов соответствующих веществ
(“Sigma-Aldrich”, США) с учетом соответствия зна-
чений Rf.

Качественное и количественное определение
отдельных фосфолипидных фракций – фосфати-
дилхолина (ФХ), фосфатидилэтаноламина (ФЭА),
фосфатидилсерина (ФС), фосфатидилинозитола
(ФИ), лизофосфатидилхолина (ЛФХ), сфингомие-
лина (СФМ) проводили методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Ана-
лиз выполняли с использованием жидкостного
хроматографа “Стайер” (ООО “Аквилон”, Рос-
сия) с колонкой размером 250 × 4 мм, наполнен-
ной сорбентом Нуклеосил 100-7 (“Элсико”, Рос-
сия). В качестве подвижной фазы использовали
смесь ацетонитрил–метанол–гексан–85% фос-
форная кислота (918 : 30 : 30 : 17.5 по объему) со
скоростью потока 540 мкл/час. Определение ана-
лизируемых липидных компонентов осуществля-
ли на спектрофотометре по поглощению в уль-
трафиолетовом свете при длине волны 206 нм
(Arduini et al., 1996).

Статистическую обработку результатов прово-
дили в открытой программируемой среде R (версия
3.6.1.) с использованием дополнительных пакетов
“dplyr” (версия 0.8.3), “psych” (версия 1.8.12), “coin”
(версия 1.3-1), “ggplot2” (версия 3.3.0), “corrgram”
(версия 1.13). Достоверность различий между ли-
пидными компонентами на отдельных стадиях
развития определяли непараметрическим крите-
рием Вилкоксона–Манна-Уитни (Ивантер, Ко-
росов, 2003; Кабаков, 2016; Уикем, Гроулмунд,
2019). Различия между отдельными липидными
показателями считали достоверными при р ≤ 0.05.
Корреляцию липидных компонентов на отдель-
ных стадиях развития рассчитывали по методу
Пирсона.

Исследование было выполнено на базе лабо-
ратории экологической биохимии с использова-
нием оборудования ЦКП Федерального исследо-
вательского центра “Карельский научный центр
Российской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследования содержания общих

липидов (ОЛ) в неоплодотворенной икре и сразу
после оплодотворения, а также на отдельных ста-
диях эмбрионального и раннего постэмбриональ-
ного развития атлантического лосося и кумжи
представлены на рис. 1. Установлено, что содержа-
ние ОЛ в неоплодотворенной икре атлантического
лосося и кумжи достоверно различалось (20.79 и
16.27% сухого вещества соответственно), в основ-
ном за счет запасных липидов – триацилглицери-
нов (ТАГ). В процессе эмбрионального развития
икры на этапе активного клеточного деления (бла-
стула, гаструла, органогенез, пигментация глаз) у
обоих видов лососевых рыб отмечено общее уве-
личение содержания ОЛ до 27.91% сухого веще-
ства у кумжи и до 31.55% у лосося с последующим
снижением соответственно до 20.56 и 25.40% су-
хого вещества в период выклева личинки. При
этом динамика изменения содержания ОЛ на раз-
ных стадиях эмбриогенеза лосося и кумжи разли-
чалась. Во время эмбрионального развития со-
держание ОЛ варьирует (в среднем) в пределах
23–24% сухого вещества. На стадии гаструлы и
органогенеза содержание ОЛ достигает 27.91 и
31.55% сухого вещества у кумжи и лосося соответ-
ственно.

На рис. 2 приведены результаты качественного
и количественного анализа липидов отдельных
классов. Показано, что в количественном отно-
шении доминирует фракция запасных ТАГ как в
неоплодотворенной икре лосося и кумжи, так и в
икре в процессе эмбрионального развития. Со-
держание ТАГ в неоплодотворенной икре соста-
вило 11.42 и 8.93% сухого вещества у лосося и кум-
жи соответственно. В процессе эмбрионального
развития содержание ТАГ варьировало в преде-
лах 10.83–17.95 и 12.08–15.03% сухого вещества, а
на стадии личинки (с желточным мешком) –
13.93 и 10.33% сухого вещества у атлантического
лосося и кумжи соответственно. В икре кумжи
установлено достоверное увеличение содержания
ТАГ на стадии оплодотворения, тогда как у атлан-
тического лосося – на стадии формирования бла-
стулы. На данных стадиях развития установлены
корреляции этого показателя с увеличением со-
держания общих фосфолипидов (ФЛ) (r = 0.84 и
0.84 соответственно) и диацилглицеринов (ДАГ)
(r = 0.44 и 0.62 соответственно), а также с общим
снижением содержания свободных жирных кис-
лот (СЖК) (r = 0.27 и –0.04 соответственно) (Sup-
plementary materials 1). Для кумжи и атлантиче-
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ского лосося выявлено накопление запасных ТАГ
на ранних стадиях эмбрионального развития (бла-
стула, гаструла, органогенез) до 15.03 и 17.95% сухо-
го вещества соответственно, коррелирующих с уве-
личением содержания ДАГ (r = 0.55 и 0.49 соответ-
ственно) и уменьшением концентрации СЖК (r
= 0.23 и –0.28 соответственно), относительно
оплодотворенной икры. Однако стоит отметить
разнонаправленность динамики СЖК (положи-
тельная корреляция у кумжи и отрицательная – у
атлантического лосося) на данных стадиях разви-
тия у исследованных видов рыб. На этапах подго-
товки к выклеву и непосредственно в момент вы-
клева личинки отмечено увеличение количества
ТАГ у атлантического лосося (до 12.46 и 13.93%
сухого вещества на стадиях предличинки и ли-
чинки соответственно). При этом у предличинок
кумжи выявлено увеличение ТАГ до 12.45% сухо-
го вещества, тогда как у личинок – снижение до
10.33% сухого вещества.

Отличительной особенностью кумжи является
также достоверно более низкое содержание эфи-
ров холестерина (ЭХС) по сравнению с атланти-
ческим лососем (1.57–2.66 и 1.78–3.30% сухого
вещества соответственно), на протяжении прак-
тически всего периода эмбрионального развития
(рис. 2).

Результаты исследования содержания липи-
дов в процессе развития лососевых рыб, пред-
ставленные на рис. 2, свидетельствуют о том, что
по количественному содержанию на втором и
третьем месте после ТАГ располагаются струк-
турные фосфолипиды (ФЛ) и холестерин (ХС),
содержание которых в неоплодотворенной икре
атлантического лосося составило 3.49 и 3.10% су-
хого вещества, а для кумжи – 2.74 и 2.44% сухого
вещества соответственно. На стадиях эмбрио-
нального и раннего постэмбрионального разви-
тия отмечены вариации в содержании данных ли-
пидов для атлантического лосося в диапазоне
3.62–5.05 и 3.09–4.63% сухого вещества, а для

Рис. 1. Изменение содержания общих липидов (ОЛ) в неоплодотворенной икре, на отдельных стадиях эмбрионально-
го и раннего постэмбрионального развития атлантического лосося (Salmo salar L.) и кумжи (Salmo trutta L.). Примеча-
ние к рис. 1: Динамика содержания ОЛ представлена в формате M ± SE. * – отличия достоверны (р ≤ 0.05) от
предыдущей стадии развития, о – отличия достоверны (р ≤ 0.05) между атлантическим лососем (Salmo salar L.) и
кумжей (Salmo trutta L.) на соответствующей стадии развития.
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кумжи – 3.46–4.88 и 3.40–4.53% сухого вещества.
Динамика ФЛ и ХС в икре исследованных видов
лососевых рыб сходна и коррелирует между собой
(r = 0.86 и 0.78 для кумжи и атлантического лосося
соответственно). Основными классами фосфоли-
пидов у обоих видов лососевых рыб являются

фосфатидилхолин (ФХ) и фосфатидилэтанол-
амин (ФЭА) (рис. 3). Установлено, что у кумжи
увеличение содержания ФХ происходит на ста-
дии оплодотворения икры, тогда как у лосося –
на стадии бластулы (Supplementary materials 2).
Дальнейшее изменение содержания ФХ в эм-

Рис. 2. Изменение содержания липидов отдельных классов (общих фосфолипидов, диацилглицеринов, триацилгли-
церинов, холестерина, эфиров холестерина, свободных жирных кислот) в неоплодотворенной икре, на разных стади-
ях эмбрионального и раннего постэмбрионального развития атлантического лосося (Salmo salar L.) и кумжи (Salmo
trutta L.). Примечание к рис. 2: ФЛ – общие фосфолипиды, ДАГ – диацилглицерины, ТАГ – триацилглицерина, ХС –
холестерин, ЭХС – эфиры холестерина, СЖК – свободные жирные кислоты; 0 – неоплодотворенная икра, 1 – опло-
дотворенная икра, 2 – бластула, 3 – гаструла, 4 – органогенез, 5 – пигментация глаз, 6 – предличинка, 7 – личинка.
Динамика липидных классов представлена в формате M ± SE. * – отличия достоверны (р ≤ 0.05) от предыдущей стадии
развития, о – отличия достоверны (р ≤ 0.05) между атлантическим лососем (Salmo salar L.) и кумжей (Salmo trutta L.) на
соответствующей стадии развития.
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бриогенезе демонстрирует тенденцию к сниже-
нию общего количества данной фракции ФЛ до
3.16 и 2.90% сухого вещества у личинок лосося и
кумжи соответственно. Для ФЭА в этот же период
установлена тенденция к увеличению содержа-
ния от 0.23 и 0.15 до 0.37 и 0.39% сухого вещества
у лосося и кумжи.

Также отмечено накопление фосфатидилсери-
на (ФС) в икре на ранних постэмбриональных
стадиях развития (до 0.03% сухого вещества у
кумжи и лосося), а также и увеличение минорно-
го фосфатидилинозитола (ФИ) (до 0.12 и 0.10%
сухого вещества у кумжи и лосося соответствен-
но) в процессе развития эмбриона. На стадиях га-

Рис. 3. Изменение содержания фосфолипидов отдельных классов (фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, фос-
фатидилсерин, фосфатидилинозитол, лизофосфатидилхолин, сфингомиелин) в неоплодотворенной икре, на разных
стадиях эмбрионального и раннего постэмбрионального развития атлантического лосося (Salmo salar L.) и кумжи (Sal-
mo trutta L.). Примечание к рис. 3: ФХ – фосфатидилхолин, ФЭА – фосфатидилэтаноламин, ФС – фосфатидилсерин,
ФИ – фосфатидилинозитол, ЛФХ – лизофосфатидилхолин, СФМ – сфингомиелин; 0 – неоплодотворенная икра, 1 –
оплодотворенная икра, 2 – бластула, 3 – гаструла, 4 – органогенез, 5 – пигментация глаз, 6 – предличинка, 7 – личинка.
Динамика фосфолипидных классов представлена в формате M ± SE. * – отличия достоверны (р ≤ 0.05) от предыдущей
стадии развития, о – отличия достоверны (р ≤ 0.05) между атлантическим лососем (Salmo salar L.) и кумжей (Salmo trutta L.)
на соответствующей стадии развития.
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струляции и органогенеза выявлено статистически
значимое превалирование лизофосфатидилхолина
(ЛФХ) у атлантического лосося по сравнению с
кумжей – 0.52–0.91 и 0.29–0.08% сухого вещества
соответственно. Наибольшая концентрация ЛФХ у
лосося отмечена на стадии органогенеза с одно-
временным снижением метаболически связанно-
го ФХ (до 3.36% сухого вещества), а у кумжи – на
стадии гаструляции, однако у последней отмече-
но сохранение уровня ФХ (в пределах 3.53–3.75%
сухого вещества).

ОБСУЖДЕНИЕ
Высокое содержание ОЛ в икре является ха-

рактерным признаком лососевых рыб, связан-
ным с их образом жизни, спецификой питания, а
также экологическими особенностями размно-
жения (Atchison, 1975; Zengin, Akpinar, 2006; Пав-
лов и др., 2007a, 2007б; Bell, Tocher, 2009; Jonsson,
Jonsson, 2011). Обнаруженные количественные
различия в содержании ОЛ у кумжи и лосося в не-
оплодотворенной икре, а также на некоторых ста-
диях эмбриогенеза и раннего постэмбрионального
развития (личинка с желточным мешком) указы-
вают на видоспецифичность липидного метабо-
лизма раннего онтогенеза у исследованных видов,
что, по-видимому, является одним из факторов,
определяющих разновременность развития и раз-
личия сроков выклева личинок. Ранее (Нефедова
и др., 2010; Murzina et al., 2014) была продемон-
стрирована разнокачественность липидного про-
филя текучей икры из разных частей яичника ат-
лантического лосося и горбуши (Oncorhynchus gor-
buscha), которая впоследствии может сказываться
на способности к оплодотворению, росте и раз-
витии зародыша и дальнейшей дифференциации
молоди лососевых рыб.

Низкая температура и длительный инкубаци-
онный период развивающейся икры в зимнее
время, а также выклев личинок весной в специ-
фических трофических условиях (при недостатке
кормовых объектов), по-видимому, определяют
высокий уровень запасных ТАГ в икре лососевых
рыб (MacFarlane, Norton, 1999; Halver, 2000). На
начальных стадиях эмбрионального развития
(бластула, гаструла) ТАГ не используются в каче-
стве источника энергии, поскольку на данных
этапах преобладают реакции гликолиза (Миль-
ман и др., 1977), а поглощение кислорода невелико
(Рыжков, 1976; Озернюк, 1985; Юровицкий, 1999).
Кроме того, согласно данным литературы (Tocher
et al., 1985; Cejas et al., 2004), на ранних стадиях
развития зародыша возможен синтез ТАГ de novo.
Для обоих видов лососевых рыб отмечено накоп-
ление ТАГ на ранних стадиях эмбрионального раз-
вития, тогда как на поздних стадиях эмбриональ-
ного развития (органогенез, пигментация глаз,
предличинка) и раннего постэмбрионального раз-

вития прослеживается общее снижение содержа-
ния ТАГ, что указывает на использование данного
класса липидов в качестве энергетического источ-
ника. Установленные различия во времени ис-
пользования ТАГ в качестве энергетических ком-
понентов в процессе эмбриогенеза лосося и кумжи
определяются, скорее всего, видовой спецификой
развития эмбриона, а на уровне метаболизма липи-
дов – регуляцией активности фермента липазы
или активацией фермента липазы.

Отмеченное снижение содержания ТАГ у обо-
их видов рыб на стадии пигментации глаз связа-
но, скорее всего, с усилением метаболических
процессов – на данной стадии эмбрионального
развития начинает функционировать печень, где
протекают процессы липогенеза (Игнатьева,
1979; Озернюк, 1985; Рыжков, Крупень, 2004).
Ранее было показано (Нефедова, 1989), что масса
желтка эмбриона лосося от стадии дробления до
пигментации глаз может снижаться до 24% за счет
деградации липидных компонентов (в том числе
энергетических ТАГ), что было также подтвер-
ждено в настоящей работе.

Известно, что до перехода на экзогенное пита-
ние личинки лососевых рыб в течение несколь-
ких дней после выклева получают энергию пре-
имущественно за счет собственных запасов (Эко-
лого-биохимический статус…, 2016; Jin Y. et al.,
2019). У личинок кумжи было отмечено снижение
содержания ТАГ по сравнению с предыдущей
стадией развития (предличинкой), что указывает
на активную деградацию ТАГ, тогда как у атланти-
ческого лосося установлено повышение содержа-
ния ТАГ. Отсутствие у личинок лосося достовер-
ных различий между данными стадиями развития
в количественном содержании ТАГ, вероятно, свя-
зано с тем, что личинки лосося в качестве энергети-
ческих источников, предпочтительнее используют
углеводы, а личинки кумжи – липиды. Похожие
результаты были получены и в других работах
(Лапин, Шатуновский, 1981; Нефедова, 1989; Не-
мова и др., 2014; Мурзина и др., 2017).

Динамика использования ТАГ в качестве энер-
гетических источников подтверждается ее корре-
ляцией с динамикой его метаболического предше-
ственника – ДАГ, а также продуктов гидролиза
ТАГ – СЖК. Обнаружено (Supplementary mate-
rials 1), что коэффициенты корреляции СЖК у ат-
лантического лосося и кумжи различаются, что
указывает на различия в метаболизме липидов в
эмбриогенезе этих видов рыб. Повышенное со-
держание СЖК отмечено на стадии оплодотворе-
ния у кумжи и на стадии бластулы у лосося, а так-
же после пигментации глаз у обоих видов, что
указывает на активные метаболические процессы
(липолиз) на данных этапах развития. Эти дан-
ные согласуются с представлениями о том, что
СЖК активно используется в качестве энергети-
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ческого источника при усилении физиологиче-
ских процессов (Cowey et al., 1985). Кроме того,
увеличение содержания СЖК оказывает влияние
на многие клеточные процессы, такие как регуля-
ция деятельности некоторых ферментов, участие
в передаче клеточного сигнала, модулирование
связывания стероидных гормонов с рецепторами,
транскрипция некоторых генов (Когтева, Безуг-
лов, 1998).

Установленная пониженная концентрация
ЭХС в икре кумжи определяется разной потреб-
ностью организма в липидах отдельных классов.
Стоит отметить, что динамика изменения содер-
жания ЭХС у кумжи и лосося в процессе эмбрио-
генеза в основном сходна, однако некоторые раз-
личия обнаружены на стадии оплодотворения ик-
ры – снижение содержания ЭХС у лосося (с 2.13
до 1.78% сухого вещества) и увеличение его содер-
жания у кумжи (с 1.57 до 2.24% сухого вещества).
Это может быть связано с более активным разру-
шением кортикальных альвеол на стадии оплодо-
творения у лосося с последующим высвобожде-
нием холестеринэстеразы по сравнению с кум-
жей (Ionescu et al., 1979; Gwatkin et al., 1980).

