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В основе изменения формы эмбриона лежат как локальные, так и глобальные деформации тканей.
Согласно законам классической механики, источником деформации может являться только меха-
ническая сила. Локализовать механические силы и качественно оценить их величину можно на ос-
нове динамики деформаций тканей эмбриона, обусловленных этими силами. Один из основных
источников таких деформаций – различия скорости и направления движений соседних клеток. Мы
детально описали движение клеток в эпиктодерме супрабластопоральной области (СБО) средней
гаструлы Xenopus laevis. Была выявлена пространственная неоднородность движения клеток СБО;
вдоль медиолатеральной оси эмбриона обнаружены регионы, различающиеся по средней скорости
движения клеток. В частности, наибольшая скорость и сонаправленность движений клеток чаще
всего наблюдались в медиальной зоне СБО. Анализ формы клеток показал, что именно в медиаль-
ном регионе СБО, который первым вовлекается в инволюцию, происходят наиболее активные пе-
регруппировки клеток, связанные с формированием розеток. Мы предполагаем, что такие пере-
группировки позволяет компенсировать растяжение материала медиальной зоны СБО в ходе инво-
люции.

Ключевые слова: гаструляция, бластопор, морфогенез, механические силы, движения клеток, Xeno-
pus laevis
DOI: 10.31857/S0475145021050025

ВВЕДЕНИЕ
Процессы морфогенеза в эмбриональном раз-

витии сопровождаются значительными деформа-
циями тканей. Источником деформации биоло-
гических тканей является механическая сила
(Murray, 2003; Davidson, 2011), поэтому для де-
тального изучения механизмов морфогенеза не-
обходимо локализовать силы, приводящие к на-
блюдаемым в морфогенезе деформациям, и вы-
явить механизмы их возникновения.

Наиболее ранней методикой локализации меха-
нических сил является анализ скорости и амплиту-
ды расхождения краев ткани в области локального
надреза (т.е. деформации ткани после релаксации
существующего напряжения). Если величина де-
формации пропорциональна действующей в этой
области силе, возможно качественное описание
распределения сил в эмбриональных тканях. Такое
описание можно осуществить, сравнив величину
деформации после надреза в различных участках

эмбриона на разных стадиях развития. Исследо-
вания с применением этого метода показали, что
в эмбрионе механическая сила имеет неоднород-
ное пространственное распределение (называе-
мое также паттерном), качественно изменяющее-
ся в ходе развития (Beloussov et al., 1975). Экспе-
риментальная релаксация этих напряжений или
их имитация в эктопических участках оказывает
влияние на ход морфогенетических процессов в
эмбрионе или эксплантатах эмбриональной тка-
ни (Beloussov et al., 1990, 2000; Chien et al., 2015).

Метод надрезов сохранил актуальность для за-
дач, требующих качественной оценки механиче-
ских сил в тканях (Ma et al., 2009; Campinho et al.,
2013; Hara et al., 2013). В настоящее время для ре-
гистрации и исследования механических сил в
биологических тканях стал доступен широкий
спектр методик. Одними из наиболее распростра-
ненных являются методики, основанные на при-
менении FRET-зондов. Это флуоресцентные мик-
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розонды, которые позволяют оценить субклеточ-
ные деформации по падению интенсивности
флуоресценции, вызванном расхождением двух
связанных молекул флуорофора (Gayrard, Borghi,
2016; Eroshkin et al., 2018). Флуорофоры в составе
такого зонда связаны между собой молекулой с
известной жесткостью, что позволяет по зареги-
стрированной деформации зонда рассчитать по-
действовавшую на него силу. Количественную
оценку механических сил также позволяют про-
извести эластичные или эмульсионные зонды.
Зная механические свойства материала, из кото-
рого изготовлен такой зонд, можно по деформа-
ции зонда вычислить силу, которая к ней привела
(Campàs et al., 2014; Mohagheghian et al., 2018).

Качественно иной подход был предложен Stre-
ichan с соавторами, картировавшими механиче-
ские напряжения в тканях гаструлы Drosophila mela-
nogaster на основании пространственной анизотро-
пии распределения миозина (Streichan et al., 2018).
Так как актомиозиновый комплекс является ос-
новным источником механической силы в ходе
движений и перегруппировок клеток, неоднород-
ность его распределения определяет простран-
ственный паттерн механических напряжений в
ткани. Измерив концентрацию миозина в раз-
личных регионах эмбриона, авторы обнаружили,
что его пространственное распределение описы-
вается тремя характерными паттернами, сменяю-
щими друг друга в ходе гаструляции. На основе
этих измерений исследователи смоделировали
карту механических напряжений, для каждого из
трех пространственных паттернов миозина (Stre-
ichan et al., 2018). Таким образом, данная работа
косвенно показывает, что на каждой стадии раз-
вития D. melanogaster формируется специфиче-
ский паттерн механических напряжений. Этот
результат принципиально схож с результатом ра-
боты группы Белоусова, картировавшей механи-
ческие напряжения методом надрезов (Beloussov
et al., 1975). Картирование механических напря-
жений, произведенное Streichan с соавторами
(Streichan et al., 2018), несет не только описатель-
ную функцию. На основании этого картирования
авторы рассчитали движения клеток поверхност-
ного слоя, которые должны возникнуть под дей-
ствием смоделированных механических напря-
жений. Предсказанные таким методом движения
клеток совпали с реально зарегистрированными.
Они, как и пространственное распределение
миозина, характеризуются тремя хронологически
последовательными паттернами (Streichan et al.,
2018). Паттерн движений клеток представляет со-
бой векторное поле – совокупность векторов,
каждый из которых описывает ток материала че-
рез выбранную точку исследуемой области эм-
бриона (Zamir et al., 2008; Tambe et al., 2011; Brunet
et al., 2013). Таким образом, стадиеспецифиче-
ские паттерны механических напряжений с

большой вероятностью позволяют предсказать
морфогенетические движения в нормальном
развитии.

Однако, если продолжительность гаструляции
превышает характерное время клеточных пере-
группировок, то последние должны привести к
изменению существующего паттерна механиче-
ских сил (Mongera et al., 2018). Для решения по-
добной задачи необходимо связать данные о кле-
точных движениях с изменением локализации
и/или величины механических сил в определен-
ный период развития.

Количественный подход к описанию движе-
ний клеток называется кинематическим. Данный
подход основан на регистрации координат клеток
и последующем расчете производных от них ве-
личин (скоростей смещения, ориентации смеще-
ний и др.). (Davidson, 2011). В этом случае, под
“координатами клетки” обычно понимают коор-
динаты геометрического центра клетки или ее яд-
ра (Diz-Muñoz et al., 2010; Heller et al., 2016). Ки-
нематическое описание позволяет оценить такие
параметры, как пространственное распределение
и временная динамика скоростей клеточных сме-
щений, их ориентация, динамика смены соседей.
Эти параметры позволяют установить, насколько
активно перемешиваются клетки внутри ткани и,
следовательно, насколько выраженно релаксиру-
ются в ней напряжения. В силу неинвазивности,
кинематический подход позволяет успешно ис-
следовать развитие in vivo (Blanchard et al., 2009; Bi
et al., 2016; Mongera et al., 2018; Schaumann et al.,
2018).

Однако статистический анализ только коорди-
нат центров клеток не позволяет связать измене-
ние формы клеток с перемещением центров кле-
ток. Для более содержательного описания дефор-
мации в ткани нужно учесть изменения формы
самой клетки. Это позволит качественнее оце-
нить пространственное распределение механиче-
ских сил в ткани в ходе морфогенетических дви-
жений.

Данный подход было бы особенно интересно
применить к модельным системам, в которых ме-
ханические силы уже были картированы иными
методами. Одной из наиболее подходящих под
данную задачу модельных систем является га-
струла X. laevis. Для гаструлы X. laevis были карти-
рованы механические силы и описана общая кар-
тина клеточных движений (Keller, 1978).

Движения клеток начинаются на стадии позд-
ней бластулы (ст. 8) с радиальной интеркаляцией
в крыше бластоцеля (Szabó et al., 2016). Так как
радиальная интеркаляция сопровождается увели-
чением площади поверхности тканевого пласта, в
крыше бластоцеля возникает избыток клеточного
материала, который начинает смещаться в вен-
тральном направлении в ходе эпиболии. Одно-
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временно, на дорсальной стороне эмбриона на-
чинает формироваться бластопор. На стадии 10
начинается ключевой для гаструляции X. laevis
тип клеточных движений – инволюция материа-
ла мезодермальной закладки. Инволюция, начи-
нающаяся на дорсальной стороне эмбриона, при-
водит к углублению бластопора. К стадии 10.5
бластопор начинает распространяться в латераль-
ных направлениях (к стадии 11.5 он сомкнется на
вентральной стороне зародыша), а прогрессиру-
ющая интернализация материала на дорсальной
стороне формирует дорсальную губу бластопора.
Через нее происходит наиболее активная мигра-
ция клеток внутрь эмбриона. Зону, расположен-
ную непосредственно анимальнее дорсальной гу-
бы бластопора, называют супрабластопоральной
областью (СБО, в англоязычном варианте – dor-
sal marginal zone, DMZ). Более глубокие клетки
СБО составляют материал хордомезодермы, по-
верхностные – материал нейральной эктодермы.
Инволюировавшие клетки хордомезодермы во-
влекаются в движения медиолатеральной, или
конвергентной, интеркаляции. В ходе этих дви-
жений каждая из клеток удлиняется вдоль медио-
латеральной оси и формирует на концах направ-
ленные выросты, которые образуют С-кадгери-
новые контакты с телами соседних клеток. Затем,
за счет сократительной активности миозина клет-
ки встраиваются друг между другом вдоль медио-
латеральной оси. Клетки эктодермы СБО X. laevis
к этому моменту оказываются вовлечены в движе-
ния эпиболии (которые завершатся к стадии 11.5),
но также осуществляют и конвергентную интер-
каляцию (Keller, 1978; Keller et al., 2000; Keller,
Sutherland, 2020). Они осуществляют движения
интеркаляции путем сокращения клеточных гра-
ниц, ориентированных в медиолатеральном на-
правлении с последующим формированием в зоне
контакта новой границы, ориентированной в ан-
терио-постериорном направлении (Butler, Walling-
ford, 2018). Интересно, что движения конвергент-
ной интеркаляции осуществляют не только глу-
бокие клетки эктодермы, но и ее поверхностный
слой – эпиэктодерма, который является эпители-
альной тканью. Последнее означает, что конвер-
гентная интеркаляция происходит в пласте кле-
ток, механически связанных апикальным ком-
плексом клеточных контактов, включающем
адгезионные и плотные контакты (Higashi et al.,
2016).

Особенный интерес представляет исследова-
ние клеточной подвижности именно в эпители-
альных тканях. Эпителиальные ткани наиболее
доступны для наблюдения, в особенности в ин-
тактных зародышах, благодаря чему через изме-
рение морфометрических параметров их клеток
возможно зарегистрировать действие сил, созда-
ваемых подлежащими тканями эмбриона (Morita
et al., 2012). Соседние клетки внутри эпителиаль-

ного пласта могут отличаться скоростью и на-
правлением движения. Эти различия могут яв-
ляться одним из источников деформаций ткани
(Vasilyev et al., 2012), приводящей к изменению
паттерна механических сил. Хотя описание движе-
ний клеток поверхностного слоя СБО уже было
произведено ранее (Keller, 1978), оно не включало
подобный кинематический анализ движений кле-
ток. Из-за этого оказывается невозможным свя-
зать клеточные движения с возникающими в тка-
ни деформациями. К тому же, описание (Keller,
1978) не учитывает данные о паттернах механиче-
ских напряжений при гаструляции амфибий (Bel-
oussov et al., 1975), а также описания клеточных
переупаковок (Solnica-Krezel, 2005; Blankenship
et al., 2006).

Целью данной работы было картировать де-
формации эпиктодермы СБО гаструлы X. laevis на
основании наблюдаемых в этой области клеточ-
ных движений.

Для достижения этой цели было необходимо
измерить скорости движения клеток, направле-
ние их смещения, а также охарактеризовать дина-
мику их формы.

Мы произвели кинематическое описание дви-
жений клеток в СБО средней гаструлы X. laevis,
охарактеризовав для каждой клетки величину и
направление смещения на каждом из интервалов
цейтраферной съемки. Мы обнаружили, что ре-
гионы, расположенные вдоль медиолатеральной
оси, различаются по значениям средней скорости
и сонаправленности движений клеток. Анализ
формы клеток выявил, что область с наиболее вы-
сокими значениями средней скорости и сона-
правленности характеризуется наиболее актив-
ными перегруппировками клеток. Мы предполо-
жили, что наблюдаемые перегруппировки клеток
могут служить способом компенсации растяже-
ния ткани в ходе гаструляционных движений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение и культивирование эмбрионов

Икру Х. laevis получали согласно стандартному
протоколу (Sive et al., 2000), оплодотворяли in vitro
и культивировали в 0.1 Marc’s Modified Ringer
(MMR) (Sive et al., 2000) при комнатной темпера-
туре. Стадию развития эмбрионов определяли со-
гласно таблицам нормального развития (Nieu-
wkoop, Faber, 1967).

Инъекция РНК
Для визуализации клеточных границ осуществ-

ляли инъекцию мРНК мембранного (GAP43-GFP)
и ядерного (H2B-mCherry) маркеров. мРНК синте-
зировали с имеющихся в лаборатории плазмид
pCS2+/GAP43-GFP и pCS2+/H2B-mCherry, ко-
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непосредственного значения угла позволяет од-
новременно оценить как параллельность траек-
тории смещения клетки антерио-постериорной
оси (по модулю значения cos), так и направление
смещения клетки (по знаку величины cos): если
траектория смещения и антеропостериорная ось
параллельны и сонаправлены, угол между ними
равен 0°, и S принимает значение равное cos(0°) = 1,
если же они параллельны, но имеют противопо-
ложные направления, угол между ними равен
180°, а S принимает значение равное cos(180°) = –1
(Kemkemer et al., 2006; Reffay et al., 2011).

4) Форму клеток оценивали через эксцентри-
ситет – числовую характеристику конического
сечения, показывающую степень его отклонения
от окружности. Выбор эксцентриситета для дан-
ной задачи объясняется тем, что форму клеток
удобно описывать с помощью аппроксимации
эллипсом (или окружностью), который является
частным случаем конического сечения. Также,
эксцентриситет является удобной оценкой фор-
мы клеток, так как отражает изменение соотно-
шения длины большой и малой осей клетки. Экс-

центриситет рассчитывали как Е =  где a –

длина большой оси, b – длина малой оси. Длину
большой и малой оси для каждой клетки на кадре
вычисляли с помощью модуля ELLIPSE_FIT.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ пространственно-временной динамики 

скоростей смещений клеток
Для количественного описания деформаций

эпиэктодермы СБО в ходе гаструляции X. laevis,
мы провели анализ пространственного распреде-
ления скоростей смещений клеток в исследуемой
области, включающей 88 клеток (рис. 2а). На мо-
мент начала съемки эмбрион достиг стадии 10.5.
На данной стадии начинается интернализация
колбовидных клеток на дорсальной стороне эм-
бриона (рис. 2а' и 2а", пунктирная стрелка), а бла-
стопор начинает распространяться в латеральных
направлениях, формируя латеральные губы (рис. 2а'
и 2а", сплошные стрелки).

Количественное исследование пространствен-
ной анизотропии тканевых деформаций должно
опираться на алгоритм, который позволял бы вы-
являть внутри исследуемой области зародыша ре-
гионы с наиболее выраженными деформациями.
Выявив такие регионы, можно провести более де-
тальный, сравнительный анализ характерной для
каждого из них пространственно-временной ди-
намики деформаций. Наиболее удобной функцией
для этой задачи является параметр порядка S, т.к.
он позволяет выявить регионы и временные ин-
тервалы с наименее сонаправленными смещени-
ями клеток, и потому потенциально наиболее вы-

�
2

21 ,b
a

раженными деформациями. Параметр порядка
рассчитывали как косинус угла между вектором
смещения отдельной клетки и антеропостериор-
ной осью эмбриона (которая совпадала с осью
0°–180°, где 0° соответствует вегетативному по-
люсу, а 180° – анимальному). Однако выражен-
ность деформации зависит не только от направ-
ления движения клеток, но и от того, на какое
расстояние они расходятся при смещении. Для
этого необходимо соотнести значение скорости
смещения клеток со значением параметра поряд-
ка. Скорость V рассчитывали как частное смеще-
ния отдельной клетки D за промежуток времени
между двумя кадрами и продолжительности этого

промежутка t  Так как интервал между

кадрами цейтраферной съемки составлял 1 мин,
смещение клетки за промежуток времени между
двумя кадрами представляет собой ее среднюю
скорость в мкм/мин.

Для каждого кадра цейтраферной съемки мы
упорядочили индивидуальные номера распо-
знанных на нем клеток согласно их положению
вдоль медиолатеральной оси эмбриона (т.е. со-

( )= .DV
t

Рис. 1. Описание смещения индивидуальной клетки.
�Х: изменение координаты геометрического центра
масс (красная точка) по оси X, �Y: изменение коорди-
наты геометрического центра клетки по оси Y; D – ре-
зультирующее смещение; вектор D и его компоненты
�Х и �Y образуют прямоугольный треугольник, D =

=

t = n ���

�Y

�X

t = n + 1 ���

D

� + �2 2( ) ( ) .X Y
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гласно значению координаты соответствующей
клетки по оси абсцисс). Затем построили график,
на котором по оси абсцисс откладывали коорди-
наты геометрических центров клеток относитель-
но медиолатеральной оси эмбриона, а по оси ор-

динат – скорость смещения каждой клетки (рис. 2б).
На полученном графике видно, что изначально
скорости смещения клеток были равномерно рас-
пределены вдоль медиолатеральной оси (рис. 2б,
серая линия). В течение наблюдения скорости
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сти смещения клеток, что можно определить по
возникновению второго перегиба на соответству-
ющем графике (рис. 2д, сплошная зеленая линия,
начиная с 27-й мин). Одновременно, в регионах 1
и 2 рост средней скорости продолжается. Это
приводит к тому, что к концу наблюдения отли-
чия в значениях средних скоростей значительно
уменьшаются для всех трех зон, а графики куму-
лятивных средний смещения клеток во всех трех
регионов отклоняются от линейной зависимости.
Наиболее наглядно это отклонение визуализиру-
ется при сравнении графиков кумулятивного
среднего смещения клеток для регионов с графи-
ком для всех 88 клеток, который с высокой степе-
нью достоверности аппроксимируется линейной
зависимостью (R2 = 0.9953).

Таким образом, скорости и сонаправленность
движений клеток в регионе 3 систематически от-
личается от регионов 1 и 2.

Анализ пространственно-временной динамики 
формы клеток

Чтобы найти причину выявленной неоднород-
ности движений клеток, мы проанализировали
форму границ клеток на полученной серии изоб-
ражений в каждом из трех регионов. Важно уточ-
нить, что в ходе съемки регистрировали единич-
ный оптический срез вблизи апикальной поверх-
ности клеток эпиэкодермы. В связи с этим, общей
границей для пары соседних клеток мы будем на-
зывать зону контакта мембран этих клеток, попав-
шую на оптический срез, а формой клетки – форму
сечения клетки, зарегистрированного на оптиче-
ском срезе.

Чтобы оценить локальные деформации внутри
отдельных регионов, мы проанализировали дина-
мику эксцентриситета (меры отклонения формы
клетки от окружности) отдельных клеток в иссле-
дуемых регионах. Нам не удалось выявить стати-
стически значимых различий между средним зна-
чением эксцентриситета клеток в начале и в кон-
це наблюдения, как в целом по эмбриону, так и
внутри отдельных регионов (рис. 2е). Однако ана-
лиз формы клеток позволил выявить множество
клеточных структур, называемых розетками. По-
добные структуры являются промежуточным эта-
пом специфических, пространственно ориенти-
рованных переупаковок клеток (рис. 3а–3а'''). Ро-
зетка формируется за счет сокращения общих
границ внутри группы клеток, выстроенных в два
параллельных тяжа (рис. 3а). Каждая клетка внут-
ри данной пары клеточных тяжей сокращает
свою границу, которой она контактирует с клет-
ками из соседнего тяжа так (рис. 3а'), что на опти-
ческом срезе граница контакта между клетками
двух тяжей сходятся в точку (рис. 3а"). На кадре
съемки такая точка возникает из-за прохождения
оптического среза через общую границу для всех

клеток розетки (сонаправленную апикобазаль-
ной оси). Затем клетки розетки группируются в
два новых тяжа, перпендикулярных ориентации
первоначальных тяжей (рис. 3а'''). Такие клеточ-
ные переупаковки могут иметь морфогенетиче-
ское значение. В частности, в гаструляции
D. melanogaster такие перегруппировки опосре-
дуют аксиальное удлинение эмбриона, приводя
к реориентации тяжей клеток в антериопостери-
орном направлении (Blankenship et al., 2006). Что-
бы оценить, как переупаковки клеток через розет-
ки соотносятся с картой механических напряже-
ний в гаструляции X. laevis, мы проследили
переупаковки клеток розеток, попавших в иссле-
дуемую область.

На кадрах съемки удалось идентифицировать
9 розеток, из них 7 были локализованы в регионе 3,
1 – в регионе 2, и 1 – в регионе 1. Распознать все
составляющие их клетки удалось только для 5 из 9
идентифицированных розеток. Из этих 5 розеток
4 были локализованы в регионе 3, 1 – в регионе 2.
Интересно, что формирование розетки в регионе 2
последовало за делением одной из клеток.

Ранее, с помощью анализа клеточной морфо-
логии на фиксированных эмбрионах было проде-
монстрировано, что розетки преимущественно
локализуются в медиальной области СБО (Evsti-
feeva et al., 2010). Эти данные позволяют нам бо-
лее точно идентифицировать положение меди-
альной линии эмбриона. Оказалось, что она ло-
кализована в регионе 3, который, таким образом,
соответствует медиальной зоне СБО. Таким об-
разом, медиальная линия СБО не соответствует
срединной линии исследуемой области и смеще-
на влево относительно нее. Тогда регионы 1 и 2
являются участками одной из латеральных зон
СБО. Исходя из этого, можно предположить, что
регион 3 соответствует области зародыша, где
наиболее активно протекает процесс инволюции.

Выбранное время наблюдения не позволило
зарегистрировать процесс возникновения и рас-
пада розетки полностью, однако инициацию
распада трех розеток удалось зафиксировать
(рис. 3б–3б'''). В ходе распада розетки изменяет-
ся направление наибольшей протяженности об-
разующего ее домена клеток (Blankenship et al.,
2006). Поэтому ориентация клеточных границ
между формирующихся при распаде розетки тя-
жами, может служить оценкой внутритканевой
деформации. В связи с этим, мы проанализирова-
ли протяженность и ориентацию границ клеток
при распаде розеток. За протяженность границ
принимали длину границы между формирующи-
мися тяжами на момент окончания съемки. Фор-
мирующиеся границы оказались сонаправлены
антерипостериорной оси, отклоняясь от нее на
5.1°, 6.7° и 8.6°. Таким образом, при распаде ро-
зетки новые границы формируются практически
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параллельно антерипостериорной оси. Согласно
реконструкции карт механических напряжений,
изложенной в (Beloussov, 2015), формирующиеся
границы также оказываются параллельны лини-
ям напряжения внутри СБО. Это позволяет нам
предположить, что наблюдаемые перестройки
компенсируют усиленное растяжение поверхност-
ного слоя клеток в ходе инволюции. В пользу этого
предположения косвенно свидетельствует наи-
большее значение средней скорости движений
клеток в регионе 3 в первую треть наблюдения.

В дальнейшем мы планируем получить пря-
мые доказательства того, что розетки выполняют
важную роль в регулировании механической де-

формации ткани. В первую очередь, надо устано-
вить, приводит ли инволюция к усиленному рас-
тяжению материала СБО. Для этого необходимо
измерить деформации ткани СБО. Затем, мы пла-
нируем провести более продолжительную цей-
траферную съемку, чтобы зарегистрировать пол-
ный цикл формирования и распада розеток, а
также проанализировать протяженность домена
образующих розетку клеток до и после распада
розетки. Цикл формирования розеток необходи-
мо описать кинематически. Кроме того, нужно
изучить лежащий в его основе клеточный меха-
низм, так как его понимание позволит косвенно
оценить распределения сил в ходе формирования
розетки.

Рис. 3. (а–а''') Схема формирования и распада клеточной розетки в ходе удлинения зародышевой полоски Drosophila
melanogaster (на основе данных, представленных в Blankenship et al., 2006). (a) Два тяжа клеток, которые впоследствии
сформируют розетку. (a') При инициации формирования розетки каждая клетка внутри клеточного тяжа сокращает
свою границу, которой она контактирует с клетками из соседнего тяжа. (a'') Формирование розетки заканчивается,
когда граница контакта между клетками двух тяжей сходятся в точку (красная точка). (a''') В ходе распада розетки об-
разующий домен клеток группируется в два новых тяжа, перпендикулярных ориентации первоначальных тяжей.
Красная линия – граница контакта между клетками двух тяжей, пунктирные красные стрелки – направление сокра-
щения/формирования границы между клетками двух тяжей, красная точка – центр розетки. (б–б''') Последователь-
ные этапы распада клеточной розетки у X. laevis. (б) конфигурация розетки в момент начала съемки. (б'–б''') конфигу-
рация розетки на 20-й, 40-й и 60-й минуте съемки (б', б", и б''' соответственно). На (б', б'') можно наблюдать распад
изначальной розетки на две новых, после чего на б''' центры розеток исчезают. Числа в клетках (белый шрифт) обо-
значают порядковый номер клетки, красная точка – центр розетки, красная пунктирная линия – формирующаяся но-
вая граница контакта между клетками розетки.
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Описаны как минимум два основных типа
формирования розеток, отличающихся по харак-
теру распределения сигнальных комплексов и со-
кратительного аппарата клетки (Harding et al.,
2014). В первом случае, F-актин, миозин II и ряд
белков, (ключевыми среди которых являются
Par-белки и белки клеточных контактов) колока-
лизуются в апикальном домене клетки, а процесс
формирования розетки сводится к апикальному
сокращению образующих ее клеток. Во втором
случае актомиозиновый комплекс и сигнальные
молекулы оказываются распределены вдоль взаи-
моперпендикулярных осей. Как правило, F-ак-
тин и миозин II локализованы на медиальных по-
верхностях клеток, вдоль антеропостериорной
оси эмбриона, в то время как Par-белки и белки
клеточных контактов локализуются на антериор-
ной или постериорной поверхностях клеток,
вдоль медиолатеральной оси эмбриона. Кроме
того, F-актин и миозин II не концентрируются в
апикальном домене, а распределяются вдоль апи-
кобазальной оси. Эти два типа розеток также от-
личаются временем существования. Розетки пер-
вого типа могут существовать продолжительное
время, в то время как розетки второго типа быстро
перестраиваются. Как правило, процессы, связан-
ные с вытяжением ткани сопровождаются пере-
строением именно розеток второго типа. Поэтому,
чтобы доказать высказанное нами предположение
о роли обнаруженных нами розеток в деформации
ткани СБО, мы планируем установить, к какому из
типов принадлежат эти розетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленной здесь работе мы осуществи-
ли детальное количественное описание движе-
ний клеток в эпиэктодерме СБО гаструлы X. lae-
vis. Мы обнаружили, что низкая скорость смеще-
ния клеток наблюдается одновременно с низкой
сонаправленностью движений и, наоборот, при
высокой скорости движений клеток наблюдали
высокую сонаправленность их смещений. При
этом, распределение скоростей и направлений
смещения клеток внутри исследуемой области ока-
залось пространственно неоднородным. Эта неод-
нородность приводит к региональным различиям
средней скорости и сонаправленности движений
клеток вдоль медиолатеральной оси. Чтобы уста-
новить, сопровождаются ли обнаруженные регио-
нальные различия внутритканевыми деформация-
ми, мы проанализировали динамику формы кле-
ток в выделенных регионах. Нам не удалось
выявить статистически значимых различий меж-
ду формой клеток в начале и в конце наблюдения
как в целом по эмбриону, так и внутри отдельных
регионов. Однако анализ формы клеток позволил
зафиксировать региональные различия в актив-
ности их перегруппировок. В частности, в меди-

альной зоне СБО были сконцентрированы кле-
точные структуры, называемые розетками. Ана-
лиз распада розеток позволил установить, что в
ходе этого процесса домен клеток, образующих
розетку, начинает удлиняться в направлении ан-
териопостериорной оси. Мы предполагаем, что
подобные перестройки компенсируют растяже-
ние материала СБО в ходе процесса инволюции.
Именно поэтому розетки превалируют в меди-
альном регионе СБО, который первым вовлека-
ется в процесс инволюции.

Таким образом, в данной работе впервые опи-
сана пространственная неоднородность движе-
ний клеток, которая может служить потенциаль-
ным источником глобальных деформаций в СБО
бесхвостых амфибий. Дальнейшее исследование
этого процесса позволит изучить механизм под-
держания стадиеспецифических паттернов меха-
нических сил в эмбриогенезе.
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животными до и после экспериментальных вмеша-
тельств соответствовали международным нормам по
биоэтике.
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Spatio-Temporal Dynamics of Embryonic Tissue Deformations 
during Gastrulation in Xenopus laevis: Morphometric Analysis

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

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

2Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences,  ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: d2707bredov@yandex.ru

Embryo shape changes are underlied by both local and global tissue deformations. According to the laws of
classical mechanics, deformation results only from mechanical force. Thus, localization and qualitative esti-
mation of mechanical forces can be inferred from the dynamics of strain they cause. The main cellular basis
of such deformations is differences in cell migration rates. We provide a detailed description of epiectodermal
cells’ displacements within the dorsal marginal zone (DMZ) of the middle gastrula of Xenopus laevis. We de-
tected spatial anisotropy of cell displacement rates along the mediolateral axis of the embryo and report re-
gions within DMZ that differ in mean displacement rate. The highest means of displacement rate and co-di-
rectionality were predominantly detected in the medial region of DMZ. Cell shape analysis revealed that the
medial region of DMZ is characterized by more pronounced cell rosette formation. We suggest that rosette
formation acts as a mechanism that compensates stretching of the medial region of DMZ during involution.