Развивающаяся в эмбриогенезе икра является
“закрытой”, относительно гомогенной системой,
находящейся на полном “самообеспечении” нор-
мального развития эмбриона. Взаимосвязанное
изменение общих ФЛ и ХС в процессе развития
икры согласуется с необходимостью поддержа-
ния определенной структуры биомембраны клет-
ки, в частности ее жидкостности (Болдырев и др.,
2006). На стадии оплодотворения происходит
увеличение содержания ФЛ и ХС, что является
основной характеристикой существующих разли-
чий между лососем и кумжей, поскольку именно
эту стадию развития икры связывают (Finn et al.,
1995) с началом процессов деления клеток и “ри-
гидностью биомембраны” от воздействий внеш-
ней среды. При этом, данные об общем снижении
содержания ФХ и увеличении ФЭА в процессе
развития исследованных видов лососевых рыб
указывают, по-видимому, на перестройку фосфо-
липидного каркаса мембраны при подготовке к
выклеву личинки.

Отмеченное накопление ФС в икре на ранних
постэмбриональных стадиях развития, указы-
вает на процессы индицирования активности
Na+/K+-АТФ-азы – основного компонента ос-
мотической регуляции (Болдырев и др., 2006).
Увеличение минорного ФИ в процессе развития
эмбриона определяется участием данного ФЛ в
регуляции обмена кальция внутри клетки в каче-
стве вторичного мессенджера (Радченко и др.,
2005). В совокупности, увеличение синтеза ХС,
снижение содержания ФХ и повышение концен-
трации ФЭА, ФС и ФИ указывает на активную
клеточную перестройку организма, направлен-

ную на увеличение жидкостности биомембран
как для оптимальной работы мембраносвязанных
ферментов, так и для передачи сигналов внутрь
клетки. Оптимальное соотношение холестерина
к фосфолипидам (ХС/ФЛ), коэффициента Дьер-
ди, который описывает микровязкость биомем-
браны, свидетельствует о влиянии этого парамет-
ра на активность мембраносвязанных ферментов и
обменные процессы в развивающемся организме
(Crockett, 1998; Mitra et al., 2004). На протяжении
всего эмбрионального и раннего постэмбриональ-
ного развития икры это соотношение сохранялось
в пределах одинаковых значений у обоих видов ло-
сосевых рыб. Только у ранних личинок в период
после выклева икры из оболочек была отмечена
тенденция к увеличению ХС/ФЛ до 1.00 и 1.10% су-
хого вещества у кумжи и атлантического лосося
соответственно.

У атлантического лосося отмечена высокая
концентрация ЛФХ на стадии органогенеза с од-
новременным снижением метаболически связан-
ного с ним ФХ, тогда как у кумжи – на этапе га-
струляции с сохранением уровня ФХ, что, веро-
ятнее всего, связанно с реацилированием ЛФХ
(Карагезян, 1972; Murzina, 2009). Известно, что
накопление ЛФХ увеличивает проницаемость
мембраны для ионов (Осадчая и др., 2004). Кроме
того, ЛФХ под действием фосфолипазы D может
превращаться в лизофосфатидную кислоту, кото-
рая, в свою очередь, тесно связана с процессами
дифференциации клетки, ее ростом, подвижно-
стью и выживанием (Бердичевец и др., 2010).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При исследовании липидного профиля и дина-

мики содержания отдельных липидов в процессе
эмбрионального и раннего постэмбрионального
развития кумжи и атлантического лосося была по-
казана биохимическая разнокачественность (коли-
чественная) липидов как по стадиям развития, так
и между исследованными видами рыб. Высокое
содержание общих липидов и их энергетических
форм в икре исследованных лососевых рыб обу-
словлено необходимостью их использования в
последующем эмбриональном и раннем личи-
ночном развитии в экологических условиях, сло-
жившихся в биотопах, в которых молодь развива-
ется до наступления смолтификации и перехода
из пресной среды в морскую. Несмотря на то, что
эти процессы генетически детерминированы,
они тесно связаны и регулируются эпигенетиче-
скими условиями, связанными с условиями среды
обитания (температурой, уровнем растворенного
кислорода, фотопериодом и др.). Так изменения
содержания и соотношения индивидуальных ФЛ
(ФХ, ФЭА, ФС) можно рассматривать как компен-
саторную адаптацию эмбрионального и раннего
постэмбрионального развития исследуемых рыб,
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направленную на поддержание оптимальной
микровязкости биомембран. Кроме того, данные
об изменении таких физиологически активных
веществ липидной природы как ФИ, ЛФХ и ДАГ
в процессе эмбрионального развития лосося и
кумжи можно рассматривать с точки зрения их
значимости в регуляции биохимических и физио-
логических процессов в качестве вторичных мес-
сенджеров.

На общий механизм адаптации к освоению но-
вой среды обитания у обоих видов лососевых рыб
после выклева личинки из оболочки свидетель-
ствуют данные о повышении содержания ФС, ми-
норного фосфолипида, участвующего в регуляции
фермента осморегуляции, который активируется
при переходе особей из пресной среды в морскую.
Кроме того, известно, что ФС принимает актив-
ное участие в процессах нейрогенеза, что особен-
но важно для развивающейся молоди. Обнаружен-
ные различия между атлантическим лососем и кум-
жей (более высокое содержание ОЛ, запасных ТАГ
и ЭХС, а также метаболические изменения некото-
рых структурных липидов и, особенно, фосфоли-
пидов) на отдельных этапах эмбрионального и ран-
него постэмбрионального развития, отражают осо-
бенности жизненной стратегии исследованных
видов рыб. Для икры атлантического лосося ха-
рактерно накопление энергетически ценных ли-
пидных компонентов (в частности ТАГ и ЭХС) на
этапе активного клеточного деления, тогда как в
икре кумжи отмечено варьирование содержания
данных липидных компонентов на протяжении
эмбрионального развития. В период выклева ли-
чинок из оболочек отмечено общее снижение со-
держания данных компонентов.

Таким образом, результаты изучения липид-
ного профиля в икре в эмбриогенезе и у ранней
личинки атлантического лосося и кумжи свиде-
тельствуют как об общих механизмах, так и о
специфических различиях, определяющих био-
химическую разнокачественность организмов,
отражающую, в свою очередь фенотипическую
разнокачественность, которая в последующем
определяет внутрипопуляционное разнообразие
вида, специфику жизненной стратегии, сроки
развития и готовности молоди к смолтификации.
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Comparative Species-Specific Characteristics of Lipids and Their Dynamics During 
Embryogenesis and Early Postembrional Development of Atlantic Salmon

(Salmo salar L.) and Brown Trout (Salmo trutta L.)
V. P. Voronin1, *, S. A. Murzina1, **, Z. A. Nefedova1, S. N. Pekkoeva1,
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A comparative species-species study of the content of total lipids and their individual classes (total phospho-
lipids and their fractions, triacylglycerols, diacylglycerols, cholesterol esters, cholesterol, non-esterified fatty
acids) in unfertilized eggs, during embryogenesis (fertilized eggs, blastula, gastrula, organogenesis, eye pig-
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mentation, pre-hatching larvae) and early postembryonic development (alevin) of Atlantic salmon (Salmo
salar L.) and Brown trout (Salmo trutta L.). The relatively high content of total lipids (due to the fraction of
storage triacylglycerols) in unfertilized eggs, especially in Atlantic salmon, is a necessary prerequisite for their
further embryonic and postembryonic development. The dynamics of the lipid composition in the studied
species during embryogenesis also differed, which may indicate the feature of lipid metabolism in these spe-
cies. At the stages of active cell division (blastula, gastrula, organogenesis) during embryogenesis of Atlantic
salmon and Brown trout, the content of lysophosphatidylcholine increased. At the later stages of embryogen-
esis (eye pigmentation, pre-hatching larvae) and early postembryonic development (alevin), the amount of
phosphatidylserine increased. The biochemical heterogeneity due to the quantitative content of individual
lipid classes at the studied stages of development, is apparently associated with the feature of embryogenesis
of the studied species, in particular, the differences in time-scale of these processes.

Keywords: salmonids, Atlantic salmon, Brown trout, embryogenesis, early postembryonic development,
lipids, fatty acids
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В яичнике млекопитающих серотонин имеет все компоненты, необходимые для осуществления его
сигнальной функции, и влияет на функциональную активность клеток гранулезы. В то же время на-
копление серотонина с помощью специфического транспортера SERT происходит преимуществен-
но в ооцитах растущих овариальных фолликулов, и практически отсутствует в клетках гранулезы.
На экспериментальной модели культуры овариальных фолликулов проведен количественный ана-
лиз экспрессии мРНК маркеров пролиферации, апоптоза и функционального состояния фоллику-
лярных клеток, а также ооцитарных факторов роста. Серотонин (1 мкМ) не проявляет выраженных
митогенных, про- и антиапоптотических свойств и не влияет на экспрессию маркеров стероидоге-
неза. При этом серотонин стимулирует в клетках гранулезы экспрессию генов циклинов Ccnd1,
Ccnd2, Ccne1, а также Has2, Ptgs2, Ptgfr, Igfbp и Ihh. Кроме того, добавление серотонина приводит к
увеличению экспрессии Gdf9 в ооцитах. Наблюдается более выраженный по сравнению с первич-
ной культурой клеток гранулезы эффект серотонина, который во всех случаях, за исключением
циклинов, отменяется флуоксетином (10 мкМ). Полученные результаты свидетельствует о том, что
функциональная активность клеток гранулезы регулируется серотонином через его воздействие на
ооцит и опосредовано активностью SERT.

Ключевые слова: мышь, яичник, овариальный фолликул, гранулеза, ооцит, серотонин, СИОЗС,
флуоксетин, SERT, экспрессия генов
DOI: 10.31857/S0475145021020063

ВВЕДЕНИЕ
Хорошо известно, что серотонин проявляет фи-

зиологическую активность на самых ранних стади-
ях индивидуального развития (Buznikov, 2007) и
продолжает играть важную роль плейотропного
гормона вне нервной системы у взрослых животных
(Amireault et al., 2013). Большая часть серотонина у
позвоночных синтезируется энтерохромаффинны-
ми клетками желудочно-кишечного тракта, где он
играет роль важного регулятора гладкомышечной
моторики и секреторной активности (Mawe,
Hoffman, 2013). Здесь же он попадает в кровяное
русло и накапливается в тромбоцитах, играя важ-
ную роль в процессах вазоконстрикции и сверты-
вания крови (Mercado, Kilic, 2010). Гуморальное
воздействие циркулирующего серотонина на клет-
ки может быть опосредовано активацией мембран-
ных рецепторов, влекущей запуск соответствую-
щих сигнальных каскадов, и/или захватом его

внутрь клеток с помощью мембранного транс-
портера SERT, после чего он может участвовать в
посттрансляционной модификации белков по-
средством серотонилирования (Paulmann et al.,
2009). Изменения концентрации циркулирующе-
го серотонина ассоциировано с рядом патологи-
ческих состояний, как центральной нервной си-
стемы, так и периферических органов (Mercado,
Kilic, 2010).

Одной из мишеней периферического серото-
нина является яичник, где он детектируется в
физиологически активных концентрациях (Bòdis
et al., 1992) и имеет все компоненты, необходи-
мые для осуществления его сигнальной функции
(Dubé, Amireault, 2007). Несмотря на наличие
экспрессии ферментов синтеза серотонина, ос-
новным механизмом, обеспечивающим накопле-
ние серотонина в яичнике, является его захват с
помощью специфического транспортера SERT,
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который происходит преимущественно в ооцитах
растущих овариальных фолликулов, и практически
отсутствует в клетках гранулезы (Nikishin et al.,
2019). Наиболее выраженным физиологическим
эффектом серотонина на функцию яичника, про-
являющимся у разных видов млекопитающих, яв-
ляется активация секреции стероидных гормонов
клетками гранулезы, которая опосредуется ре-
цепторными механизмами (Koppan et al., 2004).
Нами ранее показано влияние серотонина на экс-
прессию маркеров функционального состояния
клеток гранулезы, которое, ввиду отсутствия ак-
тивности SERT, скорее всего, опосредовано акти-
вацией рецепторов (Никишин и др., 2018а). Од-
нако, системное подавление механизма захвата
серотонина путем нокаута гена Sert или примене-
ния селективных ингибиторов обратного захвата
серотонина (СИОЗС), негативно влияет на функ-
циональную активность клеток гранулезы, в том
числе угнетает секрецию эстрадиола (Zha et al.,
2017). По всей вероятности, накопление серото-
нина в ооцитах растущих фолликулов опосредо-
ванно влияет на функциональную активность
клеток гранулезы.

Данная работа посвящена исследованию влия-
ния серотонина на функциональный статус фол-
ликулярных клеток в культуре изолированных
овариальных фолликулов и выявлению роли меха-
низма обратного захвата серотонина в этом про-
цессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Первичные многослойные овариальные фол-
ликулы в стерильных условиях выделяли из яич-
ников мышей линии C57BL/6 (Питомник лабо-
раторных животных “Столбовая”) в возрасте
14 дней. Яичники выделяли, разделяли на 8 ча-
стей, переносили в среду Лейбовица L15 (Biosera,
Франция) с добавлением 50 мкг/мл Liberase DH
(Roche, Швейцария) и инкубировали при 37°C в
течение 30 мин. В процессе инкубации ткань яич-
ника время от времени разрывали двумя инсули-
новыми иглами. Изолированные фолликулы от-
мывали от ферментов и оценивали под контро-
лем стереомикроскопа по следующим критериям:
1) диаметр 100–130 мкм; 2) поверхность гладкая и
не повреждена; 3) один-два слоя клеток грануле-
зы (возможно наличие нескольких распластанных
клеток теки); 4) наличие центрально расположен-
ного округлого ооцита (см. рис. 3г). Овариальные
фолликулы, отвечающие этим критериям, рандом-
но переносили в лунки 6-луночного культурально-
го планшета (Corning, США), содержащие 3 мл
культуральной среды DMEM/F-12 (Панэко, Рос-
сия), с добавлением 5% эмбриональной телячьей
сыворотки (Biosera, Франция), 3 мМ аланил-глу-
тамина (Панэко, Россия), 0.1 МЕ/мл ФСГ (Merck

Serono S.A., Швейцария), 0.1 мкМ андростендио-
на (Sigma-Aldrich, США), 100 ЕА/мл пеницилли-
на (Панэко, Россия) и 0.1 мг/мл стрептомицина
(Панэко, Россия) и культивировали в течение
6 суток в атмосфере 5% CO2 при 37°C и ежеднев-
ной смене среды. Далее фолликулы, которые
прикрепились и активно росли (см. рис. 3д), от-
мывали от сыворотки и культивировали в среде
DMEM/F-12 c добавлением 3 мМ аланил-глута-
мина, инсулин-трансферрин-селеновой добав-
ки (Панэко, Россия), 0.1 МЕ/мл ФСГ, 0.1 мкМ
андростендиона, 100 ЕА/мл пенициллина и 0.1 мг/мл
стрептомицина. В экспериментальных группах к
клеткам гранулезы добавляли 1 мкМ серотонина
(5HT); или 1 мкМ серотонина и 10 мкМ флуоксе-
тина (5HT + FLU). Смену культуральной среды
проводили каждые 12 ч. Через 48 ч среду заменяли
на DMEM/F-12 с добавлением 1 мг/мл коллаге-
назы I (Панэко, Россия) и 100 мкг/мл ДНКазы I
(Sigma-Aldrich, США) и инкубировали 30 мин
при 37°C и периодическом аккуратном пипетиро-
вании. Ооциты из диссоциированных фоллику-
лов собирали стриппером под контролем стерео-
микроскопа и использовали для исследования
экспрессии генов Bmp6, Bmp15, Gdf9 и Igf1. Клет-
ки гранулезы пропускали через 40 мкм сито (SPL
Lifesciences, Корея) и осаждали центрифугирова-
нием в течение 5 мин при 1000 g, после чего ис-
пользовали для исследования экспрессии генов
Bad, Bax, Bcl2, Casp3, Ccna1, Ccnb1, Ccnd1, Ccnd2,
Ccne1, Cyp11a1, Cyp17a1, Cyp19a1, Foxo3, Fshr,
Has2, Igfbp4, Ihh, Lhcgr, Mki67, Trp53, Pcna, Ptgfr,
Ptgs2 и Star.

Тотальную РНК из полученных проб выделя-
ли с помощью реагента ExtractRNA (Евроген,
Россия), используя 3 мкг гликогена в качестве со-
осадителя, и обрабатывали ДНКазой I (Thermo
Fisher Scientific, США). Библиотеки кДНК синте-
зировали с помощью набора реактивов Maxima H
Minus с применением рандомных гексаолигонук-
леотидов (Thermo Scientific, США). ПЦР в реаль-
ном времени проводили на амплификаторе 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, США) с
использованием коммерческой смеси qPCRmix-HS
SYBR+HighROX (Евроген, Россия). Относитель-
ную экспрессию генов (NRQ) рассчитывали
методом ddCt с нормировкой на ген Rps18 и кон-
трольную пробу. Последовательности специфи-
ческих олигонуклеотидов для проведения ПЦР
приведены в табл. S1. Эксперимент проведен в
четырех повторностях. Статистическую обработ-
ку полученных результатов проводили в програм-
ме Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.,
США) с применением t-критерия Вилкоксона.