Keywords: gastrulation, blastopore, morphogenesis, mechanical forces, cell movements, Xenopus laevis
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Крысы являются самыми распространенными лабораторными животными, которые используются в
экспериментах по оценке кардиотоксических, в том числе тератогенных, эффектов терапевтических
агентов. Для корректной интерпретации результатов экспериментальных исследований необходимо
иметь детальное представление об особенностях развития и строения сердца лабораторных животных.
Кардиоморфогенез крыс, в сравнении с таковым у человека, имеет следующие особенности: (1) пик
пролиферативной активности кардиомиоцитов приходится на поздние этапы пренатального периода
онтогенеза; (2) переход миокарда от гиперпластического типа роста к гипертрофическому происходит в
раннем постнатальном периоде онтогенеза; (3) гипертрофический тип роста миокарда заключается в
образовании кардиомиоцитов с несколькими диплоидными ядрами – многоядерных кардиомиоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ
Крысы являются самым распространенным

видом лабораторных животных, которых исполь-
зуют в экспериментах по оценке кардиотоксиче-
ских, в том числе тератогенных, эффектов тера-
певтических агентов (Jacob, 1999; Corstius et al.,
2005; Rodríguez-Rodríguez et al., 2017; Chen et al.,
2019; Nefodova et al., 2019; Cohen et al., 2021). Кры-
сы, по сравнению с другими видами лабораторных
животных, имеют следующие преимущества: ко-
роткая продолжительность жизни, высокая плодо-
витость, относительно крупный размер, низкая
частота врожденных аномалий сердца (Bradley et al.,
2018). Особо стоит отметить принципиальную схо-
жесть строения и функционирования сердца у
крыс и человека: относительная масса сердца, а
также относительная толщина стенки правого и
левого желудочков у крыс соответствуют анало-
гичным параметрам сердца человека (Bryda, 2013;
Buetow, Laflamme, 2018). Строение сердца поло-
возрелых крыс подробно описано, тогда как све-
дения о пренатальном и постнатальном кардио-
морфогенезе крыс разрозненны и противоречивы.
Показано, что результаты только 37% биомедицин-
ских исследований на лабораторных животных
транслируют на человека (Hackam, Redelmeier,
2006; Ferreira et al., 2020). Для повышения эффек-

тивности исследований на животных необходимо
грамотное планирование эксперимента и коррект-
ная интерпретация результатов, что невозможно
без детального представления об особенностях
строения органов лабораторных животных на раз-
личных этапах онтогенеза. Целью данного обзора
является систематизация и анализ особенностей
кардиоморфогенеза крыс.

В данном обзоре акцент сделан на кардиомор-
фогенез крыс линий Вистар, Спрег-Доули, а так-
же беспородных крыс – наиболее часто использу-
емых в экспериментах по оценке кардиотоксич-
ности. Развитие сердца у беспородных крыс, а
также крыс линий Вистар и Спрег-Доули не име-
ет различий. Продолжительность пренатального
периода онтогенеза крыс этих линий одинакова и
составляет 22–23 дня (Абрашова и др., 2013), что
позволяет сопоставлять сведения о пренатальном
кардиоморфогенезе крыс этих линий.

РАЗВИТИЕ СЕРДЦА КРЫСЫ
В ПРЕНАТАЛЬНОМ

ПЕРИОДЕ ОНТОГЕНЕЗА
Сердце является первым органом, формирую-

щимся в ходе эмбриогенеза. Закладку сердца об-
разуют клетки зародышевой мезодермы (первич-

УДК 591.412:591.3:599.323.4
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ное и вторичное сердечное поле) и нейроэктодер-
мы (нервный гребень), которые в различные
временные периоды вносят вклад в формирова-
ние сердца. Вклад вышеупомянутых эмбриональ-
ных источников в развитие клеток сердца обоб-
щен в таблице (табл. 1).

Формирование прямой сердечной трубки
Первичное сердечное поле у зародыша крысы

выявляется на 9 сутки пренатального периода он-
тогенеза в составе висцерального листка спланхно-
тома. Детерминация и последующая дифференци-
ровка клеток висцерального листка спланхнотома в
направлении кардиогенных клеток-предшествен-
ников происходит в результате индукционного
влияния клеток энтодермы посредством фактора
роста фибробластов, костных морфогенетиче-
ских белков, Shh, Wnt11 и др. (Paige et al., 2015) и
регулируется транскрипционными факторами
Nkx2.5, Tbx5, Hand1, Hand2 и GATA4 (Takeuchi,
Bruneau, 2009).

Первичное сердечное поле – это скопление
клеток в форме подковы, разомкнутой частью об-
ращенной каудально, расположенное в крани-
альной части зародыша крыс (Baldwin et al., 1991;

Suzuki et al., 1995). Клетки первичного сердечного
поля, обращенные в целом, являются предше-
ственниками кардиомиоцитов, тогда как клетки,
прилежащие к энтодерме, являются предшествен-
никами эндотелиоцитов (Manner, Yelbuz, 2019).
Краниальная часть целома является преперикар-
диальной полостью. В течение суток прекар-
диальная мезодерма первичного сердечного поля
претерпевает значительные изменения: клетки
боковых отделов первичного сердечного поля пе-
ремещаются к срединной линии тела зародыша и
формируют непарное продольное скопление, ко-
торое преобразуется в прямую сердечную трубку
(рис. 1) (DeRuiter et al., 1992). Клетки первичного
сердечного поля вносят вклад в формирование
миокарда и эндокарда левого желудочка и обоих
предсердий (Liang et al., 2013). Стоит отметить,
что уже на стадии прямой сердечной трубки за-
кладка сердца обладает сократительной активно-
стью (Chacko, 1976).

Формирование С-образной сердечной трубки
Мультипотентные клетки-предшественники в

составе фарингеальной мезодермы формируют
парное вторичное сердечное поле, расположен-

Таблица 1. Потенции кардиогенных эмбриональных источников в развитии клеток сердца крыс (Nakagawa et al.,
1993; Hildreth et al., 2008; Wessels et al., 2012; Liang et al., 2013; Чумасов и др., 2017)

Эмбриональный 
источник Участие в кардиоморфогенезе Производные Потенциал дифферецировки

Первичное сердеч-
ное поле

На 9 сутки пренатального 
периода онтогенеза форми-
рует прямую сердечную 
трубку

Закладка эндокарда
• Фибробласты клапанов сердца
• Эндотелиоциты эндокарда
• Эндотелиоциты сосудов сердца

Закладка миокарда • Сократительные, секреторные
и проводящие кардиомиоциты

Вторичное сердечное 
поле

На 9.5 сутки пренатального 
периода онтогенеза преобра-
зует прямую сердечную 
трубку в С-образную сердеч-
ную трубку

Закладка эндокарда
• Эндотелиоциты эндокарда
• Фибробласты клапанов сердца
• Эндотелиоциты сосудов сердца

Закладка миокарда

• Сократительные, секреторные
и проводящие кардиомиоциты
• Фибробласты перепончатой части 
перегородки сердца

Закладка эпикарда

• Мезотелий эпикарда
• Фибробласты миокарда
• Фибробласты клапанов сердца
• Гладкие миоциты и эндотелио-
циты сосудов сердца

Нервный гребень

На 11 сутки пренатального 
периода онтогенеза заселяет 
выходной тракт S-образной 
сердечной трубки

Закладка артери-
альных клапанов 
сердца, нервных 
узлов

• Проводящие кардиомиоциты
• Фибробласты клапанов сердца
• Эндотелиоциты и гладкие мио-
циты сосудов сердца
• Нейроны и глиальные клетки 
вегетативных узлов сердца
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ное медиальнее и дорсальнее латеральных участ-
ков первичного сердечного поля (Ivanovitch et al.,
2017). Дифференцировка клеток вторичного сер-
дечного поля регулируется транскрипционным
фактором Isl1 (Moretti et al., 2006).

Клетки вторичного сердечного поля переме-
щаются к краниальному и каудальному концам
прямой сердечной трубки и вносят вклад в фор-
мирование закладок миокарда предсердий, пра-
вого желудочка и выносящего тракта, а также об-
разуют закладку эпикарда в каудальной части за-
кладки сердца (Dodou et al., 2004). Не исключен
также вклад неизвестного, отличного от вторич-
ного сердечного поля, источника формирования
закладки эпикарда. Закладка эпикарда представ-
лена скоплением Wt1 и Scx-позитивных клеток,
которые являются предшественниками мезоте-
лиоцитов, фибробластов, гладких миоцитов и эн-
дотелиоцитов сердца.

В результате присоединения клеток вторично-
го сердечного поля, прямая сердечная трубка
трансформируется в С-образную сердечную
трубку (Van Vliet et al., 2012). На закладке сердец
крыс линии Спрег-Доули продемонстрировано,
что C-образная сердечная трубка имеет справа
выпуклую большую кривизну, слева – вогнутую
меньшую кривизну, и бороздами разделена на от-
делы (рис. 2а). Каудальное положение занимает
закладка предсердий, в которую впадают правый
и левый рога венозного синуса. Краниальнее за-
кладки предсердий последовательно расположе-
ны атрио-вентрикулярный отдел, закладка левого
желудочка и закладка правого желудочка. Самое
краниальное положение в С-образной сердечной
трубке занимает артериальный конус (Marcela et al.,
2012). Закладка сердца сохраняет связь с висце-
ральным листком спланхнотома посредством дор-
сального мезокарда. Между закладкой миокарда и
закладкой эндокарда в составе прямой и С-образ-
ной сердечной трубки определяется сердечное же-
ле (Козлов и др., 1995; Sedmera, McQuinn, 2008) –

бесклеточный гелеобразный слой, содержащий
тонкие переплетающиеся радиально направлен-
ные филаменты, прикрепляющиеся к базальным
мембранам закладки миокарда и закладки эндо-
карда. Сердечное желе обеспечивает однонаправ-
ленный ток крови в трубчатом сердце (Manner,
Yelbuz, 2019).

Формирование S-образной сердечной трубки

На 10 сут пренатального периода онтогенеза
крыс происходит формирование петли закладки
сердца, в результате чего она принимает вид S-об-
разной трубки. Закладки предсердий смещаются
дорсально и краниально, исчезает дорсальный
мезокард, на вентральной стенке рогов венозного
синуса определяются проэпикардиальные выпя-
чивания (Marcela et al., 2012). Нокаут генов тран-
скрипционных факторов Nkx2.5, MEF-2, Hand-1
и Hand-2 блокирует развитие сердца на стадии
формирования петли (Van Vliet et al., 2012). Ве-
нозный синус и закладка предсердий у крыс в пе-
риод формирования петли образованы слоем
миокарда и эндокарда, между которыми практи-
чески отсутствует сердечное желе. Закладки мио-
карда и эндокарда атрио-вентрикулярного отде-
ла, закладок желудочков и артериального конуса
разделены выраженным слоем сердечного желе
(Manner, Yelbuz, 2019). Образование петли сердца
сопровождается увеличением частоты сокраще-
ний закладки сердца (Chacko, 1976). Начиная с
11 сут пренатального периода онтогенеза, сокра-
щения закладки сердца являются ритмичными и
эффективными.

Появление перегородок в закладке сердца
и трабекуляция миокарда

На 11 сут пренатального периода онтогенеза в
трубчатой закладке сердца у крыс формируются
первичное межпредсердное отверстие, первичное

Рис. 1. Формирование закладки сердца крысы клетками висцерального листка спланхнотома. Зародышевая эктодер-
ма (Эк), зародышевая энтодерма (Эн), зародышевый целом (Ц), хорда (Х), сомит (С), зародышевая кишка (Ки), нерв-
ная трубка (Н). Предшественники кардиомиоцитов (К), предшественники эндотелиоцитов (Э), сердечная трубка
(СТ), дорсальный мезокард (ДМ). Рисунок выполнен на основе анализа снимков гистологических препаратов заро-
дышей крыс линии Вистар (Suzuki et al., 1995).
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межжелудочковое отверстие и закладка атрио-вен-
трикулрярных клапанов (рис. 2б). Край первичной
предсердной перегородки и атрио-вентрикуляр-
ные эндокардиальные подушки ограничивают
первичное межпредсердное отверстие (Rogers,
Morse, 1986). Первичное межжелудочковое отвер-
стие у крыс ограничено атрио-вентрикулярными
эндокардиальными подушками и некоторыми тра-
бекулами закладок миокарда желудочков (Marce-
la et al., 2012).

Первичная предсердная перегородка следует
от дорсо-краниальной стенки закладки предсер-
дий вентро-каудально (Rogers, Morse, 1986). За-
кладка первичной предсердной перегородки появ-
ляется в виде мышечного гребня стенки закладки
предсердий, в области растущего края которого
позднее появляется мезенхимный колпачок (An-
derson et al., 2002). В формировании мезенхимно-
го колпачка принимают участие эндотелиоциты,
которые продуцируют компоненты межклеточ-
ного вещества и, претерпевая эпителио-мезен-
химный переход, формируют мезенхимные клет-
ки растущей первичной предсердной перегород-
ки (Deepe et al., 2020).

Эндотелиоциты атрио-вентрикулярного отдела
также претерпевают эпителио-мезенхимный пере-
ход и мигрируют в подлежащее сердечное желе, в
результате чего формируются дорсальная и вен-
тральная атрио-вентрикулярные эндокардиальные
подушки (Manner, Yelbuz, 2019), которые являют-
ся первичными клапанами закладки сердца. Эпи-

телио-мезенхимному переходу эндотелиоцитов
способствуют трансформирующий фактор роста �,
Notch1 и Wnt/�-катенин (Combs, Yutzey, 2009).

На 11 сут пренатального периода онтогенеза у
крыс наблюдается трабекуляция миокарда желу-
дочков (Marcela et al., 2012). Инвагинации закладки
эндокарда погружаются в сердечное желе и дости-
гают закладки миокарда, после чего под индукци-
онным влиянием клеток закладки эндокарда, на-
чинается перемещение предшественников кардио-
миоцитов в сердечное желе (Manner, Yelbuz, 2019).
В результате в закладках желудочков сердца крысы
появляются рыхло расположенные миокардиаль-
ные трабекулы, выстланные закладкой эндокар-
да, а сердечное желе начинает редуцироваться.
Показано, что взаимодействие предшественни-
ков эндотелиоцитов и предшественников кар-
диомиоцитов в ходе трабекуляции опосредуется
Notch (Grego-Bessa et al., 2007). Деградация сер-
дечного желе регулируется металлопротеиназой
Adamts1, экспрессия которой клетками эндокар-
да находится под контролем Brg1 (Stankunas et al.,
2008).

На 12 сут пренатального периода онтогенеза
закладка сердца снаружи покрыта закладкой
эпикарда. Клетки закладки эпикарда начинают
погружаться в закладку миокарда и строму ат-
рио-вентрикулярных эндокардиальных подушек
(эпителио-мехзенхимный переход), причем вклад
клеток эпикардиального происхождения в форми-
рование разных створок клапанов сердца различен
(Wessels et al., 2012).

На 13 сут пренатального периода онтогенеза у
зародыша крысы в вентро-краниальной части
первичной предсердной перегородки появляется
вторичное межпредсердное отверстие в виде мно-
жественных перфораций, которые затем объеди-
няются (Morse et al., 1984). Межжелудочковая пе-
регородка объединяется с атрио-вентрикулярными
эндокардиальными подушками, оба желудочка со-
общаются с артериальным конусом первичным ме-
жжелудочковым отверстием (Marcela et al., 2012).

Появление артериального ствола в закладке сердца

Изучение кардиоморфогенеза крыс линии
Спрег-Доули показало, что в закладке сердца на
11 сут пренатального периода онтогенеза появля-
ется дистальный отдел выносящего тракта – арте-
риальный ствол, образованный мезенхимой, вы-
стланной предшественниками эндотелиоцитов
(Marcela et al., 2012).

В области аортального конуса в сердечное желе
погружаются мезенхимные клетки эндокардиаль-
ного происхождения – формируются синистро-
вентральный и декстра-дорсальный эндокардиаль-
ные гребни аортального конуса, служащие заклад-

Рис. 2. Формирование петли (а) и перегородок (б) в
закладке сердца крысы. Венозный синус (С), заклад-
ка предсердий (П), закладка левого желудочка (ЛЖ),
закладка правого желудочка (ПЖ), артериальный ко-
нус (АК), артериальный ствол (АС). Закладка мио-
карда (М), закладка эндокарда (Э), сердечное желе (Ж).
Атрио-вентрикулярные эндокардиальные подушки
(ЭП), эндокардиальные гребни аортального конуса
(ЭГ), первичная предсердная перегородка (ПП), тра-
бекулы закладки миокарда желудочков (Т). Рисунок
выполнен на основе анализа сканирующих электро-
нограмм и гистологических препаратов закладки
сердца крыс линии Спрег-Доули (Marcela et al., 2012).
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ками артериальных клапанов сердца (Manner, Yel-
buz, 2019).

Мезенхима нервного гребня участвует в обра-
зовании перегородки выносящего тракта сердца,
а также дает начало клеткам вегетативных узлов
сердца (Hildreth et al., 2008). Клетки нервного
гребня, которые вносят вклад в формирование за-
кладки сердца, экспрессируют Wnt1, Pax3 и Sox10
(Witman et al., 2020). Мезенхима артериального
ствола и нервного гребня вносят вклад в форми-
рование стенки крупных артерий, артериальных
клапанов и фиброзного скелета сердца (Chan et al.,
2004).

На 13 сут пренатального периода онтогенеза у
зародыша крысы артериальный ствол трансфор-
мируется в заслонки артериальных клапанов
(Marcela et al., 2012).

Компактизация миокарда
В закладках желудочков сердца крысы на 13 сут

пренатального периода онтогенеза прогрессивно
снижается объем сердечного желе, предшествен-
ники кардиомиоцитов устанавливают контакты
друг с другом и со структурами закладки эндокар-
да. Помимо внутреннего трабекулярного слоя
миокарда, в закладке сердца появляется наруж-
ный компактный слой миокарда (Козлов и др.,
1995). Для обеспечения достаточного питания в
утолщающемся миокарде желудочков зародышей
крыс в результате васкуло- и ангиогенеза появля-
ются кровеносные сосуды (Ratajska et al., 2003). В
формировании сосудов сердца принимают уча-
стие клетки эпикардиального, эндокардиального
и нейроэктодермального генеза (Chan et al., 2004;
Чумасов и др., 2017).

Завершение формирования перегородок
в закладке сердца

На 14 сут пренатального периода онтогенеза в
сердце зародыша крысы в результате объединения
дорсальной и вентральной атрио-вентрикулярных
эндокардиальных подушек появляется атрио-вен-
трикулярная перегородка. У зародышей крыс ли-
ний Вистар (Wenink et al., 1996) и Спрег-Доули
(Marcela et al., 2012) в закладке сердца на 14 сут пре-
натального периода онтогенеза начинают форми-
роваться створки атрио-вентрикулярных клапа-
нов, сухожильные нити и сосочковые мышцы.
Вторичное межжелудочковое отверстие ограниче-
но межжелудочковой перегородкой, правыми бу-
горками атрио-вентрикулярных эндокардиальных
подушек и синистро-вентральным гребнем артери-
ального конуса.

На 15 сут пренатального периода онтогенеза у
зародыша крысы справа от первичной межпред-
сердной перегородки формируется вторичная
межпредсердная перегородка и овальное отвер-

стие (Rogers, Morse, 1986). Происходит оконча-
тельное разделение выносящего тракта сердца,
вторичное межжелудочковое отверстие уменьша-
ется, но сохраняется. Межжелудочковое отвер-
стие закрывается на 16 сут пренатального периода
онтогенеза крыс.

Заключительные этапы пренатального 
морфогенеза сердца

На 16 сут пренатального периода онтогенеза
сердце зародыша крысы анатомически сформиро-
вано. Межжелудочковая перегородка представлена
апикальной (трабекулярной, мышечной), средней
и базальной (гладкие и компактные, перепонча-
тые) зонами. У плодов крыс линии Вистар опреде-
ляются все структуры проводящей системы сердца
(van Kempen et al., 1991). Толщина стенки желудоч-
ков закладки сердца крысы на 18 сут пренатального
периода онтогенеза в несколько раз превышает
толщину стенки предсердий (рис. 3а). Продолжа-
ется утолщение стенки желудочков, преимуще-
ственно, за счет компактного слоя миокарда (Коз-
лов и др., 1995). Толщина сосудистого сплетения,
покрывающего закладку миокарда, возрастает,
крупные вены и артерии сердца постепенно удли-
няются, ветви кровеносных сосудов проникают
вглубь миокарда (Ratajska et al., 2003). У крыс на
20–21 сут пренатального периода онтогенеза ло-
кализация артерий и вен сердца аналогична тако-
вой у половозрелых крыс (Ratajska et al., 2003).

Пик пролиферативной активности кардио-
миоцитов крыс приходится на 18 сут пренаталь-
ного периода онтогенеза (Загоруйко и др., 2019).
Изучение пренатального развития сердца у пло-
дов крыс линий Спрег-Доули (Bishop et al., 1990)
и Вистар (Загоруйко и др., 2019) свидетельствует о
том, что на 17–20 сут пренатального периода он-
тогенеза наблюдается значительное увеличение
размеров сердца (табл. 2). Общий объем сердца
крыс линии Спрег-Доули увеличивается с 2.9 мм3

на 15 сут пренатального периода онтогенеза до
33.2 мм3 на 22 сут пренатального периода онтоге-
неза (Markel et al., 2020). Стоит отметить, что ав-
торы зачастую не дают подробного описания ме-
тодики препаровки сердца перед измерением, что
может быть причиной различий морфометриче-
ских показателей сердца крыс, полученных раз-
ными исследовательскими группами.

Преобразование эндокарда закладки сердца крыс
Закладка эндокарда отличима от закладки

миокарда уже на стадии прямой сердечной труб-
ки как по локализации, так и по экспрессии клет-
ками специфических маркеров, таких как CD31,
VE-кадгерин, VEGFR2 (Drake, Fleming, 2000).
Исследование закладок сердца зародышей крыс
линии Вистар показало, что закладка эндокарда у
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крысы во всех отделах прямой и С-образной сер-
дечной трубки имеет одинаковое строение. Клет-
ки закладки эндокарда плотно прилежат друг к
другу, вдаются в просвет сердечной трубки, при-
давая эндокарду вид булыжной мостовой. Клетки
закладки эндокарда содержат сферическое круп-
ное ядро с преобладанием эухроматина и 1–2 яд-
рышками, а также выраженный белок-синтети-
ческий аппарат (Markwald et al., 1975).

Различия в строении клеток закладки эндокарда
появляются с началом септации закладки сердца и
зависят от локализации клеток. Клетки закладки
эндокарда предсердий и желудочков постепенно
уплощаются, в дальнейшем их структура практиче-
ски не изменяется. Уплощенные клетки, выстила-
ющие полости предсердий и желудочков, являются
предшественниками эндотелиоцитов эндокарда.

Напротив, клетки закладки эндокарда, высти-
лающие атрио-вентрикулярный отдел и артери-
альный конус, приобретают овоидную форму, не-
которые из них имеют направленные в сердечное
желе филоподии, а в их цитоплазме развит грану-
лярный эндоплазматический ретикулум и пла-
стинчатый комплекс (Markwald et al., 1975). Часть
клеток закладки эндокарда, выстилающих артио-

вентрикулярный отдел и артериальный конус,
погружается в сердечное желе и участвует в фор-
мировании стромы атрио-вентрикулярных эндо-
кардиальных подушек и эндокардиальных греб-
ней артериального конуса (Manner, Yelbuz, 2019).
Не погружающиеся в сердечное желе клетки за-
кладки эндокарда атрио-вентрикулярных эндо-
кардиальных подушек и эндокардиальных греб-
ней аортального конуса постепенно уплощаются,
и, начиная с 13 сут пренатального периода онто-
генеза, не отличаются от эндотелиоцитов эндо-
карда предсердий и желудочков (Markwald et al.,
1975). Уплощенные клетки, выстилающие атрио-
вентрикулярные эндокардиальные подушки и эн-
докардиальные гребни аортального конуса, явля-
ются предшественниками эндотелиоцитов клапа-
нов сердца.

Преобразование миокарда закладки сердца крыс

Предшественники кардиомиоцитов в закладке
сердца идентифицируются, начиная с 9.5 сут пре-
натального периода онтогенеза, по экспрессии
�-SMA, � и � тяжелых цепей миозина (Ya et al.,
1997). На 9.5 сут пренатального периода онтоге-

Рис. 3. Сравнительная морфология сердца крысы в различные периоды онтогенеза. Сердце крысы на 19 сутки прена-
тального периода онтогенеза (а), 1 сут постнатального периода онтогенеза (б) и 7 сут постнатального периода онтоге-
неза (в). Рисунок выполнен на основе результатов изучения гистологических препаратов сердца плодов крыс, ново-
рожденных крыс и крыс-сосунов линии Вистар (собственные наблюдения авторов).

(
) (�) (�)

Таблица 2. Динамика морфометрических показателей сердца плодов крыс на примере крыс линии Вистар
(Clark, 1973; Ito et al., 1998, 2001)

Срок пренатального 
периода онтогенеза, 

сутки
Масса сердца, мг Толщина стенки 

левого желудочка, мм

Площадь 
митрального 
клапана, мм2

Площадь аортального 
клапана, мм2

16 2.7 – – –
18 4.0 0.35 0.26 0.05
20 11.7 0.45 0.28 0.12
22 25.9 0.50 0.50 0.26
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неза в закладке миокарда крыс линии Спрег-До-
ули впервые выявляются диффузно расположен-
ные HNK-1-позитивные клетки, представляющие
собой предшественники проводящих кардиомио-
цитов (Nakagawa et al., 1993). На 12 сут пренаталь-
ного периода онтогенеза в закладке сердца крыс
выявляются диффузно расположенные секретор-
ные кардиомиоциты, содержащие предсердный
натрийуретический пептид (Navaratnam et al.,
1989).

На стадии прямой и С-образной сердечной
трубки закладки миокарда предсердий и желу-
дочков крыс морфологически неотличимы и со-
стоят из 1–2 слоев рыхло расположенных пред-
шественников кардиомиоцитов. Это одноядер-
ные клетки, обеспечивающие сердцебиение: в их
цитоплазме обнаруживаются отдельные корот-
кие неупорядоченные миофибриллы. Митохон-
дрии в предшественниках кардиомиоцитов име-
ют незначительное количество крист, канальцы
агранулярного эндоплазматического ретикулума
практически не выявляются (Козлов и др., 1995).
Начиная с 10 сут пренатального периода онтогене-
за, на предшественниках кардиомиоцитов крыс
линии Спрег-Доули выявляется коннексин 43.
Коннексины диффузно распределены в плазмо-
лемме кардиомиоцитов, их количество прогрес-
сивно увеличивается в ходе пренатального перио-
да онтогенеза (Gourdie et al., 1992).

Закладки миокарда предсердий и миокарда
желудочков у эмбрионов крыс начинают отли-
чаться на 11 сут пренатального периода онтогене-
за, с началом трабекуляции миокарда желудоч-
ков. Ядра предшественников кардиомиоцитов на
этой стадии светлые, с крупным ядрышком, а в их
цитоплазме определяются полисомы и трофиче-
ские включения. Миофибриллы увеличиваются в
длину и ориентированы под углом друг к другу на
периферии цитоплазмы кардиомиоцита (Bishop
et al., 1990; Козлов и др., 1995). Предшественники
проводящих кардиомиоцитов предсердно-желу-
дочкового пучка определяются вдоль вентрику-
лярных миокардиальных трабекул, формирую-
щих первичную межжелудочковую перегородку
(Nakagawa et al., 1993; Liang et al., 2013).

Показано, что закладка миокарда предсердий
у крыс линии Вистар на 12 сут пренатального пе-
риода онтогенеза состоит из 4–8 слоев рыхло рас-
положенных сферических предшественников
кардиомиоцитов, тогда как закладка миокарда
желудочков состоит из 8–10 слоев округлых или
овальных предшественников кардиомиоцитов,
формирующих трабекулярную сеть (Seki et al.,
2003). Впервые в некоторых предшественниках
кардиомиоцитов появляются секреторные вези-
кулы, содержащие предсердный натрийуретиче-
ский пептид. Секреторные кардиомиоциты диф-
фузно расположены в миокарде закладки сердца

(Navaratnam et al., 1989). В закладке сердца у заро-
дышей крыс линии Спрег-Доули на 12.5 сут прена-
тального периода онтогенеза определяются правая
и левая ножки предсердно-желудочкового пучка.
Клетки нервного гребня образуют закладку синус-
но-предсердного узла (Nakagawa et al., 1993).

На 13 сут пренатального периода онтогенеза в
закладке миокарда желудочков различают тем-
ные и светлые предшественники кардиомиоцитов
(Козлов и др., 1995). Светлые предшественники
кардиомиоцитов активно сокращаются и пролифе-
рируют (Загоруйко, Загоруйко, 2017). Темные пред-
шественники кардиомиоцитов являются функцио-
нальным резервом, активирующимся к рождению
крысы. Изучение популяций предшественников
кардиомиоцитов у зародышей крыс Вистар пока-
зало, что темные и светлые предшественники
кардиомиоцитов способны к взаимному превра-
щению (Загоруйко, Загоруйко, 2018). Светлые и
темные предшественники кардиомиоцитов обла-
дают различной чувствительностью к действию
повреждающих факторов (Ямщикова, 2004).

На 14 сут пренатального периода онтогенеза
предшественники секреторных кардиомиоцитов
определяются в предсердиях и в желудочках, их
ультраструктура свидетельствует о высокой син-
тетической активности (Shevchenko, 2019). В со-
единительной ткани закладки миокарда опреде-
ляются низкодифференцированные фибробла-
сты и пучки коллагеновых волокон (Загоруйко,
Загоруйко, 2018).

На 18 сут пренатального периода онтогенеза
миокард предсердий плодов крыс образован 2–3
слоями кардиомиоцитов. В их цитоплазме опре-
деляются пучки миофибрилл, митохондрии, син-
тетический аппарат.

Миокард желудочков крыс представлен тремя
разнонаправленными слоями кардиомиоцитов
(Козлов и др., 1995). Кардиомиоциты желудочков
крыс на данном сроке имеют вытянутую форму
(Seki et al., 2003) и плотно прилежат друг к другу,
миофибриллы в них занимают значительный объ-
ем цитоплазмы, однако расположены неупорядо-
ченно, саркомеры имеют типичную ультраструк-
туру (Wenink et al., 1996). Митохондрии в предше-
ственниках кардиомиоцитов преимущественно
локализованы перинуклеарно (Козлов и др.,
1995). У плодов крыс линии Спрег-Доули накоп-
ление секреторных везикул в секреторных кар-
диомиоцитах желудочков крыс происходит до
конца пренатального периода онтогенеза, одна-
ко, их количество гораздо меньше, чем в кардио-
миоцитах предсердий (Lam et al., 2002). Наиболь-
шее количество секреторных везикул с предсерд-
ным натрийуретическим пептидом показано в
кардиомиоцитах внутреннего слоя миокарда ушек
предсердий. В желудочках секреторные везикулы с
предсердным натрийуретическим пептидом опре-
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деляются в субэндокардиально расположенных
кардиомиоцитах межжелудочковой перегородки и
в основании сосочковых мышц (Thompson et al.,
1989).

Начиная с 20 сут пренатального периода онто-
генеза, в миокарде крыс определяются единич-
ные двуядерные кардиомиоциты (Загоруйко, За-
горуйко, 2017).

Таким образом, дифференцировка предше-
ственников кардиомиоцитов в ходе пренатально-
го периода онтогенеза заключается в увеличении
в них количества органелл, уменьшении удельно-
го объема трофических включений и усложнении
организации клеточных контактов.

Кардиомиоциты крыс в пренатальном перио-
де онтогенеза имеют метаболические особенно-
сти: основным энергетическим субстратом кар-
диомиоцитов является глюкоза, что объясняет
высокую активность гликолитических ферментов
в них в этот период. К моменту рождения актив-
ность гексокиназы в кардиомиоцитах снижается,
тогда как активность �-глицерофосфатдегидро-
геназы, АТФазы, цитратсинтазы, сукцинатдегид-
рогеназы, митохондриальной и цитоплазматиче-
ской креатинкиназы, напротив, возрастает. Пока-
зано, что у плодов крыс линий Спрег-Доули и
Вистар в предшественниках кардиомиоцитов экс-
прессируются �-МНС (�-myosin heavy chain – �-тя-
жeлая цепь миозина) и ssTnI (slow skeletal muscle
troponin I – тропонин I медленных скелетных
мышц) (Andrés et al., 1984; Lam et al., 2002). Вы-
раженное изменение электрофизиологических
свойств кардиомиоцитов предсердий и желудоч-
ков крыс наблюдается после 19 суток пренаталь-
ного периода онтогенеза (Couch et al., 1969). Экс-
прессия Na+,Ca2+-обменника возрастает в ходе
эмбриогенеза, достигая максимальных значений
на 18 сут пренатального периода онтогенеза крыс
(Koban et al., 1998). Напротив, экспрессия Са2+-
АТФазы мембраны саркоплазматического рети-
кулума у плодов крыс снижена, по сравнению с
новорожденными и половозрелыми крысами
(Ribadeau-Dumas et al., 1999).

Структурные и метаболические преобразова-
ния кардиомиоцитов в ходе пренатального пери-
ода онтогенеза приводят к улучшению сократи-
тельной функции миокарда.

Преобразование эпикарда закладки сердца крыс
Изучение сердец эмбрионов крыс линии

Спрег-Доули показало, что к 13.5 сут пренаталь-
ного периода развития закладка эпикарда полно-
стью покрывает закладку сердца. Закладка эпи-
карда образована эпителиальными клетками и
подлежащим слоем межклеточного вещества. На
13.5 сут пренатального периода онтогенеза боль-
шинство эпителиоцитов, образующие закладку

эпикарда, имеют уплощенную форму с неболь-
шим количеством микроворсинок на апикальном
полюсе. Также в составе закладки эпикарда, глав-
ным образом, в области атрио-вентрикулярной
перегородки, определяются сферические клетки.
В области атрио-вентрикулярной перегородки
сердца клетки закладки эпикарда претерпевают
эпителио-мезенхимный переход и мигирируют в
субэпикардиальный слой (Nesbitt et al., 2006). Изу-
чение пренатального кардиоморфогенеза крыс ли-
нии Вистар показало, что клетки закладки эпикарда
дают начало фибробластам соединительной ткани
сердца и гладким миоцитам стенки кровеносных
сосудов сердца (Чумасов и др., 2017). Клетки за-
кладки эпикарда, покрывающие сердце снаружи,
являются предшественниками мезотелиоцитов
эпикарда.

РАЗВИТИЕ СЕРДЦА КРЫСЫ
В ПОСТНАТАЛЬНОМ

ПЕРИОДЕ ОНТОГЕНЕЗА
Переход от пренатального развития к жизни

вне утробы матери сопровождается сменой пла-
центарного газообмена легочным. Функциональ-
ное закрытие артериального протока у крыс про-
исходит в первые часы, венозного протока – на
2 день, овального отверстия – на 3 день постна-
тального периода онтогенеза (Greeley, White-
Hunt, 2016). Структурное и функциональное со-
зревание сердца продолжаются у крыс до периода
половой зрелости. Структурные перестройки
сердца половозрелых крыс связаны, в основном,
с продолжающимся ростом животных и увеличе-
нием гемодинамической нагрузки на сердце.
Кроме того, известен модулирующий эффект по-
ловых гормонов на морфо-функциональное со-
стояние сердца (Forman et al., 1997).

Строение сердца неполовозрелых крыс

К рождению крысы толщина стенки предсер-
дий значительно меньше, чем желудочков. Тол-
щина стенок левого желудочка, правого желудоч-
ка и межжелудочковой перегородки примерно
одинакова (рис. 3б). С изменением гемодинами-
ческих условий после рождения, нагрузка на
сердце возрастает, что приводит к интенсивному
росту миокарда (табл. 3), главным образом, левого
желудочка (рис. 3в) (Anversa et al., 1980). Однако, в
первые сутки постнатального периода онтогенеза
масса крыс и их сердца не только не возрастает, но
и может несколько снижаться. Предсосный пери-
од у крыс, соответствующий первым 6 ч после
рождения, характеризуется адаптацией животного
к новым условиям существования (прекращение
плацентарного питания, высокое парциальное
давление кислорода во вдыхаемом воздухе, непо-
стоянная температура окружающей среды) и
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длится до начала питания материнским молоком.
Таким образом, крысы в первые часы постна-
тального периода онтогенеза не получают пита-
тельных веществ, с чем связывают наблюдаемую,
в том числе в кардиомиоцитах, активацию про-
цессов аутофагии (Ošt'ádalová, Babický, 2012).

С момента рождения до 8 сут постнатального
периода онтогенеза масса правого желудочка по
отношению к массе тела практически не изменя-
ется, тогда как масса левого желудочка по отно-
шению к массе тела после рождения прогрессив-
но увеличивается. К концу первой недели пост-
натального периода онтогенеза у крыс линий
Вистар (Anversa et al., 1980) и Спрег-Доули (Gree-
ley, White-Hunt, 2016) толщина стенки левого же-
лудочка сердца у крыс превышает толщину стенки
правого желудочка в три раза. Площадь створок и
заслонок клапанов увеличивается соответственно
росту сердца (Greeley, White-Hunt, 2016).

Преобразование эндокарда
неполовозрелых крыс

Клапаны сердца новорожденных крыс образо-
ваны тонким слоем базофильного межклеточного
матрикса, в который погружено множество низко-
дифференцированных клеток. Клапаны выстланы
одним слоем эндотелиоцитов. Эндотелиоциты,
выстилающие камеры сердца, являются функцио-
нально незрелыми клетками (Чумасов и др., 2018).

С 14 сут постнатального периода онтогенеза у
крыс клеточность соединительнотканной основы
клапанов сердца прогрессивно уменьшается, а
плотность коллагеновых и эластических волокон –
увеличивается (Greeley, White-Hunt, 2016). Струк-
турное развитие клапанов сердца у крыс заверша-
ется к 35 дню постнатального периода онтогенеза.

Преобразование миокарда неполовозрелых крыс

В миокарде крыс на 1 сут постнатального пе-
риода онтогенеза численно преобладающей по-

пуляцией клеток являются кардиомиоциты (62%
от всех клеток) (Banerjee et al., 2007). Среди них
доля темных кардиомиоцитов составляет 41%,
однако в течение первой недели постнатального
периода онтогенеза их количество стремительно
уменьшается за счет перехода от физиологического
покоя к сократительной активности (Загоруйко,
Загоруйко, 2017). Отдельные кардиомиоциты же-
лудочков крыс в пренатальном и неонатальном пе-
риодах онтогенеза имеют первичную ресничку. Ве-
роятно, первичная ресничка имеет значение в регу-
ляции кальциевого гомеостаза кардиомиоцитов
исключительно на этапе развития сердца (Kaur
et al., 2018). На 11 сут постнатального периода он-
тогенеза кардиомиоциты правого и левого желу-
дочков у крыс линии Вистар морфологически не-
различимы, также отсутствуют различия в органи-
зации субэндокардиальных и субэпикардиальных
участков миокарда желудочков (Olivetti et al.,
1980). В миокарде предсердий и желудочков но-
ворожденных крыс активно протекает ангиогенез
(Чумасов и др., 2018).

Быстрое увеличение массы миокарда у крыс
наблюдается с 1 по 14 сут постнатального периода
онтогенеза, после чего процесс продолжается
медленнее до 42 сут (Greeley, White-Hunt, 2016). В
постнатальном периоде онтогенеза увеличение
массы миокарда у крыс происходит по гиперпла-
стическому и гипертрофическому типам (Clubb,
Bishop, 1984; Li et al., 1996).

Гиперпластический тип роста миокарда у
крыс наблюдается на 1–3 сут постнатального пе-
риода онтогенеза и заключается в увеличении ко-
личества кардиомиоцитов в результате их деления.
Количество кардиомиоцитов в течение первых
трех дней постнатального периода онтогенеза у
крыс линии Спрег-Доули увеличивается на 68% и
после остается постоянным (Li et al., 1996). Мио-
кард в этот период образован одноядерными кар-
диомиоцитами с центральным расположением яд-
ра, перинуклеарной локализацией митохондрий и
субплазмолеммальным расположением миофиб-

Таблица 3. Динамика морфометрических показателей сердца крыс в постнатальном периоде развития на приме-
ре крыс линии Спрег Доули (Harmon et al., 1986; Jurado et al., 2013; Piao et al., 2013; Gear et al., 2017: Xue et al., 2019)

Срок 
постнатального 

периода онтогенеза, 
сутки

Отношение массы сердца
к массе тела, мг/г Масса сердца, мг Толщина стенки левого 

желудочка, мм

самцы самки самцы самки самцы самки

2 7.1 61 –
7 6.0 71.2 –

15 5.7 135.0 –
21 4.8 300 1.85
90 3.3 3.6 1440 990 2.57 2.50

180 2.8 3.1 1620 1100 2.60 2.30
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рилл (Bishop et al., 1990; Иванченко, Твердохлеб,
2014). Размер кардиомиоцитов, а также удельный
объем митохондрий и миофибрилл в их цитоплаз-
ме превышает аналогичные показатели кардио-
миоцитов плодов крыс. Миофибриллы располо-
жены более упорядоченно вдоль длинной оси
кардиомиоцитов. С 1 по 3 сут постнатального пе-
риода онтогенеза у крыс значительно увеличива-
ется количество нексусов и десмосом между кар-
диомиоцитами (Козлов и др., 1995). Нексусы не
имеют четкой локализации, а диффузно располо-
жены в плазмолемме кардиомиоцитов (Gourdie
et al., 1992). В кардиомиоцитах предсердий коли-
чество секреторных везикул с предсердным на-
трийуретическим пептидом ниже, чем в поздний
плодный период, в кардиомиоцитах желудочков
они не определяются (Navaratnam et al., 1989).
Показано увеличение содержания предсердного
натрийуретического пептида в секреторных кар-
диомиоцитах предсердий крыс линии Спрег-До-
ули с 3 по 21 сут постнатального периода онтогене-
за (Wei et al., 1987).

Гипертрофический тип роста миокарда у крыс
наблюдается, начиная с 4 сут постнатального пе-
риода онтогенеза. Кардиомиоциты крыс теряют
способность завершать цитокинез на 3–4 сут по-
сле рождения животного: полноценные митозы
сменяются эндомитозом, в результате которого
образуются двуядерные кардиомиоциты (Clubb,
Bishop, 1984; Li et al., 1997). Показано, что к 12 сут
постнатального периода онтогенеза у крыс линии
Спрег-Доули доля двуядерных кардиомиоцитов
достигает 90% (Li et al., 1996). После 15 сут пост-
натального периода онтогенеза у крыс линии Ви-
стар общее количество кардиомиоцитов и доля
двуядерных кардиомиоцитов остаются постоян-
ными (Загоруйко и др., 2019).

Кардиомиоциты желудочков крыс на 6–12 сут
постнатального периода онтогенеза представля-
ют собой клетки вытянутой формы, содержащие
одно или два центрально расположенных ядра. В
цитоплазме кардиомиоцитов крыс линии Спрег-
Доули миофибриллы занимают периферическое
положение, многочисленные митохондрии –
центральное (Bishop et al., 1990). На кардиомио-
цитах беспородных крыс показано постепенное
увеличение количества межмиофибриллярных
митохондрий (Иванченко, Твердохлеб, 2014). На
6–9 сут постнатального периода онтогенеза в кар-
диомиоцитах крыс впервые визуализируются ко-
роткие Т-трубочки. К 14–15 сут постнатального
периода онтогенеза в кардиомиоцитах крыс ли-
нии Вистар значительно усложняется система
Т-трубочек, которые проникают вглубь цито-
плазмы (Seki et al., 2003). Поперечная исчерчен-
ность саркоплазмы кардиомиоцитов крыс полно-
стью формируется к 21 сут после рождения. К
этому же времени удельный объем митохондрий
достигает величины, характерной для кардио-

миоцитов взрослых крыс (Козлов и др., 1995).
Изоформы ферментов и их активность в кардио-
миоцитах крыс линий Вистар и Спрег-Доули на
21 сут после рождения аналогичны таковым у
взрослых крыс (Andrés et al., 1984; L’Ecuyer et al.,
1991; Lam et al., 2002). Экспрессия коннексина 43
сократительными кардиомиоцитами крыс линии
Спрег-Доули достигает максимума к 21 сут постна-
тального периода онтогенеза, после чего наблюда-
ется трехкратное снижение данного показателя к
45 сут постнатального периода онтогенеза (Gourdie
et al., 1992). Изменение экспрессии коннексина
43 сопряжено с перераспределением нексусов в
плазмолемме сократительных кардиомиоцитов и
формированием вставочных дисков в постнаталь-
ном периоде онтогенеза (van Kempen et al., 1991;
Gourdie et al., 1992).

Исследования сердца крыс линий Спрег-До-
ули и Вистар показали, что на 28 сут постнатально-
го периода онтогенеза кардиомиоциты отличают-
ся от таковых у половозрелых крыс только мень-
шими размерами. Ядра кардиомиоцитов в этот
срок занимают центральное положение, миофиб-
риллы равномерно распределены в цитоплазме,
митохондрии располагаются вдоль саркомеров,
Т-трубочки представляют собой сложную разви-
тую систему (Bishop et al., 1990; Seki et al., 2003).
Гипертрофия кардиомиоцитов у крыс с 28 по 42 сут
постнатального периода онтогенеза заключается
в увеличении размеров клеток (Iliev et al., 2018),
тогда как их ультраструктурная организация
практически не изменяется (Greeley, White-Hunt,
2016). Размер кардиомиоцитов и их ядер прогрес-
сивно увеличиваются, что объясняется полипло-
идизацией без кариокинеза, и стабилизируется к
45 сут (Загоруйко, Загоруйко, 2017).

Преобразование эпикарда неполовозрелых крыс
Эпикард сердца крысы на 1 сут постнатально-

го периода онтогенеза образован слоем гетеро-
генных по форме и размеру мезотелиоцитов, лежа-
щих на субмезотелиальном слое (Чумасов и др.,
2017). Для новорожденных крыс характерна суб-
эпикардиальная локализация вегетативных нерв-
ных узлов и сплетений в предсердиях и желудоч-
ках, тогда как иннервация миокарда развита не-
значительно (Чумасов и др., 2009).

СТРОЕНИЕ СЕРДЦА
ПОЛОВОЗРЕЛЫХ КРЫС

Крысы достигают половой зрелости к 60 сут
постнатального периода развития, однако рост
животных и увеличение размеров сердца продол-
жается и в пубертатный период (табл. 3). Строе-
ние сердца крыс аналогично таковому у человека
(Buetow, Laflamme, 2018), однако имеет некото-
рые видовые особенности.
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В частности, у крыс правый и левый атрио-
вентрикулярные клапаны не имеют четкого раз-
деления створок. Сухожильные нити, прикрепля-
ющиеся к створкам атрио-вентрикулярных кла-
панов, следуют от свободного конца сосочковых
мыщц или непосредственно от стенки желудочка
(Buetow, Laflamme, 2018).

Проводящая система сердца крыс подробно
описана у половозрелых крыс линий Вистар и
Спрег-Доули. Синусно-предсердный узел у крыс
локализован в стенке правого предсердия, вдоль
артерии синусно-предсердного узла (Buetow, La-
flamme, 2018), предсердно-желудочковый узел –
в нижней части межпредсердной перегородки
(Mochet et al., 1975). Предсердно-желудочковый
пучок и ножки предсердно-желудочкового пучка
следуют в межжелудочковой перегородке. Терми-
нальным компонентом проводящей системы
сердца являются субэндокардиальная проводя-
щая сеть, локализованная под эндокардом желу-
дочков. Миокард предсердий в области атрио-
вентрикулярного соединения представляет собой
правое и левое кольца проводящей системы серд-
ца крыс. На основании сердца в области меж-
предсердной перегородки расположен ретроаор-
тальный узел. Не доказан вклад ретроаортального
узла, левого и правого колец проводящей системы
сердца в нормальное функционирование сердца
крыс (Atkinson et al., 2013).

Строение эндокарда половозрелых крыс
У половозрелых крыс эндокард представлен

одним слоем эндотелиоцитов и тонким соедини-
тельнотканным субэндотелиальным слоем, более
выраженным в предсердиях, нежели в желудочках
(Buetow, Laflamme, 2018). У половозрелых крыс
эндотелиоциты, выстилающие полости предсер-
дий и желудочков, являются уплощенными клет-
ками с гладкой люминальной поверхностью. В эн-
дотелиоцитах, выстилающих клапаны сердца,
наблюдаются признаки высокой секреторной
активности (Чумасов и др., 2019). В основании
клапана строма представлена плотной оформ-
ленной соединительной тканью, тогда как стро-
ма апикальной части клапана сформирована ме-
нее упорядоченной, богатой основным аморф-
ным веществом соединительной тканью.

Строение миокарда половозрелых крыс
В миокарде половозрелых крыс линии Вистар

до 96% кардиомиоцитов – двуядерные клетки
(Bensley et al., 2016; Загоруйко и др., 2019). Мито-
хондрии зрелого кардиомиоцита занимают 30–
40% объема клетки и формируют кластеры, объ-
единенные межмитохондриальными контактами
(Иванченко, Твердохлеб, 2014). Секреторные кар-
диомиоциты у половозрелых крыс локализуются

исключительно в предсердиях, процессы синтеза,
накопления и высвобождения секреторных вези-
кул в них сбалансированы (Shevchenko, 2019).

В миокарде у половозрелых крыс кардиомио-
циты преобладают по объему, но не по численно-
сти, составляя 30% клеток миокарда. Среди других
типов клеток выявляются эндотелиоциты (64%),
фибробласты (27%) и лейкоциты (9%) (Guo, Pu,
2020). Эндомизий миокарда представлен коллаге-
новыми волокнами, окружающими отдельные
кардиомиоциты, перимизий миокарда представ-
ляет собой более выраженную сеть коллагеновых
волокон, окружающую группы кардиомиоцитов. У
беспородных крыс удельный объем клеток и воло-
кон соединительной ткани в предсердиях преобла-
дает над таковым в желудочках (Павлович и др.,
2007). Соединительная ткань миокарда богата
кровеносными капиллярами (Buetow, Laflamme,
2018).

Проводящая система сердца крыс образована
нодальными проводящими кардиомиоцитами,
переходными проводящими кардиомиоцитами и
миоцитами Пуркинье. Нодальные проводящие
кардиомиоциты – это мелкие одноядерные верете-
новидные клетки, в цитоплазме которых определя-
ются неупорядоченно расположенные миофиб-
риллы, митохондрии, выраженный пластинчатый
комплекс, саркоплазматический ретикулум. У
крыс линии Вистар Т-трубочки у нодальных кар-
диомиоцитов отсутствуют (Волкова и др., 2011).
Переходные проводящие кардиомиоциты – это
более крупные клетки полигональной формы,
имеющие одно крупное центрально расположен-
ное ядро и немногочисленные миофибриллы. Сар-
колемма переходных проводящих кардиомиоцитов
образует широкие инвагинации (Mochet et al.,
1975). Миоциты Пуркинье – это крупные овальные
клетки, которые по размеру превосходят переход-
ные проводящие кардиомиоциты. У беспородных
крыс миоциты Пуркинье характеризуются цен-
тральным расположением ядра и эозинофилией
цитоплазмы без поперечной исчерченности
(Павлович, 2007).

Нодальные и переходные проводящие кардио-
миоциты располагаются в узлах проводящей си-
стемы сердца крысы небольшими группами,
окруженными соединительной тканью (Волкова
и др., 2011). Предсердно-желудочковый пучок об-
разован переходными проводящими кардиомио-
цитами и миоцитами Пуркинье, расположенными
параллельно его продольной оси. Соединительная
ткань локализована на периферии предсердно-же-
лудочкового пучка (Buetow, Laflamme, 2018). Суб-
эндокардиальная проводящая сеть сформирова-
на миоцитами Пуркинье.
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Строение эпикарда половозрелых крыс

Эпикард у половозрелых крыс образован слоем
мезотелия и незначительным количеством подле-
жащей соединительной ткани (Buetow, Laflamme,
2018).

У половозрелых крыс определяются эндокар-
диальное, миокардиальное и эпикардиальное
нервные сплетения. Афферентные нервные во-
локна обнаруживаются во всех оболочках серд-
ца. Терминали эфферентных нервных волокон
локализованы, преимущественно, в местах впа-
дения в предсердия или выхода из желудочков
кровеносных сосудов, а также в миокарде пред-
сердий, миокарде передней и задней стенок желу-
дочков. В области верхушки сердца в миокарде
плотность терминалей эффекторных нервных во-
локон низкая (Чумасов и др., 2009).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, развитие сердца у крыс в це-
лом аналогично таковому у человека (Buetow, La-
flamme, 2018), однако, имеет ряд особенностей,
которые следует учитывать при интерпретации
результатов экспериментальных исследований.

1. У крыс пик пролиферативной активности
кардиомиоцитов приходится на поздние этапы
пренатального периода онтогенеза, тогда как у
человека кардиомиоциты прекращают делиться к
концу пренатального периода развития (Xavier-
Vidal et al., 1995).

2. Переход с гиперпластического типа роста
миокарда на гипертрофический тип у крыс на-
блюдается на 4 сутки постнатального периода он-
тогенеза, тогда как у человека происходит еще
внутриутробно (Xavier-Vidal et al., 1995).

3. В отличие от миокарда человека, в котором
определяются одноядерные полиплоидные кар-
диомиоциты (Bergmann et al., 2015), в миокарде
крыс гипертрофический тип роста миокарда за-
ключается в появлении двуядерных кардиомио-
цитов.

4. В составе эпикарда крыс, в отличие от тако-
вого у человека, отсутствуют или немногочислен-
ны адипоциты. Это может быть связано с тем, что
венечные артерии в сердце крыс локализуются не
в толще эпикарда, как у человека, а интрамиокар-
диально.

5. Субэндокардиальная основа у крыс имеет
незначительную толщину, в сравнении с таковой
в эндокарде человека.

6. Атрио-вентрикулярные клапаны у крыс не
имеют четкого разделения на створки, а у человека
четко определяются две створки в составе левого
атрио-вентрикулярного клапана и три створки в
составе правого атрио-вентрикулярного клапана.

Структурно-функциональные особенности
сердца крыс в различные периоды онтогенеза
необходимо учитывать при интерпретации ре-
зультатов экспериментальных исследований.
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Rat Heart in the Prenatal and Postnatal Period of Ontogenesis
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Rats are the most common laboratory animals used in experiments to evaluate the cardiotoxic, including
teratogenic, effects of therapeutic agents. It is necessary to have a detailed understanding of the developmen-
tal and structural features of the heart of model animals for a correct interpretation of experimental studies
results. Cardiomorphogenesis in rats, in comparison with that in humans, has the following features: (1) the
peak of the proliferative activity of cardiomyocytes decreases on the late stages of the prenatal period of on-
togenesis; (2) the transition of the myocardium from the hyperplastic to the hypertrophic growth type occurs
in the early postnatal period of ontogenesis; (3) hypertrophic type of myocardial growth consists in the for-
mation of cardiomyocytes with several diploid nuclei – multinucleated cardiomyocytes.

Keywords: cardiomorphogenesis, ontogenesis, rat
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В статье описаны основные достижения в области криоконсервации гамет и ранних эмбрионов
млекопитающих отряда хищных. Обсуждаются также проблемы применения современных репро-
дуктивных технологий по отношению к уязвимым и исчезающим видам этого отряда. В частности,
криоконсервация ооцитов и эмбрионов у исследованных видов Carnivora осложнена обилием в них
липидных гранул. Обзор сфокусирован на семействах кошачьих, псовых, куньих и медвежьих, по-
скольку именно для этих семейств накоплен ценный опыт применения современных достижений
репродуктивной биологии в отношении недоместицированных видов, в том числе исчезающих. Для
сравнения приведены базовые исследования на доместицированных представителях отряда – кош-
ке, собаке и домашнем хорьке. При этом учитываются особенности репродуктивной биологии, ха-
рактерные для представителей этих семейств.

Ключевые слова: исчезающие виды, кошачьи, псовые, куньи, медвежьи, сперматозоиды, ооциты,
преимплантационные эмбрионы, генетические ресурсы, криоконсервация
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время, около 1200 видов, то есть

примерно четвертая часть всех существующих ви-
дов млекопитающих, находятся под угрозой ис-
чезновения, являются редкими или вымирающи-
ми. Больше всего таких видов среди грызунов, ру-
кокрылых, приматов, китопарнокопытных и
хищных (International Union for the Conservation of
Nature (IUCN), https://www.iucn.org). На сего-
дняшний день отряд хищные (Carnivora) включа-
ет в себя 15 семейств (по данным NCBI taxonomy
browser; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
Browser/wwwtax.cgi). Наиболее изученными из
них в плане репродуктивной биологии являются
псовые (Canidae), куньи (Mustelidae), медвежьи
(Ursidae) и кошачьи (Felidae) (Amstislavsky et al.,
2012). В каждом из этих четырех семейств есть виды
с разным охранным статусом (https://www.iucn.org).
Достаточно остро стоит проблема исчезновения
видов в семействе кошачьих (Lamberski, 2015). По

крайней мере, 16 из 36 диких представителей это-
го семейства являются исчезающими или уязви-
мыми (имеют статус endangered – EN или vulne-
rable – VU) (Lamberski, 2015). Среди семейства
Canidae численность 5 из 38 видов снижается
(https://www.iucn.org). В семействе куньих 14 пред-
ставителей из 64 имеют статусы critically endangered
(CR), EN и VU (https://www.iucnredlist.org). Наибо-
лее остро стоит проблема исчезновения видов в се-
мействе медведей: шесть из восьми видов семейства
являются уязвимыми (https://www.iucnredlist.org).

Традиционный способ поддержания числен-
ности исчезающих и редких животных in situ – это
создание охраняемых территорий с максимально
благоприятными условиями для жизни (Gundu,
Adia, 2014). Помимо крупных заповедников со-
здают также небольшие питомники, фермы и
зоопарки для разведения небольших популяций
ex situ. Между тем, при разведении диких видов
хищных в неволе возникает много проблем, в том
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числе проблема адаптации к неволе, что препят-
ствует их реинтродукции (Amstislavsky et al.,
2008). Ввиду небольшой численности представи-
телей редких видов хищных, живущих в зоопар-
ках, требуется обновление их генетического мате-
риала для смягчения последствий инбридинга
(Swanson et al., 2007).

Важнейшим подходом к сохранению генети-
ческого разнообразия различных таксонов мле-
копитающих является создание криобанков га-
мет и эмбрионов (Agca, 2012; Comizzoli, Holt,
2014). Этот подход, основанный на сочетании ме-
тодов репродуктивной биологии и криобиологии,
который впервые был предложен более 40 лет на-
зад Б.Н. Вепринцевым и Н.Н. Ротт, становится
все более важным и значимым для сохранения
биоразнообразия диких видов отряда хищных
(Amstislavsky et al., 2012).