Для оценки жизнеспособности фолликулов в
ходе длительного культивирования, было прове-
дено окрашивание фолликулов, претерпевших
все экспериментальные манипуляции, реагентом
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ReadyProbes™ Cell Viability Imaging Kit, Blue/Red
(Thermo Fisher Scientific, США) и последующее
выявление живых и мертвых клеток на лазерном
сканирующем конфокальном микроскопе Olympus
FV10i (Лаборатория конфокальной микроскопии
ЦКП МГУ им. М.В. Ломоносова). Для оценки ак-
тивности захвата серотонина компонентами овари-
ального фолликула в условиях 2D-культуры, были
проведены инкубации культивируемых фоллику-
лов с 1 мкМ серотонина в течение 2 ч. Фолликулы
фиксировали в 4%-м параформальдегиде (pH 7.5)
и окрашивали кроличьими антителами против
серотонина (S5545 Sigma-Aldrich, США, разведе-
ние 1 : 1000) и козьими антителами против Ig кроли-
ка, конъюгированными с флуорофором CF™568
(SAB4600085 Sigma-Aldrich, США). Специфич-
ность иммуногистохимической реакции оцени-
вали по отсутствию флуоресценции при окраши-
вании только вторичными антителами. Препара-
ты анализировали на лазерном сканирующем
конфокальном микроскопе Zeiss LSM 880 (Груп-
па оптических методов ЦКП ИБР РАН) и реги-
стрировали иммунофлуоресценцию на средин-
ном оптическом срезе при постоянных параметрах
интенсивности лазера и чувствительности детекто-
ра. Уровень иммунофлуоресценции на полученных
изображениях определяли с помощью программы
ImageJ. Полученные результаты обрабатывали ста-
тистически с помощью программы Graphpad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Работа была выполнена на изолированных
преантральных овариальных фолликулах, куль-
тивируемых на поверхности пластика (2D-куль-
тура) в течение 6 сут и 48 ч эксперимента. В ходе
культивирования фолликулы прикреплялись к по-
верхности, распластывались и росли, оставаясь
при этом морфологически целостными (см. рис. 1в).
Проведенное в конце эксперимента выявление
живых и мертвых клеток (рис. 1) показало, что в
ходе культивирования как клетки гранулезы, так
и ооциты остаются живыми (рис. 1б, 1д, 1е). Не-
значительное количество мертвых фолликулярных
клеток выявлялось на поверхности некоторых
фолликулов (рис. 1г, 1е). Иммуногистохимическое
исследование активности захвата серотонина в ова-
риальных фолликулах в условиях 2D-культуры по-
казало, что при добавлении серотонина в среду
происходит его накопление в ооцитах, тогда как в
клетках гранулезы его количество не изменяется
(рис. 2). Данные результаты полностью согласуют-
ся с данными, полученными ранее на изолирован-
ных овариальных фолликулах (Никишин и др.,
2018б) и фрагментах овариальной ткани (Nikishin
et al., 2019), что подтверждает адекватность исполь-
зуемой экспериментальной модели.

Функциональный статус овариального фолли-
кула в период активного роста выражается, прежде
всего, показателями функционального состояния
клеток гранулезы – важнейшими из которых явля-
ются пролиферативная активность, отсутствие
апоптоза, стероидогенная активность и маркеры
степени дифференцировки (Kranc et al., 2017). Для
оценки этих показателей в работе использовали
количественный анализ экспрессии мРНК генов,
являющихся маркерами функционального состо-
яния клеток гранулезы (рис. 3а, 3б). Снижение
пролиферативной активности, в сочетании с ак-
тивацией механизмов клеточной гибели, являет-
ся маркером атретических процессов (Zhen et al.,
2014). При добавлении серотонина к культуре
изолированных овариальных фолликулов гены-
маркеры пролиферации Mki67 и Pcna (а также
циклинов Ccna1 и Ccnb1) не изменили уровень
экспрессии относительно контроля. Это говорит
об отсутствии выраженного митогенного эффек-
та серотонина на клетки гранулезы. В то же вре-
мя, количественный анализ выявил достоверное
увеличение уровня экспрессии циклина Ccnd1 в
1.58 раз (p = 0.0294), Ccnd2 в 1.63 раз (p = 0.0409) и
Ccne1 в 1.49 раз (p = 0.044). Циклины D и E явля-
ются ключевыми регуляторными белками, кото-
рые способствует переходу клеток к фазе S через
фазу G1 (Bertoli et al., 2015). Селективный инги-
битор обратного захвата серотонина флуоксетин не
отменяет эффект серотонина на экспрессию цик-
линов, что говорит о том, что в данном эффекте не
участвует SERT, и он, скорее всего, опосредован
воздействием на рецепторы серотонина. Таким об-
разом, эффект серотонина на пролиферативные
свойства клеток гранулезы ограничивается влия-
нием на уровень экспрессии регуляторов клеточ-
ного цикла, но не приводит к увеличению проли-
ферации. Уровень апоптоза, особенно в условиях
культуры, является очень важным показателем
функционального статуса овариального фоллику-
ла. Серотонин, в зависимости от типа активируе-
мого рецептора, способен выступать как про- так и
антиапоптотическим агентом (Azmitia, 2001). В на-
шем эксперименте не выявлено статистически
значимых изменений уровня экспрессии как ге-
нов-маркеров апоптоза Bax, Bad, Bcl2, Casp3,
Trp53, так и Foxo3, который является инициато-
ром апоптоза в клетках гранулезы, что указывает
на отсутствие выраженного про- и антиапоптоти-
ческого эффекта серотонина.

Важнейшими показателями функциональной
активности соматических компонентов овари-
ального фолликула является экспрессия ключе-
вых стероидогенных ферментов, а также гена Star,
кодирующего эффектор скорость-лимитирую-
щей стадии стероидогенеза (Bao et al., 1997; Zhen
et al., 2014). Несмотря на литературные данные о
влиянии серотонина на стероидогенную актив-
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ность, при анализе экспрессии генов Cyp11a1,
Cyp17a1, Cyp19a1 и Star достоверных различий
между группами не выявлено. По всей видимо-
сти, описанные в литературе эффекты связаны с
регуляцией активности компонентов системы
синтеза стероидных гормонов на посттранскрип-
ционных стадиях. Количественными маркерами
степени дифференцировки клеток гранулезы яв-
ляются гены рецептора фолликулостимулирующе-
го гормона Fshr и рецептора лютеинизирующего
гормона Lhcgr (Bao et al., 1997), а также гиалуронан-
синтазы Has2, связывающего инсулиноподобный
фактор роста белка Igfbp4, рецептора простаглан-
дина F2-альфа Ptgfr, циклооксигеназы Ptgs2 и ли-
ганда Hedgehog-сигнального пути Ihh (Zhen et al.,
2014). При анализе экспрессии генов Fshr и Lhcgr
достоверных различий между группами не выяв-
лено. В то же время, уровень экспрессии гена
Ptgs2 при добавлении серотонина увеличивается в
4.59 раз (p = 0.0425), Has2 – в 2.26 раз (p = 0.0492),
Igfbp4 – в 1.56 раз (p = 0.0373), Ihh – 1.5 раз (p =
= 0.0045), Ptgfr – в 1.4 раз (p = 0.0172). При этом
добавление флуоксетина снижает уровень экс-

прессии генов до уровня, статистически не отли-
чающегося от контроля, что говорит о наличии
вклада захвата серотонина в реализацию этого
эффекта. Экспрессия данных генов характерна
для зрелых клеток кумулюса, в которых они обес-
печивают синтез межклеточного матрикса, необ-
ходимого для экспансии кумулюса, и функцио-
нирование ключевых механизмов межклеточной
сигнализации (Diaz et al., 2007). Таким образом,
серотонин проявляет признаки фактора, способ-
ствующего созреванию клеток гранулезы и их
дифференцировке в направлении кумулюса.

Одной из целей данной работы было сопостав-
ление полученных результатов с эффектами серо-
тонина, наблюдаемыми в экспериментах на пер-
вичной культуре клеток гранулезы, в отсутствие
возможного влияния ооцитов (см. рис. 4). При
прямом воздействии серотонина на клетки грану-
лезы наблюдался сходный эффект на экспрессию
генов-показателей их функциональной активно-
сти, однако статистически значимый эффект на-
блюдался только для генов Ccnd1, Has2 и Ihh (Ни-
кишин и др., 2018а). В культуре изолированных

Рис. 1. Выявление живых и мертвых клеток в овариальных фолликулах после 6 сут предварительного культивирования
и 48 ч культивирования в бессывороточной среде. (а, б) – срединный конфокальный оптический срез, проходящий
через ядра ооцитов; (в) – микрофотография в фазовом контрасте; (г–е) – максимальная проекция стопки конфокаль-
ных микрофотографий. (а, г) – мертвые клетки, окрашенные иодидом пропидия; (б, в) – ядра живых клеток, окра-
шенные красителем Hoechst 33342; (е) – совмещенное изображение мертвых клеток (красный) и ядер живых клеток
(синий), пунктиром обозначены границы ооцитов. Масштабный отрезок 100 мкм.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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овариальных фолликулов наблюдается более вы-
раженный эффект серотонина, что, по всей веро-
ятности, объясняется большей восприимчиво-
стью клеток гранулезы к воздействию серотонина
в этих условиях, более приближенных к нативно-
му состоянию. Известно, что ооциты теснейшим
образом связаны с фолликулярными клетками и
взаиморегулируют их функциональное состояние
(Kidder, Vanderhyden, 2010). Логично предпола-
гать, что усиление влияния серотонина на функ-
циональную активность клеток гранулезы связа-
но с дополнительным воздействием ооцитов. В
пользу этого предположения говорит отмена на-
блюдаемых эффектов при ингибировании обрат-
ного захвата серотонина, который активен в ооци-
тах, но не в клетках гранулезы. Учитывая, что,
помимо мембранного транспортера серотонина, в
ооцитах экспрессируется везикулярный транспор-
тер моноаминов (Никишин и др., 2018в), есть ве-
роятность, что ооцит экскретирует накопленный
серотонин и создает вокруг себя локальную об-
ласть его повышенной концентрации, усиливая
таким образом его воздействие на клетки грану-

лезы. С другой стороны, серотонин во многих ти-
пах клеток играет роль регулятора секреторной
активности (Paulmann et al., 2009). Серотонин,
накопленный в ооците, вероятно, может влиять
на секрецию белковых факторов роста, играю-
щих важную роль в поддержании полноценной
жизнедеятельности фолликулярных клеток (Kid-
der, Vanderhyden, 2010).

Для проверки этого предположения, исследова-
ны эффекты серотонина и флуоксетина на экс-
прессию в ооцитах ключевых факторов роста, регу-
лирующих функциональный статус фолликуляр-
ных клеток (рис. 3в). В культуре изолированных
фолликулов при воздействии серотонина уро-
вень экспрессии Bmp15, Bmp6, Igf1 в ооцитах не
изменяется, при этом Gdf9 – увеличивается в
1.52 раз (p = 0.0116), причем в присутствии флуок-
сетина данный эффект снижается, что говорит о
вовлеченности механизмов транспорта серотони-
на в этот эффект. Известно, что GDF9 является
одним из ключевых факторов, регулирующих
процесс фолликулогенеза на стадии фолликуляр-

Рис. 2. Иммуногистохимическое выявление активности захвата серотонина в культуре овариальных фолликулов. (а,
б, г, д) – совмещенные конфокальные срединные оптические срезы овариальных фолликулов, культивируемых в те-
чение 6 сут (а, б), и дополнительно культивируемых в бессывороточной среде в течение 48 ч (г, д), окрашенных анти-
телами против серотонина (красный) и красителем Hoechst 33342 (белый). (а, г) – контроль; (б, д) – инкубация с
1 мкМ серотонина в течение 2 ч. Масштабный отрезок 100 мкм. (в, е) – измерение уровня иммунофлуоресценции
серотонина в клетках гранулезы и ооцитах овариальных фолликулов, культивируемых в течение 6 сут (в), и дополни-
тельно культивируемых в бессывороточной среде в течение 48 ч (Е). M ± SD, * – p < 0.0001 по t-критерию Стьюдента.
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ного роста и овуляции. Так, например, под дей-
ствием GDF9 в клетках кумулюса возрастает экс-
прессия генов Has2 и Ptgs2 (Gui, Joyce, 2005). По
всей видимости, захват серотонина ооцитами в
растущих овариальных фолликулах, действитель-
но, способствует синтезу и секреции факторов, ко-
торые влияют на функциональную активность кле-
ток гранулезы.

Механизм влияния захвата серотонина ооци-
том на экспрессию генов и секрецию факторов
роста пока остается неясным. Возможность внут-
риклеточной сигнальной активности серотонина
является предметом многолетних дискуссий –
именно на ооцитах и ранних эмбрионах были по-
лучены фармакологические свидетельства внутри-
клеточной активности серотониновых рецепторов,
которая остается неисследованной (Шмуклер, Ни-
кишин, 2018). С другой стороны, внутри клетки се-
ротонин способен принимать участие в регуляции

активности белков путем их серотонилирования
(Bader, 2019). Этот механизм задействован в регуля-
ции секреторной активности в тромбоцитах (Wal-
ther et al., 2003) и β-клетках поджелудочной железы
(Paulmann et al., 2009), может влиять на экспрессию
генов путем модификации гистонов (Farrelly et al.,
2019) и, вполне вероятно, также активен в ооцитах.

Таким образом, в экспериментах на культуре
изолированных овариальных фолликулов выяв-
лены эффекты серотонина на экспрессию не-
скольких генов-показателей функциональной
активности клеток гранулезы (Ccnd1, Ccnd2,
Ccne1, Has2, Ptgs2, Ptgfr, Igfbp и Ihh), а также важ-
нейшего ооцитарного фактора роста Gdf9. Большая
часть наблюдаемых эффектов отменяется флуоксе-
тином, следовательно, опосредована активностью
специфического транспортера серотонина SERT.
Полученный результат является очень важным
свидетельством того, что овариальный серотонин

Рис. 3. Эффект серотонина и флуоксетина на функциональный статус овариальных фолликулов в культуре in vitro.
(а–в) – изменение уровня экспрессии в клетках гранулезы маркеров их функциональной активности (а, б) и уровня
экспрессии в ооцитах факторов роста (в) в культуре изолированных овариальных фолликулов при добавлении 1 мкМ
серотонина (5HT) и 1 мкМ серотонина с 10 мкМ флуоксетина (5HT + FLU). NRQ – нормированная на контрольную
пробу относительная экспрессия гена, в качестве референсного гена использовали Rps18. Красной линией обозначена
экспрессия генов в контрольной пробе, принятая за 1. * – p < 0.05 по t-критерию Вилкоксона. (г–д) – первичный мно-
гослойный овариальный фолликул сразу после изоляции (г) и через 6 дней культуры in vitro (д). Масштабный отрезок
100 мкм.
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воздействует на функциональную активность кле-
ток гранулезы опосредованно через влияние на
ооцит, и требует дальнейшего более внимательного
исследования.
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Oocyte-Mediated Effect of Serotonin on the Functional Status of Granulosa Cells
D. A. Nikishin1, *, Y. V. Khramova2, N. M. Alyoshina1, L. A. Malchenko1, and Y. B. Shmukler1

1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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In the mammalian ovary, serotonin has all the components necessary for the implementation of its signaling
function and affects the functional activity of granulosa cells. At the same time, the accumulation of serotonin
by the specific transporter SERT occurs mainly in oocytes of growing ovarian follicles and is practically ab-
sent in granulosa cells. A quantitative analysis of the expression of mRNA markers of proliferation, apoptosis,
and the functional state of follicular cells, as well as oocyte-derived growth factors, was carried out on an ex-
perimental model of the ovarian follicles culture. Serotonin (1 μM) does not show pronounced mitogenic,
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pro- and anti-apoptotic properties and does not affect the expression of markers of steroidogenesis. At the
same time, serotonin stimulates the expression of genes of cyclins Ccnd1, Ccnd2, Ccne1, as well as Has2, Ptgs2,
Ptgfr, Igfbp, and Ihh in granulosa cells. Also, the addition of serotonin leads to an increase in Gdf9 expression
in oocytes. A more pronounced effect of serotonin in comparison with the primary culture of granulosa cells
is observed, which in all cases, except for cyclins, is canceled by fluoxetine (10 μM). The results obtained in-
dicate that the functional activity of granulosa cells is regulated by serotonin through its effect on the oocyte
and is mediated by the SERT activity.

Keywords: mouse, ovary, ovarian follicle, granulosa, oocyte, serotonin, SSRIs, f luoxetine, SERT, gene ex-
pression
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Получены новые данные о влиянии дополнительного освещения на липидный профиль сеголеток
0+ атлантического лосося в процессе роста и развития при искусственном выращивании в завод-
ских условиях. Изучено влияние разных световых режимов: заводское освещение (контроль), экс-
периментальные режимы – 16 ч освещения и 8 ч затемнения (16:8), постоянное освещение (24:0). У
сеголеток, развитие которых проходило в условиях экспериментальных режимов фотопериода, об-
наружены специфические модификации липидного профиля, главным образом – в содержании
структурных липидов (фосфолипидов), а также индексов соотношений структурных и запасных ли-
пидов: холестерин/фосфолипиды (ХЛ/ФЛ) и триацилглицерины/фосфолипиды (ТАГ/ФЛ). Эти из-
менения в большей степени проявились у молоди лосося, выращиваемой при круглосуточном осве-
щении (24:0).

Ключевые слова: липиды, фотопериод, атлантический лосось, искусственное выращивание
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ВВЕДЕНИЕ
Свет, как абиотический фактор, воздействует

на разные аспекты жизнедеятельности рыб. Для
каждого вида рыб характерен определенный оп-
тимальный диапазон освещенности, при котором
улучшается физиологическое состояние организ-
ма, происходит накопление массы. Поэтому при
искусственном выращивании молоди лососевых
и других видов рыб нередко используются регу-
лируемые световые режимы, которые влияют на
рост и развитие молоди (Villarreal et al., 1988;
Mäkinen, Ruohonen, 1992; Boeuf, Le Bail, 1999;
Taylor et al., 2006; Björnsson et al., 2011). В исследо-
ваниях на молоди рыб (форель, белый толстоло-
бик, карп, щука), подращиваемой при перемен-
ном световом режиме (искусственном и есте-
ственном освещении), показано отличие более
высокой скорости роста и максимальной выжи-
ваемости (Власов и др., 2013). Например, у карпо-
вых рыб при круглосуточном освещении возрас-
тает эффективность конвертирования пищи (Ру-
чин, 2012), в мышцах осетра при переменных
режимах (12-часовой смене освещенности) повы-
шается содержание липидов и белков на фоне

снижения их оводненности (Ручин, 2007). Пока-
зано, что увеличение светового режима с 8 до 16 ч
стимулирует рост и развитие молоди лососевых
рыб, повышается эффективность потребления
корма и его конвертация (Clarke, 1981; Бретт, 1983).
Предшествующие условия жизни молоди лосося
(сеголеток 0+), связанные с изменением темпера-
туры и продолжительностью светового периода,
могут в дальнейшем повлиять на сроки смолти-
фикации двухлеток лосося (1+) (Metcalfe, Thorpe,
1990), что важно при их заводском выращивании,
поскольку в этом возрасте происходит выпуск
молоди в природную среду для поддержания чис-
ленности природной популяции атлантического
лосося.

Известно, что липиды в значительной степени
обеспечивают адаптационные способности орга-
низма в ответ на специфические условия искус-
ственной среды, включая фотопериод, темпера-
туру, аэрацию среды и др. (Murzina et al., 2009;
Nemova et al., 2020) и тем самым могут считаться
индикаторами роста и развития жизнеспособной
молоди лосося. В настоящей работе оценили вли-
яние разных световых режимов (заводское осве-
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щение – контроль, экспериментальные режимы –
пролонгированное освещение – 16 ч света и 8 ч
затемнения, постоянное освещение – 24 ч) на ли-
пидный профиль и рост сеголеток 0+ атлантиче-
ского лосося в условиях искусственного выращи-
вания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В июле сеголетки (0+) атлантического лосося
были перенесены из инкубационного центра в
выростные бассейны Выгского рыбоводного за-
вода (Республика Карелия) при достижении со-
ответствующей массы (0.96–1.00 г). После не-
дельной адаптации, в начале августа, был постав-
лен эксперимент по влиянию разных режимов
фотопериода (контроль–заводские условия, ре-
жимы 16:8 и 24:0) на липидный профиль сеголе-
ток лосося. В дальнейшем пробы молоди лосося
отбирали для биохимического анализа липидов
дважды – в сентябре и октябре. Молодь лосося со-
держалась в бассейнах размером 2 × 2 м. Для каж-
дого из исследуемых экспериментальных режимов
освещения, а также для заводского режима (кон-
троль) были определены по два бассейна. Из каж-
дого бассейна с соответствующим режимом осве-

щения забирали равное количество рыб, для фор-
мирования смешанной выборки (n = 20). Тем
самым, исследовали три группы рыб: контроль-
ная – заводское освещение, эксперименталь-
ные – 16:8 (16 ч света и 8 ч затемнения) и кругло-
суточное/постоянное освещение, 24:0. Описание
режимов освещения было ранее представлено в
работе Н.Н. Немовой с соавторами (Nemova et al.,
2020), в которой обсуждались данные по жирным
кислотам и массе у молоди лосося в эксперименте с
фотопериодом. Схема эксперимента дана на рис. 1.

Экспериментальные бассейны были оборудова-
ны двумя светодиодными светильниками (Aquael
leddy smart led sunny, 6 W, 6500 K), а для создания за-
темнения бассейны накрывали черной, непропус-
кающей свет пленкой. Переключение режимов
происходило автоматически с помощью розеток-
таймеров (Feron TM-50). Все остальные условия
содержания для всех бассейнов были одинаковы-
ми: плотность посадки, режим кормления и корм
(согласно потребностям возрастной группы), про-
филактические меры и уход за бассейнами. Для мо-
лоди лосося, выращиваемой в условиях завода, ис-
пользовали коммерческий корм марки BioMar Ini-
cio plus G (Biomar, Danmark) (стартовый корм для
сеголеток 0+).

Рис. 1. Схема эксперимента по оценке влияния различных режимов фотопериода на липидный профиль сеголеток ат-
лантического лосося, выращиваемых в условиях Выгского рыбзавода.
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Количество сеголеток, содержащихся в бас-
сейнах составило: 7541 шт. (контроль), 7361 шт.
(режим 16:8) и 7400 (режим 24:0). Вода в бассейны
поступала с Маткожненского водохранилища
(р. Нижний Выг). Температурный режим был
естественный. Значения температуры за период
исследования составили в августе 18.2–13.8°C,
сентябре 13.8–9.8°C, октябре 9.8–2.4°С. Экспе-
римент проводился до конца октября. Пробы рыб
(тушки рыб) на липидный анализ брали в конце
каждого месяца.

Взвешивание рыб проводили каждый месяц
(по 3–5 раз в месяц) на заводе. Чипирование сего-
леток не проводилось вследствие их маленьких
размеров, поэтому данные по массе рыб получали
по результатам повторных взвешиваний по 70–
100 особей вместе. Средняя масса молоди лосося
0+ в начале исследования в разных бассейнах со-
ставляла: 0.96 ± 0.07 (контроль), 1.00 ± 0.04 (ре-
жим 16:8), 0.96 ± 0.03 (режим 24:0). За весь период
эксперимента было собрано 465 проб сеголеток.
Кроме того, следует отметить, что “отход” в бас-
сейнах с экспериментальным освещением был
ниже по сравнению с контрольным (139 шт.,
1.84%) и составил 45 особей (0.61% – режим
16:8), 72 (0.97% – режим 24:0).

Экстракцию липидов из отобранных образцов
(тушка) молоди лосося проводили по методу
Фолча (Folch et al., 1957) и Кейтс (Кейтс, 1975). За-
тем липиды концентрировали с помощью роторно-
вакуумной установки Heidolph Hei-Vap (Heidolph,
Германия). Выделенные суммарные липиды и
обезжиренный остаток (включающий белки, уг-
леводы, нуклеиновые кислоты, аминокислоты и
микроэлементы) сушили до постоянной массы.

Качественное и количественное определение
отдельных липидных классов осуществляли при
помощи метода высокоэффективной тонкослой-
ной хроматографии (ВЭТСХ). Фракционирова-
ние общих липидов проводили на пластинках на
стеклянной основе – HPTLC Silicagel 60 F254 Premi-
um Purity (Merck, Германия). Нанесение экстракта
липидов осуществлялось при помощи полуавтома-
тического аппликатора Linomat 5 (CAMAG, Швей-
цария) микрошприцом на 100 мкл штриховым ме-
тодом. В качестве элюента, а также раствора для
насыщения хроматографической камеры ADC2
(CAMAG, Швейцария), использовалась система
растворителей гексан–диэтиловый эфир–ук-
сусная кислота (32 : 8 : 0.8 по объему) (Olsen, Hen-
derson, 1989). Насыщение хроматографической
камеры проводили в течение 20 мин с одновре-
менным контролем влажности (10 мин), после че-
го проводилось насыщение пластины (20 минут).
Дистанция подвижной фазы составляла 80 мм
(Rf конечная = 80 мм), сушка пластины осуществ-
лялась в течение 5 мин. Проявление липидных
пятен проводили в растворе медного купороса

(CuSO4) с ортофосфорной кислотой (H3PO4) и
нагреванием пластины до 160°С в течение 15 мин
(Hellwig, 2008). Качественное и количественное
определение липидных компонентов было вы-
полнено в камере денситометра TLC Scanner 4
(CAMAG, Швейцария) на дейтериевой лампе при
длине волны 350 нм в режиме адсорбции (Hellwig,
2008). Идентификация липидных классов прово-
дилась по референтным стандартам соответству-
ющих компонентов (Sigma-Aldrich, США) с уче-
том соответствия значений Rf. В составе общих
липидов анализировали: общие фосфолипиды
(ФЛ), триацилглицерины (ТАГ), диацилглице-
рины (ДАГ), холестерин (ХС), эфиры холестери-
на (ЭХС), свободные жирные кислоты (СЖК).

Состав индивидуальных фосфолипидов –
фосфатидилхолина (ФХ), фосфатидилэтанол-
амина (ФЭА), фосфатидилсерина (ФС), фосфа-
тидилинозитола (ФИ), сфингомиелина (СФМ),
лизофосфатидилхолина (ЛФХ) анализировали
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии на стальной колонке Nucleosil 100-7
(“Элсико”, Москва), используя элюент ацето-
нитрил–гексан–метанол–ортофосфорная кисло-
та (918 : 30 : 30 : 17.5). Детектирование проводили
по степени поглощения света при 206 нм (Arduini
et al., 1996). Соотношение между компонентами
оценивали по величинам площадей пиков на хро-
матограммах.

Данные в табл. 1 и 2 представлены в виде M ± SE
(ошибка среднего арифметического). Обработка
результатов проводилась при помощи непарамет-
рического метода теста ранговых сумм Вилкоксона–
Манна–Уитни в открытой среде программирова-
ния R (Коросов, Горбач, 2007). Различия считаются
достоверными при p ≤ 0.05.

Исследования выполнены на базе лаборатории
экологической биохимии и с использованием
оборудования Центра коллективного пользова-
ния ФИЦ “Карельский научный центр Россий-
ской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследований по влиянию разных

режимов фотопериода на липидный профиль се-
голеток лосося при его искусственном выращи-
вании представлены в табл. 1 и 2.

У сеголеток из трех бассейнов с разным режи-
мом освещения, включая контрольный, отобран-
ных в сентябре, липидный профиль достоверно
не отличался по содержанию ОЛ (в пределах
26.59–27.13% сухой массы), в том числе суммар-
ных ФЛ (3.69–4.02%) и ДАГ (1.22–1.24%). При
режимах 16:8 и 24:0 у сеголеток отмечено досто-
верно значимое снижение количества ХС, ми-
норных ФИ и ФС, а также снижение ЛФХ и ЭХС –
при режиме 24:0, индекса ХС/ФЛ – при 16:8.
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Причем содержание ТАГ и индекс ТАГ/ФЛ по-
высились у сеголеток при режиме освещения
16:8, а СФМ и СЖК – при режиме 24:0 по сравне-
нию с контролем. Наибольшие изменения ли-
пидного профиля у сеголеток в сентябре установ-
лены при режиме 24:0. Снижение при режиме
24:0 у молоди в разной степени отдельных классов
липидов (ФИ, ФС, ЛФХ, ЭХС) положительно
коррелировало с повышением СЖК. При этом у
сеголеток лосося в сентябре при режиме 24:0, на-
блюдалось повышение размерно-весовых харак-
теристик – 2.62 г и 6.18 см против 2.51 г и 6.09 см;
2.47 г и 6.12 см при режиме 16:8 и контроле соот-
ветственно.

У сеголеток, отобранных в октябре, в целом
(при всех режимах, включая контроль) отмечено
повышение содержания ОЛ (в пределах 32.72–
34.23% сухой массы), в том числе доминирующих
запасных ТАГ (18.26–19.77%), а также ФЛ и ХС в
октябре по сравнению с сентябрем. Основные из-

менения липидного спектра при влиянии двух ре-
жимов фотопериода отмечены у сеголеток, адапти-
рованных к режиму 24:0 (относительно контроля) и
связаны со снижением содержания структурных
ФЛ (в том числе ФХ, ЛФХ), ДАГ, ЭХС и повыше-
нием СЖК, индексов ХС/ФЛ и ТАГ/ФЛ. При
этом у рыб при режиме 16:8, относительно кон-
троля, установлено достоверное повышение со-
держания ХС, СЖК и снижение ЭХС. У сеголеток,
рост и развитие которых проходило при режиме фо-
топериода 24:0, отмечена тенденция к повышению
веса – 3.74 г против 3.50 г и 3.68 г – (соответственно,
при режиме 24:0, 16:8 и контроле).

ОБСУЖДЕНИЕ

Липиды, как известно, являются не только
структурными компонентами живых систем и ис-
точником энергии, но и выполняют сигнальные
функции, модулируя активность клеточных фер-

Таблица 1. Содержание общих липидов и липидных классов (фосфолипиды, триацилглицерины, диацилглицери-
ны, эфиры холестерина, холестерин, свободные жирные кислоты) (% сухой массы) у сеголеток атлантического ло-
сося (Salmo salar L.), выращиваемых на Выгском рыбоводном заводе при разных световых режимах. Обозначе-
ния: n – число проб, 16:8 – 16 ч освещения и 8 ч затемнения, 24:0 – постоянное освещение, ОЛ – общие липиды,
ФЛ – фосфолипиды, ТАГ – триацилглицерины, ДАГ – диацилглицерины, ЭХС – эфиры холестерина, ХС – холе-
стерин, СЖК – свободные жирные кислоты

Примечание. * – размерно-весовые характеристики сеголеток взятых для биохимического анализа, A – отличия достоверны
(p ≤ 0.05) от таковых у рыб в сентябре; 1 – отличия достоверны (p ≤ 0.05) от таковых у рыб, выращиваемых при заводском осве-
щении (контроль); 2 – отличия достоверны (p ≤ 0.05) от таковых у рыб, выращиваемых в условиях режима 16:8.

Месяц Сентябрь Октябрь

Режим освещения Контроль 16:8 24:0 Контроль 16:8 24:0

n 20 20 20 20 20 20

Масса*, г 2.47 ± 0.09 2.51 ± 0.08 2.62 ± 0.19 3.68 ± 0.13A 3.50 ± 0.15A 3.74 ± 0.24A

Масса*, г
min–max

1.88–3.09 1.90–3.01 1.55–4.30 3.04–4.7 2.58–4.94 2.49–5.45

Длина (TL)*, см 6.12 ± 0.05 6.09 ± 0.07 6.18 ± 0.14 7.16 ± 0.08A 7.04 ± 0.10A 7.12 ± 0.14A

Длина (TL)*, см 
min–max

5.8–6.5 5.5–6.4 5.4–7.3 6.72–7.73 6.44–7.92 6.22–8.15

ОЛ 27.13 ± 0.34 26.80 ± 0.91 26.59 ± 0.39 32.81 ± 0.87A 34.23 ± 0.78A 32.72 ± 0.94A

ФЛ 4.02 ± 0.08 3.69 ± 0.13 3.84 ± 0.07 5.66 ± 0.36A 5.67 ± 0.13A 4.68 ± 0.11A1, 2

ДАГ 1.22 ± 0.03 1.22 ± 0.06 1.24 ± 0.03 1.37 ± 0.10 1.26 ± 0.04 1.15 ± 0.031, 2

ХС 3.64 ± 0.04 3.19 ± 0.111 3.45 ± 0.061, 2 4.35 ± 0.12A 4.80 ± 0.09A1 4.55 ± 0.11A2

СЖК 1.48 ± 0.06 1.49 ± 0.07 1.80 ± 0.071, 2 0.72 ± 0.04A 0.89 ± 0.04A1 0.95 ± 0.04A1

ТАГ 15.00 ± 0.22 15.34 ± 0.521 14.85 ± 0.232 18.26 ± 0.73A 19.39 ± 0.56A 19.77 ± 0.69A

ЭХС 1.77 ± 0.05 1.86 ± 0.08 1.41 ± 0.051, 2 2.45 ± 0.15A 2.20 ± 0.13 1.63 ± 0.06A1, 2

ХС/ФЛ 0.91 ± 0.02 0.87 ± 0.011 0.90 ± 0.02 0.79 ± 0.03A 0.85 ± 0.01 0.97 ± 0.01A1, 2

ТАГ/ФЛ 3.75 ± 0.06 4.17 ± 0.071 3.87 ± 0.032 3.4 ± 0.21 3.43 ± 0.09A 4.22 ± 0.08A1, 2
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ментов. Поэтому модификации липидного окру-
жения организмов, вызванные воздействием раз-
личных факторов, оказывают влияние на целый
ряд физиологических процессов, включая рост и
развитие (Hochachka, Somero, 2002; Arts, Kohler,
2009). Результаты исследований влияния свето-
вых режимов на липидный статус сеголеток ат-
лантического лосося свидетельствуют о том, что
у сеголеток в сентябре, на фоне отсутствия изме-
нений в содержании ОЛ, суммарных ФЛ и ДАГ
отмечено снижение ХС и его запасной формы
ЭХС, а также минорных ФЛ (ФИ, ФС, ЛФХ),
что положительно коррелирует с повышением
СЖК (в 1.2 раза). Эти изменения в большей сте-
пени отмечены у сеголеток, содержащихся в бас-
сейнах при фотопериоде 24:0. Установленные
модификации указывают на более активные ме-
таболические процессы у рыб в условиях кругло-
суточного освещения. Известно, что у рыб при
активации физиологических процессов из липи-

дов быстро мобилизуются жирные кислоты, об-
разуя пул СЖК, обеспечивая им приток энергии
(Саутин, 1989). Усиление окислительных реак-
ций в отдельных липидах вполне могло привести
к повышению СФМ (в 2 раза), что способствует
ригидности биомембран и может рассматривать-
ся как компенсаторная реакция на продолжи-
тельное освещение.