Усовершенствование методов работы с гаме-
тами и эмбрионами млекопитающих, а также со-
здание криобанков поможет поддерживать генети-
ческое разнообразие животных в зоопарках без пе-
ремещения их из естественной среды обитания, с
использованием транспортировки криоконсерви-
рованных сперматозоидов между городами и стра-
нами, в сочетании с искусственным осеменением
или экстракорпоральным оплодотворением in vitro
и переносом эмбрионов (Swanson et al., 2007). Такой
подход уже был продемонстрирован на гепардах
(Acinonyx jubatus) с использованием замороженно-
оттаяных сперматозоидов, собранных от диких
самцов в Намибии, что привело к получению
потомства в зоопарках Северной Америки в резуль-
тате искусственного осеменения (Wildt, Roth,
1997). Наряду с этим, было получено потомство в
ходе программы сохранения и восстановления
исчезающего вида куньих – черноногого хорька,
предпринятой в США, благодаря криоконсерва-
ции семени, его сохранения в течение длительно-
го времени в криобанке в сочетании с искус-
ственным осеменением (Howard et al., 2015). Кро-
ме криоконсервированных сперматозоидов, для
повышения генетического разнообразия выбор-
ки производителей, содержащихся в зоопарках и
специальных центрах, может быть использован и
транспорт замороженных эмбрионов. В частно-
сти, эмбрионы оцелота были транспортированы в
криоконсервированном виде из Бразилии в США,
и получено живое потомство, что является аль-
тернативой транспортировки живых представи-
телей вида (Conforti et al., 2008).

В данном обзоре будет рассмотрено примене-
ние современных репродуктивных технологий,
прежде всего криоконсервации гамет и эмбрио-
нов, в отношении четырех семейств отряда хищ-
ных: кошачьих, псовых, куньих и медвежьих. Бу-
дут изложены основные достижения и проблемы

применения этих подходов по отношению к ди-
ким представителям этих семейств.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ СПЕРМАТОЗОИДОВ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ОТРЯДА ХИЩНЫХ

Источник сперматозоидов для криобанка 
семени хищных

Извлечение сперматозоидов из эпидидимисов
является достаточно распространенным спосо-
бом их получения у представителей хищных (Lu-
voni, 2006). Этот метод практикуют и в настоящее
время, особенно по отношению к домашним ко-
там, поскольку эпидидимисы взрослых котов до-
ступны в ветеринарных клиниках после процедур
плановой стерилизации (Brusentsev et al., 2018).
Эпидидимальное семя также может быть получе-
но и у диких видов хищных, как правило, post-
mortem или после стерилизации по медицинским
показаниям. Так, было успешно криоконсерви-
ровано эпидидимальное семя бенгальского тигра
(Cocchia et al., 2009).

Между тем, “золотым стандартом” получения
семени по отношению к представителям отряда
Carnivora является электроэякуляция, которую
успешно применяют по отношению к кошачьим
(Donoghue et al., 1992; Amstislavsky et al., 2018),
псовым (Johnson et al., 2014; Van den Berghe et al.,
2018; Yatu et al., 2018), куньим (Van der Horst et al.,
2006) и медвежьим (Anel-Lopez et al., 2017; Cai et al.,
2018). В большинстве рассматриваемых нами ра-
бот на диких представителях отряда хищных ис-
следователи используют именно эякуляторное
семя (табл. 1, 2).

Весьма перспективным является также ис-
пользование уретральной катетеризации для по-
лучения семени у различных диких представите-
лей отряда хищных (Lueders et al., 2012, 2014;
Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al., 2018; Franklin et al.,
2018). Между тем, в исследовании на рыжем волке
было продемонстрировано, что семя, взятое с ис-
пользованием уретральной катетеризации, обла-
дало худшими характеристиками подвижности и
меньшим объемом по сравнению с эякуляторным
(Franklin et al., 2018). Образцы уретрального семе-
ни, полученного у азиатской золотой кошки, об-
ладали меньшим объемом, но большей концен-
трацией сперматозоидов при сходных процентах
подвижности по сравнению с электроэякулятор-
ным семенем (Lueders et al., 2014). Похожие ре-
зультаты были получены при применении урет-
ральной катетеризации к африканскому льву, ка-
мышовому и дальневосточному лесному коту
(Lueders et al., 2012; Kheirkhah et al., 2017; Jeong et al.,
2018).

Также успешно используется на кошачьих и
мануальный метод, хотя проигрывает электро-
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Таблица 1. Криоконсервация сперматозоидов диких представителей отряда хищных (Carnivora)1

Ж – жизнеспособность, П – подвижность, ПП – прогрессивная подвижность, ИПС – индекс подвижности сперматозоидов;
ИО – искусственная инсеминация, * – охлаждение на сухом льду, # – охлаждение на программном замораживателе; 1 во всех
исследованиях, приведенных в таблице, использовали эякуляторное семя.

Вид/подвид

Криопротектор 
(охлаждение 

в парах LN2, если 
нет сноски)

Показатели после оттаивания 
(жизнеспособность, 

подвижность, фертильность), % Ссылка

Ж П/ПП/ИПС проверка на 
фертильность

Семейство кошачьих (Felidae)
Лев (Panthera leo) 4.7% глицерин – 31/15/– – Luther et al., 2017
Ягуар (Panthera onca) 6% глицерин 46 46/–/– – Silva et al., 2019
Суматранский тигр 
(Panthera tigris sumatrae)

3% глицерин 85 30–/– + Karja et al., 2016

Бенгальский тигр (Panthera tigris tigris) 4% глицерин* – 73/–/79 + Donoghue et al., 1992
Амурский тигр (Panthera tigris altaica) 4% глицерин* 58/–/74
Леопард (Panthera pardus) 4% глицерин – 32/–/– + Jayaprakash et al., 

2001
Индокитайский леопард 
(Panthera pardus delacouri)

5% глицерин 42 37/–/– + Thuwanut et al., 2017

Дымчатый леопард (Neofelis nebulosa) 5% глицерин 28 27/2/28 + Tipkantha et al., 2016
Кот-рыболов (Prionailurus viverrinus) 4% глицерин – –/38/– + Vansandt et al., 2016
Суматранская кошка 
(Prionailurus planiceps)

5% глицерин 34 21/1/– + Thuwanut et al., 2011

Пиренейская рысь (Lynx pardinus) 4% глицерин – 34/–/43 + Ganan et al., 2009a
Рыжая рысь (Lynx rufus) 4% глицерин – –/–/49 + Ganan et al., 2009b
Оцелот (Leopardus pardalis) 4% глицерин* 55 51/–/– + Stoops et al., 2007
Онцилла (Leopardus tigrinus) 4% глицерин* – –/–/51 + Baudi et al., 2008
Кот Жоффруа (Leopardus geoffroyi) 4% глицерин – –/–/46 + Sestelo et al., 2018
Манул (Felis manul) 4% глицерин – –/37/– + Vansandt et al., 2016
Черноногая кошка (Felis nigripes) 4% глицерин – –/44/– + Vansandt et al., 2018
Барханный кот (Felis margarita) 4% глицерин – –/46/– + Vansandt et al., 2018

Семейство собачьих (Canidae)
Песец (Alopex lagopus) 6% глицерин 45 45/–/– – Stasiak et al., 2014
Гривистый волк (Chrysocyon brachyurus) 7% (1 М) ДМСО 51 20/–/– – Johnson et al., 2014
Рыжий волк (Canis rufus) 4% глицерин* – 11/–/– – Franklin et al., 2018
Обыкновенная лисица (Vulpes vulpes) 6% глицерин – –/–/47 + Yatu et al., 2018
Гиеновидная собака (Lycaon pictus) 2.5% глицерин 58 33/–/59 – Van den Berghe et al., 

2018
Мексиканский волк (Canis lupus baileyi) 4% глицерин* 79 –/–/– – Zindl et al., 2006
Койот (Canis latrans) 5% глицерин# 24 20/–/– – Minter, DeLiberto, 

2005
Семейство медвежьих (Ursidae)

Бурый медведь (Ursus arctos) 6% глицерин# 47 68/37/– – Anel-Lopez et al., 2017
Гималайский медведь (Ursus thibetanus 
japanicus)

8% глицерин 58 26/–/– – Okano et al., 2006

Семейство куньих (Mustelidae)
Канадская выдра (Lontra canadensis) 4% глицерин* – –/59/– – Bateman, Swanson, 

2017
Степной хорек (Mustela eversmanni) 4% глицерин 60 –/–/– – Van der Horst et al., 

2009
Черноногий хорек (Mustela nigripes) 4% глицерин* – 45/3/– + Howard et al., 2015



348

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 5  2021

АМСТИСЛАВСКИЙ и др.

Таблица 2. Криоконсервация сперматозоидов представителей отряда хищных (Carnivora) с использованием
фирменных криопротективных смесей

# – охлаждение на программном замораживателе, ЭЯ – эякуляторное семя, ЭП – эпидидимальное семя, Ж – жизнеспособ-
ность, П – подвижность, ПП – прогрессивная подвижность, ИПС – индекс подвижности сперматозоидов.

Вид/подвид
Криопротектор

(охлаждение в парах LN2, 
если нет сноски)

ЭЯ/ЭП

Показатели после оттаивания 
(жизнеспособность, подвижность, 

фертильность), %
Ссылка

Ж П/ПП/ИПС проверка на 
фертильность

Семейство кошачьих (Felidae)

Домашняя кошка 
(Felis silvestris catus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭП 51 31/7/– + Amstislavsky et al., 
2018; Brusentsev et al., 
2018

SpermFreeze (FertiPro, 
Belgium)

ЭП 54 27/15/– + Brusentsev et al., 2018

BotuCrio (Botupharma, 
USA)

ЭП 39 16/3/– – Macente et al., 2018

Бенгальская кошка 
(Prionailurus bengal-
ensis)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine 
Scientific, Japan)

ЭЯ 22 –/–/– – Ha et al., 2011

Дальневосточный 
лесной кот (Prionai-
lurus bengalensis eup-
tilurus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ 38 34/–/– + Amstislavsky et al., 
2018

Гепард (Acinonyx 
jubatus)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine
Scientific, Japan)

ЭЯ – –/–/62 – Terrell et al., 2012

Маргай (Leopardus 
wiedii)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine 
Scientific, Japan)#

ЭЯ – –/–/30 – Erdmann et al., 2019

Пиренейская рысь 
(Lynx pardinus)

Biladyl (Minitub,
Germany)

ЭЯ – 8/–/11 + Ganan et al., 2009a

Рыжая рысь 
(Lynx rufus)

Biladyl (Minitub,
Germany)

ЭЯ – –/–/41 + Ganan et al., 2009b

Семейство псовых (Canidae)

Домашняя собака 
(Canis lupus familiaris)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ – –/65/– – Sichtar et al., 2015

Рыжий волк (Canis 
lupus rufus)

CaniPlus Freeze (Mini-
tube, Germany)

ЭЯ – 7/–/– – Franklin et al., 2018

Семейство медвежьих (Ursidae)

Большая панда 
(Ailuropoda melano-
leuca)

Freezing Medium TYB 
(FUJIFILM Irvine Scien-
tific, Japan)

ЭЯ 36 25/24/– – Cai et al., 2018
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эякуляции по объему полученного эякулята, пре-
восходит ее по количеству и подвижности спер-
матозоидов (Buranaamnuay, 2017). Однако, дан-
ный метод получения эякулята подразумевает
использование искусственной вагины и требует
определенной тренировки как персонала, так и
самого животного, что может быть проблемой
при работе с дикими особями (Zambelli, Cunto,
2006). Следует отметить, что для домашних псов
наиболее предпочтительным методом получения
семени является именно мануальный способ
(Nunez-Martinez et al., 2006).

Анализ литературы позволяет сделать заклю-
чение о том, что способ получения семени влияет
на некоторые морфологические и функциональ-
ные показатели семени, как до, так и после крио-
консервации. В частности, целостность акросо-
мы в эпидидимальном семени как до, так и после
криоконсервации, ниже по сравнению с тако-
вым, полученным в результате электроэякуляции
(Luvoni, 2006). Также целостность акросом ниже
и в сперматозоидах, полученных с помощью урет-
ральной катетеризации, по сравнению с таковы-
ми, полученными в результате электроэякуляции
(Franklin et al., 2018). Плюсом применения элек-
троэякуляции по сравнению с уретральной кате-
теризацией является больший объем получаемого
семени (Lueders et al., 2014; Franklin et al., 2018).
Однако по имеющимся литературным данным
можно сделать вывод, что мануальный метод с
использованием искусственной вагины, а также
применение уретральной катетеризации имеют
лучшие показатели по числу сперматозоидов и их
подвижности, по сравнению с электроэякуляцией
(Lueders et al., 2014; Buranaamnuay, 2017).

СПОСОБЫ КРИОКОНСЕРВАЦИИ 
СЕМЕНИ ХИЩНЫХ И ПРОВЕРКИ 

ЕГО ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ

Этапы криоконсервации сперматозоидов 
и подбор криопротекоров

Данные по криоконсервации сперматозоидов
диких представителей отряда хищных с использо-
ванием стандартных протоколов представлены в
табл. 1. Приведенные в табл. 1 результаты свиде-
тельствуют об эффективности криоконсервиро-
вания семени разных видов семейства кошачьих,
псовых, куньих и медведей. За исключением медве-
дей, у которых отсутствуют доместицированные ви-
ды, перед применением в отношении представите-
лей дикой фауны, характерные для разных се-
мейств хищных особенности криоконсервации
семени изучают на домашних видах, а именно –
домашних котах (Cheuqueman et al., 2018), до-
машних псах (Qamar et al., 2019) и домашних
хорьках (van der Horst et al., 2009).

Криоконсервация сперматозоидов стала
успешной после открытия криопротективных
свойств глицерина (Polge et al., 1949). В настоя-
щее время список криопротекторов, которые
успешно применяют для криоконсервации гамет
и эмбрионов, достаточно велик (Амстиславский
и др., 2015; Elliott et al., 2017; Rajan, Matsumura,
2018). Криопротекторы разделяют на проникаю-
щие и не проникающие в клетки (Shaw, Jones,
2003). Малые (мол. масса <100) гидрофильные,
проникающие в мембрану соединения, способ-
ные создавать водородную связь с молекулами
воды и образовывать водородные связи, напри-
мер, с белком (вместо молекулы воды), особенно
эффективны в качестве криопротекторов. Наличие
таких соединений в водных растворах снижает тем-
пературу образования льда (Shaw, Jones, 2003).

Для семени всех перечисленных видов сначала
проводят пробоподготовку, состоящую из не-
скольких стадий. На первом этапе обычно произ-
водят смешивание образца семени с разбавите-
лем, либо не содержащим основной проникаю-
щий криопротектор, либо содержащий этот
криопротектор в концентрации ниже финальной,
после чего смесь охлаждают до 4–5°C с последую-
щим выдерживанием при заданной температуре в
течение 1–3 ч (Van der Horst et al., 2009; Bateman,
Swanson, 2017; Franklin et al., 2018; Yatu et al., 2018).
В некоторых случаях, однако, этот этап эквилиб-
рации осуществляют без добавления в разбави-
тель проникающего криопротектора, заменяя его
на непроникающие, в частности, на глюкозу,
лактозу или трегалозу (Karja et al., 2016). Иногда
на первом этапе проникающий криопротектор
добавляют уже в финальной концентрации (John-
son et al., 2014; Erdmann et al., 2019). На втором
этапе полученную суспензию сперматозоидов
смешивают со вторым разбавителем, содержа-
щим основной проникающий криопротектор в
достаточно высокой концентрации (6–16%), так,
чтобы финальная концентрация основного крио-
протектора в смеси составила 3–8%.

Как показано, в подавляющем большинстве
работ по криоконсервации сперматозоидов пред-
ставителей отряда хищных в качестве основного
криопротектора используют глицерин, реже –
диметилсульфоксид (ДМСО) (табл. 1). При этом
практически всегда в качестве дополнительного
компонента криопротективной смеси использу-
ют яичный желток в концентрации 20%, заменяя
его иногда на соевый лецитин. Во многих из при-
веденных в табл. 1 работах, наряду с основным
проникающим криопротектором и яичным желт-
ком, в криопротективную смесь добавляют не-
проникающие криопротекторы, такие как глюкоза
(Franklin et al., 2018), фруктоза (Anel-Lopez et al.,
2017; Franklin et al., 2018; Van den Berghe et al.,
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2018), лактоза (Karja et al., 2016) и раффиноза
(Yatu et al., 2018).

Кроме того, используют готовые фирменные
разбавители семени для криоконсервации спер-
матозоидов хищных (табл. 2). Использование та-
ких криопротекторных смесей имеет одно суще-
ственное достоинство – стандартизацию протоко-
лов криоконсервации. На рынке есть фирменные
разбавители семени для криоконсервации различ-
ных видов млекопитающих, преимущественно
человека и домашних или сельскохозяйственных
животных. Для представителей отряда хищных
хорошо зарекомендовали себя CaniPlus Freeze от
немецкой компании Minitube (Sichtar et al., 2015;
Amstislavsky et al., 2018; Brusentsev et al., 2018;
Franklin et al., 2018), Freezing Medium TYB от
Японско-Американской компании FUJIFILM
Irvine Scientific (Ha et al., 2011; Terrell et al., 2012;
Cai et al., 2018; Erdmann et al., 2019) и Sperm-
Freeze от бельгийской компании FertiPro
(Brusentsev et al., 2018).

После уравновешивания семени с криопро-
текторами его достаточно быстро охлаждают в па-
рах жидкого азота (LN2) до температуры ~–120°C
(Van der Horst et al., 2009; Stasiak et al., 2014; John-
son et al., 2014; Bateman, Swanson, 2017; Cai et al.,
2018; Van den Berghe et al., 2018; Yatu et al., 2018)
или охлаждают с использованием программного
замораживателя до –100°C с последующим по-
гружением в жидкий азот (Anel-Lopez et al., 2017).
В некоторых случаях используют сухой лед и
охлаждают до ~–80°C (Donoghue et al., 1992; Stoops
et al., 2007; Baudi et al., 2008; Howard et al., 2015;
Franklin et al., 2018). В некоторых случаях семя
сразу помещают в транспортировочный сосуд
(dry shipper), где оно постепенно охлаждается до
температуры ~–120°C (Stoops et al., 2007; Johnson
et al., 2014). На последнем этапе контейнеры с за-
мороженной суспензией сперматозоидов поме-
щают в криохранилище, где их сохраняют при
температуре –196°C.

Для представителей семейства кошачьих при
криоконсервации семени используют в качестве
контейнера пластиковые соломины, которые вы-
держивают в парах LN2 (Amstislavsky et al., 2018;
Brusentsev et al., 2018), иногда в качестве контей-
нера используют криопробирки, а для заморажи-
вания сухой лед (Donoghue et al., 1992; Baudi et al.,
2008) или dry shipper (Stoops et al., 2007). Для замо-
раживания семени различных видов семейства
псовых применяют либо пластиковые соломины,
которые выдерживают в парах LN2 (Stasiak et al.,
2014; Van den Berghe et al., 2018; Yatu et al., 2018)
или dry shipper (Johnson et al., 2014), либо крио-
пробирки и сухой лед (Franklin et al., 2018). Для
криоконсервации семени представителей семей-
ства куньих используют пластиковые соломины в

качестве контейнера, которые выдерживают в па-
рах LN2 (Van der Horst et al., 2009), либо криопро-
бирки и сухой лед (Howard et al., 2015; Bateman,
Swanson, 2017). Для представителей семейства
медвежьих при криоконсервации семени исполь-
зуют пластиковые соломины в качестве носителя
и, либо выдерживают в парах LN2 (Cai et al., 2018),
либо применяют программное замораживание
(Anel-Lopez et al., 2017).

Как видно из данных, приведенных в табл. 1,
показатели жизнеспособности и подвижности се-
мени после криоконсервации у исследованных
видов хищных не сильно зависели от концентра-
ции применяемого криопротектора (преимуще-
ственно глицерина в качестве основного крио-
протектора). Согласно литературным данным,
способ охлаждения образцов семени (в парах азо-
та, программное замораживание, на сухом льду, в
драйшипере), также не оказывал критического
влияния на результат криоконсервации. Между
тем, наш собственный опыт работы с семенем ко-
шачьих свидетельствует о том, что способ охла-
ждения образцов семени в парах азота является
оптимальным, по крайней мере, при работе в
условиях, приближенным к полевым, и более на-
дежным по сравнению с охлаждением в драйши-
пере. Как видно из приведенных в табл. 2 данных,
показатели эффективности криоконсервации се-
мени представителей хищных с применением
фирменных криопротективных смесей не сильно
отличаются от таковых при применении самосто-
ятельно изготовленных смесей на основе глице-
рина, используемых для тех же семейств хищных.
Исключением, пожалуй, является Biladyl (Mini-
tub, Germany), который показал заметное сниже-
ние подвижности и оплодотворяющей способно-
сти сперматозоидов пиренейской и рыжей рыси
по сравнению с криопротекторными смесями,
приготовленными экспериментаторами на осно-
ве глицерина (Ganan et al., 2009a, 2009b).

Способы оценки эффективности 
криоконсервации сперматозоидов

Для подбора наиболее эффективного протоко-
ла криоконсервации семя до и после заморажива-
ния оценивают по различным показателям, таким
как жизнеспособность, подвижность, морфология
сперматозоидов, а также их оплодотворяющая спо-
собность. В случае работы с дикими видами живот-
ных важно подбирать методы оценки, в том числе
и для проведения в “полевых” условиях, где нет
доступа к полноценной лаборатории. Использо-
вание таких методов возможно, если в наличии
имеется, как минимум, световой микроскоп. Для
комфортной работы со сперматозоидами боль-
шинства видов млекопитающих желательно уве-
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личение 200× или более. Для характеристики
морфологический аномалий сперматозоидов не-
обходимо более сильное увеличение (1000×).

Жизнеспособность сперматозоидов различ-
ных видов млекопитающих, в том числе предста-
вителей отряда хищных, обычно оценивают по
состоянию их плазматической мембраны, напри-
мер, с помощью окрашивания образца смесью
красителей эозина и нигрозина, при котором
первый краситель проникает в сперматозоиды,
но только в те, у которых повреждена мембрана, а
второй создает темный фон, на котором лучше вид-
но окрашенные сперматозоиды (Bjorndahl et al.,
2003; Tipkantha et al., 2016). Альтернативно жиз-
неспособность сперматозоидов можно оценить с
помощью гипоосмотического теста (Ramu, Jey-
endran, 2012), при котором оценивается функцио-
нальная способность мембраны живых спермато-
зоидов поддерживать осмотическое равновесие в
клетке. Данный тест, в частности, успешно при-
меняется на сперматозоидах хищных (Silva et al.,
2019). Помимо этого, применяют метод оценки с
использованием флуоресцентных красителей SYBR
Green I и йодистого пропидия (LIVE/DEAD тест),
позволяющий получить информацию по про-
центному соотношению живых и мертвых спер-
матозоидов. В наших собственных исследованиях
мы с успехом применяли эти методы для оценки
жизнеспособности сперматозоидов кошачьих как
на домашнем коте (Brusentsev et al., 2018), так и на
дальневосточном лесном коте (Amstislavsky et al.,
2018), а также на представителях рода Lynx (рис. 1).

Очень важным параметром качества семени
является подвижность сперматозоидов. С помо-
щью камеры Маклера можно как в лабораторных,
так и в полевых условиях оценить концентрацию
сперматозоидов в образце, их общую, прогрес-
сивную и непрогрессивную подвижность (Ams-
tislavsky et al., 2018); в некоторых случаях исполь-
зуют сочетание гемоцитометра Нейбауэра (для
определения концентрации) и определения про-
цента подвижных сперматозоидов на предметном
стекле (Ganan et al., 2009a, 2009b). Иногда про-
грессивно подвижные сперматозоиды классифи-
цируют по шкале от 0 до 5 и рассчитывают индекс
подвижности сперматозоидов (ИПС) (Baudi et al.,
2008).

Большое значение имеет и морфология спер-
матозоидов, которая может быть оценена окра-
шиванием сухого мазка с последующей световой
микроскопией при большом увеличении (Ams-
tislavsky et al., 2018; Franklin et al., 2018) или без
окрашивания мазка, с применением фазового
контраста (Tipkantha et al., 2016). В некоторых ис-
следованиях дополнительно оценивают целост-
ность акросомы окрашиванием сперматозоидов
красителем кумасси бриллиантовым синим с по-

следующей микроскопией (Larson, Miller, 1999;
Ganan et al., 2009b).

Все вышеперечисленные показатели можно
оценить более тщательно в условиях хорошо обо-
рудованной лаборатории. Например, для оценки
подвижности часто используют автоматические
компьютерные системы (computer-assisted sperm
analysis, CASA), которые рассчитывают не только
процент подвижных сперматозоидов, но и ско-
рость и траектории их движения (Luther et al.,
2017). Также существуют автоматизированные си-
стемы для морфометрии сперматозоидов (Anel-Lo-
pez et al., 2017). Оценку жизнеспособности спер-
матозоидов и целостности их акросом в лабора-
торных условиях можно проводить методом их
окрашивания флуорохромами с последующим
использованием флуоресцентной или конфо-
кальной микроскопии (Amstislavsky et al., 2018;
Van den Berghe et al., 2018). С помощью флуоро-
хромов, например, JC-1 assay kit также можно
оценить такие параметры, как активность мито-
хондрий в сперматозоидах (Thuwanut et al., 2011).

Итоговой целью оценки параметров качества
семени является определение его способности к
оплодотворению (фертильность). Самым про-
стым способом использования семени для опло-
дотворения является искусственное осеменение
(ИО), однако такой способ весьма требователен к
числу подвижных сперматозоидов в образце
(Swanson et al., 2007). В случае работы с редкими и
ценными видами хищных более экономичным
выбором является экстракорпоральное оплодо-

Рис. 1. Сперматозоид евразийской рыси (Lynx lynx) по-
сле криоконсервации, окрашенный смесью красителей
эозина и нигрозина (Vital Screen, FertiPro, Бельгия).
Красная окраска свидетельствует о том, что спермато-
зоид мертвый. Масштабная полоска: 20 мкм.
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творение (ЭКО) (Swanson et al., 2007). Для доме-
стицированных видов хищных, в частности для
домашней кошки, проще всего использовать го-
мологическое ЭКО, когда для проверки оплодо-
творяющей способности сперматозоидов домаш-
него кота ими экстракорпорально оплодотворяют
ооциты домашней кошки (Brusentsev et al., 2018).
Что касается диких видов хищных, то для провер-
ки оплодотворяющей способности сперматозои-
дов после криоконсервации, технически проще
использовать гетерологическое ЭКО. Между тем,
возможность получения развивающихся эмбрио-
нов путем гетерологического ЭКО продемон-
стрирована только для одного семейства отряда
хищных – кошачьих. В частности, для оценки
оплодотворяющей способности сперматозоидов
красной рыси (Ganan et al., 2009b), пиренейской
рыси (Ganan et al., 2009a) и дальневосточного лес-
ного кота (Amstislavsky et al., 2018) были использо-
ваны ооциты домашней кошки. Поскольку для
некоторых диких видов кошачьих характерен вы-
сокий процент тератозооспермии, это может
ограничивать возможность применения ЭКО; в
таком случае для оценки фертильности семени и
получения эмбрионов может использоваться го-
мологическое или гетерологическое ИКСИ (ин-
трацитоплазматическая инъекция сперматозои-
да). Для применения этого метода требуются еди-
ничные нормальные подвижные сперматозоиды.
Метод ИКСИ был, в частности, успешно приме-
нен на гепарде, леопарде и льве c целью проверки
оплодотворяющей способности сперматозоидов
этих видов кошачьих после криоконсервации
(Moro et al., 2014; Fernandez-Gonzalez et al., 2015).

Наш собственный опыт работы с диким пред-
ставителем семейства кошачьих – дальневосточ-
ным лесным котом показал, что в условиях, при-
ближенных к полевым, экспресс метод оценки
жизнеспособности при помощи смеси красите-
лей эозина и нигрозина и оценки их концентра-
ции и подвижности при помощи камеры маклера
оказывается вполне достаточно, по крайней мере
для того, чтобы осуществить криоконсервацию
семени с последующей более тщательной оцен-
кой и изучением, в том числе и оплодотворяющей
способности сперматозоидов после их оттаива-
ния в лабораторных условиях (Amstislavsky et al.,
2018). Между тем, крайне желательна предвари-
тельная апробация протоколов криоконсервации
и оценки семени на доместицированном предста-
вителе семейства, в данном случае – на домаш-
нем коте (Brusentsev et al., 2018).

Показатели жизнеспособности сперматозоидов 
после их криоконсервации у различных 

представителей отряда хищных

Анализ эффективности процедуры криокон-
сервации сперматозоидов (табл. 1, 2) после их от-
таивания/отогрева выявил, что жизнеспособность
образцов эякуляторного семени диких видов коша-
чьих, за исключением одного исследования состав-
ляет 22–55% (43.75 ± 6.92% в среднем). У домашне-
го кота жизнеспособность сперматозоидов после
криоконсервации обычно несколько выше и со-
ставляет 47–65% (Chatdarong et al., 2017; Cheuque-
man et al., 2018; Jara et al., 2019). Между тем, в од-
ном исследовании на сперматозоидах суматран-
ского тигра была отмечена исключительно
высокая жизнеспособность сперматозоидов по-
сле оттаивания – 85% (Karja et al., 2016). В данном
исследовании, наряду с глицерином и яичным
желтком, в криопротективную смесь был добав-
лен дополнительный ингредиент, а именно Orvus
ES paste, а в процессе эквилибрации образцов се-
мени использовали глюкозу, лактозу или раффи-
нозу.