Совокупность изменений отдельных классов
ФЛ, особенно минорных, которые, как известно,
являются посредниками многих сигнальных ме-
ханизмов регуляции важнейших метаболических
процессов, направлена, по-видимому, на обеспе-
чение адаптации сеголеток лосося в ответ на воз-
действие такого мощного физического фактора
как непрерывное освещение. При увеличении су-
точного периода освещения молодь рыб наиболее
эффективно усваивает корм, отличается более
высокой жизнеспособностью и скоростью роста
(Власов и др., 2013). В нашем эксперименте в сен-

Таблица 2. Содержание индивидуальных фосфолипидов (% сухой массы) у сеголеток атлантического лосося
(Salmo salar L.), выращиваемых на Выгском рыбзаводе при разных световых режимах. Обозначения: n – число
проб, ФИ – фосфатидилинозитол, ФС – фосфатидилсерин, ФЭА – фосфатидилэтаноламин, ФХ – фосфатидил-
холин, ЛФХ – лизофосфатидилхолин, СФМ – сфингомиелин

Примечание. * – размерно-весовые характеристики сеголеток взятых для биохимического анализа, A – отличия достоверны
(p ≤ 0.05) от таковых у рыб в сентябре; 1 – отличия достоверны (p ≤ 0.05) от таковых у рыб, выращиваемых при заводском осве-
щении (контроль); 2 – отличия достоверны (p ≤ 0.05) от таковых у рыб, выращиваемых в условиях режима 16:8.

Месяц Сентябрь Октябрь

Режим 
освещения Контроль 16:8 24:0 Контроль 16:8 24:0

n 20 20 20 20 20 20

Масса*, г 2.47 ± 0.09 2.51 ± 0.08 2.62 ± 0.19 3.68 ± 0.13A 3.50 ± 0.15A 3.74 ± 0.24A

Масса*, г
min–max

1.88–3.09 1.90–3.01 1.55–4.30 3.04–4.7 2.58–4.94 2.49–5.45

Длина (TL)*, см 6.12 ± 0.05 6.09 ± 0.07 6.18 ± 0.14 7.16 ± 0.08A 7.04 ± 0.10A 7.12 ± 0.14A

Длина (TL)*, см 
min–max

5.8–6.5 5.5–6.4 5.4–7.3 6.72–7.73 6.44–7.92 6.22–8.15

ФЛ 4.02 ± 0.08 3.69 ± 0.13 3.84 ± 0.07 5.66 ± 0.36A 5.67 ± 0.13A 4.68 ± 0.11A1, 2

ФИ 0.17 ± 0.01 0.15 ± 0.011 0.11 ± 0.011 0.07 ± 0.00A 0.07 ± 0.01A 0.06 ± 0.01A

ФС 0.04 ± 0.004 0.03 ± 0.003 0.03 ± 0.0041 0.09 ± 0.01A 0.08 ± 0.01A 0.08 ± 0.01A

ФЭА 0.56 ± 0.02 0.48 ± 0.03 0.49 ± 0.03 0.96 ± 0.05A 1.07 ± 0.03A 0.91 ± 0.02A2

ФХ 2.97 ± 0.06 2.79 ± 0.11 2.99 ± 0.05A 4.19 ± 0.33A 4.12 ± 0.09A 3.39 ± 0.09A1, 2

ЛФХ 0.26 ± 0.02 0.23 ± 0.02 0.21 ± 0.011 0.09 ± 0.01A 0.08 ± 0.01A 0.05 ± 0.00A1, 2

СФМ 0.005 ± 0.001 0.003 ± 0.001 0.01 ± 0.0012 0.01 ± 0.00A 0.01 ± 0.00A 0.01 ± 0.00A

Неизвестные 0.01 ± 0.003 0.01 ± 0.002 0.01 ± 0.001 0.25 ± 0.04A 0.24 ± 0.02A 0.17 ± 0.02A2
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тябре сеголетки лосося при режиме 24:0 имели
сравнительно лучший вес и рост – 2.62 г и 6.18 см
против 2.51 г и 6.09 см – при режиме 16:8; 2.47 г и
6.12 см – в контроле.

Следует отметить, что у сеголеток в октябре, во
всех исследуемых вариантах фотопериода, вклю-
чая контроль по сравнению с сентябрем, отмече-
но повышение ОЛ за счет запасных ТАГ и струк-
турных липидов – ХС и ФЛ (в том числе ФС,
ФЭА, ФХ, СФМ), что свидетельствует не только о
влиянии разного режима фотопериода, но, воз-
можно, и температурного фактора. В октябре
температура снизилась на 4°С (до 9.8–2.4°С) по
сравнению с сентябрем (13.8–9.8°С). Адаптация
сеголеток к экспериментальным световым режи-
мам на уровне липидов может реализоваться раз-
ными биохимическими механизмами. С одной
стороны, при экспериментальных световых ре-
жимах у сеголеток повышается интенсивность
липолиза, связанная с мобилизацией энергетиче-
ских компонентов липидов, на что указывает
снижение содержания ЭХС, ДАГ и ФЛ, включая
ФХ и ЛФХ, и повышение СЖК, а также индексов
ХС/ФЛ, ТАГ/ФЛ (при режиме 24:0). Следует от-
метить, что снижение ДАГ в октябре у сеголеток
0+ при режиме 24:0, возможно, связано с ком-
плексным действием продолжительности осве-
щения и снижением температуры. Диацилглице-
рины являются мультифункциональными веще-
ствами, предшественниками не только ТАГ, но и
многих ФЛ, а направление их метаболических пу-
тей регулируется как внутренними, так и внеш-
ними факторами среды (Саутин, 1989). При этом
следует учитывать не только содержание ХС и
ФЛ, но и их соотношение ХС/ФЛ. Так, в октябре
при исследуемых световых режимах у сеголеток
установлено повышение индекса соотношения
мембранных липидов ХС/ФЛ (до 0.97 при режи-
ме 24:0 и до 0.85 при режиме 16:8 против 0.79 в
контроле) за счет снижения содержания ФЛ
(главным образом ФХ, а также ЛФХ). Изменение
соотношения ХС/ФЛ является одним из ключе-
вых механизмов регуляции физико-химического
состояния биомембран и их ионной проницаемо-
сти, что влияет на различные обменные процес-
сы, такие как (скорость транспорта ионов, мета-
болитов и воды (Нетюхайло, Тарасенко, 2001;
Perevozchikov, 2008). Результатом может быть ин-
гибирование окисления как ХС, так и отдельных
минорных классов ФЛ (ФИ, ФС, ФЭА, СФМ).
Все отмеченные изменения липидного профиля
сеголеток лосося в процессе развития в условиях
эксперимента в большей степени проявились в
октябре при круглосуточном режиме освещения
24:0. Кроме того, к этому периоду как в контроле,
так и при обоих световых режимах у сеголеток
возрастает содержание запасных ТАГ и повыша-
ется индекс ТАГ/ФЛ (при 24:0), что свидетель-
ствует о повышении у рыб энергетического по-

тенциала, который поддерживается за счет более
эффективного конвертирования корма в услови-
ях дополнительного освещения, а также может
быть связан и с температурным фактором. Воз-
можно, снижение температуры воды в октябре
повлияло на повышение активности липазы в же-
лудочно-кишечном тракте рыб, что способство-
вало наилучшему конвертированию пищи. Так
результаты работы китайских ученых показали,
что молодь амурского осетра хорошо переварива-
ет липиды при пониженной температуре (14°С), а
протеины – при 21 и 28°С (Hong-jie et al., 2007).

Отмеченные изменения в содержании основ-
ных липидных классов положительно коррелиру-
ют с тенденцией повышения темпов роста сеголе-
ток при световом режиме 24:0. Следует отметить,
что данные согласуются с опубликованными ра-
нее (Nemova et al., 2020) результатами изучения
жирнокислотного состава молоди лосося при ва-
рьировании световых режимов в аналогичном
эксперименте.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Введение дополнительного освещения при за-

водском выращивании молоди атлантического
лосося на этапе сеголеток приводит к количествен-
ным и качественным модификациям структурных
и запасных липидов и их соотношений (индексов),
направленных на регуляцию жизненных функций
сеголеток лосося путем таких компенсаторных из-
менений липидов, которые обеспечивают опти-
мальные адаптационные возможности их выжива-
ния. Варьирование световых режимов при выра-
щивании молоди лосося в условиях северных
рыборазводных заводов может влиять на получе-
ние более жизнестойкой, готовой к выпуску в есте-
ственную среду молоди за счет ускорения процес-
сов ее роста. Дополнительное освещение может
применяться с целью ускорения роста молоди лосо-
ся, наступления периода смолтификации, отсрочки
полового созревания. Кроме того, полученные ре-
зультаты о модификации липидного состава сего-
леток при использовании дополнительного осве-
щения в процессе развития могут использоваться в
практике выращивания молоди лосося в заводских
условиях при расчетах кормовых коэффициентов,
объемов используемого корма, а также для характе-
ристики ее физиологического состояния.
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The Effect of the Photoperiod on the Lipid Profile in Hatchery-reared 
Underyearlings (0+) of Atlantic Salmon Salmo salar L.

N. N. Nemova1, *, Z. A. Nefedova1, S. A. Murzina1, S. N. Pekkoeva1,
V. P. Voronin1, and T. R. Ruokolainen1

1Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910 Russia

*e-mail: nnnemova@gmail.com

New data on the effect of prolonged light on the lipid profile in the hatchery-reared underyearlings (at 0+ age)
of Atlantic salmon were obtained. The effect of different light regimes (usual hatchery lighting – control, ex-
perimental lighting – 16:8 h light/dark (LD 16:8) and 24:0 h light/dark (LD 24:0)) was studied during growth
and development of fish. It was found specific alterations in the lipid profile, mainly in the content of struc-
tural lipids (total phospholipids), also in the ratios of structural to storage lipids: cholesterol/phospholipids
(CHOL/PL) and triacylglycerols/phospholipids (TAG/PL) in the fish under experimental light regimes.
These changes were most pronounced in the underyearlings under continuous light (LD 24:0).

Keywords: lipids, photoperiod, Atlantic salmon, hatchery-reared fish
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Описаны начальные этапы онтогенеза видов рода Hydrangea L. Исследования проводились на про-
тяжении 2007–2015 гг. Цель данной работы – изучить и описать начальные этапы онтогенеза пред-
ставителей рода Hydrangea в условиях культуры в Башкирском Предуралье. В ходе исследований бы-
ли решены следующие задачи: определены этапы виргинильного возрастного состояния изучаемых
видов гортензии; описаны признаки, характерные для каждого этапа; охарактеризованы морфоло-
гические параметры растений на каждом этапе развития; выявлены особенности развития изучен-
ных видов на начальных этапах онтогенеза. Описаны 4 этапа виргинильного возрастного состоя-
ния: проростки, ювенильные, имматурные и взрослые вегетативные растения. Этап ювенильных рас-
тений у гортензий наступает в среднем через 25 дней после прорастания семян с появлением 2-й пары
настоящих листьев; имматурных – в основном на 3 году, после начала ветвления осевого побега; вир-
гинильных – на 4–5 году жизни с началом кущения и приобретением жизненной формы взрослого
растения.

Ключевые слова: Hydrangea, начальные этапы онтогенеза, возрастное состояние, проростки, юве-
нильные растения, имматурные растения, взрослые вегетативные растения
DOI: 10.31857/S047514502102004X

ВВЕДЕНИЕ

Род Гортензия (Hydrangea L., Hydrangeaceae Du-
mort.) включает в себя красивоцветущие кустарни-
ки, естественный ареал распространения кото-
рых – Китай, Гималаи, Япония, Северная и Юж-
ная Америка, единично – Филиппины и о. Ява. В
настоящее время род включает около 200 видов и
более 350 сортов (van Gelderen, 2004). В последние
годы гортензии стали чрезвычайно популярны в
декоративном садоводстве и ландшафтном ди-
зайне, и, следовательно, возникла необходимость
в изучении их роста и развития в условиях кон-
кретного региона и климатической зоны.

В настоящее время подробное анатомическое
и морфологическое описание семян гортензий
дано в работах L. Hufford (1995), А.Л. Тахтаджяна
(2000), Т.А. Лобовой (2000), M. Morozowska,
A. Woznicka, M. Kujawa (2012). Семена гортензий
многочисленные, мелкие, 0.4–1.5 мм длины, 0.5–
2 мм ширины, 0.3–1 мм толщины. Цвет семян от
золотисто-желтого до темно-коричневого. Фор-
ма семян разнообразная: основная часть видов
имеет веретеновидные, обратнояйцевидные, ши-
рокояйцевидные и овальные семена. Н.А. Коляда

(2007) в своих опытах с 5 видами гортензий опи-
сала морфологию семян, количественные пара-
метры, имеющие важное значение для познания
их биологии. В частности, максимальный вес
1000 шт. семян отмечен ею у H. paniculata – 0.091 г,
H. bretschneideri – 0.075 г, H. paniculata f. grandiflora –
0.060 г. В природе, по данным M. Hara и др.
(1999), а также H. Kanno и K. Seiwa (2004) у H. pa-
niculata средний вес семян составляет 1.01 г. Веро-
ятно, такая разница в весе семян в природных
условиях и при интродукции может свидетель-
ствовать о кардинальной разнице в комплексе
климатических условий, в которых происходит
завязывание и созревание семян. О прорастании
семян видов гортензий имеются данные в работах
Н.А. Коляды (2007). По ее сведениям, в дендра-
рии Горно-таежной станции ДВО РАН лабора-
торная всхожесть семян гортензии достаточно
высокая и в среднем составляет 79%, а у H. bret-
schneideri она достигает 90%. По данным Л.А. Сем-
киной и Ю.В. Цыкарева (1994), в условиях культу-
ры на Среднем Урале H. bretschneideri обильно цве-
тет, но всхожесть ее семян в лабораторных
условиях составляет всего 37%. В условиях Бо-
танического сада г. Киева (Коркуленко, 2013) семе-
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на интродуцированных гортензий имеют высокую
всхожесть и не нуждаются в предпосевной подго-
товке, лабораторная всхожесть их достигает 99.3%.

Данных по особенностям роста и морфологии
проростков и ювенильных растений гортензий
при интродукции в литературе нет. Имеются не-
которые данные по изучению морфологии и он-
тогенеза цветков гортензий (Roels et al., 1997; Huf-
ford, 2001).

М.Т. Мазуренко и А.П. Хохрякова (1977) изу-
чали особенности прорастания семян и развития
сеянцев гортензии крупнолистной (H. opuloides)
в естественных местообитаниях в окрестностях
г. Батуми (Грузия); в их описаниях отсутствует
информация о характере роста проростков. Дан-
ными авторами установлено, что в системе побе-
гов формирования может развиться до 6 порядков
побегов, при этом основной цикл проходит всего
за 3, реже 4 года. Его периоды:

1. Рост побега формирования и побегов ветв-
ления первого порядка (первый год жизни, реже –
начало второго года).

2. Развитие побегов ветвления первого-второ-
го, реже третьего порядков (второй год жизни).

3. Отмирание верхушки системы побегов фор-
мирования, развитие и отмирание побегов ветв-
ления третьего-шестого порядков (третий-чет-
вертый год жизни).

Таким образом, число порядков побегов здесь
больше, чем число лет основного цикла. Это свя-
зано, очевидно, с более длительным периодом ве-
гетации в условиях теплого климата и, как след-
ствие, закладкой и ростом большего количества
почек и побегов (Мазуренко, Хохряков, 1977).