Жизнеспособность эякуляторного семени у
диких псовых составила 24–79% (51.4 ± 8.9% в
среднем); причем для гривистого волка (Chrysocyon
brachyurus) была обнаружена большая эффектив-
ность использования ДМСО по сравнению с гли-
церином (Johnson et al., 2014), который является
основным криопротектором при замораживании
сперматозоидов других представителей отряда
хищных (табл. 1). Между тем, сравнение ДМСО и
глицерина, в качестве основного криопротектора
при криоконсервации сперматозоидов рыжего
волка, показало существенно более высокие ха-
рактеристики подвижности при применении гли-
церина (Franklin et al., 2018). Для некоторых дру-
гих диких представителей отряда псовых, а имен-
но песца, рыжей лисицы, гиеновидной собаки и
мексиканского волка, глицерин в концентрации
2.5–6.0% оказывал достаточно хороший крио-
протективный эффект и показатели жизнеспо-
собности и (или) подвижности для разморожен-
ного семени были не ниже 45%. Эти показатели
находятся в хорошем соответствии с таковыми
для домашних псов: 45% жизнеспособности се-
мени при применении 6% глицерина в качестве
основного криопротектора (Qamar et al., 2019).
Между тем, для койота и рыжего волка показате-
ли жизнеспособности и (или) подвижности семе-
ни при использовании глицерина в качестве
криопротектора оказались весьма низкими (табл. 1).
Достаточно перспективным, на наш взгляд, явля-
ется применение фирменной криопротективной
смеси на основе глицерина, созданной специаль-
но для криоконсервации сперматозоидов пред-
ставителей семейства псовых – CaniPlus Freeze
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(Minitube, Германия). Показательно, что эта
смесь, которая создавалась для работы с семенем
домашних псов, оказалась эффективна при крио-
консервации семени дикого представителя се-
мейства псовых – рыжего волка (табл. 2).

Среди диких видов куньих жизнеспособность
сперматозоидов была определена только у до-
машнего и степного хорька (Mustela eversmanni), и
составляла 60% (Van der Horst et al., 2009). У дру-
гих диких видов куньих, а именно – канадской
выдры и черноногого хорька, была определена
только подвижность сперматозоидов после про-
цедур криоконсервации, которая также оказалась
достаточно высокой, соответственно 59 и 45%
(табл. 1).

У медвежьих разброс в жизнеспособности от-
таянных сперматозоидов составляет 36–58%
(47 ± 6.4% в среднем). Было продемонстрирова-
но, что у большой панды и бурого медведя эти по-
казатели могут быть улучшены с помощью селек-
ции сперматозоидов путем центрифугирования
через коллоидный раствор (Anel-Lopez et al., 2017;
Cai et al., 2018).

Оплодотворяющая способность оттаянного
семени диких кошачьих в большинстве случаев
определялась с помощью гетерологического ЭКО
ооцитов домашней кошки (табл. 1, 2); процент
дробления при этом составил 11–61%, в среднем
41.0 ± 5.3% в зависимости от вида: пиренейская
рысь – 11% (Ganan et al., 2009a), рыжая рысь –
24% (Ganan et al., 2009b), оцелот – 29% (Stoops et al.,
2007), дальневосточный лесной кот – 36% (Ams-
tislavsky et al., 2018), барханный кот – 41% (Van-
sandt et al., 2018), индокитайский леопард – 46%
(Thuwanut et al., 2017), кот Жоффруа – 46% (Ses-
telo et al., 2018), черноногая кошка – 59% (Van-
sandt et al., 2018), кот-рыболов – 60% (Vansandt et al.,
2016) и манул – 61% (Vansandt et al., 2016). Также
проводили оценку на фертильность по доле опло-
дотворившихся ооцитов для суматранского тигра
(Karja et al., 2016) и для дымчатого леопарда, кото-
рая составляла 46 и 16% соответственно (Tipkan-
tha et al., 2016). Лишь в случае бенгальского и
амурского тигра проводилось гомологическое
ЭКО ооцитов тигрицы, которое показало 70%
дробления (Donoghue et al., 1992). Для некоторых
видов собачьих и куньих проводили ИО, при этом
частота наступления беременности у обыкновен-
ной лисицы достигала 81% (Yatu et al., 2018), а у
черноногого хорька – 28% (Howard et al., 2015).

Достижения и проблемы криоконсервации 
сперматозоидов представителей отряда хищных

В отряде хищных насчитывается 15 семейств
(по данным NCBI taxonomy browser; https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

Общей проблемой для отработки наиболее эф-
фективных репродуктивных технологий по отно-
шению к большинству этих семейств, является
отсутствие доместицированных видов. Лишь для
кошачьих, псовых и куньих имеются доместици-
рованные представители, а именно – домашняя
кошка, собака и хорек фуро, которые позволяют
отработать соответствующие технологии получения
и криоконсервации гамет и эмбрионов (Wildt et al.,
1992), в частности, сперматозоидов, которые потом
легче адаптировать к диким представителям этих
семейств. Именно по этой причине, лишь для ди-
ких представителей данных трех семейств, а так-
же медведей, имеются успешные работы с доста-
точно высокими показателями жизнеспособно-
сти семени после криоконсервации, что и
отражено в табл. 1 и 2. Отдельно следует упомя-
нуть медведей. Для этого семейства хищных нет
доместицированных видов, которые могли бы
быть использованы в качестве “модели” для отра-
ботки технологий, направленных на изучение ди-
ких видов. Между тем, как говорилось выше,
шесть из восьми видов семейства являются уязви-
мыми. Соответственно, на это семейство были
направлены большие усилия исследователей, и
имеются работы по криоконсервации семени
медвежьих (табл. 1, 2). По остальным видам хищ-
ных, не принадлежащих к этим четырем семей-
ствам, имеются лишь единичные работы, в кото-
рых обсуждается криоконсервация семени (Ro-
drigues da Paz, dos Santos Avila, 2015; Komatsu et al.,
2021).

Серьезной проблемой, по крайней мере, для
кошачьих, является тератоспермия, то есть при-
сутствие сперматозоидов с морфологическими
нарушениями, характерная для некоторых пред-
ставителей данного семейства (Pukazhenti et al.,
2006; Howard, Wildt, 2009). Низкий процент нор-
мальных сперматозоидов (менее 40%) характерен
для львов, ягуарунди, техасского подвида пумы;
еще более низкий процент (20% и ниже) характе-
рен для гепарда, дымчатого леопарда, и флорид-
ского подвида пум, известного больше как “пан-
теры Флориды” (Pukazhenti et al., 2006). Между
тем, как по данным этих авторов, так и по нашим
собственным наблюдениям, для бенгальской
кошки, в частности для подвида этой кошки –
дальневосточного лесного кота, а также для неко-
торых других представителей кошачьих, не харак-
терна тератоспермия (Pukazhenti et al., 2006). Ав-
торы данного исследования считают, что терато-
спермия характерна, в наибольшей мере, для тех
видов кошачьих, у которых, в силу тех или иных
причин, снижен уровень гетерозиготности и для
которых уровень инбридинга достаточно высок; ха-
рактерным примером таких кошачьих являются ге-
парды и “пантеры Флориды” (Pukazhenti et al.,
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2006). Следует отметить, что проблема терато-
спермии характерна не только для кошачьих. Вы-
сокий уровень тератоспермии отмечен для черно-
ного хорька (Howard, Wildt, 2009), вида куньих,
который был на грани полного исчезновения и
был восстановлен из популяции, которая состоя-
ла из 18 особей, причем лишь семь из них (три
самца и четыре самки) были отобраны для про-
граммы восстановления этого вида куньих (How-
ard et al., 2015).

Как уже было сказано выше, основным спосо-
бом взятия семени у живых представителей диких
видов хищных является электроэякуляция, кото-
рую осуществляют под наркозом (Swanson, 2003).
Имеются лишь отдельные исключения, в частно-
сти, обыкновенная лисица и песец, у которых, в
условиях разведения на ферме, удавалось систе-
матически получать эякулят мануальным спосо-
бом (Jalkanen, 1993; Andraszek et al., 2020). Не-
смотря на то, что дозы и тип наркоза достаточно
хорошо отработаны для представителей разных
семейств отряда хищных, тем не менее, это явля-
ется серьезным воздействием на животное, и со-
пряжено с определенным риском для его здоро-
вья. Исходя из нашего опыта работы с куньими и
кошачьими, проблемой является также то, что у
некоторых особей вообще не удается получить
эякуляцию при применении этого способа.

Проведенный анализ литературы позволяет
сделать вывод о том, что в качестве основного
криопротектора для замораживания семени раз-
личных представителей хищных чаще всего ис-
пользует глицерин. Именно этот криопротектор
был впервые использован для замораживания
сперматозоидов более 70 лет назад (Polge et al.,
1949) и до сих пор является криопротектором выбо-
ра при криоконсервации семени хищных (табл. 1).
Использование данного криопротектора в неко-
торых случаях позволяет получить достаточно
высокие показатели жизнеспособности и по-
движности сперматозоидов различных предста-
вителей семейства кошачьих, псовых, медвежьих
и куньих. Применение фирменных криопротек-
торных смесей (табл. 2), в целом, не дает ощути-
мого прироста показателей жизнеспособности
после криоконсервации сперматозоидов различ-
ных видов диких хищных по сравнению с само-
стоятельно приготовленными криопротекторны-
ми смесями на основе глицерина (табл. 1). Между
тем, использование фирменных криопротектор-
ных смесей создает определенные преимущества
при работе в условиях приближенным к полевым,
о чем свидетельствует и наш собственный опыт
(Amstislavsky et al., 2018).

Данные по жизнеспособности сперматозоидов
после криоконсервации, полученные на представи-
телях разных семейств хищных, тяжело поддаются

сравнению, так как исследователи рассматривали
различные индикаторы, такие как жизнеспособ-
ность, подвижность, оплодотворяющая способ-
ность сперматозоидов с использованием разных
методов. В частности, фертильность (оплодо-
творяющую способность) сперматозоидов ис-
следовали либо путем гомологического, либо пу-
тем гетерологического ЭКО, либо путем ИО. Со-
здает определенные сложности и является
достаточно серьезной проблемой также малый
объем эякулята при работе с некоторыми дикими
видами хищных (Luvoni, 2006; Franklin et al.,
2018). Именно малый объем эякулята и относи-
тельный дефицит семени является важным аргу-
ментом в пользу выбора именно ЭКО, при работе с
криоконсервированным семенем диких видов хищ-
ных семейства кошачьих, для этого способа требу-
ется в сотни раз меньше подвижных жизнеспособ-
ных сперматозоидов, чем для ИО (Swanson et al.,
2007).

Между тем, выбор того или иного способа ра-
боты с семенем, находящимся в криобанке, опре-
деляется конкретным видом хищных и осуществ-
ляется либо с экспериментальными целями, либо
в контексте программы сохранения этого вида.
Показательным примером, который, без сомне-
ния является серьезным достижением в данной
области, является применение криобанка в кон-
тексте усилий по сохранению вида черноногого
хорька (Mustela nigripes) в Северной Америке
(Howard et al., 2015). Более 130 потомков было по-
лучено путем ИО в ходе многолетней программы
восстановления численности этого вида куньих
(Howard, Wildt, 2009; Howard et al., 2015). Следует
отметить, что, несмотря на то, что в большинстве
случаев для этого использовали сперматозоиды
не подвергавшееся криоконсервации, потомство
было получено также и после ИО сперматозоида-
ми, взятыми из криобанка, причем в некоторых
случаях, эти сперматозоиды сохранялись в крио-
банке в течение двух десятилетий (Howard et al.,
2015). Это может рассматриваться как несомнен-
ное достижение, поскольку криоконсервация
мужских гамет в сочетании с другими методами,
была успешно использована для восстановления
вида хищных, находившегося на грани полного
исчезновения.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ООЦИТОВ 
И ПРЕИМПЛАНТАЦИОННЫХ ЭМБРИОНОВ 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ОТРЯДА ХИЩНЫХ

Источник ооцитов и эмбрионов для криобанка 
представителей отряда хищных

Способы получения ооцитов и эмбрионов раз-
личаются в зависимости от вида животного и це-
ли дальнейшего использования. В случае лабора-
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торных модельных видов (например, домашняя
кошка) чаще всего используют яичники, извле-
ченные после рутинной операции овариогистер-
эктомии в ветеринарных клиниках. Из таких яич-
ников выделяют кумулюс-ооцитные комплексы
(КОК) путем измельчения ткани кортекса и ас-
пирации ооцитов из фолликулов. После процеду-
ры сбора КОК-сы подвергаются селекции по ка-
честву на основе морфологических критериев.
Например, среди кошачьих КОК-сов наиболее
пригодными для дальнейшего развития считают-
ся такие, которые имеют правильную сфериче-
скую форму, темную однородную ооплазму и
окружены не менее чем пятью слоями кумулюс-
ных клеток (Wood, Wildt, 1997). Ооциты в таких
комплексах, как правило, находятся на стадии
герминального везикула (т.е. незрелые); их либо
сразу криоконсервируют, либо вначале осу-
ществляют дозревание in vitro с целью последую-
щей криоконсервации или оплодотворения in vi-
tro. При работе с редкими дикими видами хищ-
ных такая методика используется только при
наличии медицинских показаний для операции
(Boutelle et al., 2011) или post mortem: в случаях ги-
бели особей, содержащихся в зоопарках, чтобы
сохранить ценный генетический материал (Ko-
chan et al., 2019). Иногда для получения ооцитов
от диких видов хищных применяют гормонально
индуцированную стимуляцию суперовуляции с
последующей лапароскопической пункцией ан-
тральных фолликулов (Pope et al., 2006, 2012; Mas-
tromonaco, Songsasen, 2020).

Особенностью представителей семейства псо-
вых является то, что у них овуляция происходит

не на стадии MII, а на более ранней стадии мейо-
за; при этом ооциты после овуляции дозревают в
яйцеводах (Chastant-Maillard et al., 2011). С этим
связаны проблемы создания условий для дозрева-
ния in vitro ооцитов диких представителей этого
семейства (Amstislavsky et al., 2012). Между тем,
были предприняты вполне успешные попытки
криоконсервации ооцитов диких представителей
семейства псовых (табл. 3) Есть несколько работ,
посвященных in vitro дозреванию ооцитов пред-
ставителей отряда медвежьих, например, барибала
(Johnston et al., 1994) и бурого медведя (Yin et al.,
2007). Что касается криоконсервации ооцитов
медвежьих и куньих, в настоящее время пока не
опубликовано работ на эту тему.

Эмбрионы для криоконсервации могут быть
получены in vitro или in vivo. В первом случае
оплодотворение ооцитов можно произвести пу-
тем традиционного ЭКО или с помощью ИКСИ
(Pope, 2012, 2014). Эмбрионы представителей
хищных, развившиеся in vivo чаще всего получают
путем хирургического извлечения их из репро-
дуктивных путей спустя несколько дней после
оплодотворения in vivo (путем спаривания с сам-
цом либо после ИО) у наркотизированных жи-
вотных с сохранением их репродуктивной функ-
ции (Lindeberg et al., 2003; Piltti et al., 2004; Guai-
tolini et al., 2012).

Способы криоконсервации ооцитов и эмбрионов 
представителей отряда хищных

Существуют два способа замораживания
ооцитов и эмбрионов млекопитающих – про-
граммное замораживание и витрификация (Whit-

Таблица 3. Криоконсервация ооцитов диких представителей отряда хищных (Carnivora)

MII – криоконсервация зрелых ооцитов, GV – криоконсервация незрелых ооцитов.

Вид животного Криопротекторы
Характер 

криоконсервации, 
тип носителя

Лучший результат Ссылка 
на исследование

Семейство кошачьих (Felidae)
Сервал (Leptailurus 
serval)MII

Cryotech Vitrification 
kit (Cryotech, Japan)

Витрификация 
с использованием Rapid-I 
(Vitrolife, Sweden)

70% живых ооцитов 
после окрашивания

Nowak et al., 2019

Манул
(Otocolobus manul)MII

60% живых ооцитов 
после окрашивания

Семейство псовых (Canidae)
Обыкновенная лисица 
(Vulpes vulpes)GV

15% ЭГ, 15% ДМСО Витрификация с исполь-
зованием криопетли 
(cryoloop)

42% ооцитов возоб-
новивших мейоз, 
5% дозревших до ста-
дии MII после IVM

Cao et al., 2017

Мексиканский волк 
(Canis lupus baileyi)GV

15% ЭГ, 15% ДМСО, 
0.5 М сахарозы

Витрификация с исполь-
зованием Cryotop 
(Kitazato, Japan)

41% живых ооцитов 
после окрашивания

Boutelle et al., 
2011
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tingham et al., 1972; Rall, Fahy, 1985; Saragusty, Arav,
2011). Программное замораживание является
равновесным процессом, который характеризу-
ется низкими скоростями охлаждения для под-
держания внутриклеточной воды в переохла-
жденном состоянии, что способствует перемеще-
нию воды из внутриклеточных компартментов во
внеклеточные, в конце концов, по окончании
процесса внутриклеточные кристаллы льда обра-
зуются, но они мелкие и, соответственно, не
слишком вредоносные для клеток (Mazur, 1990).
В принципиальную схему программы входит пер-
вый этап охлаждения со скоростью 1–2°С/мин до
температуры около –5…–7°С, при которой про-
водят принудительную нуклеацию льда во избе-
жание спонтанной кристаллизации, и второй
этап более медленного охлаждения (десятые доли
градуса в минуту) до температуры ниже –30°С,
при которой можно помещать носитель в жидкий
азот. Для предотвращения повреждения и гибели
клеток в процессе замораживания применяют
различные криопротекторы, как описано выше.

Витрификация (стеклование) основывается на
предположении о том, что при высоких концен-
трациях криопротектора и очень быстром сниже-
нии температуры клетки переходят в стекловид-
ное состояние (витрифицируются), минуя ста-
дию кристаллизации (Mazur, 1990). Переход
раствора в аморфную фазу происходит обычно
при высоких скоростях охлаждения – более
500°С/мин; при проведении витрификации ис-
пользуют криопротекторы в концентрации от 4
до 7 молей, то есть выше, чем при программном
замораживании (Saragusty, Arav, 2011). В боль-
шинстве современных методов такие скорости
охлаждения достигаются погружением материала
непосредственно в жидкий азот (–196°С) или в
переохлажденный воздух – например, закрытые
системы Rapid-I (Nowak et al., 2019). Закрытые
системы отличаются от открытых отсутствием
прямого контакта материала с жидким азотом,
который может привести к контаминации образ-
ца; однако при этом они могут проигрывать по
скорости охлаждения и, следовательно, эффек-
тивности (Vajta et al., 2015). Наиболее популярны-
ми являются открытые системы, такие как OPS –
open pulled straw (Luciano et al., 2009), Cryotop и
Cryoloop (Mikolajewska et al., 2012). Помимо ско-
рости охлаждения, важную роль также играют
объем и вязкость среды, в которой криоконсерви-
руют образцы (Saragusty, Arav, 2011).

Оба метода криоконсервации имеют свои пре-
имущества и недостатки. Преимущество медлен-
ного замораживания заключается в использова-
нии низких концентраций криопротекторов, то-
гда как для витрификации требуются высокие
концентрации, которые связаны с химической

токсичностью и осмотическим шоком (Shaw,
Jones, 2003). Однако витрификация является
быстрым методом, позволяющим избежать этапа
длительного охлаждения, что снижает криопо-
вреждения, возникающие в клетках при их охла-
ждении до околонулевых температур и при замо-
раживании клеток в результате кристаллизации
внутриклеточной воды (Kim, 2013). Это преиму-
щество особенно существенно при криоконсер-
вации ооцитов и эмбрионов тех видов, у которых
высокое содержание липидов в их репродуктив-
ных клетках (Amstislavsky et al., 2019).

Способы оценки жизнеспособности ооцитов 
и эмбрионов в процессе и после криоконсервации

Существуют многочисленные способы оценки
жизнеспособности ооцитов после процедуры
криоконсервации. В работе Новак с соавторами
(2019), для оценки выживаемости ооцитов серва-
ла (Leptailurus serval) и манула (Otocolobus manul) по-
сле витрификации, их окрашивали флуоресцент-
ными красителями: бромистым этидием (ETBr) в
сочетании с диацетатом флуоресцеина (FDA).
Живые ооциты с неповрежденной клеточной
мембраной светятся в зеленом диапазоне длин
волн, в то время как мертвые ооциты светятся яр-
ко-оранжевым (Nowak et al., 2019). Помимо этого,
используют пропидия йодид (PI), который окра-
шивает только мертвые ооциты с поврежденной
мембраной; именно этот метод применили для
оценки выживания ооцитов мексиканского вол-
ка после криоконсервации (Canis lupus baileyi)
(Boutelle et al., 2011). Также применяют методы
световой, флуоресцентной и конфокальной мик-
роскопии, кроме того, используют электронную
микроскопию для оценки изменений в ооцитах по-
сле криоконсервации, в том числе и на субклеточ-
ном уровне (Turathum et al., 2010; Apparicio et al.,
2013; Cao et al., 2017). Для оценки эффективности
криоконсервации исследуют также митохондрии
после окрашивания их митотрэкером (Cao et al.,
2017). После витрификации ооцитов обыкновен-
ной лисицы (Vulpes vulpes) оценивали содержание
глутатиона – тиолового соединения, необходи-
мого для пролиферации клеток, транспорта ами-
нокислот, синтеза белков и ДНК, поддержания
окислительно-восстановительного баланса. Бы-
ло показано, что концентрация данного вещества
значительно снижается в витрифицированных
ооцитах после их оттаивания по сравнению с кон-
тролем (Cao et al., 2017). Важным методом оценки
жизнеспособности ооцитов хищных после крио-
консервации является их способность к оплодо-
творению и дальнейшему развитию эмбриона,
как было показано в работе Лювони и Пеллицца-
ри (2000) на ооцитах домашней кошки (Felis silves-
tris catus) (Luvoni, Pellizzari, 2000).
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Эффективность криоконсервации эмбрионов
оценивают по их способности к развитию в куль-
туре in vitro после цикла замораживания/оттаива-
ния (Crichton et al., 2003; Mokrousova et al., 2020b).
Наиболее убедительный способ проверки жизне-
способности эмбрионов после криоконсервации –
это трансплантация их соответствующему реци-
пиенту. Такие работы на представителях отряда
хищных проведены преимущественно на домаш-
них кошках (Dresser et al., 1988; Pope, 2000, 2014), со-
баках (Nagashima et al., 2015; Hori et al., 2016) и хорь-
ках (Lindeberg et al., 2003; Piltti et al., 2004; Sun et al.,
2008), а также на нескольких диких видах коша-
чьих (Pope et al., 2006; Conforti et al., 2008; Pope et al.,
2012).

Способов оценить происходящие в живых
клетках процессы, непосредственно в ходе охла-
ждения и замораживания эмбрионов и ооцитов,
не много. Классическим методом является крио-
микроскопия, в ходе которого можно следить за
ходом кристаллизации в охлаждаемых образцах
(Mazur, 1990). На рис. 2 представлен эмбрион до-
машней кошки до начала охлаждения и в процес-
се охлаждения, данные получены с использова-
нием криомикроскопа. Существуют и другие ме-
тоды, которые позволяют “заглянуть внутрь”
образца при его охлаждении. В частности, метод
спектроскопии комбинационного рассеяния све-
та (КРС) позволяет получить информацию о ходе
кристаллизации в образце в процессе его охла-
ждения и оценить соотношение жидкой и твер-
дой фазы воды (Karpegina et al., 2016). В ходе на-
ших исследований с применением этой методики
по отношению к эмбрионам и ооцитам домашней
кошки удалось оценить температуру фазового пе-

рехода в процессе их охлаждения (Okotrub et al.,
2018; Mokrousova et al., 2020b). Данная методика
позволяет получать информацию об отдельных
клетках в реальном времени в процессе их охла-
ждения, не вводя в клетки каких-либо меток. На-
ряду со спектроскопией КРС, для неинвазивного
мониторинга живых клеток применяют также ин-
фракрасную (ИК) спектроскопию (Ishigaki et al.,
2016).

Современные достижения и проблемы 
криоконсервации ооцитов представителей

отряда хищных

Ооциты и преимплантационные эмбрионы
всех представителей отряда хищных, например,
домашней кошки, содержат большое число внут-
риклеточных липидных гранул – ЛГ (Guraya,
1965; Amstislavsky et al., 2019). Содержание боль-
шого числа ЛГ в репродуктивных клетках млеко-
питающих может оказывать влияние на эффек-
тивность их криоконсервации (Hwang, Hochi,
2014; Amstislavsky et al., 2019). При этом, как мы
полагаем, большую роль может играть не только
количественный, но и качественный состав ЛГ,
например, степень ненасыщенности содержа-
щихся в них липидов. Существует предположение,
что чем больше ненасыщенных жирных кислот со-
держится в ЛГ, тем ниже точка фазового перехода
липидов при охлаждении клеток (Okotrub et al.,
2018) и тем выше может быть эффективность их
криоконсервации (Amstislavsky et al., 2019). Од-
ним из способов модификации липидного соста-
ва ооцитов и эмбрионов млекопитающих является
введение жирных насыщенных и ненасыщенных

Рис. 2. Эмбрионы домашней кошки, культивированные in vitro в среде с добавлением линолевой кислоты. Слева эм-
брион при комнатной температуре, справа – в процессе замораживания на криостате. Масштабная полоска: 50 мкм.
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жирных кислот (Aardema et al., 2017; Брусенцев
и др., 2020; Ranneva et al., 2020). Поскольку спектры
КРС чувствительны к структуре молекул и их
окружению, измеряя КРС можно определять
концентрацию веществ, их фазовое состояние и
фазовые переходы (Mokrousova et al., 2020a, 2020b;
Ranneva et al., 2020). С помощью спектроскопии
КРС было показано, что клеточные липиды пре-
терпевают размытый фазовый переход, при кото-
ром наблюдается разделение фаз (Mokrousova et al.,
2020b). Нами было изучено распределение стеа-
риновой кислоты, меченной дейтерием, в липид-
ных гранулах ооцитов домашней кошки после
культивирования in vitro (Ranneva et al., 2020). Ис-
следование показало, что встраивание жирной
кислоты происходит во все липидные гранулы
ооцита. Кроме того, различные гранулы одного
ооцита имеет разную концентрацию введенной
кислоты в зависимости от времени культивирова-
ния (Ranneva et al., 2020). В настоящее время,
данная работа продолжается нами в плане изуче-
ния влияния культивирования эмбрионов до-
машней кошки с линолевой кислотой на их спо-
собность переживать охлаждение и криоконсер-
вацию (рис. 2).

Ооциты представителей отряда хищных иногда,
хотя и редко, криоконсервируют путем программ-
ного замораживания (Luvoni, Pellizzari, 2000), чаще
используют витрификацию (Boutelle et al., 2011;
Galiguis et al., 2014; Cao et al., 2017; Turathum et al.,
2018; Nowak et al., 2019). Результаты этих работ
представлены в табл. 3. Исходя из теоретических
предпосылок, в качестве наиболее предпочтитель-
ного криопротектора для криоконсервации ооци-
тов хищных млекопитающих может выступать
ДМСО, поскольку именно он обладает липофиль-
ными свойствами и может легко проходить через
цитоплазматические мембраны клеток, и, возмож-
но, даже проникать непосредственно в ЛГ (Куле-
шова и др., 2014). Действительно, чаще всего, про-
токол, предназначенный для криоконсервации
ооцитов представителей семейств отряда хищных,
включает в качестве одного из криопротекторов
именно ДМСО (Boutelle et al., 2011; Galiguis et al.,
2014; Cao et al., 2017; Turathum et al., 2018). В част-
ности, с применением смеси криопротекторов,
имеющих в своем составе ДМСО, успешно уда-
лось витрифицировать ооциты домашней собаки
(Turathum et al., 2010), кошки (Galiguis et al., 2014),
обыкновенной лисицы (Cao et al., 2017) и мекси-
канского волка (Boutelle et al., 2011).

Между тем, для этих же целей иногда исполь-
зуют стандартные коммерческие наборы для вит-
рификации. В частности, в работе Аппаричио с
соавторами (Apparicio et al., 2013) КОК-сы до-
машней кошки были витрифицированы с ис-
пользованием фирменной смеси криопротекто-

ров предназначенной для ооцитов крупного рога-
того скота (Apparicio et al., 2013). Относительно
недавно, ооциты сервала (Leptailurus serval) и ма-
нула (Otocolobus manul) криоконсервировали с ис-
пользованием специального набора для витрифи-
кации, используемого в медицине: Cryotech Vitrifi-
cation kit (Cryotech, Japan) (Nowak et al., 2019).

Достижения и проблемы криоконсервации 
эмбрионов представителей отряда хищных

На домашних кошках, собаках и хорьках были
отработаны протоколы, как программного замо-
раживания (Dresser et al., 1988; Gomez et al., 2003;
Lindeberg et al., 2003; Tsujioka et al., 2008; Pope et al.,
2011), так и витрификации (Piltti et al., 2004;
Hori et al., 2016). Эти протоколы были примене-
ны к диким видам хищных. При этом наибольшее
число работ по криоконсервации эмбрионов сре-
ди представителей отряда Carnivora было выполне-
но на кошачьих (Pope et al., 2012; Amstislavsky et al.,
2012).