Анализ литературы по теме данной работы по-
казывает, что биологические особенности интро-
дуцированных видов гортензий изучались на базе
коллекций крупных ботанических садов в России
(г. Москва) и Украине (г. Киев). Сведения о био-
логии видов гортензий в других регионах носят не
полный и отрывочный характер. Информации по
культуре гортензий на Урале (в т.ч. на Южном Ура-
ле) и в Приуралье практически нет. Аспекты онто-
генеза видов гортензий в культуре как в зарубеж-
ной, так и в отечественной литературе не освеще-
ны, а именно: отсутствует полное описание
онтогенетического развития гортензий, нет дан-
ных по морфометрическим параметрам растений в
каждом возрастном состоянии, не выявлены осо-
бенности индивидуального развития на каждом
этапе онтогенеза. Это обусловливает необходи-
мость обобщения существующих данных, а также
их уточнения и детализации. Таким образом, акту-
альность и новизна представленных результатов
очевидна. Цель данной работы – изучить и описать
начальные этапы онтогенеза представителей рода
Hydrangea в условиях культуры в Башкирском

Предуралье. В соответствии с этой целью были по-
ставлены следующие задачи:

– определить этапы виргинильного возраст-
ного состояния изучаемых видов гортензии;

– описать признаки, характерные для каждого
этапа;

– охарактеризовать морфологические пара-
метры растений на каждом этапе развития;

– выявить особенности развития изученных
видов на начальных этапах онтогенеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводились на базе коллекции

гортензий Южно-Уральского ботанического са-
да-института Уфимского федерального исследо-
вательского центра РАН (ЮУБСИ УФИЦ РАН) в
период с 2007 по 2015 годы (Мурзабулатова, По-
лякова, 2016). Объектами исследования являлись
6 видов и 1 подвид рода Hydrangea, произрастаю-
щие на коллекционном участке декоративных ку-
старников (Фрутицетуме):

Подсекция Americanae
Виды: гортензия древовидная (H. arborescens L.);
гортензия лучистая (H. arborescens subsp. radiata

(Walter) McClintock);
гортензия пепельная (H. cinerea Small).
Подсекция Heteromallae
Виды: гортензия метельчатая (H. paniculata Sie-

bold);
гортензия почвопокровная (H. heteromalla

D. Don);
гортензия Бретшнейдера (H. bretschneideri

Dippel);
гортензия золотистожилковая (H. xanthoneura

Diels).
Климатические условия района исследований

имеют свои особенности и отличия от условий
естественного произрастания гортензий. Климат
Башкирского Предуралья континентальный и ха-
рактеризуется холодной зимой и теплым летом,
большой амплитудой колебаний температуры в
течение года, ранними осенними и поздними ве-
сенними заморозками. В г. Уфа среднемноголет-
няя температура воздуха составляет +3.4°C, сред-
няя температура января –13.5°С, абсолютный
минимум достигает –48.5°С, зимой нередки от-
тепели, безморозный период длится в среднем
144 дня. Средняя температура июля +19.5°C, абсо-
лютный максимум зафиксирован на уровне +40°С.
Климат достаточно влажный: среднегодовое ко-
личество осадков составляет 500–590 мм, в т.ч.
около 350 мм в теплый период (максимум прихо-
дится на июнь–июль). Снежный покров устанав-
ливается в ноябре и держится в среднем 155 сут
(Путенихин и др., 2017).
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Как известно, в онтогенезе растений выделяют
4 периода (Серебряков, 1952, 1964; Уранов, 1967;
Borchert, 1975; Hackett, 1985; Рекомендации по
изучению онтогенеза.., 1990; Donovan, Ehleringer,
1991; Paiva, Machado, 2006; Wang et al., 2011; Albert
et al., 2012):

– латентный (состояние семени);
– виргинильный (включающий этапы про-

ростков, ювенильных, имматурных и взрослых
вегетативных растений);

– генеративный (этапы молодых, средневоз-
растных и старых генеративных растений);

– сенильный (субсенильный и сенильный
этапы).

Поскольку гортензии являются древесными
долгоживущими растениями, мы в наших иссле-
дованиях ограничились описанием этапов вирги-
нильного периода.

В исследованиях были задействованы по 30 эк-
земпляров каждого изучаемого таксона. Все они
были этикетированы, каждые 7 дней фиксирова-
лись изменения их частей и органов в процессе
развития, отмечались признаки перехода одного
этапа возрастного состояния в другой. Для прове-
дения замеров морфологических параметров и
изучения строения корневой системы растений
на каждом этапе выкапывались модельные расте-
ния, которые фотографировались или зарисовы-
вались.

Статистическая обработка данных проводилась
с помощью пакета анализа Microsoft Excel и стати-
стических программ Statistica 6.0; Statistica 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ роста и развития гортензий при грун-

товом посеве позволил описать 4 этапа вирги-
нильного возрастного состояния: проростки,
ювенильные, имматурные и взрослые вегетатив-
ные растения.

Проросток (plantules (Горышина и др., 1988)).
Состояние проростков определяется с момента по-
явления семядолей до их отмирания или же до мо-
мента появления первой пары настоящих листьев.
У проростков изученных нами видов гортензий на-
блюдалась следующая очередность развития: рост
первичного корешка > рост гипокотиля > вынос
семядолей > разворачивание семядолей > рост се-
мядолей > начало роста почечки > разворачивание
и рост первой пары настоящих листьев (рис. 1, 2).

На этом этапе у некоторых представителей
подсекции Heteromallae наблюдались отклонения
в сторону увеличения количества семядолей (по-
ликотилия) обычно до 3-х (рис. 3).

Начало роста корней 1-го порядка происходит
на стадии роста семядолей. В период формирова-
ния почечки проростки имеют главный корень и

Рис. 1. Всходы H. arborescens.

Рис. 2. Всходы H. xanthoneura.

Рис. 3. Поликотилия у проростков гортензий подсек-
ции Heteromallae.
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несколько боковых корешков. Гипокотиль голый,
вначале беловатый, затем постепенно приобретает
зеленую окраску. Длина гипокотиля представите-
лей подсекции Americanae до 0.4 см, а у пророст-
ков из подсекции Heteromallae – до 0.2 см. Семя-
дольные листья светло-зеленые, голые, с еле замет-
ной центральной жилкой. Верхушка семядольных
листьев сеянцев у представителей подсекции
Americanae округлая, а в подсекции Heteromallae
слегка заостренная. У представителей подсекции
Heteromallae междоузлия укорочены, расстояние
между ними составляет до 1.5 мм. Продолжитель-
ность жизни семядольных листьев составляет в
среднем от 56 дней (H. heteromalla) до 77 дней (H. pa-
niculata) (табл. 1). Окончание вегетации сеянцев
на первом году жизни знаменуется закладкой
апикальной почки и завершением роста побега.
Сеянцы видов из подсекции Americanae (H. arbo-
rescens, H. cinerea, H. arborescens subsp. radiata) не
успевают закончить вегетацию и сформировать
апикальную почку, но семядольные листья у них

усыхают и опадают так же, как у видов из другой
подсекции.

Минимальной высотой осевого побега отли-
чаются сеянцы H. xanthoneura (табл. 2), а макси-
мальной – H. arborescens, у которой отмечено наи-
большее количество метамеров. К концу сезона
осевая часть побега одревесневает. В пазухах се-
мядольных листьев и нижней пары листьев закла-
дываются почки возобновления. Главный корень
имеет наименьший размер у H. arborescens (в сред-
нем 3.2 см), а самый длинный у H. heteromalla (в
среднем 12.6 см), с развитием надземной части
проростков увеличиваются боковые корни. Пер-
вые настоящие листья сеянцев имеют эллиптиче-
скую и яйцевидно-продолговатую форму листовой
пластинки. Окраска листьев сверху ярко-зеленая,
снизу – светло-зеленая.

Первая пара листьев с максимальным разме-
ром зафиксирована нами у H. bretschneideri, а са-
мая мелкая – у H. paniculata. Наиболее крупная
вторая пара листьев отмечена у H. heteromalla, а

Таблица 1. Основные фазы роста и развития проростков гортензий (в днях от начала прорастания)

Примечание. * – у данных видов естественный рост в конце вегетационного периода не завершен, сеянцы ушли под зиму с
несформированной почкой.

Вид
Начало роста Окончание

роста сеянца
Усыхание 
семядолей1-й пары листьев 2-й пары листьев 3-й пары листьев

Подсекция Americanae
H. arborescens 13 ± 0.17 24 ± 0.42 40 ± 1.32 –* 70 ± 1.16
H. cinerea 14 ± 0.56 31 ± 1.64 40 ± 1.59 –* 70 ± 0.69
H. arborescens 
subsp. radiata

19 ± 0.47 35 ± 0.40 43 ± 0.32 –* 75 ± 1.91

Подсекция Heteromallae
H. paniculata 22 ± 0.48 27 ± 0.29 35 ± 0.35 92 ± 0.23 77 ± 0.39
H. bretschneideri 12 ± 0.16 18 ± 0.42 32 ± 0.29 108 ± 1.32 57 ± 0.96
H. heteromalla 12 ± 0.13 17 ± 0.58 32 ± 0.25 107 ± 1.26 56 ± 0.88
H. xanthoneura 12 ± 0.15 25 ± 0.87 39 ± 0.97 97 ± 0.86 71 ± 0.93

Таблица 2. Высота однолетних сеянцев и длина центрального корня

Название вида Среднее количество 
междоузлий, шт. Средняя высота, см Средняя длина 

центрального корня, см

Подсекция Americanae
H. arborescens 3.7 ± 0.18 3.9 ± 0.34 3.2 ± 0.15
H. arborescens subsp. radiata 1.7 ± 0.21 2.1 ± 0.07 9.5 ± 1.21
H. cinerea 1.7 ± 0.13 2.0 ± 0.16 4.8 ± 0.38

Подсекция Heteromallae
H. paniculata 2.3 ± 0.10 1.7 ± 0.09 4.7 ± 0.32
H. bretschneideri 2.0 ± 0.14 1.2 ± 0.12 9.7 ± 0.60
H. heteromalla 1.6 ± 0.13 0.8 ± 0.04 12.6 ± 0.37
H. xanthoneura 1.6 ± 0.15 0.6 ± 0.12 6.8 ± 0.21
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минимальный размер листовой пластинки вто-
рой пары также у H. paniculata. Корневая система
однолетних сеянцев характеризуется удлинением
главного корня и увеличением количества боковых
корешков. Наибольшей высотой в первый год жиз-
ни характеризовались H. arborescens (3.9 см в сред-
нем) и H. paniculata (2.3 см), наименьшей – H. het-
eromalla (0.8 см в среднем) и H. xanthoneura (0.6 см).
Максимальный диаметр стволика у корневой
шейки отмечен у H. xanthoneura, H. heteromalla и
H. bretschneideri (от 2.2 до 2.6 мм), минимальный –
у H. cinerea (1.6 мм). Связь между высотой расте-
ний и диаметром ствола умеренная отрицательная,
коэффициент корреляции r = –0.52 (p < 0.05). Дис-
персионный анализ показал, что виды гортензии
различаются уже на начальных этапах онтогенеза
как по высоте однолетних сеянцев (F = 81.900; p <
< 0.001), так по длине центрального корня (F =
= 45.91; p < 0.001).

Ювенильные растения (juvenile plants (Hackett,
1985; Popov et al., 2004)). Данный этап длится с
момента разворачивания второй пары настоящих
листьев до начала ветвления (Серебряков, 1952;
Рекомендации по изучению онтогенеза…, 1990).
У представителей обеих подсекций первые насто-
ящие листочки похожи на листья взрослых расте-
ний, но меньшего размера и имеют более редкое
опушение; размер листовых пластинок увеличи-
вается пропорционально высоте сеянцев. В этом
возрастном состоянии наблюдается рост эпико-
тиля сеянцев подсекции Americanae, последова-
тельное разворачивание и рост 3-го, 4-го и после-
дующих настоящих листьев, прекращение роста
семядольных листьев, прекращение апикального
роста и формирование терминальной почки (толь-
ко у видов подсекции Heteromallae, в подсекции
Americanae терминальная почка не закладывается),
изменение окраски семядолей, отмирание и опаде-

ние их, прекращение радиального роста сеянцев.
Ювенильные растения имеют моноподиально (од-
ноосно) растущий побег, корневая система состоит
из главного и боковых корней.

В ювенильном возрасте (второй год жизни) са-
мые высокие сеянцы зафиксированы у H. arbo-
rescens и H. arborescens subsp. radiata (13.0 и 13.9 см),
Наименьший показатель зафиксирован у H. bret-
schneideri и H. heteromalla (10.0 и 10.6 см) (табл. 3),
коэффициент вариации высоты видов колеблется
от 7 до 61%. Наибольший диаметр стволика за-
фиксирован у H. bretschneideri (3.9 мм), а наи-
меньший показатель – у H. paniculata (2.5 мм).
Связь между высотой растений и диаметром ство-
ла умеренно положительная и коэффициент кор-
реляции r = 0.35 (p < 0.05). Сохраняется и разви-
вается осевой корень, также наблюдается увели-
чение количества боковых корней до 4–5-го
порядка (рис. 4). Виды, входящие в подсекцию
Americanae, в условиях ботанического сада не
успевают формировать верхушечные почки (без
кроющих чешуй) и кончики побегов засыхают
или обмерзают и у некоторых сеянцев на втором
году начинается ветвление. Дисперсионный ана-
лиз подтверждает, что на стадии ювенильных рас-
тений сеянцы гортензий также имеют различия
по высоте (F = 2.59; p < 0.001) и длине централь-
ного корня (F = 17.256; p < 0.001).

Имматурные растения (immature plants). Этот
этап начинается с ветвления сеянцев (Серебря-
ков, 1952; Рекомендации по изучению онтогене-
за…, 1990) и является переходным от ювенильных
растений к взрослым вегетативным. У некоторых
сеянцев гортензий ветвление начинается во вто-
ром вегетационном сезоне; по нашим наблюде-
ниям, количество боковых ветвей сеянцев раз-
лично в зависимости от принадлежности к под-
секциям (табл. 4). У видов гортензий имматурный

Таблица 3. Средние значения морфометрических параметров и их изменчивость у 2-летних сеянцев (ювениль-
ный период) гортензий

Название вида
Средняя высота 

растения
Средняя длина 
осевого корня

Средняя величина 
диаметра корневой 

шейки

Среднее 
количество 

боковых 
побегов, шт.высота, см CV, % длина, см CV, % диаметр, мм CV, %

Подсекция Americanae
H. arborescens 13.0 ± 0.63 16.8 15.8 ± 0.6 11.7 3.5 ± 0.16 20.9 0.4 ± 0.2
H. cinerea 10.8 ± 0.83 22.4 17.6 ± 0.9 17.2 3.5 ± 0.21 32.4 0
H. arborescens subsp. radiata 13.9 ± 0.99 28.1 15.4 ± 0.7 15.1 3.7 ± 0.20 14.1 0.5 ± 0.2

Подсекция Heteromallae
H. paniculata 12.8 ± 1.35 23.0 9.8 ± 0.3 10.6 2.5 ± 0.28 39.5 0
H. bretschneideri 10.0 ± 0.79 34.2 12.5 ± 0.6 16.7 3.9 ± 0.19 22.4 0
H. heteromalla 10.6 ± 0.7 7.0 15.7 ± 0.3 12.4 3.7 ± 0.21 19.4 0
H. xanthoneura 12.8 ± 1.78 61.0 14.8 ± 1.10 24.9 3.8 ± 0.24 17.6 0
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возрастной период в основном начинается на
третьем году жизни. У представителей обеих под-
секций наблюдается формирование и рост боко-
вых побегов (рис. 4) наибольшее количество ко-
торых наблюдается у H. arborescens subsp. radiata
(табл. 4), небольшое количество их у видов H.
bretschneideri и H. heteromalla. Корневая шейка у

всех сеянцев утолщается, максимальный при-
рост отмечен у H. bretschneideri (6.8 мм), мини-
мальный – у H. cinerea (5.1 мм). В этом возрасте
рост центрального корня у всех видов замедляет-
ся, наблюдается утолщение центрального и бо-
ковых корней и увеличение количества боковых
корней. На третьем году жизни рост осевого по-
бега продолжается, и трехлетние сеянцы гортен-
зий достигают высоты 17.2–61.6 см и 5.3–6.8 мм в
диаметре у корневой шейки (табл. 4). Максималь-
ной высоты в этом возрасте достигли H. arbo-
rescens (65.8 см у отдельных особей) и H. bretschnei-
deri (61.6 см), наименьший показатель зафикси-
рован у H. paniculata (17.2 см) и H. xanthoneura
(24.5 см). Длительность имматурного возрастного
состояния у видов гортензий составляет обычно
один год.

У единичных сеянцев, особенно в подсекции
Heteromallae, наблюдался ускоренный темп раз-
вития, который приводил к переходу сеянцев в
генеративное состояние и к появлению зацветаю-
щих ювенильных (H. paniculata) и имматурных
(H. xanthoneura) растений.

Дисперсионный анализ показал, что на стадии
имматурных растений виды гортензий имеют
различия по высоте (F = 18.143; p < 0.001), в то вре-
мя как различий по длине центрального корня
уже не отмечается (F = 1.500; p = 0.186).

Взрослые вегетативные растения (adult phases of
vegetative development in plants (Wang et al., 2011)).
В этот этап развития сеянцы видов гортензий пе-
реходят на 4–5 год жизни. На первичном кусте
развиваются первые ростовые побеги высотой от
13.5 до 37.9 см (табл. 5), они являются побегами
формирования (Мазуренко, Хохряков, 1977; Чу-
барь, 2013); при этом наблюдается кущение расте-
ний. У представителей обеих подсекций в основа-
нии главного побега над почвой (аэроксильно) из

Рис. 4. Этапы виргинильного возрастного состояния
видов гортензий: проростки (p1, p2, p3, p4), ювениль-
ные (j), имматурные (im) и взрослые вегетативные (v)
растения.

p1 p2 p3 p4

j im

v

Таблица 4. Средние значения морфометрических параметров и их изменчивость у сеянцев в имматурном воз-
растном состоянии

Вид
Средняя высота 

растения
Средняя длина 
осевого корня

Средняя величина 
диаметра корневой 

шейки
Количество 

боковых 
побегов, шт.

высота, см CV, % длина, см CV, % диаметр, мм CV, %

Подсекция Americanae
H. arborescens 65.8 ± 2.39 19.0 15.8 ± 3.1 16.8 5.9 ± 0.31 17.9 1.9 ± 0.3
H. cinerea 53.9 ± 3.60 19.9 14.3 ± 5.2 34.3 5.1 ± 0.21 10.4 1.7 ± 0.4
H. arborescens subsp. radiata 40.2 ± 6.64 42.0 16.1 ± 4.1 26.4 6.2 ± 0.42 27.8 2.0 ± 0.4

Подсекция Heteromallae
H. paniculata 17.2 ± 1.80 11.7 12.4 ± 4.2 31.8 5.4 ± 0.38 24.3 1.7 ± 0.3
H. bretschneideri 61.6 ± 5.59 56.9 13.4 ± 3.2 23.7 6.8 ± 0.30 28.0 0.9 ± 0.2
H. heteromalla 52.7 ± 6.39 30.9 15.5 ± 4.5 29.3 6.2 ± 0.47 14.9 0.9 ± 0.2
H. xanthoneura 24.5 ± 3.70 44.4 13.6 ± 5.4 39.6 5.3 ± 0.48 31.2 1.7 ± 0.1
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спящих почек (почки возобновления) (рис. 5) на-
чинают расти побеги; в дальнейшем появляются
и побеги из подземных почек (аэроксильно-

геоксильные) (Капранова, 1980; Тищенко, 2004)
(рис. 5).

Самая большая высота побегов формирования
(будущие скелетные оси) на этапе взрослых веге-

Таблица 5. Количество и высота побегов у взрослых вегетативных растений гортензий

Название вида
Высота побегов, см

Количество побегов, шт.
среднее min max

Подсекция Americanae
H. arborescens 36.0 ± 5.61 10.3 59.5 2
H. cinerea 37.9 ± 3.76 15.0 53.6 2
H. arborescens subsp. radiata 27.9 ± 4.01 10.5 60.2 2

Подсекция Heteromallae
H. paniculata 13.5 ± 2.77 5.6 23.0 2
H. bretschneideri 14.7 ± 1.15 9.0 23.7 2
H. heteromalla 16.3 ± 10.5 9.0 23.0 2
H. xanthoneura 18.5 ± 1.88 10.5 35.6 2

Рис. 5. H. arborescens subsp. radiata. 1 – надземные побеги или побеги формирования; 2 – подземные почки; 3 – прида-
точные корни; 4 – главный корень.
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44
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тативных растений отмечена у H. cinerea (среднее
значение 37.9 см), самые низкие побеги форми-
рования на этом этапе зафиксированы у H. panic-
ulata (среднее значение 13.5 см) (табл. 5). Количе-
ство этих побегов в подсекции Americanae насчиты-
вается от 1 до 2 на одном растении, в подсекции
Heteromallae у отдельных растений побеги форми-
рования не появились и эти экземпляры остались в
имматурном состоянии. У взрослых вегетатив-
ных растений образуется масса придаточных
корней, главный корень со временем перестает
среди них выделяться и теряется в общей массе
корней (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При изучении начальных этапов онтогенеза
видов гортензий коллекции ЮУБСИ УФИЦ
РАН выявлены особенности 4 этапов виргиниль-
ного возрастного состояния: проростки, юве-
нильные, имматурные и взрослые вегетативные
растения. В связи с отсутствием литературных
данных по изучению онтогенеза гортензий в дру-
гих регионах и, следовательно, сравнений, при-
водятся результаты собственных наблюдений.

Максимальной высотой в первый год жизни
характеризуются сеянцы H. arborescens (3.9 см) и
H. paniculata (2.3 см), минимальной – H. hetero-
malla (0.8 см) и H. xanthoneura (0.6 см). Среди
трехлетних сеянцев наименьшая изменчивость
по высоте наблюдалось у H. paniculata (17.2%);
наибольший показатель коэффициента вариа-
бельности по высоте отмечен у H. bretschneideri
(56.9%), а по диаметру корневой шейки наимень-
ший показатель зафиксирован у H. cinerea (10.4%),
максимальный – у H. xanthoneura (31.2%). Макси-
мальной скоростью роста обладают сеянцы H. arbo-
rescens, медленнее всех растут сеянцы H. paniculata.

Переход проростков в ювенильные растения
происходит после появления второй пары насто-
ящих листьев, в среднем через 25 дней после про-
растания. Моментом перехода от ювенильных к
имматурным растениям можно считать начало
ветвления в средней и верхней части первичного
побега, т.е. рост побегов II порядка, который про-
исходит в основном на 3 году жизни сеянцев. Пе-
реход к взрослым вегетативным растениям связан
с началом отрастания побегов формирования из
спящих почек (почки возобновления) в основа-
нии первичного побега (Мазуренко, Хохряков,
1977; Чубарь, 2013). При дальнейшем росте увели-
чивается размер растений за счет кущения. Глав-
ный корень в начале роста сеянцев хорошо выра-
жен, по мере роста начинает сильно ветвиться, и
теряется в общей массе корней.
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The initial stages of ontogenesis of species of the genus Hydrangea L. were described. The studies were carried
out during 2007–2015. The purpose of this work was to describe the initial stages of ontogenesis of represen-
tatives of the genus Hydrangea under the culture conditions in the Bashkir Cis-Urals. In the course of research
work, the following tasks were resolved: the stages of the virginil age state were determined for hydrangea spe-
cies under investigation; the features characteristic for each stage were described; the morphological param-
eters of plants at each stage of development were characterized; the characteristic features of the species early
ontogenesis were revealed. Four stages of the virginil age state were described: plantules, juvenile, immature
and adult vegetative plants. The stage of juvenile plant in hydrangeas begins on average on the 25th day after
the seed germination with the appearance of the second pair of true leaves. The stage of immature plant be-
gins mainly at the age of 3 months, after the beginning of branching of the dominating shoot. The stage of
adult vegetative plant begins at the 4th–5th year with the onset of tillering and acquisition of the life form of
an adult plant.

Keywords: Hydrangea, initial stages of development, age state, plantules, juvenile plants, immature plants,
adult phases of vegetative development in plants
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Криоконсервацию гамет и эмбрионов широко применяют для сохранения генетических ресурсов
животных. В работе исследовано развитие дробящихся эмбрионов мышей линий CD1 в культуре
in vitro при воздействии инсулиноподобного фактора роста первого типа (IGF-1) после процедур
криоконсервации. Зародыши мышей, полученные in vivo на стадии 4–6 клеток вначале замораживали,
согласно стандартному протоколу программного замораживания с использованием 10%-го раствора
пропиленгликоля в качестве криопротектора, а после оттаивания культивировали in vitro до стадии
бластоцисты в среде KSOM в течение 48 ч. Добавление в среду для культивирования IGF-1 в концен-
трации 40 нг/мл приводило к повышению доли развивающихся до стадии бластоцисты эмбрионов
по сравнению с контролем (78.9 и 47.4% соответственно, p < 0.01). Кроме того, заморожено-оттаян-
ные эмбрионы после культивирования с IGF-1 имели большее число клеток по сравнению с контро-
лем (79.8 ± 3.9 и 58.6 ± 3.6 клеток соответственно, p < 0.001). Между тем, уровень фрагментации ядер не
различался между этими группами бластоцист. Результаты представленных экспериментов свидетель-
ствуют о стимулирующем воздействии фактора роста IGF-1 на развитие дробящихся эмбрионов мы-
шей в преимплантационный период после их криоконсервации.

Ключевые слова: мыши, преимплантационные эмбрионы, криоконсервация, культивирование in vi-
tro, IGF-1
DOI: 10.31857/S0475145021020026

ВВЕДЕНИЕ
Криоконсервацию биологических объектов и

создание криобанков генетических ресурсов
успешно используют для сохранения биоразно-
образия животных; в таких криобанках хранят
сперматозоиды, ооциты и преимплантационные
эмбрионы (Agca, 2012). Однако в процессе охла-
ждения и последующего оттаивания эмбрионов
нередко возникают криоповреждения (Игонина
и др., 2015). Культивирование эмбрионов in vitro
после процедур криоконсервации позволяет
оценить степень их жизнеспособности (Brusent-
sev et al., 2014; Игонина и др., 2015).

Современные питательные среды для культи-
вирования in vitro репродуктивных клеток могут
сильно варьировать по своему химическому со-
ставу, оставаясь при этом субоптимальными по
сравнению с условиями in vivo (Aguilar, Reyley,
2005), что негативно влияет на качество эмбрио-

нов млекопитающих (Khatir et al., 2005; Brusentsev
et al., 2014). Известно, что включение отдельных
ростовых факторов в состав культуральной сре-
ды может минимизировать негативные эффекты
культивирования эмбрионов in vitro (Amstislavsky
et al., 2015; Брусенцев и др., 2015).

Одним из важнейших ростовых факторов,
участвующих в росте и развитии фолликулов и
эмбрионов, является инсулиноподобный фактор
роста 1-го типа (IGF-1), который в перспективе
может быть использован в клинической практи-
ке. Рецепторы к IGF-1 детектируются, начиная с
ранних стадий дробления зародышей мышей
(Heyner et al., 1989). В настоящее время имеются
данные о стимулирующем воздействии IGF-1 на
эмбрионы этих животных (Lin et al., 2003). Одна-
ко, изучение воздействия фактора IGF-1 на
эмбрионы мышей после процедур заморажива-
ния-оттаивания проводили лишь в двух исследо-

УДК 574/577,576.37,591.16,57.085.23
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ваниях (Desai et al., 2000, 2007). В первом из них
изучали развитие in vitro преимплантационных
эмбрионов после их криоконсервации на стадии
морулы (Desai et al., 2000). В другой работе этого
же коллектива авторов изучали влияние IGF-1 на
развитие in vitro преимплантационных эмбрионов
после их криоконсервации на стадии зиготы (De-
sai et al., 2007). Целью настоящего исследования
было изучение влияния IGF-1 на развитие in vitro
эмбрионов мышей после их криоконсервации на
стадии дробления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте было использовано 10 поло-
возрелых самок и пять самцов мышей линии CD1
в возрасте от двух до трех месяцев. Животных со-
держали в стандартных условиях конвенциональ-
ного вивария Института цитологии и генетики
(Новосибирск, Россия).

Cамок мышей линии CD1 на стадии проэст-
рус-эструс ссаживали на ночь с фертильными
самцами этой же линии. День обнаружения ваги-
нальной пробки считали первым днем беременно-
сти. Таких самок подвергали эвтаназии путем дис-
локации шейных позвонков на второй день бере-
менности, в 16 ч. Яйцеводы и матку извлекали и
промывали средой Flushing Solution (FertiPro, Bel-
gium), как описано ранее (Igonina et al., 2019).

Для криоконсервации дробящихся зароды-
шей мышей применяли программное заморажи-
вание. Все полученные эмбрионы были на ста-
дии 4–6 клеток. В качестве криопротектора ис-
пользовали 10% (v/v) пропиленгликоль (ХимМед,
Россия) в среде Flushing Solution (FertiPro, Bel-
gium). Эмбрионы помещали в центральную часть
(второй сектор) 0.25 мл пластиковой соломины
(Cryo Bio System, Франция) и криоконсервирова-
ли с использованием программного замораживате-
ля CL 8800 (CryoLogic, Australia) как описано ранее
(Игонина и др., 2015; Amstislavsky et al., 2015).

Для оттаивания соломины с эмбрионами до-
ставали из резервуара с жидким азотом, выдержи-
вали в течение 40 с при комнатной температуре, а
затем помещали на 40 с в водяную баню при
30.0°C как описано ранее (Игонина и др., 2015;
Amstislavsky et al., 2015). Содержимое выдавлива-
ли на чашку Петри (Corning, USA) и освобождали
от криопротектора путем переноса оттаянных эм-
брионов через три капли (50 мкл) среды Flushing
Solution (FertiPro, Бельгия). После удаления крио-
протектора, эмбрионы оценивали визуально. За-
родыши, у которых было разрушено более 25%
бластомеров, либо были серьезные нарушения
прозрачной оболочки (или ее полное отсутствие)
были отбракованы согласно критериям, приня-
тым для оценки эффективности процедуры крио-
консервации эмбрионов мышей (Игонина и др.,

2015); остальные – переносили в индивидуаль-
ную каплю среды KSOM (Merck, Германия) и
культивировали in vitro как описано ниже.

Были сформированы две группы: 1) без добав-
ления факторов роста (контроль); 2) с добавлением
40 нг/мл IGF-1 (Merck, Германия). Данная дози-
ровка выбрана нами исходя из литературных дан-
ных (Desai et al., 2000, 2007) и наших предваритель-
ных исследований. Согласно нашей предыдущей
работы, эта дозировка была оптимальной для раз-
вития эмбрионов мышей без криоконсервации.
Чистота препарата IGF-1 составляла ≥98%. Куль-
тивирование производили под минеральным мас-
лом (Merck, Germany) в течение 48 ч при 37.0°С, 5%
СО2 и влажности 90% в CO2-инкубаторе New
BrunswickTM Galaxy 48R (Eppendorf, Германия).

Оценку преимплантационных эмбрионов про-
водили микроскопически, определяя стадию их
развития при помощи стереомикроскопа S8 APO
(Leica Microsystems, Германия). В бластоцистах
определяли наличие хэтчинга, подсчитывали число
клеток, индекс фрагментации, а также митотиче-
ский индекс после окрашивания DAPI (2 мкг/мл
4,6-диамидино-2-фенилиндола), как описано на-
ми ранее (Amstislavsky et al., 2015). Подсчет числа
интерфазных ядер, их фрагментов и метафаз-
ных пластинок в развивающихся бластоцистах
производили путем визуальной оценки препа-
ратов с применением флуоресцентного микроскопа
AxioImager A1 (Carl Zeiss, Германия), имеющегося в
распоряжении ЦКП МАБО СО РАН, с соответ-
ствующим кубическим фильтром для окрашива-
ния DAPI. Индекс фрагментации рассчитывали,
как число фрагментов ×100 деленое на общее
число ядер. Митотический индекс рассчитывали,
как число митозов ×100 деленое на общее число
ядер.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с помощью стандартного па-
кета программного обеспечения STATISTICA V 8.0
(StatSoft, Inc). Доли зародышей, развивающихся
до стадии бластоцисты сравнивали с помощью
теста хи-квадрат. Для сравнения данных по числу
клеток в бластоцистах и индексу фрагментации
использовали t-критерий Стьюдента. Результаты
считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После процедур замораживания-оттаивания
76 из 89 зародышей, визуально были оценены как
морфологически нормальные (т.о. всего было от-
браковано ~15%). Все морфологически нормаль-
ные эмбрионы были использованы в дальнейших
экспериментах: 38 из них культивировали в среде
KSOM с добавлением IGF-1 в концентрации
40 нг/мл и 38 – культивировали в той же среде без
добавления этого фактора роста. Добавление в
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культуральную среду IGF-1 приводило к улучше-
нию показателей развития эмбрионов по сравне-
нию с контролем (рис. 1а, 1б), таких как доля за-
родышей, развивающихся до стадии бластоцисты
(78.9 и 47.4% соответственно, p < 0.01) и число
клеток в них (79.8 ± 3.9 и 58.6 ± 3.6 соответствен-
но, p < 0.001). Однако не было обнаружено досто-
верных различий по доле бластоцист достигших
стадии хэтчинга между экспериментальной груп-
пой и контролем (13.1 и 7.9% соответственно).
При этом митотический индекс был существенно
ниже при использовании IGF-1 по сравнению с
контрольной группой (5.0 ± 0.7 и 14.1 ± 3.0 соот-
ветственно, p < 0.01). Между тем, не было обнару-
жено достоверных различий по индексу фрагмен-
тации между экспериментальной группой и кон-
тролем (9.2 ± 1.5 и 9.8 ± 1.7 соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ
Давно установленный факт замедленного раз-

вития зародышей, полученных in vitro, по срав-
нению с эмбрионами, находящимися в условиях
in vivo (Bowman, McLaren, 1970), указывает на
важную роль паракринных факторов, секретируе-
мых репродуктивным трактом, в ускорении их раз-
вития. Естественная среда репродуктивных путей
млекопитающих содержит множество разнообраз-
ных компонентов, в том числе различные факторы

роста (Aguilar, Reyley, 2005). Так, например, в эндо-
метрии человека показана экспрессия большого
числа цитокинов и факторов роста, поддержива-
ющих эмбриональное развитие (Kawamura et al.,
2012).

Исследования на животных моделях подтвер-
ждают важную роль аутокринных/паракринных
факторов, секретируемых преимплантационны-
ми эмбрионами и репродуктивным трактом для
эмбрионального развития и имплантации (Neira
et al., 2010). Перспективным подходом к оптими-
зации культуральных систем является включение
отдельных факторов роста, присутствующих во
внутриматочной среде in vivo, или их комбинаций
в питательные среды, что способствует улучше-
нию раннего эмбрионального развития и увели-
чению доли имплантирующихся зародышей
(Kawamura et al., 2012; Брусенцев и др., 2015; Am-
stislavsky et al., 2015).

В нашей работе было показано, что при куль-
тивировании с IGF-1 заморожено-оттаянных эм-
брионов на стадии дробления повышается доля
развивающихся бластоцист и число клеток в них.
Наши данные согласуются с результатами более
ранних исследований, в которых было показано,
что добавление IGF-1 к средам для культивирова-
ния in vitro повышало долю развивающихся до ста-
дии бластоцисты эмбрионов у мышей (Desai et al.,

Рис. 1. Бластоцисты после культивирования in vitro заморожено-оттаянных эмбрионов мышей. Видны ядра клеток
(окраска DAPI). Стрелки указывают на фрагментации ядер. (а) без фактора роста (контроль). (б) с IGF-1 (40 нг/мл).