Как правило, программное замораживание
при криоконсервации эмбрионов кошачьих ис-
пользуют чаще, чем витрификацию. Имеется
лишь несколько исследований по витрификации
эмбрионов кошачьих, причем все они проведены
на домашней кошке. В одном из недавних иссле-
дований был выявлен высокий уровень апоптоза
после витрификации эмбрионов домашних ко-
шек (Ochota, Nizanski, 2018). Программное замо-
раживание оказалось более щадящим способом
по отношению к кошачьим эмбрионам, чем вит-
рификация, если судить как по развитию эмбри-
онов в культуре in vitro (Pederson et al., 2009), так и
по получению живого потомства (Pope et al.,
2012). Результат получения живого потомства по-
сле витрификации эмбрионов домашней кошки
обычно хуже, чем после программного заморажи-
вания. В исследовании, в котором эмбрионы до-
машней кошки после витрификации и оттаива-
ния были пересажены реципиентам, родилось
лишь пять котят: 6% от общего числа подсажен-
ных эмбрионов. При этом наблюдались ослож-
ненные роды, всем кошкам приходилось делать
кесарево сечение; более того, выжил лишь один
котенок из пяти рожденных (Pope et al., 2012). В
нашем недавнем исследовании не было обнару-
жено статистических различий по частоте разви-
тия in vitro и фрагментации ядер эмбрионов до-
машних кошек после замораживания/оттаивания
и витрификации/отогрева (Mokrousova et al.,
2020b). При сравнении же программного замора-
живания и витрификации по отношению к эм-
брионам собаки, выяснилось, что, напротив, вит-
рификация оказалась предпочтительнее, в связи
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с тем, что только после витрификации удалось
получить живое потомство (Hori et al., 2016).

По отношению к куньим (Mustelidae) прямого
сравнения витрификации и программного замо-
раживания в рамках одного исследования не про-
водилось. Между тем, удалось успешно криокон-
сервировать эмбрионы домашнего хорька (Mustela
putorius furo) при применении обоих этих спосо-
бов и получить живое потомство как после про-
граммного замораживания (Lindeberg et al., 2003),
так и после витрификации (Piltti et al., 2004; Sun
et al., 2008).

До настоящего времени все случаи успешного
применения криоконсервации эмбрионов диких
представителей отряда Carnivora были отмечены
исключительно на кошачьих (табл. 4). Так с ис-
пользованием смеси пропиленгликоля и сахаро-
зы в качестве криопротекторов удалось криокон-
сервировать дробящиеся эмбрионы африканской
дикой кошки (Felis silvestris lybica), а после оттаи-
вания и эмбриотрансфера от одной из кошек-ре-
ципиентов получить живого котенка (Pope, 2000).
Та же самая смесь криопротекторов и сходный
протокол замораживания были использованы для
криоконсервации морул каракала (Caracal cara-
cal); после эмбриотрансфера взятых из криобанка
эмбрионов родились три нормальных котенка

(Pope et al., 2006). Аналогичным способом были
успешно заморожены двухклеточные эмбрионы
черноногой кошки (Felis nigripes), при этом уда-
лось получить от одной кошки-реципиента двух
живых котят (Pope et al., 2012). Для криоконсерва-
ции бластоцист оцелота (Leopardus pardalis mitis) в
качестве криопротектора использовали этилен-
гликоль; после оттаивания и эмбриотрансфера
было получено три котенка (Conforti et al., 2008).

Таким образом, практически все успешные
исследования по криоконсервации эмбрионов
диких видов кошачьих выполнены путем про-
граммного замораживания. Исключение состав-
ляет только амурский тигр (Panthera tigris altaica);
в данном случае эффективной процедурой крио-
консервации оказалась витрификация, а про-
граммное замораживание оказалось не эффек-
тивным (Crichton et al., 2003). Однако живое
потомство после этих процедур получено не бы-
ло, что не позволяет полностью оценить потен-
циал применения витрификации по отношению
к эмбрионам кошачьих.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Различные представители отряда хищных на-

ходятся под угрозой исчезновения или являются
уязвимыми. Репродуктивные технологии, на-

Таблица 4. Криоконсервация преимплантационных эмбрионов диких представителей отряда хищных (Carnivora)

1 После отогрева и культивирования in vitro (число развивающихся эмбрионов/общее число эмбрионов в эксперименте по
культивированию); 2 доля котят от общего числа трансплантированных эмбрионов (число котят/число эмбрионов); 3 с ис-
пользованием классической схемы с модификацией; 4 с использованием OPS (open pulled straw) в качестве метода витрифи-
кации; 5 преимплантационные эмбрионы трансплантировали животным реципиентам после отогрева и культивирования in
vitro; 6 преимплантационные эмбрионы трансплантировали животным реципиентам сразу после их отогрева, минуя процесс
их культивирования in vitro.

Вид животного Крио-
протекторы Стадия Тип крио-

консервации
% 

развития1

% 
беременных 

самок

% 
рождения2

Ссылка на 
исследование

Семейство кошачьих (Felidae)
Африканская 
дикая кошка 
(Felis silvestris 
lybica)

10% ПГ и 
0.125 М саха-
розы

Дробле-
ния

Программное 
замораживание3

– 14.3 (1/7) 1.8 (1/55)5 Pope, 2000

Амурский тигр 
(Panthera tigris 
altaica)

16.5% ЭГ, 
16.5% ДМСО и 
0.5 М сахарозы

2-кл и 
4-кл

Витрификация4 46 (32/70) – – Crichton et al., 
2003

Каракал (Cara-
cal caracal)

10% ПГ и 
0.125 М сахарозы

Морулы Программное 
замораживание3

– 33.3 (3/9) 2.8 (3/109)5 Pope et al., 
2006

Оцелот (Leopar-
dus pardalis 
mitis)

10% ЭГ Бластоци-
сты

Программное 
замораживание3

– 33.3 (3/9) 12.5 (3/24)6 Conforti et al., 
2008

Черноногая 
кошка (Felis 
nigripes)

10% ПГ и
0.125 М сахарозы

2-кл Программное 
замораживание3

– 50 (1/2) 14.3 (2/14)5 Pope et al., 
2012
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правленные на сохранение генетического разно-
образия диких видов этого отряда, применялись,
чаще всего, по отношению к кошачьим, псовым,
куньим и медвежьим. Лишь на кошачьих успеш-
но применяли криоконсервацию в отношении
как эмбрионов, так сперматозоидов и ооцитов
диких видов этого семейства. В отношении диких
представителей семейства псовых криоконсерва-
цию успешно применяли по отношению к спер-
матозоидам и ооцитам. Что касается диких видов
медвежьих и куньих, то в отношении этих се-
мейств криоконсервацию применяли лишь на
сперматозоидах. В целом, эффективность крио-
консервации гамет и эмбрионов хищных ниже,
чем для большинства лабораторных и сельскохо-
зяйственных видов животных. Для многих видов
хищных протоколы криоконсервации репродук-
тивных клеток, на сегодняшний день, вообще от-
сутствуют.

Электроэякуляция, на сегодняшний день, яв-
ляется наиболее универсальным приемом полу-
чения семени у диких представителей отряда
хищных. Между тем объем эякулята, концентра-
ции сперматозоидов, процент тератоспермии мо-
жет существенно отличаться у разных видов даже
в пределах одного семейства. Соответственно,
используют разные подходы, в случае если семе-
ни достаточно много, применяют ИО, если име-
ется ограниченное число сперматозоидов, то ис-
пользуют классическое ЭКО, либо осуществляют
ИКСИ, если качество мужских гамет плохое или
сперматозоидов очень мало.

В настоящее время не существует единого про-
токола криоконсервации или универсальной
криопротекторной смеси, которая могла бы поз-
волить одинаково успешно замораживать репро-
дуктивные клетки всех видов хищных вне зависи-
мости от принадлежности к тому или иному семей-
ству. Анализ опубликованных работ позволяет
сделать заключение о том, что внутри отряда хищ-
ных существуют межвидовые различия, которые
могут повлиять на эффективность криоконсерва-
ции гамет и преимплантационных эмбрионов.
Наличие доместицированных видов, как в случае
кошачьих, псовых и куньих существенно облег-
чает подбор наиболее эффективных репродук-
тивных технологий и создание криобанка генети-
ческих ресурсов для диких видов этих семейств.

Наибольший прогресс среди диких видов
хищных достигнут в области криоконсервации
сперматозоидов, о чем свидетельствует большое
число опубликованных статей. Гораздо меньше
успешных работ по криоконсервации преим-
плантационных эмбрионов диких видов хищных,
причем, даже в случае успеха, эти работы, как
правило, были выполнены лишь единожды. Что
касается ооцитов, то, на сегодняшний день,

успешных работ по их криоконсервации у хищ-
ных лишь единицы. Одной из важных причин
этого состоит в том, что клетки преимплантаци-
онных эмбрионов и ооцитов всех видов отряда
хищных имеют повышенное содержание внутри-
клеточных липидов, что усложняет процесс их
успешной криоконсервации. Роль внутриклеточ-
ных липидов в развитии ооцитов и эмбрионов ак-
тивно изучают на разных моделях. Между тем,
необходимы дополнительные эксперименты для
понимания роли внутриклеточных липидов в ходе
криоконсервации ооцитов и эмбрионов хищных.

В целом, можно заключить, что благодаря про-
грессу репродуктивных технологий, их примене-
ние является перспективным подходом к сохра-
нению генетических ресурсов и решения репро-
дуктивных проблем некоторых представителей
отряда Carnivora. Криоконсервация сперматозо-
идов уже на сегодняшний день применяется в
программах, направленных на сохранение неко-
торых уязвимых и исчезающих видов хищных и
восполнение генетического разнообразия суще-
ствующих популяций ex situ. Между тем, требуют-
ся дополнительные эксперименты на доступных
экспериментальных моделях, в частности, на до-
машней кошке, собаке и хорьке, направленные
на разработку эффективных протоколов крио-
консервации ооцитов и преимплантационных
эмбрионов диких видов хищных.
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Application of the Cryobank Concept to Wild and Endangered Carnivora Species
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The main achievements and problems of gametes and preimplantation embryos cryobanking for vulnerable
and endangered Carnivora species are described. In particular, cryopreservation of Carnivora species oocytes
and embryos is complicated by the abundance of lipid droplets. The review focuses on Felidae, Canidae,
Mustelidae and Ursidae because valuable experience has been gained in the application of modern achieve-
ments in reproductive biology for these families aiming to preserve the genetic resources of nondomesticated
species, including endangered ones. For comparison, basic studies are presented on domesticated members
of these families: the cat, the dog and the domestic ferret. The specific reproductive biological features, which
characterize these families, were taken into account.
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Одной из наиболее распространенных эпигенетических модификаций белков у эукариот является
ацетилирование/деацетилирование лизина. Гистоновые деацетилазы (HDACs) снижают уровень
ацетилирования гистонов, что приводит к подавлению транскрипции. У позвоночных животных
хорошо задокументировано участие гистоновых деацетилаз в регуляции пролиферации и диффе-
ренцировки клеток, эмбриональном развитии, возникновении и прогрессии злокачественных опу-
холей. У базальных многоклеточных животных механизмы регуляции экспрессии генов, связанные
с активностью гистоновых диацетилаз, не изучены. Однако известно, что процесс реагрегации кле-
ток губок сопровождается их дедифференцировками и трансдифференцировками, что может ука-
зывать на вовлечнность диацетилаз в регуляцию этого процесса. Целью нашей работы было изуче-
ние экспрессии гистоновых диацетилаз у губки Halisarca dujardinii (Demospongia). На основе анали-
за транскриптомов губки H. dujardinii и генома губки Amphymedon queenslandica (Demospongia) мы
идентифицировали представителей всех классов Zn2+-зависимых HDACs губок. Был проведен ана-
лиз дифференциальной экспрессии HDAC в суспензии клеток губки H. dujardinii после диссоциа-
ции ее тела и в агрегатах после 24 ч реагрегации. Было исследовано дозозависимое влияние двух селек-
тивных ингибиторов HDAC класса I (бутирата натрия и вальпроевой кислоты) на процесс реагрегации
клеток. Показано, что добавление селективных ингибиторов HDAC класса I в инкубационную среду
при реагрегации приводит к изменению морфологических характеристик клеточных агрегатов губки.
Можно предположить, что участие гистоновых деацетилаз в регуляции трансдифференцировки кле-
ток является эволюционно древним механизмом, использовавшимся многоклеточными животны-
ми еще до становления тканевой организации.

Ключевые слова: Halisarca dujardinii, Porifera, Demospongia, трансдифференцировка клеток, диссоци-
ация клеток, реагрегация клеток, гистоновые деацетилазы, транскриптом
DOI: 10.31857/S0475145021050050

ВВЕДЕНИЕ
Система регуляции генной экспрессии имеет

ключевое значение для процесса дифференци-
ровки клеток. Механизмы активации и репрес-

сии генов хорошо изучены у модельных видов из
группы билатерально-симметричных животных,
но недостаточно у низших многоклеточных. Губ-
ки (Porifera), одни из самых эволюционно древ-
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них ныне существующих многоклеточных живот-
ных. Тело губок образовано несколькими типами
клеток. Пластичность клеток – главная особен-
ность губок. В отличии от других многоклеточ-
ных животных, клетки тела губок в течение всей
жизни находятся в процессе постоянного движе-
ния и трансдифференцировки, связанными, в
частности, с непрерывной реорганизацией водо-
носной системы (Ereskovsky et al., 2013; Lavrov,
Kosevich, 2014; Sogabe et al., 2019).

Одной из форм проявления пластичности яв-
ляется способность клеток губок к формирова-
нию многоклеточных агрегатов после диссоциа-
ции тела губки (Ereskovsky et al., 2021). В началь-
ной стадии реагрегации отдельные клетки губок
приобретают округлую форму. Далее клетки сли-
паются и образуют многоклеточные агрегаты, не
имеющие правильной формы (Sipkema et al.,
2003). Из агрегатов неправильной формы образу-
ются примморфы – клеточные агрегаты округ-
лой, почти сферической формы, покрытые пина-
коцитами – уплощенными клетками, сходными с
эпителиальными (Lavrov, Kosevich, 2014). Ско-
рость реагрегации отличается у разных видов гу-
бок, но у всех видов агрегаты имеют вначале не-
правильную форму и небольшие размеры и пра-
вильную форму и большие размеры на более
поздних ее этапах (Lavrov, Kosevich, 2014; Ere-
skovsky et al., 2021). Так, у губок класса Demo-
spongiae агрегаты из 15–30 клеток формируются
через 15–40 мин после диссоциации тела губки, а
через 2–4 ч после диссоциации агрегаты достига-
ют размеров сотен микрометров (Lavrov, Kose-
vich, 2014). Реагрегация сопровождается актив-
ной миграцией клеток, многочисленными кле-
точными дедифференцировками и трансдиффе-
ренцировками (Lavrov, Kosevich, 2014; Ereskovsky
et al., 2016). Несмотря на то, что процесс реагрега-
ции описан в 1907 г. (Wilson, 1907), до сих пор
остается неясным, как происходит трансдиффе-
ренцировка клеток губок во время этого процесса
(Adamska, 2018). Можно предположить, что опре-
деленную роль в регуляции клеточных трансдиф-
ференцировок в ходе реагрегации у губок играют
эпигенетические модификации белков.

Известно, что при формировании различных
клеточных линий из плюрипотентных клеток
происходит активация одних генов и репрессия
других с помощью эпигенетических меток. Аце-
тилирование лизина является одной из наиболее
распространенных эпигенетических модифика-
ций белков в эукариотических клетках. Ацетили-
рование и деацетилирование находится под кон-
тролем гистоновых ацетилтрансфераз (histone
acetyltransferases, HATs) и гистоновых деацетилаз
(histone deacetylases, HDACs). Ацетилирование
лизина в гистонах приводит к созданию участков
открытого хроматина и, следовательно, повыше-
нию транскрипции генов. HDACs снижают уро-

вень ацетилирования гистонов и тем самым при-
водят к компактизации хроматина и подавлению
транскрипции (Pazin, Kadonaga, 1997). Помимо
лизинов гистонов HDACs способны деацетили-
ровать лизины в других белках (в частности, ком-
понентах транскрипционных комплексов), изме-
няя различные биологические процессы в клетке.
Таким образом, взаимодействие HATs и HDACs
обеспечивает динамический гомеостаз клеточ-
ных белков. Показано участие HDACs в регуля-
ции пролиферации и дифференцировки, эмбрио-
нальном развитии, возникновении и прогрессии
злокачественных опухолей (Choi et al., 2001; Lag-
ger, 2002; Sjoblom et al., 2006; Wilson et al., 2006;
Montgomery et al., 2007; Bhaskara et al., 2008;
Marks, 2010). Различные HDACs в клетках эука-
риот разделяют на 4 основных класса: три из них –
Zn2+-зависимые (I, II, IV) и один – NAD+ зави-
симый (III). Одним из эффективных методов ис-
следования функции HDACs в клетках является
использование специфических ингибиторов. В
настоящее время известно большое количество
фармакологических ингибиторов, действующих
либо на определенные, либо на все HDACs. Одна
из групп ингибиторов HDACs, созданная на ос-
нове солей жирных кислот, блокирует в основном
деацетилазы класса I (Silva et al., 2018) и широко
применяются для изучения функции этих фер-
ментов у позвоночных. Бутират натрия (NaBu) и
вальпроевая кислота (VPA) – соли жирных кис-
лот, ремоделирующие структуру хроматина, вы-
зывающие гиперацетилирование гистонов, влия-
ющие на экспрессию большого количества генов,
в том числе, генов плюрипотенции: sox2, oct4, klf4,
c-myc, DPPA2, DPPA3, DPPA4, DPPA5, NANOG,
клеточный цикл и дифференцировку клеток
(табл. 1). Ингибиторы HDACs NaBu и VPA при-
меняются при получении индуцированных плю-
рипотентных клеток (D’Anna et al., 1980; Huangfu
et al., 2008; Liang et al., 2010; Mali et al., 2010; Chen
et al., 2013; Zhang, Wu, 2013; Mahapatra et al., 2017),
а также при лечении некоторых типов рака (Louis
et al., 2004; Wang et al., 2006; Michaelis et al., 2007;
Marks, 2010; Tang et al., 2011; Terranova-Barberio
et al., 2017; McClure et al., 2018; Tran et al., 2019;
Heers et al., 2018). Многочисленные исследования
с использованием NaBu и VPA были проведены на
клетках позвоночных, которые являются сложны-
ми многоклеточными организмами с высоким
уровнем дифференцировки клеток.

Насколько древней и эволюционно консерва-
тивной является регуляция дифференцировки
клеток с помощью гистоновых деацетилаз? Ответ
на этот вопрос может быть получен при изучении
животных, филогенетически далеких от позво-
ночных и не имеющих настоящих тканей. Учиты-
вая, что в ходе реагрегации клеток губок наблюда-
ются трансдифференцировки клеток (Lavrov
2016, 2020; Ereskovsky 2018, 2021), мы рассчитыва-
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Таблица 1. Влияние NaBu и VPA на клетки в культуре

Клеточная линия, 
организм Концентрация Наблюдаемые эффекты Литературный 

источник

NaBu CHO, клетки яичника 
китайского хомячка

1 мМ и выше, сила 
эффекта зависит от 
концентрации

Гиперацетилирование гистонов 
H2B, H3, H4. Снижается способ-
ность клеток переходить из G1
в S фазу

D’Anna et al., 1980

MCF7 и MCF7-A (устой-
чивая к адриамицину), 
инвазивная аденокарци-
номы протоков молоч-
ной железы человека

1 мМ Остановка клеточного цикла
в G1 фазе

Fagot et al., 1994

KB-3-1 и KB-A (устойчи-
вая к адриамицину), рак 
эпиталеальной ткани 
человека

2 мМ
3 мМ

Остановка клеточного цикла в G1 и 
G2/M фазе
Временное снижение экспрессии 
гена c-myc

Fagot et al., 1994

IMR90, фибробласты 
человека

0.5 мМ Гиперацетилирование H3K9 
гистона H3, усиление ДНК демети-
лирования. Повышение эффектив-
ности получения индуцированных 
плюрипотентных клеток с исполь-
зованием ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и 
c-Myc, повышение экспрессии 
генов, связанных с плюрипотен-
цией (DPPA2, DPPA3, DPPA4, 
DPPA5, и NANOG)

Mali et al., 2010

MEF, эмбриональные 
мышиные фибробласты

0.25–1 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и c-Myc

Liang et al., 2010

HFF, фибробласты чело-
века

0.5 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и c-Myc. 
Повышение стабильности и повы-
шение экспрессии микро-РНК 
miR302/367 кластера

Zhang, Wu, 2013

MEF, эмбриональные 
мышиные фибробласты

1 мМ Спонтанная конверсия преиндуци-
рованных стволовых плюрипотент-
ных клеток (pre-iPSCs) в iPSCs, 
повышение экспрессии в pre-iPSCs 
клетках p15, p21, p53, Nanog, Sox2, 
Oct4, Klf4, c-Myc

Kang et al., 2014

MAC-T, бычьи эпители-
альные клетки молочной 
железы

От 0 до 5 мМ Гиперацетилирование H3K9/14, 
H3K18 и H3K27 гистона H3; селек-
тивное ингибирование HDAC2, 3
и 8 (при концентрации выше 1 мМ)

Silva et al., 2018
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ли приблизиться к ответу на данный вопрос за
счет экспериментов на реагрегирующих клетках
H. dujardinii.

Целью настоящей работы было описание деаце-
тилаз гистонов морской губки H. dujardinii из класса

Demospongiae и исследование их экспрессии в ходе
реагрегации диссоциированных клеток. Основным
экспериментальным подходом являлось изучение
реагрегации клеток губок в условиях подавления
активности HDACs ингибиторами NaBu и VPA.

VPA IMR90, фибробласты 
человека

1 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и c-Myc. Повы-
шение экспрессии генов, связанных 
с плюрипотенцией (DPPA2, DPPA3, 
DPPA4, DPPA5, и NANOG). Эффект 
слабее, чем в случае NaBu

Mali et al., 2010

MEF, эмбриональные 
мышиные фибробласты

2 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
4 ТФ (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) 
или 3 ТФ (Oct4, Sox2, Klf4)

Huangfu et al., 
2008

HeLa, раковая опухоль 
шейки матки человека

От 0 до 5 мМ Ингибирование деацетилазы 
HDAC1 (сила эффекта зависит от 
концентрации)

Phiel et al., 2001

Эмбрионы шпорцевой 
лягушки

5 мМ Тератогенный эффект (уменьше-
ние размеров и нарушение развития 
эмбриона)

Neuro2A, мышиная 
нейробластома

0, 2, 5 мМ Активирует транскрипцию с раз-
личных промоторов при концентра-
ции выше 2 мМ

293T, эмбриональные 
почечные клетки 
человека

От 0 до 20 мМ Активирует транскрипцию с раз-
личных промоторов при концентра-
ции выше 2мМ

P19, эмбриональная 
карцинома мышей

0.1–1 мМ Индукция дифференциации плю-
рипотентных клеток эмбриональ-
ной мышиной карциномы в 
скелетные миоциты. Активация 
транскрипции, специфичной для 
мышц (Pax3, MYOG и MyoD).

Chen et al., 2013

FNS (культура 328), мозг 
9-недельного эмбриона 
человека

1 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и c-Myc

Medvedev et al., 
2011

Индуцированные плюри-
потентные клетки чело-
века (hiPS)

1 мМ Повышение эффективности диф-
ференциации hiPS в гепатоциты

Kondo et al., 2014

bFFs, фетальные фиброб-
ласты буйвола (Bubalus 
bubalis)

1.5 мМ Повышение эффективности полу-
чения индуцированных плюрипо-
тентных клеток с использованием 
ТФ Oct4, Sox2, Klf4, и c-Myc

Mahapatra et al., 
2017

Клеточная линия, 
организм Концентрация Наблюдаемые эффекты Литературный 

источник

Таблица 1.  Окончание
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы губок

Образцы губок H. dujardinii были собраны в
сублиторальной зоне (0–2 м) в районе Беломор-
ской биологической станции МГУ. Сборы губок
осуществлялись в январе и ноябре. Ранее уста-
новлено, что на разных стадиях жизненного цик-
ла процесс реагрегации клеток губки H. dujardinii
имеет сходный паттерн, но отличается по темпам
реагрегации (Lavrov et al., 2020). Температура во-
ды в районе сбора в январе составляла 0–2°С, а в
ноябре 5–6°С. Губок собирали с субстратом (во-
дорослями) для сохранения микроокружения по
7–8 особей в 5 л аквариумах с природной мор-
ской водой, которые помещали в термобоксы с
контролем температуры 1–4°С зимой и 5–8°C
осенью и транспортировали в ИБР РАН. До экспе-
риментов губки содержались на субстрате в 5 л
аквариумах с природной морской водой при
температуре 4–5°С зимой и 8–10°С осенью. Пери-
од адаптации составлял не более 5 дней до начала
эксперимента (Finoshin et al., 2020). Перед экспе-
риментом у губок выявляли функциональную це-
лостность водоносной системы по наличию
фильтрации воды через оскулюмы и очищали от
сопутствующих беспозвоночных.

Эксперимент по диссоциации и реагрегации губки

Губок снимали с субстрата индивидуально, из-
мельчали с помощью стерильных одноразовых
микроскальпелей на приблизительно одинако-
вые части размером 2 × 2 × 2 мм в стерильной
чашке Петри в морской воде, фильтрованной че-
рез фильтр 0.22 мкм (Merck Millipore, США), и
диссоциировали с помощью пипетки со стериль-
ным наконечником на 1000 мкл, как было описа-
но ранее (Finoshin et al., 2020). Полученная сус-
пензия была профильтрована через стерильное
сито с диаметром поры 40 мкм (Life Sciences,
США). Клеточную суспензию центрифугировали
5 мин при 300 g. Клетки анализировали сразу по-
сле диссоциации. Были подсчитаны количество и
процент живых клеток (обычно более 96–98%) в
10 мкл суспензии, смешанной с 10 мкл 0.4% три-
панового синего с помощью стандартного гемо-
цитометра. Из части клеточной суспензии ин-
тактной губки выделяли РНК (см ниже). Другую
часть клеточной суспензии в концентрации 1 ×
× 107 кл/мл высевали по 2 мл в лунки 6-луночного
планшета и инкубировали 24 ч при температуре
5°С зимой и 10°С осенью для получения агрега-
тов, после чего их собирали в пробирки и выделя-
ли РНК (Finoshin et al., 2020).

Реагрегация в условиях воздействия
ингибиторов HDACs

Эксперименты по влиянию ингибиторов на
процесс реагрегации проводили с губками, со-
бранными осенью. Исследовали начальную ста-
дию реагрегации и стадию образования первичных
примморфов. Появление первичных клеточных
агрегатов неправильной формы регистрировали
через 1 ч, а многоклеточных агрегатов через 5–7 ч
после диссоциации губок в соответствии с ранее
опубликованными данными (Lavrov, Kosevich,
2014; Lavrov et al., 2020). Для регистрации первич-
ных агрегатов фотосъемку проводили через 2 ч, а
для первичных примморфов – через 20 и 24 ч по-
сле диссоциации клеток тела губки. Процесс реа-
грегации проводили в культуральных 4-луночных
флаконах (SPL LifeSciences, Корея). В клеточную
суспензию (объем 2 мл) добавляли бутират на-
трия, NaBu (до концентрации 0.5 и 2.5 мМ) или
натриевую соль вальпроевой кислоты, VPA (до
концентрации 2 и 8 мМ). В контрольную лунку
добавляли соответствующее количество филь-
трованной морской воды. Клетки инкубировали
при температуре 5–7°С. Оценку морфологиче-
ских параметров отдельных клеток и клеточных
агрегатов проводили в указанные сроки с помощью
световой микроскопии с использованием инверти-
рованного микроскопа Olympus IX51, снабжeнного
14-битной CCD-камерой Olympus XM10 под
управлением лицензионного программного обес-
печения CellSense, и шаттером UniBlitz model D122
под управлением программы Micro-manager.
Суспензии клеток помещали в ячейки SPL Life
Sciences 30104. При съемке применяли сухой фа-
зовоконтрастный объектив LUCPlanFLN 40×.
Для поддержания температурного режима во вре-
мя съемки предметный столик микроскопа охла-
ждали хладогентами и дополнительно использо-
вали систему OkoLab Uno, помещая емкость для
увлажнения подаваемого к клеткам воздуха в лед.
Размер и форму агрегатов анализировали в трех
временных точках – через 2, 20 и 24 ч после дис-
социации губок и инкубации клеток в присут-
ствии NaBu 0.5 мМ, NaBu 2.5 мМ, VPA 2 мМ, VPA
8 мМ и в отсутствие ингибиторов (контроль). Аг-
регаты из 3–5 клеток не учитывались. К мелким
относили агрегаты, хотя бы один линейный про-
мер которых составлял от 20 до 40 мкм, к круп-
ным – от 40 до 70 мкм. Самым большим был агре-
гат размером 70 мкм. Размер и форму агрегатов ана-
лизировали в трех временных точках – через 2, 20 и
24 ч после диссоциации губок и инкубации клеток в
присутствии NaBu 0.5 мМ, NaBu 2.5 мМ, VPA 2 мМ,
VPA 8 мМ и в отсутствие ингибиторов (контроль).
Для каждой из 15 экспериментальных точек были
сделаны по 10 фотографий произвольно выбран-
ных полей зрения, на которых сформированы
4 группы (крупные шаровидные агрегаты, мелкие
шаровидные агрегаты, крупные агрегаты непра-
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вильной формы, мелкие агрегаты неправильной
формы) и подсчитано количество агрегатов в
группе. Для каждой из четырех выборок чисел,
соответствующих количеству клеточных агрега-
тов разной морфологии определяли относитель-
ные значения, выраженные в процентах (абсо-
лютные значения менялись в ходе эксперимента
в сторону уменьшения благодаря постепенной
сборке из мелких агрегатов меньшего количества
более крупных). Статистическую обработку резуль-
татов экспериментов проводили при помощи ли-
цензионного программного обеспечения Origin 6.1.
Суммарное количество всех проанализирован-
ных клеточных агрегатов составило 1517 единиц.
Дисперсионный анализ (One-way ANOVA) с до-
верительным интервалом p = 0.05 показал, что
для каждой экспериментальной точки средние
значения выборок являются достоверно различ-
ными.