(a) (�)

20 µm 20 µm
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2000), и у других видов млекопитающих (Siri-
sathien, Brackett, 2003; Chen et al., 2017). В частно-
сти, в концентрации 30 нг/мл этот фактор повы-
шал долю образования бластоцист и число кле-
ток в них при культивировании зародышей
мышей in vitro (Desai et al., 2000). Показано, что
IGF-1 стимулирует эмбриональный рост и разви-
тие, действуя в качестве митогенного фактора,
индуцирующего пролиферацию клеток через ми-
тоген-активированную протеинкиназу (Velazquez
et al., 2009). Кроме того, IGF-1 участвует в регули-
ровании связанных с апоптозом генов Bcl-2/Bax
(Chen et al., 2017). Это подтверждается результата-
ми других исследований, которые указывают на
то, что культивирование с IGF-1 способствует
снижению уровня апоптоза в бластоцистах, кото-
рое происходит через активацию PI3K/Akt пути
(Velazquez et al., 2009).

Согласно нашим данным, митотический индекс
в бластоцистах при культивировании с IGF-1 был
ниже, чем в контроле. Действительно, наши ре-
зультаты, в своей совокупности, свидетельствуют
о том, что при воздействии данного фактора ро-
ста бластоцисты более продвинуты в своем разви-
тии (имеют больше число клеток). Между тем, из-
вестно, что в более поздних преимплантацион-
ных эмбрионах мышей скорость деления клеток
снижается (Copp, 1978; Handyside, Hunter, 1986).

Ранее уже исследовали влияние фактора IGF-1
на процессы восстановления преимплантацион-
ных эмбрионов мышей, подвергавшихся крио-
консервации на стадии морулы (Desai et al., 2000)
и зиготы (Desai et al., 2007). Было показано, что
морулы мышей после криоконсервации и после-
дующего оттаивания быстрее достигают стадии
бластоцисты и имеют больше клеток, если куль-
тивировать их с IGF-1 в концентрации 30 нг/мл
(Desai et al., 2000). Однако, если эмбрионы мы-
шей были заморожены на стадии зиготы этот эф-
фект нивелировался (Desai et al., 2007). В данной
работе мы восполнили пробел, связанный с тем,
что не было изучено влияние этого фактора на раз-
витие зародышей мышей после их криоконсерва-
ции на стадии дробления и продемонстрировали
способность IGF-1 в концентрации 40 нг/мл сти-
мулировать развитие дробящихся зародышей в
приимплантационный период после процедур за-
мораживания-оттаивания.
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Effects of Insulin-Like Growth Factor 1 on the in vitro Development
of Mouse Embryos after Cryopreservation

E. Yu. Brusentsev1, E. A. Kizilova1, T. N. Igonina1, S. V. Ranneva1, and S. Ya. Amstislavsky1, *
1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 

prosp. Lavrentyeva 10, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

Сryopreservation of gametes and embryos is widely used for mammalian Genome Resource Banking. Effects
of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) on the in vitro development of cleavage stage CD1 mouse embryos
after their cryopreservation were studied. The mouse embryos developed in vivo up to the 4–6 cell stage were
frozen in a programmable freezer according to a standard protocol with a 10% propylene glycol as a cryopro-
tectant, thereafter were thawed and cultured in vitro in KSOM for 48 hours. The percentage of embryos de-
veloped up to blastocyst stage in culture medium supplemented with IGF-1 (40 ng/mL) was higher as com-
pared to controls (78.9 and 47.4%, respectively, p < 0.01). Moreover, blastocysts developed in the presence of
IGF-1 contained more cells as compared to controls (79.8 ± 3.9 and 58.6 ± 3.6 cells, respectively, p < 0.001).
However, index of nuclear fragmentation did not differ between these groups. Experimental results presented
herein revealed the stimulating effects of IGF-1 on the mouse preimplantation embryos after their cryopres-
ervation.

Keywords: mice, preimplantation embryos, cryopreservation, in vitro culture, IGF-1
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Проведено сравнение темпа развития и скорости потребления кислорода у головастиков остромор-
дой лягушки из разных популяций (Брянская и Московская области) при выращивании в лабора-
торных условиях при температуре 20°C. Темп развития, скорость потребления кислорода на особь
и на грамм веса, а также скорость прироста массы тела у особей из более северной популяции ока-
зались достоверно выше. Полученные данные соответствуют выявленной нами ранее закономерно-
сти: более высокая скорость роста головастиков характерна для популяций со сравнительно корот-
ким сезоном активности, что указывает на наличие наследственной основы особенностей их мета-
болизма.

Ключевые слова: темп развития, потребление кислорода, головастики, остромордая лягушка, меж-
популяционные различия
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ВВЕДЕНИЕ
Изменчивость количественных признаков, на-

правленная против градиента условий среды, – это
выявляемые в естественных условиях межпопуля-
ционные фенотипические различия, направлен-
ность которых прямо противоположна адаптив-
ным генетическим изменениям, формирующимся
как ответ на данный градиент внешних условий.
Даже если такие изменения уже сформированы, их
можно выявить только в экспериментах, обычно в
одинаковых условиях лабораторных опытов, суще-
ственно реже с помощью межпопуляционных пе-
реносов особей в естественных условиях (Berven,
1982). Так, например, на представителях двух ши-
рокоареальных видов бурых лягушек – остромор-
дой (Rana arvalis Nilss.) и травяной (Rana tempo-
raria L.), показано, что в естественной среде оби-
тания в южных популяциях обоих видов темп
развития головастиков выше, чем в северных, что
обусловлено разной температурой мест обитания.
Но в лабораторных условиях при одинаковой
температуре содержания, особи из северных по-
пуляций развивались быстрее, чем из южных
(Ляпков и др., 2009; Ляпков, 2016). Преимуще-
ство сравнительно быстрого роста и развития
особей из более северных популяций очевидно,

поскольку в условиях ограниченной длительно-
сти сезона активности это позволяет им быстрее
достичь необходимого размера для успешной зи-
мовки.

Похожую закономерность выявили наблюде-
ния зависимости энергетического метаболизма от
температуры у пойкилотермных животных. Интен-
сивность метаболизма у представителей северных
популяций, рассчитанная по уравнению зависи-
мости от температуры, заметно выше аналогич-
ной величины у обитателей низких широт при
той же температуре. В биоэнергетике это явление
носит название температурной компенсации ме-
таболизма (Озернюк, 2006).

Вместе с тем, известны факты модификации за-
висимости энергетического метаболизма от темпе-
ратуры при акклимации пойкилотермных живот-
ных к разным температурам содержания вследствие
изменения экспрессии изоферментов. Показано,
что смещение минимума константы Михаэлиса
лактатдегидрогеназы рыб при переносе особей в
среду с более высокой или низкой температурой со-
ответствует новым условиям обитания и происхо-
дит за счет изменения ее изоферментного состава
(Klyachko, Ozernyuk, 1998). Однако выращенные в
одинаковых лабораторных условиях головастики
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травяной лягушки из нескольких географически
удаленных друг от друга популяций устойчиво раз-
личались по интенсивности потребления кислоро-
да, что свидетельствует об отсутствии полной ак-
климации в период предметаморфозного роста
(Lindgren, Laurila, 2009).

Вопрос о том, в какой мере такие важные свой-
ства организма как темп развития и интенсив-
ность метаболизма закреплены генетически, а в
какой представлены нормой реакции в пределах
диапазона толерантности вида, до сих пор открыт.

Задачей нашей работы было изучение интен-
сивности метаболизма головастиков остромор-
дой лягушки, происходящих из двух популяций,
обитающих на разной широте (условно – более
южной и более северной), при их выращивании в
стандартных лабораторных условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве исходного материала были исполь-

зованы по 4 группы полных сибсов, полученные в
результате экспериментальных скрещиваний по-
ловозрелых особей остромордой лягушки, отлов-
ленных в каждой из двух исследованных популя-
ций в нерестовых водоемах в период размноже-
ния. Место отлова особей из первой популяции
находилось в Брянской обл. (52°27′ N; 33°53′ E),
длительность сезона активности – 7 мес. Место-
обитание второй популяции – Московская обл.
(55°44′ N, 36°51′ E), длительность сезона активно-
сти – 6 мес., начало размножения – в среднем на

2 недели позднее (Ляпков и др., 2009). В каждой по-
пуляции были отловлены по 2 самки и по 2 самца. В
результате контролируемых перекрeстных скре-
щиваний, от родителей каждой из двух исследо-
ванных популяций было получено по 4 различные
группы потомков – полных сибсов (см. табл. 1).
Оплодотворенные яйца содержали в емкостях с
уровнем воды 5 см, при температуре около 15°С
до достижения 39-й стадии (начало активного пи-
тания по таблицам нормального развития травя-
ной лягушки по Дабагян и Слепцовой, 1975). За-
тем головастиков рассаживали по 20 экз. от каждой
группы сибсов в 2 аквариума емкостью 20 л каж-
дый. Дальнейшее выращивание головастиков во
всех аквариумах проводили при постоянной темпе-
ратуре 20°С и при одинаковом режиме кормления
кормом для декоративных рыб фирмы TetraMin, а
также сушеным гаммарусом и вареной крапивой.
Для определения интенсивности потребления кис-
лорода использовали по 20 экз. от каждой из 4
групп сибсов, происходящих из двух популяций,
всего 160 экз.

Определение интенсивности потребления кис-
лорода головастиками проводили на стадиях 46–47
(по: Дабягян, Слепцова, 1975). Измерения произ-
водили с помощью оксиметра Orion Star A323
RDO/DO meter (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Головастиков по одному экземпляру помещали в
герметичную стеклянную камеру, из которой сра-
зу отбирали 1 мл воды для измерения начальной
концентрации кислорода. Отбор пробы произво-
дили таким образом, чтобы в камере осталось

Таблица 1. Масса тела, средний прирост массы и скорость потребления кислорода головастиками остромордой
лягушки

Примечание. Выделены жирным шрифтом пары средних для популяций значений, достоверно различающиеся между собой,
n – объем выборки; x ± st.er. – среднее ± стандартная ошибка. * – Достоверно отличаются от аналогичных величин у осталь-
ных групп данной популяции.

Популяция
Группа

n

Вес головастика
(мг)

Потребление кислорода Средний прирост 
массы тела

(мг сутки–1)
на особь

(мл мин–1)
на грамм веса
(мл г–1 мин–1)

� � x ± st.er. x ± st.er. x ± st.er. x ± st.er.

Брянская обл.

1
1 20 698.8 ± 27.2 0.886 ± 0.062 1.280 ± 0.082 16.05 ± 0.61

2 20 710.0 ± 30.9 0.942 ± 0.053 1.352 ± 0.077 16.32 ± 0.71

2
1 20 687.5 ± 12.0 0.875 ± 0.032 1.291 ± 0.054 15.80 ± 0.27

2 20 695.0 ± 19.2 0.986 ± 0.029 1.426 ± 0.037 15.98 ± 0.45

Все вместе 80 697.8 ± 11.5 0.922 ± 0.023 1.337 ± 0.033 16.04 ± 0.26

Московская обл.

3
3 20 654.0 ± 14.0 1.085 ± 0.039 1.667 ± 0.060 17.68 ± 0.38

4 20 677.5 ± 13.5 1.025 ± 0.028 1.516 ± 0.035 18.31 ± 0.36

4
3 20 670.5 ± 16.3 1.012 ± 0.036 1.514 ± 0.049 18.63 ± 0.45

4 20 735.0 ± 17.3* 1.101 ± 0.027 1.506 ± 0.038 20.42 ± 0.48*

Все вместе 80 684.2 ± 8.3 1.056 ± 0.017 1.551 ± 0.024 18.76 ± 0.24
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ровно 20 мл воды и отсутствовали пузырьки воз-
духа. Через 20 мин из камеры отбирали вторую
пробу воды для измерения концентрации кисло-
рода. Для заполнения камер использовали воду из
аквариума, в котором содержался данный экзем-
пляр. Контролем служили 2–3 камеры объемом
20 мл без объектов, заполненные водой из того же
аквариума. Интервал времени между отборами
проб измеряли с точностью до 1 мин. Скорость
потребления кислорода вычисляли для камеры
индивидуально, затем вносили поправку на по-
требление кислорода микробиотой, вычитая сред-
нее значение скорости потребления кислорода в
камерах без объекта. По окончании измерения
потребления кислорода каждого головастика
взвешивали с точностью до 10 мг и затем возвра-
щали в аквариум.

Статистическую обработку проводили с помо-
щью пакета программ STATISTICA 8.0 (StatSoft
Inc.). Достоверность различий между средними
для популяций значениями оценивали с помо-
щью двухфакторного иерархического дисперсион-
ного анализа, в котором первым фактором (вклю-
чающим в себя градации второго фактора) были
“популяции”, вторым фактором – группы полных
сибсов. Достоверность различий между средними
значениями потомства разных самцов и разных са-
мок в пределах каждой из двух популяций оценива-
ли с помощью трехфакторного дисперсионного
анализа, с факторами “самки”, “самцы” и “повтор-
ности” (схема с полной классификацией).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Различия между двумя популяциями

Продолжительность развития от оплодотворе-
ния до стадии 47 составила в потомстве популя-
ции из Брянской обл. 43.5 сут, из Московской
обл. – 36.5 сут. Различия средних составляют
19.2% и достоверны (p < 0.001). Не обнаружено
достоверных межпопуляционных различий по
среднему значению массы тела головастиков на
стадии 46–47 (табл. 1).

Результаты измерения интенсивности потреб-
ления кислорода оказались сходными по величи-
не с известными из научной литературы данными
для близкого вида – травяной лягушки (Lindgren,
Laurila, 2009). Обнаружены достоверные разли-
чия средних значений потребления кислорода го-
ловастиками из разных популяций в расчете на
особь и на единицу массы тела. Оба показателя
были достоверно выше (при p < 0.0001) у потом-
ства родителей, взятых из Московской обл., на
13.5 и 14.8% соответственно (табл. 1). Скорость
прироста массы тела также была выше у голова-
стиков популяции Московской обл. на 15.6% (p <
< 0.0001).

Внутрипопуляционная изменчивость
исследованных характеристик

В пределах популяции из Брянской обл. не бы-
ло выявлено различий между потомством двух са-
мок и между потомством двух самцов по средним
значениям всех четырех изучаемых характери-
стик (табл. 1). В пределах популяции из Москов-
ской обл. средние значения массы тела и скоро-
сти ее прироста у потомков самки 2 и самца 2 было
достоверно больше, чем у трех других групп по-
томков (табл. 1). Не выявлено различий между
потомством двух самок и между потомством двух
самцов по средним значениям потребления кис-
лорода на особь и по средним значениям потреб-
ления кислород на грамм массы тела, что указы-
вает на отсутствие влияния на них материнского
эффекта. Отсутствие влияния самцов на эти
характеристики метаболизма в обеих популяциях
означает низкую аддитивную изменчивость, что
принято интерпретировать как достаточно жест-
кий контроль отбором по данным признакам
(Falconer, Mackay, 1996).

ОБСУЖДЕНИЕ

Достоверные различия по продолжительности
развития до 47 стадии при одинаковой температу-
ре содержания указывают на устойчивые межпопу-
ляционные различия темпов развития остромордой
лягушки из Брянской и Московской областей. Ре-
зультаты проведeнных ранее исследований темпов
развития и роста головастиков в лаборатории при
таких же условиях (20°C и начальная плотность
1 особь на 1 л) из тех же популяций показали, что
головастики из Брянской обл. развивались досто-
верно медленнее, но были несколько крупнее бо-
лее северных конспецификов из Московской
обл. Продолжительность развития от оплодотво-
рения до завершения метаморфоза составляла
53.6 и 49.7 суток соответственно, а длина тела по-
сле завершения метаморфоза равнялась 14.52 и
13.88 мм соответственно (Ляпков и др., 2009). В
нашем эксперименте соотношение массы тела
головастиков сохраняло данную тенденцию, хотя
различия не были достоверны.

Полученные нами результаты показали четкую
направленность различий в потреблении кислоро-
да: у особей из популяции с более длительным сезо-
ном активности этот показатель достоверно ниже в
сравнении с особями из более северной популя-
ции. Такой результат вполне ожидаем, исходя из
установленного ранее факта более высокой скоро-
сти роста головастиков из популяций со сравни-
тельно коротким сезоном активности (Ляпков
и др., 2009). Сохранение этого соотношения при
развитии головастиков в лабораторных условиях
при одинаковой температуре указывает на то, что
особенности их физиологии, задающие разный
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темп развития в популяциях, вероятно, закрепле-
ны генетически.
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Interpopulation Differences in the Developmental Rate and Oxygen Consumption
in Tadpoles of Moor Frog (Rana arvalis Nilsson, 1842, Anura: Amphibia)
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A comparative study of the developmental rate and oxygen consumption in Rana arvalis tadpoles from the
population of the Bryansk region (Southern) and Moscow region (Northern) in laboratory conditions at a
temperature of 20°C was carried out. The rates of growth and development, the rate of oxygen consumption
as well as the specific rate of oxygen consumption in individuals from a Northern population were significant-
ly higher. This result corresponds to the previously detected higher growth rate of tadpoles from populations
with a relatively short season of activity (Northern) and indicates that these tadpole metabolism features are
probably genetically determined.
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