Выделение РНК, конструирование библиотек кДНК 
и секвенирование

РНК была выделена с использованием TRI Re-
agent (Molecular Research Center, Inc.), обработана
DNase I (Ambion) и очищена с помощью Ribo-zero
rRNA Removal Kit (Human/Mouse/Rat) (Illumina).
Для одно-концевых прочтений длиной 50 по
мРНК была выделена с помощью NEBNext®
Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (New
England Biolabs) из 300 нг тотальной РНК. Фраг-
менты кДНК для библиотек получали с использо-
ванием NEBNext® Ultra™ II Directional RNA Li-
brary Prep Kit для Illumina® (“New England Bio-
labs”, США), проверяли, используя Agilent 2100
DNA High Sensitivity Kit, и секвенировали на при-
боре Illumina Hiseq2500.

Транскриптомная сборка
и анализ дифференциальной экспрессии

На основе транскриптомной сборки, получен-
ной ранее на базе парно-концевых прочтений
(Finoshin et al., 2020), произведено предсказание
белковых продуктов с помощью TransDecoder
v. 5.5 (Haas et al., 2013). Гомологи HDACs найдены
с помощью программы blastp (Altschul, 1997). Од-
но-концевые прочтения для интактной губки,
диссоциированных клеток и агрегатов были кар-
тированы на транскриптомную сборку с помо-
щью bowtie 2 v. 2.4.1 (Langmead, Salzberg, 2012).
Уровни экспрессии транскриптов были рассчита-
ны с помощью RSEM v. 1.3.3 (Li, Dewey, 2011), по-
сле фильтрации низкоэкспрессирующихся тран-
скриптов они были нормализованы методом
TMM (trimmed mean of M-values, усеченное сред-
нее М-значений – логарфмированных уровней
изменения экспрессии) и переведены в значения
CPM (counts per million, число прочтений, отне-

сенных к данному транскрипту, на миллион про-
чтений) с помощью пакета edgeR v. 3.32 (McCarthy
et al., 2012). Были вычислены логарифмирован-
ные уровни изменения экспрессии в диссоцииро-
ванных и реагрегировавших клетках по отноше-
нию к интактной ткани тела губки, из которой
они были получены. Для каждого транскрипта
был вычислен уровень значимости при модели
отрицательно-биномиального распределения с
факторами сезона и стадии реагрегации, скоррек-
тированный затем методом Бенджамини–Хох-
берга. В качестве порогового уровня FDR (false
discovery rate, доли ложноположительных резуль-
татов) использован уровень 0.01. Ген считался
дифференциально экспрессирующимся, если на-
блюдался хотя бы один случай достоверно изме-
няющейся экспрессии в процессе реагрегации.
Полученные данные визуализированы с помощью
пакета ComplexHeatmap v. 2.6.2 (Gu et al., 2016).

Филогенетический анализ деацетилаз
гистонов классов I и II

Гомологи HDAC для выборки эукариотиче-
ских организмов определяли при помощи класте-
ризации протеомов с программой OrthoFinder
(Emms, Kelly, 2015). Для кластеризации использо-
вали геномные данные из баз данных NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), UniProt (https://
www.uniprot.org/), а также Mnemiopsis Genome
Project Portal (https://research.nhgri.nih.gov/mne-
miopsis/) и Multicellgenome Lab (https://multi-
cellgenome.com). Гомологи HDAC в геномных и
транскриптомных данных губок Oscarella pearsei
(https://f igshare.com/articles/dataset/Oscarel-
la_pearsei_assemblies/7107638/1) и Sycon ciliatum
(http://www.compagen.org/datasets.html) искали
программой BLASTp (Altschul, 1997). Последова-
тельности из ортогрупп, соответствующих деаце-
тилазам классов I и II, выравнивали программой
MAFFT (Katoh, Standley, 2013) в режиме L-INS-i.
При подготовке выравниваний для филогенетиче-
ского анализа, их инспектировали вручную и об-
рабатывали методом gappyout программы trimAl
(Capella-Gutierrez et al., 2009), с целью удаления
сомнительных и разрозненных участков выравни-
вания. Филогенетический анализ проводили ме-
тодом максимального правдоподобия, реализо-
ванного в программе IQ-TREE (Minh et al., 2020).
Модели эволюции для реконструкции деревьев
были выбраны на основе автоматического поиска
с ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Ста-
тистическая поддержка узлов деревьев была рас-
считана методом бутстрэпа с 1000 реплик. Визуа-
лизацию консенсусных деревьев проводили при
помощи программы MEGA (Kumar et al., 2018).
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Аннотация Zn2+-зависимых HDACs губки
H. dujardinii

На основе транскриптомных сборок для H. dujar-
dinii, описанных нами ранее (NCBI, PRJNA594150),
были идентифицированы представителей всех
классов Zn2+-зависимых HDACs характерных для
животных (табл. 2). Гистоновые деацетилазы
класса I представлены у H. dujardinii тремя гена-
ми, которые соответствуют ортологам HDAC1/2,
HDAC3 и, предположительно, HDAC8 человека
(рис. 1). Деацетилазы класса II представлены у
H. dujardinii двумя генами, группирующимися с
HDAC6/10 и HDAC4/5/7/9 животных (рис. 2).
Состав Zn2+-зависимых деацетилаз у H. dujardinii
соответствует ожидаемому предковому состоя-
нию для животных – сходный состав деацетилаз

также найден у губок Amphimedon queenslandica и
Sycon ciliatum и представителей другой базальной
ветви животных, гребневика Mnemiopsis leidyi. Ду-
пликации, приведшие к обособлению HDAC6 и
HDAC10, а также появлению дополнительных
представителей группы HDAC4/5/7/9, возника-
ют позже в эволюции животных. Так, обособлен-
ные HDAC6 и HDAC10 встречаются только у би-
латерально-симметричных животных. Дополни-
тельный каталитический домен, характерный для
деацетилаз HDAC6 и HDAC10 билатерий, отсут-
ствует у H. dujardinii и других ранних представи-
телей животных (рис. 3а), что указывает на бо-
лее позднее возникновение второго домена у
HDAC6/10 путем дупликации. Также, как и у
млекопитающих, у губок на C конце HDAC6 при-
сутствует убиквитин-связывающий домен (рис. 3б).
Таким образом, как и ожидалось, мы обнаружи-

Таблица 2. Zn2+-зависимые гистоновые деацетилазы (HDACs) губок H. dujardinii и A. queenslandica. Указаны
идентификационные номера в базе NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Класс Название Локализация
у человека H. dujardinii

A. queenslandica
(идентичность

в % с а.к. 
последовательностью 

H. dujardinii)

H. sapiens
(идентичность

в % с а.к. 
последовательностью 

H. dujardinii)

I
(гомологи RPD3 
дрожжей)

HDAC1 Ядро BankIt2388591 
Seq1 MW057352

XP_003385311.1 (76%) NP_004955.2 (78%)

HDAC2 Ядро NP_001518.3 (75%)

HDAC3 Ядро BankIt2388591 
Seq5 MW057356

XP_019850949.1 (81%) NP_003874.2 (71%)

HDAC8 Ядро BankIt2388591 
Seq6 MW057357

XP_003384638.1 (46%) NP_060956.1 (48%)

IIa
(гомологи HDA1 
дрожжей)

HDAC4 Ядро/
цитоплазма

BankIt2388591 
Seq4 MW057355

XP_011403467.2 (58%) AAD29046.1 (53%)

HDAC5 Ядро/
цитоплазма

AAD29047.1 (53%)

HDAC7 Ядро/
цитоплазма

AAF63491.1 (51%)

HDAC9 Ядро/
цитоплазма

AAO27363.1 (51%)

IIb
(несут два катали-
тических сайта)

HDAC6 Цитоплазма BankIt2388591 
Seq2 MW057353

XP_003382755.1 (45%) AAH13737.1 (49%)

HDAC10 Цитоплазма AAS48345.1 (38%)

IV
(имеют участки 
гомологии с клас-
сами I и II)

HDAC11 Ядро/
цитоплазма

BankIt2388591 
Seq3 MW057354

XP_003389345.2 (67%) NP_079103.2 (60%)
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ли у H. dujardinii HDAC1/2 (HDAC1), HDAC3,
HDAC8 (класс I); HDAC4/5/7/9 (HDAC4),
HDAC6/10 (HDAC6) (класс II); HDAC11 (класс IV).
Из всех HDACs H. dujardinii, представители пер-
вого класса, HDAC1 и HDAC3, имеют наиболь-
шее сходство с белками человека (табл. 2), а
HDAC6 и 8 – наименьшее сходство.

Дифференциальная экспрессия генов HDACs
в процессе реагрегации

Для того, чтобы охарактеризовать экспрессию
HDACs в ходе реагрегации, мы сравнили методом
RNA-seq уровень их экспрессии в интактных губ-

ках, клеточной суспензии и агрегатах. Экспери-
мент по реагрегации был проведен в лабораторных
условиях, как описано в Материалах и методах. В
ходе агрегации наблюдался достаточно высокий
уровень экспрессии всех деацетилаз, кроме
HDAC8 (табл. 3, рис. 4), самый высокий уровень
экспрессии был у HDAC1. Экспрессия HDAC4 в
ходе агрегации не изменялась, все остальные ги-
стоновые деацетилазы экспрессировались диф-
ференциально. Так, образование агрегатов со-
провождалось увеличением экспрессии HDAC1 и
6 и уменьшением экспрессии HDAC3, 8 и 11. Не-
смотря на некоторые различия в среднем уровне
экспрессии в интактных губках, собранных осе-

Рис. 1. Филогенетическое дерево деацетилаз гистонов класса I. Дерево реконструировано методом максимального
правдоподобия с программой IQ-TREE; для реконструкции была использована модель эволюции LG + I + G4, вы-
бранная при помощи ModelFinder как наиболее подходящая; цифры на ветвях дерева соответствуют значениям под-
держки в процентах, рассчитанным методом бутстрэпа с 1000 реплик. На дереве выделены последовательности HDAC
из H. dujardinii, а также отмечены и названы группы HDAC животных, соответствующие ортологам из Homo sapiens.
Последовательность H. dujardinii MW057357 группируется вместе с дивергентными представителями деацетилаз клас-
са I, в числе которых HDAC8 из H. sapiens, и, вероятно, является ортологом HDAC8, однако данная группа не отмечена
на дереве, так как последовательности из животных не образуют монофилетическую группу, кластеризуясь с деацети-
лазами из грибов, включая Hos1 дрожжей.

HDAC 1/2

HDAC 3

Aplysia californica  XP_005100474.1
Drosophila melanogaster  NP_647918.2
Hydra vulgaris  XP_012557525.1, XP_012560010.1

Homo sapiens  Q13547 HDAC1
Homo sapiens  Q92769  HDAC2

Oscarella pearsei  m.219094
Sycon ciliatum  scpid36973

Mnemiopsis leidyi  ML00527a
Amphimedon queenslandica  XP_003385311.1

Halisarca dujardini  MW057352
Capsaspora owczarzaki  XP_004346729.1

Creolimax fragrantissima  CFRG2342T1
Creolimax fragrantissima  CFRG8140T1

Arabidopsis thaliana  NP_195526.1 HDA1
Arabidopsis thaliana  NP_198410.1 HDA7

Arabidopsis thaliana  NP_201116.1 HDA6
Salpingoeca rosetta  XP_004997885.1

Spizellomyces punctatus  KND04954.1
Spizellomyces punctatus  KND02578.1

Dictyostelium discoideum  XP_647498.1
Thecamonas trahens  XP_013758604.1

Saccharomyces cerevisiae  NP_014069.1 RPD3
Arabidopsis thaliana  NP_190054.2 HDA9

Thecamonas trahens  XP_013753511.1
Dictyostelium discoideum  XP_646719.1

Salpingoeca rosetta  XP_004989662.1
Capsaspora owczarzaki  XP_004343197.1

Creolimax fragrantissima  CFRG6046T1
Mnemiopsis leidyi  ML003214a

Oscarella pearsei  Osc_g5993.t1
Sycon ciliatum  scpid60943

Amphimedon queenslandica  XP_019850949.1
Halisarca dujardini  MW057356

Homo sapiens  O15379 HDAC3
Hydra vulgaris  XP_002162003.2

Aplysia californica  XP_005091875.1
Drosophila melanogaster  NP_651978.2
Saccharomyces cerevisiae  NP_011321.1 Hos2

Spizellomyces punctatus  KND01146.1
Halisarca dujardini  MW057357

Amphimedon queenslandica  XP_003384638.1
Hydra vulgaris  XP_002164615.1

Homo sapiens  Q9BY41 HDAC8
Capsaspora owczarzaki  XP_004348213.1

Aplysia californica  XP_005095559.1
Creolimax fragrantissima  CFRG6284T1

Sycon ciliatum  scpid65704
Spizellomyces punctatus  KNC96647.1

Saccharomyces cerevisiae  NP_015393.1 Hos1
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нью и зимой, для этих деацетидаз наблюдались
сходные изменения в процессе реагрегации. Из-
менение экспрессии деацетилаз в ходе реагрега-
ции свидетельствует о возможном их участии в
регуляции этого процесса.

Влияние ингибиторов HDACs NaBu и VPA
на процесс реагрегации

Нами были проведены опыты по реагрегации
клеток губки после механической диссоциации
ее тела на отдельные клетки в присутствии инги-
биторов HDACs – NaBu и VPA. Ингибиторы NaBu и

VPA селективно действуют на HDACs класса I, по-
этому из двух деацетилаз этого класса, показываю-
щих высокую экспрессию в агрегатах (HDAC1 и 6,
рис. 4), они могут ингибировать только HDAC1
(Matsuyama, 2002). Выбор концентраций ингиби-
торов осуществляли на основе данных литерату-
ры (табл. 1) и предварительных экспериментов.
Известно, что 0.5 мМ NaB и 2 мМ VPA не оказы-
вают выраженного токсического эффекта на
клетки. Эти концентрации ингибиторов были ис-
пользованы как начальные. Губки механически
диссоциировали (рис. 5а) и инкубировали в при-
сутствии ингибиторов или без таковых (рис. 6).

Рис. 2. Филогенетическое дерево деацетилаз гистонов класса II. Дерево реконструировано методом максимального
правдоподобия с программой IQ-TREE; для реконструкции была использована модель эволюции LG + R5, выбранная
при помощи ModelFinder как наиболее подходящая; цифры на ветвях дерева соответствуют значениям поддержки в
процентах, рассчитанным методом бутстрэпа с 1000 реплик. На дереве выделены последовательности HDAC из H. du-
jardinii, а также отмечены и названы группы HDAC животных, соответствующие ортологам из Homo sapiens. Деацети-
лазы животных HDAC 6/10 с двумя каталитическими доменами были разделены на N-терминальный (N-term) и C-тер-
минальный (C-term) домены; высоко дивергентный C-терминальный домен HDAC10 из H. sapiens и Aplysia californica
был исключен из анализа.

Homo sapiens  Q9UQL6 HDAC5
Homo sapiens  Q9UKV0 HDAC9

Homo sapiens  P56524 HDAC4
Homo sapiens  Q8WUI4 HDAC7
Aplysia californica  XP_012935632.1
Drosophila melanogaster  NP_001259507.1

Hydra vulgaris  XP_012563530.1
Sycon ciliatum  scpid73915

Mnemiopsis leidyi  ML02442a
Oscarella pearsei  m.25134
Amphimedon queenslandica  XP_019851050.1

Halisarca dujardini  MW057355
Salpingoeca rosetta  XP_004987917.1

Creolimax fragrantissima  CFRG5072T1
Capsaspora owczarzaki  XP_004347039.1

Creolimax fragrantissima  CFRG1953T1
Creolimax fragrantissima  CFRG3468T1

Arabidopsis thaliana  NP_850609.2 HDA15
Spizellomyces punctatus  KND01266.1

Saccharomyces cerevisiae  NP_014377.1 HDA1
Arabidopsis thaliana  NP_200914.2 HDA5

Arabidopsis thaliana  NP_200915.2 HDA18
Thecamonas trahens  XP_013760013.1

Thecamonas trahens  XP_013761868.1
Thecamonas trahens  XP_013753622.1

Halisarca dujardini  MW057353
Mnemiopsis leidyi  ML078942a

Oscarella pearsei  Osc_g5639.t1
Amphimedon queenslandica  XP_003382755.1
Aplysia californica  XP_005098693.2 C-term

Hydra vulgaris  XP_002164574.2
Sycon ciliatum  scpid48891

Drosophila melanogaster  NP_001259569.1 C-term
Homo sapiens  Q9UBN7 HDAC6 C-term

Homo sapiens  Q9UBN7 HDAC6 N-term
Homo sapiens  Q969S8 HDAC10 N-term

Aplysia californica  XP_005097878.1 N-term
Drosophila melanogaster  NP_001259569.1 N-term

Aplysia californica  XP_005098693.2 N-term
Hydra vulgaris  XP_002162568.2

Arabidopsis thaliana  NP_567921.1 HDA14
Dictyostelium discoideum  XP_641298.1

Dictyostelium discoideum  XP_641762.1
Spizellomyces punctatus  KNC96405.1

Thecamonas trahens  XP_013758153.1
Creolimax fragrantissima  CFRG6649T1

Arabidopsis thaliana  NP_563817.1 HDA8
Salpingoeca rosetta  XP_004994549.1

Capsaspora owczarzaki  XP_011270701.1
Spizellomyces punctatus  KNC96500.1
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Через 2 ч после получения суспензии во всех об-
разцах наблюдали слипание клеток и образование
преимущественно мелких агрегатов (20–40 мкм),
неправильной формы (рис. 5в) и некоторого ко-
личества мелких агрегатов правильной формы
(рис. 5б), что соответствует начальной стадии ре-
агрегации. В дальнейшем появлялись крупные
агрегаты (40–70 мкм) неправильной (рис. 5д) и
правильной шаровидной формы (рис. 5г). Через
20 ч после диссоциации стали очевидны различия
между контрольными и опытными образцами в
количестве крупных агрегатов шаровидной фор-
мы – в опытных образцах в присутствии 2.5 мМ
NaBu и 8 мМ VPA их относительное количество
было значительно снижено по сравнению с кон-
трольными образцами (рис. 6). Этот эффект был
более выражен после 24 ч инкубации – пробы с
ингибиторами отличались от контрольных низ-

ким относительным количеством агрегатов пра-
вильной шарообразной формы (рис. 6). При этом
ингибитор VPA в концентрации 8 мМ оказывал
более сильное ингибирующее действие на продук-
цию крупных правильных агрегатов, чем NaBu в
концентрации 2.5 мМ (рис. 6). Таким образом,
эффект ингибиторов заключался в уменьшении
эффективности образования крупных агрегатов
правильной формы. Оба ингибитора HDACs за-
медляли и, очевидно, нарушали процесс реагре-
гации.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что у гу-
бок H. dujardinii, A. quuenslandica и Sycon ciliatum
система деацетилирования белков сложно устро-
ена: у них имеются представители всех классов

Рис. 3. (а) Структура белка HDAC6 у губок (H. dujardinii и A. queenslandica) и человека. Показаны консервативные ами-
нокислоты для HDAC6-dom1 и HDAC6-dom2 доменов. (б) Убиквитин-связывающий домен (ZnF-UBP). Черным цве-
том показаны консервативные аминокислоты.

AAD29048.1

H. sapiens

HDAC-dom1
HH GY

HDAC-dom2

(�)

(�)

ZnF-UBP

Mw057353
��_003382755.1

AAD29048.1
Mw057353
��_003382755.1

�. dujardini
A. queenslandica

H. sapiens
�. dujardini
A. queenslandica

DH D G

HH GF DH D G

HH GF DH D G

HH GF DH D G

Таблица 3. Уровень экспрессии в интактных губках (тк), клеточной суспензии (кл) и агрегатах (аг), рассчитан-
ный в CPM (число прочтений, отнесенных к данному транскрипту, на миллион прочтений) после нормализации
методом TMM (усеченное среднее М-значений); логарифмированные уровни изменения экспрессии (log fold
change) в диссоциированных клетках и агрегатах по отношению к интактной ткани (кл-тк и аг-тк); уровень зна-
чимости P; скоректированные уровни значимости FDR (false discovery rate, доля ложноположительных резуль-
татов)

Наз-
вание

Уровень экспрессии, зима Уровень экспрессии, осень
log fold 
change, 

зима

log fold 
change, 
осень P FDR

тк1 тк2 тк3 кл1 кл2 кл3 аг1 аг2 аг3 тк1 тк2 кл1 кл2 аг1 аг2 кл-тк аг-тк кл-тк аг-тк

HDAC1 40.42 38.43 39.91 49.09 49.97 49.73 144.72 87.82 106.26 72.92 72.20 47.20 45.03 104.63 103.57 0.32 1.51 –0.65 0.52 0.00010 0.00113

HDAC3 17.33 15.44 15.79 15.68 17.61 16.32 4.99 7.12 4.57 31.44 28.94 27.96 28.24 15.72 16.22 0.03 –1.52 –0.10 –0.91 0.00002 0.00033

HDAC4 11.13 12.51 12.24 22.43 23.53 24.07 8.02 9.91 7.90 25.44 26.84 27.20 26.36 39.87 36.32 0.96 –0.47 0.03 0.54 0.05862 0.13030

HDAC6 33.18 26.61 31.62 24.50 25.63 25.00 46.93 56.49 65.50 35.90 41.92 24.59 24.33 128.15 125.83 –0.28 0.88 –0.67 1.70 0.00001 0.00015

HDAC8 4.92 4.71 4.99 4.09 3.41 3.72 2.40 1.21 1.98 5.89 4.94 7.26 7.68 1.21 1.23 –0.37 –1.34 0.46 –2.07 0.00029 0.00257

HDAC11 24.96 18.71 21.86 16.81 18.13 21.68 8.10 9.37 10.07 30.61 31.70 17.41 17.84 19.23 18.38 –0.21 –1.24 –0.82 –0.73 0.00119 0.00731
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Zn2+-зависимых деацетилаз гистонов (HDACs),
характерных для животных (табл. 2, рис. 1, 2).
Наибольший уровень экспрессии в теле губки об-
наружен у принадлежащей к классу I деацетилазе
HDAC1. Деацетилазы класса I широко распро-
странены у разных животных. Они экспрессиру-
ются в тканях всех типов и имеют большее значе-
ние для выживания клеток и пролиферации, чем
HDACs других классов (Marks, 2010). HDACs
класса I участвуют в регуляции пролиферации и
дифференцировки клеток в эмбриональном раз-
витии (Choi et al., 2001; Lagger, 2002; Sjoblom et al.,
2006; Wilson et al., 2006; Montgomery et al., 2007;
Bhaskara et al., 2008). Именно деацетилазы класса I
губок, HDAC1 и 3, имеют наибольшее сходство в
аминокислотной последовательности с гомоло-
гичными белками человека, что говорит об эволю-
ционной консервативности их структуры и, веро-
ятно, функции. Модификация “гистоного кода”
за счет активности деацетилаз является ключевым
звеном в эпигенетической регуляции функциони-
рования генома (Wang et al., 2008).

Одна из удобных модельных систем, позволя-
ющая исследовать поведение и процессы де/диф-
ференцировки и трансдифференцировки клеток
у Porifera – формирование агрегатов из диссоци-
ированных клеток губок. Мы использовали эту

модель для оценки дифференциальной экспрес-
сии деацетилаз гистонов в клетках губок в про-
цессах диссоциации и реагрегации. Было обнару-
жено, что экспрессия деацетилаз разных классов
изменяется в ходе реагрегации клеток H. dujardinii
дифференциально – экспрессия HDAC1 и 6 уве-
личивается, а экспрессия HDAC3, 8 и 11 умень-
шается. Эти результаты позволили сделать пред-
положение о том, что деацетилазы гистонов могут
быть вовлечены в регуляцию процесса реагрега-
ции. Для проверки этого предположения были
проведены эксперименты по реагрегации с ис-
пользованием селективных ингибиторов HDACs
I класса.

Мы обнаружили, что селективные ингибито-
ры HDACs I класса нарушают процесс реагрега-
ции клеток H. dujardinii – под их воздействием
уменьшается доля крупных агрегатов (40–70 мкм)
и агрегатов шаровидной формы. Причем этот эф-
фект зависит от дозы ингибитора – с увеличени-
ем его концентрации наблюдаемый эффект уси-
ливался (рис. 5 и 6). Опыты с селективными инги-
биторами показывают важную роль HDACs I класса
для нормального протекания процесса реагрегации.
Поскольку начальные этапы реагрегации клеток
контрольной и опытной групп не отличаются
(рис. 5б, 5в), очевидно, что уменьшение доли

Рис. 4. Анализ дифференциальной экспрессии гистоновых деацетилаз (HDACs) во время диссоциации и реагрегации
губки H. dujardinii. Слева показан средний уровень экспрессии в интактных губках для зимних и осенних образцов,
рассчитанный в CPM (число прочтений, отнесенных к данному транскрипту, на миллион прочтений) после нормали-
зации методом TMM (усеченное среднее М-значений). На тепловой карте справа показаны логарфмированные уровни из-
менения экспрессии (log fold change) в диссоциированных клетках и агрегатах по отношению к интактной ткани и скоррек-
тированные уровни значимости FDR (false discovery rate, доля ложноположительных результатов). * FDR < 0.01.
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крупных агрегатов происходит или вследствие
нарушения слияния мелких клеточных агрегатов,
или за счет нарушения включения свободных
клеток из суспензии. Также возможно, что мел-
кие клеточные агрегаты в опытной и контроль-
ной группе различны по составу морфологиче-
ских типов клеток. Регуляция экспрессии генов в
процессе клеточной дедифференцировки осу-
ществляется с помощью различных механизмов,
среди которых большое значение имеет эпигене-
тическая регуляция (Wang et al., 2008; Smith, Meis-
sner, 2013). Дедифференциация происходит вско-
ре после диссоциации тела губки и во время нее,
когда большинство клеток теряют свои морфоло-
гические признаки, приобретая амебоидный фено-
тип (Lavrov, Kosevich, 2016), а первичные мелкие
агрегаты представляют собой совокупность клеток,
имеющих амебовидную или шаровидную формы
(Lavrov, Kosevich, 2016; Ereskovsky et al., 2021). Мож-
но предположить, что снижение активности деаце-
тилаз может влиять на дедифференцировку клеток
в суспензии или снижать подвижность и адгезив-
ные свойства клеток амебоидного типа, необхо-
димых для установления межклеточных контак-
тов (Inoue et al., 2006; Sacks et al., 2018).

Дифференциальная экспрессия деацетилаз и
нарушения, наблюдаемые при воздействии инги-
биторов, могут также указывать на важную роль
циклов ацетилирования/деацетилирования неги-
стоновых белков в регуляции реагрегации клеток
губок. Такое предположение подтверждается име-
ющейся информацией о роли деацетилаз в моди-
фикации транскрипционных факторов (Marks,
2010).

У интактных губок H. dujardinii ген HDAC6 по-
казал довольно высокий уровень экспрессии, и
его экспрессия повышалась в клеточных агрега-
тах (рис. 3). Возможно, что участие именно этой
деацетилазы – HDAC6 (класс IIb) – в регуляции
реагрегации является важным. Мы показали, что
HDAC6 губок H. dujardinii и А. queenslandica имеет
деацетилазный домен dom2 и на C-конце сайт
связывания убиквитина. Данные литературы гово-
рят о том, что деацетилазный домен dom2 участвует
в деацетилировании тубулина (Matsuyama, 2002;
Haggarty et al., 2003) и HSP90 (Marks, 2010). Сниже-
ние экспрессии HDAC6 приводит к накоплению
этих белков в ацетилированном виде. Ацетилиро-
ванный белок HSP90 теряет функции шаперона,
а его партнеры убиквитинируются и деградируют
(Kawaguchi et al., 2003; Boyault et al., 2006). Не вы-
зывает сомнения важная роль HSP90 в морфоге-
нетических процессах у беспозвоночных, о чем
свидетельствуют данные литературы, показыва-
ющие, что его экспрессия меняется в процессе
развития (Giudice et al., 1999; Bishop et al., 2001;
Bishop, Brandhorst, 2001; Gunter, Degnan, 2007).

Рис. 5. (а) Одиночные клетки, (б–д) – агрегаты: мел-
кие шаровидные (б), мелкие неправильной формы (в),
крупные шаровидные (г) и крупные неправильной
формы (д). Масштабный отрезок 20 мкм.
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Проведенное исследование показало, что систе-
ма деацетилирования лизина в молекулах белка у
губки H. dujardinii имеет общие функциональные
характеристики с таковой у позвоночных животных
(в т.ч. человека). Это эволюционно древний меха-

низм регуляции активности генома. Вопрос о воз-
можном участии деацетилаз, и особенно HDAC6, в
регуляции клеточных процессов, необходимых
для реагрегации клеток губок, заслуживает до-
полнительного изучения. Дальнейшее изучение

Рис. 6. Образование клеточных агрегатов губки в присутствии ингибиторов HDACs.
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деацетилаз и их белков-мишеней у губок и других
беспозвоночных позволит выяснить закономер-
ности эволюции молекулярных механизмов, ре-
гулирующих процессы развития многоклеточных
животных.
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Epigenetic modification of proteins by the lysine acetylation/deacetylation is widely used in eukaryotes. His-
tone deacetylases decrease the acetylation level of chromatin that results in inhibition of gene transcription.
Involvement of the histone deacetylases in regulation of cell proliferation and differentiation, embryogenesis,
tumor induction and progression is well confirmed in the vertebrate species. However, the regulation mech-
anisms associated with the histone deacetylases remain largely unknown in basal Metazoan species. The de-
differentiation and transdifferentiation of sponge cells that accompanied their reaggregation suggests partici-
pation of the histone deacetylases in regulation of the reaggregation process. In this report, we investigated
expression of the histone deacetylases in the sea sponge Halisarca dujardini (Demospongia). All known mem-
bers of the Zn2+-dependent HDACs were identified under analysis of the H. dujardini transcriptomic and
Amphymedon queenslandica (Demospongia) genomic data. The differentiational expression of HDACs was
analyzed in the cell suspension after dissociation of the sponge H. dujardini body and in the cellular aggregates
after reaggregation for 24 hours. The dose-dependent effect of two specific inhibitors of the class I HDACs
(sodium butyrate and valproic acid) on the reaggregation process was determined. The addition of each spe-
cific inhibitor of the class I HDACs into the reaggregation media was resulted in a change of morphology of
cellular aggregates. These data suggest that the involvement of histone deacetylases in regulation of cell trans-
differentiation has been emerged as an evolutionarily ancient mechanism prior the tissue specification pat-
terning.

Keywords: Halisarca dujardinii, Porifera, Demospongia, cell transdifferentiation, cell dissociation, cell reag-
gregation, histone deacetylases, transcriptome
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Формирование глутаматергической системы спинного мозга широко изучается, однако исследова-
ния, посвященные изучению динамики формирования глутаминсинтетаза-содержащих структур,
обеспечивающих защиту нервных клеток эмбрионального спинного мозга от токсического воздей-
ствия глутамата, практически отсутствуют. В настоящей работе изучены локализация, распределе-
ние и морфологические особенности клеток спинного мозга (СМ) крыс, экспрессирующих глута-
минсинтетазу (ГС), в эмбриональном и в раннем постнатальном периоде с применением иммуно-
гистохимических методов. Установлено, что первые клетки, содержащие ГС, идентифицируются в
вентральной части эпендимного слоя формирующегося СМ в период начала глиогенеза – на 15 сут
эмбрионального развития. Через сутки клетки, экспрессирующие фермент, присутствуют также в
мантийном слое СМ. В настоящем исследовании впервые показано, что часть клеток пограничной
шапочки (boundary cap cells), располагающихся в переходной зоне между СМ и периферической
нервной системой, синтезирует глутаминсинтетазу. Настоящее исследование позволило опреде-
лить динамику формирования ГС-содержащих глиальных клеток эмбрионального спинного мозга
и предположить функциональное значение таких клеток в эмбриогенезе.

Ключевые слова: глутаминсинтетаза, спинной мозг, эмбриогенез, клетки пограничной шапочки,
астроциты
DOI: 10.31857/S0475145021050049

ВВЕДЕНИЕ
В спинном мозге основным возбуждающим

нейромедиатором является глутамат (Todd et al.,
2003; Todd, 2010). Известно, что повышенная кон-
центрация внеклеточного глутамата может приве-
сти к эксайтотоксичности и гибели нейронов
(Choi et al., 1987; Danbolt, 2001). Токсическое воз-
действие глутамата отмечено как важный патоге-
нетический фактор при большом количестве ней-
родегенеративных заболеваний (Miguel-Hidalgo
et al., 2010; Bame et al., 2012; Kulijewicz-Nawrot et al.,
2013; Lewerenz, Maher, 2015). Поддержание кон-
центрации внеклеточного глутамата на физиоло-
гическом уровне регулируется клетками нейро-
глии. Показано, что около 80% высвобожденного
из пресинаптического нервного окончания глу-
тамата поглощается глиальными клетками и пре-
вращается в нетоксичную для нейронов аминокис-
лоту глутамин. Для осуществления этого процесса
необходим фермент глутаминсинтетаза (ГС), име-
ющий важное функциональное значение в под-
держании гомеостаза ЦНС. Участвуя не только в
утилизации глутамата, но и в процессах детокси-

кации аммиака, ГС предотвращает чрезмерное
накопление этих веществ в синаптических обла-
стях и тем самым блокирует нейротоксичность.
Снижение активности и уровня ГС выявлено при
различных патологических изменениях в головном
и спинном мозге (Jayakumar, Norenberg, 2016).

В современных исследованиях, посвященных
формированию глутаматергической нервной пе-
редачи в период эмбриогенеза, установлено, что
рецепторы глутамата присутствуют в спинном
мозге мышей на достаточно ранних сроках прена-
тального развития (ЭД12.5) (Myers et al., 2005),
что соответствует примерно 14 сут развития у
крыс (Ross et al., 2015). Показано, что в этот же
срок глутаматергическая синаптическая система
начинает функционировать (Czarnecki et al., 2014).
Что касается появления в эмбриогенезе ГС-со-
держащих клеток, которые должны обеспечивать
утилизацию внеклеточного глутамата, в литера-
туре встречаются лишь отдельные работы, кото-
рые не касаются собственно СМ (Caldani et al.,
1982; Mearow et al., 1989; Tokunaga et al., 2004; Ko-
los, Korzhevskii, 2018). О распределении и локали-
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зации ГС-содержащих клеток в эмбриональной
нервной системе млекопитающих на разных эта-
пах развития почти ничего не известно. При этом
очевидно, что функциональное значение системы
детоксикации глутамата в эмбриональной нервной
системе очень велико. Установлено, что нокаутные
по гену ГС мыши погибают на ранних сроках эм-
брионального развития (ЭД3,5) (He et al., 2007), а
гетерозиготы проявляют повышенную восприим-
чивость к фебрильным судорогам (van Gassen et al.,
2009).

Цель настоящей работы – изучить локализа-
цию и морфологические особенности клеток
спинного мозга крыс, экспрессирующих глута-
минсинтетазу, в эмбриональном и в раннем пост-
натальном периоде с применением иммуногисто-
химических методов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовались эмбрионы крыс Ви-

стар 12–19 сут развития (ЭД12–ЭД19, n = 25), но-
ворожденные крысы (ПД1, n = 5). Животных с да-
тированным сроком беременности получали по
общепринятому методу (Дыбан и др., 1975). Все
манипуляции с животными проводились в соот-
ветствии с “Правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных” и с
соблюдением Европейской конвенции о защите
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях (1986 г.). На-
стоящее исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/19 от
25 апреля 2019). У новорожденных животных и
эмбрионов выделяли фрагменты шейного отдела
СМ (СIII–CV). Полученный материал фиксирова-
ли в растворе цинк-этанол-формальдегида (Kor-
zhevskii et al., 2015) в течение суток, обезвоживали
в спиртах и ксилоле, заливали в парафин. На ро-
тационном микротоме (Rotary 3003 PFM, Герма-
ния) изготавливали срезы толщиной 5 мкм. По-
сле депарафинирования и регидратации получен-
ных срезов проводили иммуноцитохимическое
выявление глутаминсинтетазы. В настоящем ис-
следовании были использованы моноклональные
антитела мыши (клон GS-6, разведение 1 : 400,
Merck Millipore (ранее Chemicon), США) и вто-
ричные реагенты из набора EnVision+ System La-
belled Polymer-HRP Anti-Mouse (Dako, Дания).
Визуализацию прореагировавших антител прово-
дили с применением диаминобензидина (DAB+
Dako, Дания). Препараты заключали в среду Cy-
toseal 60 (Thermo Scientifice, Германия). Исследо-
вание полученных препаратов и их фотографиро-
вание производили при помощи микроскопа Lei-
caDM750 и фотокамеры ICC50 (Leica, Германия).
Анализ и обработку полученных изображений
проводили с использованием программного
обеспечения LAS EZ (Leica, Германия).

Для флуоресцентной микроскопии с целью
выявления ГС-содержащих клеток перед поста-
новкой иммуногистохимической реакции произ-
водили тепловое демаскирование антигена в тече-
ние 25 мин (99.5°С, в пароварке) в предварительно
разогретом до 60°С демаскирующем растворе. В
качестве вторичного реагента применяли биоти-
нилированные антитела против мышиных имму-
ноглобулинов из набора R&D Systems (CTS002,
Сell & Tissue staining kit, R&D Systems, США), а
также конъюгат стрептавидина с флуорохромом
Rhodamine Red-X, (RRX, Jackson ImmunoReas-
erch, США). Для визуализации ядер клеток исполь-
зовали ядерный краситель SYTOX Green (1 : 100)
(Invitrogen, США). Полученные препараты ис-
следовали при помощи конфокального лазерного
микроскопа Zeiss LSM 800 (Zeiss, Германия). Для
возбуждения флуоресценции RRX использовали
лазер с длинной 561 нм, для SYTOX Green – 488 нм.
Полученные изображения анализировали с при-
менением программ Zen-2012 и LSM Image
Browser (Zeiss, Германия).

С целью оценки специфичности иммуноги-
стохимической и иммунофлуоресцентной реак-
ции на глутаминсинтетазу проводили отрица-
тельный и положительный контроль. При иссле-
довании на часть срезов эмбрионального СМ
вместо первичных антител наносили разбавитель
для антител (S0809) (Dako, Дания). В качестве по-
ложительного контроля были использованы аст-
роциты головного и спинного мозга взрослых
животных, фиксированных и обработанных та-
ким же образом, как и исследуемый материал. В
качестве гистологического контроля использова-
лись препараты эмбрионального СМ 12–19-х сут
развития, а также спинного мозга новорожден-
ных животных, окрашенные квасцовым гематок-
силином и толуидиновым синим.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При проведении отрицательного контроля для
иммуногистохимической и иммунофлуоресцент-
ной реакции на глутаминсинтетазу отмечено, что
на срезах эмбрионального СМ отсутствуют клет-
ки и другие структуры, проявляющие иммунопо-
зитивность. Неспецифическое фоновое окраши-
вание и автофлуоресценция тканей отсутствова-
ли. При проведении положительного контроля
иммунопозитивная реакция отмечена в отростча-
тых клетках, имеющих типичные морфологиче-
ские признаки астроцитов. При этом нейроны
спинного и головного мозга взрослых животных
не содержали продукт иммуногистохимической
реакции, что подтверждает высокую специфич-
ность метода выявления фермента. Неспецифи-
цеское окрашивание и автофлуоресценция отсут-
ствовали.
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В ходе настоящего исследования при гистоло-
гическом анализе формирующегося спинного
мозга крысы на разных этапах эмбриогенеза изу-
чали четыре анатомические зоны: крыловидную
(алярную) и базальную пластинки, потолочную и
донную пластинки.

Установлено, что на ЭД12 в формирующемся
спинном мозге ГС-иммунопозитивные клетки
отсутствуют. Начиная с ЭД13, в вентральной ча-
сти СМ эмбрионов крыс идентифицируется тон-
кий слой округлых нейробластов, дающих начало
серому веществу вентральных рогов СМ. На этом
сроке также не было выявлено ГС-иммунопози-
тивных клеток.

На ЭД14 в эмбриональном СМ четко иденти-
фицируются три концентрических зоны: эпен-
димная, мантийная и маргинальная. В области
алярной пластинки формирующегося СМ иден-
тифицируется тонкий слой округлых нейробла-
стов, впоследствии образующих серое вещество
задних рогов СМ. Также в дорзальной части СМ
начинает формироваться зона входа заднего ко-
решка. В вентро-латеральной части мантийного
слоя базальной пластинки идентифицируются
округлые нейробласты, некоторые из которых
имеют отростки, формирующие презумптивные
передние корешки СМ. Клетки эмбрионального
СМ в этот срок не экспрессируют ГС. В непо-
средственной близости к зоне входа дорсального
корешка и в точках выхода вентральных двига-
тельных нервов, формирующегося СМ иденти-
фицируются скопления округлых клеток – кле-

ток пограничной “шапочки” (boundary cap cells,
КПШ). Часть этих клеток экспрессирует ГС
(рис. 1).

На 15 сут развития эпендимный слой с плотно
расположенными клетками расширяется в дор-
зальной части СМ и сокращается в базальных
пластинках. Мантийный слой формирующегося
спинного мозга наиболее развит в вентральной
части. Маргинальная зона СМ представлена тон-
ким слоем по периферии формирующегося СМ.
В мантийном слое базальной пластинки иденти-
фицируются кластеры молодых мотонейронов и
окружающие их вставочные нейробласты. Волок-
на клеток донной пластинки, достигающие ба-
зальной мембраны СМ, формируют презумптив-
ную вентральную срединную борозду. Также в
мантийном слое СМ появляются дорзо-вентраль-
но ориентированные комиссуральные нейробла-
сты. Нами отмечено, что на 15 сут развития ГС
начинает экспрессироваться в телах большого ко-
личества нейроэпителиальных клеток вентраль-
ной части эпендимного слоя, причем в области
донной пластинки такие клетки отсутствуют.
Иммунопозитивные клетки локализуются в обла-
сти вентральных доменов предшественников СМ
(pV0–pV3, pMN) (рис. 2). В ходе настоящего ис-
следования иммунореактивность была отмечена
в отростках клеток эпендимной зоны, проходящих
через мантийный и маргинальный слой и достига-
ющих пиальной поверхности в вентральной части
формирующегося СМ. Иммунореактивность про-

Рис. 1. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 14 сут развития с соответствующими
спинномозговыми ганглиями (а) и глутаминсинтетаза-содержащие клетки пограничной “шапочки” (boundary cap
cells) формирующегося дорзального корешка СМ (б). Стрелки – клетки пограничной “шапочки” (boundary cap cells);
СМГ – спинномозговой ганглий. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу (а, б); подкраска толуиди-
новым синим (б). Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.
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являют также субпиальные ножки радиальной
глии.

На 15 сут развития в непосредственной близо-
сти к зоне входа дорсального корешка и в точках
выхода вентральных двигательных нервов фор-
мирующегося СМ идентифицируются скопления
округлых иммунопозитвных клеток – клеток по-
граничной шапочки.

Формирующийся СМ эмбрионов крыс 16–
17-х суток развития претерпевает изменения:
центральный канал сужается, мантийный слой
алярной пластинки увеличивается в объеме, рас-
ширяется маргинальный слой, эпендимный слой
алярной пластинки сужается. В этот период раз-
вития количество иммунопозитивных клеток в
эпендимном слое увеличивается. Многочислен-
ные ГС-содержащие клетки идентифицируются
в вентральной части эпендимного слоя, отдель-
ные клетки эпендимной зоны в дорзальной ча-
сти СМ также начинают синтезировать фермент.
На ЭД16–ЭД17 в мантийном слое базальной пла-
стинки формирующегося СМ присутствуют не-
многочисленные иммунопозитивные овальные
или веретеновидные клетки, обладающие не-
сколькими отростками с интенсивно окрашен-
ной цитоплазмой. Отростки таких клеток также
содержат фермент. Нами также отмечена внутри-
ядерная локализация глутаминсинтетазы в имму-
нопозитивных клетках эпендимного и мантийного

слоя. В ходе исследования отмечены многочислен-
ные иммунопозитивные отростки, проходящие ра-
диально через мантийный и маргинальный слои
базальной пластинки СМ. Иммунореактивность
проявляют также структуры, расположенные не-
посредственно под оболочками СМ – субпиаль-
ные ножки клеток радиальной глии (рис. 3а).

В этот срок в непосредственной близости к зо-
не входа заднего корешка и зоне выхода аксонов
двигательных нейронов формирующегося СМ
идентифицируются скопления ГС-иммунопози-
тивных округлых клеток (рис. 3б).

К 18 сут развития центральный канал формиру-
ющегося спинного мозга сокращается, эпендим-
ный слой становится узким. Мантийный слой
приобретает конфигурацию серого вещества СМ
взрослых животных. Центральный канал сужает-
ся, расширяется область формирующегося серого
вещества и белого вещества СМ, вентральная и
дорзальная борозды, которые делят белое веще-
ство, углубляются. Маргинальный слой расширя-
ется как в вентральной, так и в дорзальной части
и его форма приобретает сходство с белым веще-
ством СМ взрослых крыс. Иммунореактивность
наблюдается в клетках эпендимного слоя как
вентральной, так и дорзальной части СМ. Однако
отдельные клетки данной зоны не экспрессируют
ГС (рис. 4б). В мантийном слое, преимуществен-
но в вентральной части, выявляется большое ко-

Рис. 2. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки формирующегося шейного отдела спинного мозга эмбриона
крысы 15 сут развития (а) и схема поперечного среза СМ с обозначением общепринятого расположения доменов
предшественников дорзальной (pd1–pd6) и вентральной (pV0–pV3, pMN) части эпендимного слоя спинного мозга
эмбриона крысы (б), генерирующих двигательные нейроны (MН), олигодендроциты (ОЛ), астроциты (А) и различ-
ные группы интернейронов (ИН). 1 – центральный канал, 2 – эпендимный слой, 3 – мантийный слой, 4 – маргиналь-
ный слой, 5 – донная пластинка, 6 – потолочная пластинка, 7 – зона входа заднего корешка. Иммуногистохимическая
реакция на глутаминсинтетазу (а). Масштаб 200 мкм.
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личество иммунопозитивных клеток (рис. 4а).
Это клетки неправильной формы с двумя или бо-
лее отростками. В формирующихся передних ро-
гах СМ выявляется большое количество радиаль-
но ориентированных иммунопозитивных отрост-
ков, проходящих через серое и белое вещество и
достигающих пиальной поверхности. В области
зоны входа заднего корешка, формирующегося
СМ идентифицируются небольшие группы ГС-
иммунопозитивных округлых клеток.

На ЭД19 экспрессия ГС наблюдается в клетках
эпендимного слоя вентральной и дорзальной ча-

сти СМ. Отдельные клетки данной зоны не экс-
прессируют ГС. В мантийном слое вентральной и
дорзальной части СМ присутствует большое ко-
личество отростчатых иммунопозитивных клеток
неправильной формы (рис. 5а). Также в форми-
рующемся СМ выявляется большое количество
радиально ориентированных иммунопозитивных
отростков, проходящих через серое и белое веще-
ство и достигающих пиальной поверхности. Суб-
пиальные ножки астроцитов также содержат ГС
(рис. 5б). В области зоны входа заднего корешка
формирующегося СМ идентифицируются не-

Рис. 3. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 16 сутки развития. (а) – глутаминсинте-
таза-иммунопозитивные клетки формирующегося спинного мозга; (б) – клетки пограничной “шапочки” (boundary
cap cells) формирующегося заднего корешка спинного мозга. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу (а);
иммунофлуоресцентная реакция на глутаминсинтетазу (Rhodamine Red-X – красное окрашивание) с окраской ядер
клеток красителем SYTOX Green (зеленое окрашивание) (б). Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.

(�) (�)

Рис. 4. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 18 сутки развития. Иммуногистохими-
ческая реакция на глутаминсинтетазу. Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 50 мкм.
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Рис. 5. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки в формирующемся СМ крысы на 19 сутки развития: (а) – об-
щий вид, (б) – фрагмент серого и белого вещества передних рогов СМ. Иммунофлуоресцентная реакция на глутамин-
синтетазу (Rhodamine Red-X – красное окрашивание) с окраской ядер клеток красителем SYTOX Green (зеленое окра-
шивание). Конфокальная лазерная микроскопия. Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.

(�) (�)

большие группы ГС-иммунопозитивных округ-
лых клеток.

После рождения (ПД1) конфигурация СМ
приобретает вид СМ взрослых животных. Отчет-
ливо идентифицируются слой эпендимы, серое и
белое вещество, вентральная и дорзальная бороз-
ды, которые делят белое вещество. При проведе-
нии иммуногистохимической реакции на ГС в
сером веществе СМ новорожденных животных
выявляется большое количество звездчатых им-
мунопозитивных клеток (рис. 6а). Отмечено, что
продукт иммуногистохимической реакции лока-
лизуется преимущественно в перинуклеарной ци-
топлазме, часто маскируя ядро. В белом веществе
идентифицируется большое количество иммуно-
позитивных радиально проходящих отростков,
а также немногочисленные иммунопозитивные
овальные и веретеновидные тела иммунопозитив-
ных клеток с двумя, реже несколькими отростками
(рис. 6б). Глутаминсинтетезу содержат также суб-
пиальные ножки астроцитов по периферии спин-
ного мозга. В эпендимном слое ГС-содержащие
клетки отсутствуют. В области зоны входа заднего
корешка, формирующегося СМ идентифициру-
ются небольшие скопления ГС-иммунопозитив-
ных округлых клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам большого числа исследо-

ваний известно, что у взрослых животных высокие
уровни глутаминсинтетазы, превращающей боль-

шую часть глутамата внеклеточного пространства
в глутамин, экспрессируют астроциты. В связи с
этим при исследовании ЦНС взрослых лаборатор-
ных животных и человека глутаминсинтетаза ча-
сто используется как маркер, специфичный для
клеток астроглии (Anlauf, Derouiche, 2013). В на-
стоящее время астроциты считаются основными
глиальными клетками взрослой ЦНС, выполня-
ющими инактивацию свободного глутамата,
предотвращая эксайтотоксичность (Anlauf, Der-
ouiche, 2013; Xin et al., 2019). Несмотря на то, что
присутствие фермента в клетках, отличных от
астроцитов, вызывает споры, недавние исследо-
вания экспрессии ГС во взрослом головном и
спинном мозге показали, что отдельные олиго-
дендроциты, нейроны и микроглиоциты способ-
ны синтезировать ГС в норме и при повреждении
(Liu et al., 2013; Bernstein et al., 2014, 2015; Xin et al.,
2019). Вопрос возможности участия различных
популяций глиальных клеток эмбриональной
ЦНС в детоксикации внеклеточного глутамата и
аммиака остается до настоящего времени не изу-
ченным.

В настоящем исследовании установлено, что
ГС начинает экспрессироваться клетками СМ на
15 сут развития. В этот срок фермент обнаружива-
ется лишь в телах клеток в вентральной части
эпендимной зоны и их длинных отростках, до-
стигающих пиальной поверхности. Таким обра-
зом, иммунопозитивные клетки имеют типичную
морфологию клеток радиальной глии. Присут-
ствие ГС в клетках радиальной глии позволяет
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предположить, что в период миграции нейробла-
стов, до появления астроцитарной глии, радиаль-
ная глия осуществляет защиту клеток от эксайто-
токсических уровней глутамата. Появление в этот
период (ЭД15) иммунопозитивных структур в
субпиальной области – ножек радиальной глии,
свидетельствует о начале формирования барьера
СМ. Присутствие ГС в периваскулярных и субпи-
альных отростках радиальной глии и астроцитов
обеспечивает защиту СМ и уменьшает нейроток-
сичность аммиака, способного свободно прони-
кать через гематоэнцефалический и гематоме-
нингиальный барьер (Suarez et al., 2002; Castegna,
Menga, 2018). Известно, что ионы аммония, цир-
кулирующие по кровеносным сосудам головного
и спинного мозга, а также в спинномозговой
жидкости, поглощаются астроцитами и включа-
ются в амидную группу глутамина. Избыток вы-
деленного астроцитами глутамина может диф-
фундировать из нервной ткани в кровь и церебро-
спинальную жидкость (Ott, Larsen 2004; Cooper,
2012; Hawkins, Vina, 2016; Devriendt et al., 2019).
Таким образом ГС-содержащие ножки радиаль-
ной глии и астроцитов, как элемент глутамин-
глутаматной транспортной системы барьера СМ,
участвуют в метаболизме азота, защищают от раз-

вития нейротоксичности, предотвращая накоп-
ление глутамата и аммиака.

На ранних этапах эмбриогенеза в нервной
трубке происходит сегментация нейроэпителия
на дискретные домены предшественников раз-
личных групп нейронов и клеток глии. Иденти-
фикация доменов основана на экспрессии опре-
деленного набора транскрипционных факторов,
который определяет дальнейшую судьбу предше-
ственников (Lai et al., 2016; Danesin, Soula, 2017;
Prochazka et al., 2017). В процессе эмбриогенеза
первыми генерируются предшественники нейро-
нов вентральной части СМ. В более позднем эм-
бриональном периоде (примерно ЭД15 у крыс) эти
домены предшественников СМ переключаются на
глиогенез. Нами отмечено, что клетки вентральной
части эпендимного слоя СМ начинают экспресси-
ровать ГС с 15 сут развития. Исследования показа-
ли, что генерация первых предшественников аст-
роцитов в этот период происходит в пределах вен-
тральных доменов pV0, pV1, pV2 и pV3 (Hochstim
et al., 2008; Tien et al., 2012). Предшественники
олигодендроцитов также начинают формироваться
в этот срок из клеток вентральной эпендимной
зоны (домен мотонейронов pMN) (Sun et al., 1998;
Lu et al., 2000). На следующие сутки развития

Рис. 6. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки спинного мозга новорожденной крысы: (а) – общий вид, (б) –
фрагмент серого вещества передних рогов СМ. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу. Масштаб:
(а) – 200 мкм, (б) – 50 мкм.
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(ЭД16), т.е., к концу нейроногенеза в дорзальной
части СМ, некоторые клетки дорзального эпен-
димного слоя в области pd1–pd6 доменов также
начинают синтезировать ГС. Таким образом, по-
явление фермента в клетках вентральной и дор-
зальной части эпендимного слоя коррелирует с
переходом от нейроногенеза к глиогенезу. Одна-
ко период, когда предшественники астоцитов и
олигодендроцитов покидают эпендимную зону
не вполне исследован и не определен (Ohayon et al.,
2016). Нами отмечено появление немногочислен-
ных ГС-экспрессирующих клеток вне эпендимной
зоны, начиная с ЭД16. Можно предположить, что
на этих стадиях предшественники астроцитов
и/или олигодендроцитов начинают мигрировать из
эпендимной зоны и заселяют формирующееся се-
рое вещество СМ. При этом у иммунопозитивных
клеток мантийного слоя не прослеживается связь
с центральным каналом и мягкой мозговой обо-
лочкой. Таким образом, в этот срок ГС синтези-
руют как радиальные глиоциты, так и непосред-
ственные предшественники олигодендроцитов и
астроглии.

В недавних исследованиях высказывается пред-
положение о влиянии ГС на синаптогенез, в осо-
бенности на формировании глутаматергических
синапсов развивающегося головного мозга (Son
et al., 2019). Было показано, что после подавления
активности ГС в период синаптогенеза, у взрослых
животных снижается глутаматергическая нейро-
трансмиссия в области гиппокампа и отмечается
нарушение пространственной памяти (Son et al.,
2019). Вероятно, ГС-содержащие предшествен-
ники астроцитов спинного мозга регулируют си-
наптогенез в период эмбрионального развития.
Данное предположение требует дополнительных
исследований.

Долгое время ГС считалась цитозольным фер-
ментом, однако недавние исследования проде-
монстрировали везикулярное расположение ГС в
астроцитах (Anlauf, Derouiche, 2013). В настоящей
работе нами было отмечено, что, начиная с ЭД16,
в иммунопозиивных клетках эпендимного и ман-
тийного слоя СМ, глутаминсинтетаза присут-
ствует как в цитоплазме, так и в ядре клетки, что
является неизвестной ранее особенностью.

В настоящем исследовании отмечено присут-
ствие групп иммунопозитивных клеток в областях,
прилежащих к зоне входа заднего корешка и к зоне
выхода вентрального корешка, начиная с раннего
эмбрионального периода развития (ЭД14). Эти
области представляют собой особые переходные
зоны, образующие условную границу между ЦНС
и ПНС. Эта пограничная зона образована ножка-
ми радиальной глии и астроцитов (образующих
глиальную пограничную мембрану), мозговыми
оболочками и специализированным внеклеточ-
ным матриксом. Переходные зоны избирательно

проницаемы для аксонов, что обеспечивает связь
между ЦНС и ПНС (Suter, Jaworski, 2019). Зоны
входа и выхода нервных корешков представляют
собой области нервной системы, где клетки ЦНС
и ПНС находятся в непосредственном контакте.
В период эмбрионального развития для переход-
ных зон в области нервных корешков СМ харак-
терно локальное изменение некоторых компо-
нентов барьера и наличие специализированных
клеток – клеток пограничной “шапочки” (bound-
ary cap cells). КПШ являются временной популя-
цией клеток, но продолжительность их существо-
вания в области корешков СМ остается неизвест-
ной. Анализ экспрессии специфических для
КПШ маркеров (Krox20, Prss56, Hey2 и Wif1) по-
казал, что эти клетки впервые идентифицируют-
ся в дорсальной и вентральной части СМ мышей
в период начала вхождения первых сенсорных ак-
сонов спинномозгового ганглия (СМГ) и выхода
двигательных аксонов. Экспрессия этих марке-
ров сохраняется в КПШ мыши до ЭД16.5
(Coulpier et al., 2009; Radomska, Topilko, 2017).
Однако ранние исследования, проведенные с
применением электронной микроскопии, де-
монстрируют, что размер кластеров КПШ
уменьшаются с ЭД17 и далее, а полностью исчеза-
ют они лишь к ПД6 (Golding, Cohen, 1997; Altman,
Bayer, 2001). В настоящем исследовании показа-
но, что КПШ, содержащие ГС, присутствуют в
непосредственной близости к зоне входа заднего
корешка и зоне выхода аксонов двигательных
нейронов, начиная с раннего эмбрионального пе-
риода (ЭД14) до рождения. По-видимому, ГС-со-
держащие КПШ совместно с ГС-иммунопозитив-
ными отростками радиальной глии и астроцитов
(пограничной глиальной мембраной) образуют
двухсторонний барьер на границе ПНС-ЦНС,
препятствующий миграции глиальных предше-
ственников по корешкам в СМ, а также глиаль-
ных предшественников и нейробластов спинного
мозга на периферию. То есть, КПШ предотвра-
щают преждевременное вторжение астроцитов в
зону входа заднего корешка, а астроциты предот-
вращают вход шванновских клеток в ЦНС (Fon-
tenas, Kucenas, 2017). Функциональное значение
экспрессии глутаминсинтетазы клетками погра-
ничной шапочки, образующими барьер в погра-
ничной зоне, требует дополнительного исследо-
вания. Можно предположить, что ГС-содержа-
щие клетки пограничных зон представляют
собой особую популяцию глиальных клеток,
обеспечивающих контроль пограничной зоны,
аналогично ГС-содержащей пограничной гли-
альной мембране. Некоторые исследования, вы-
полненные на культурах, предполагают, что во
время эмбриогенеза глутамат влияет на рост,
ветвление и подвижность растущих аксонов, а
также на синаптогенез, когда аксоны достигают
своих целевых областей (Kreibich et al., 2004). Ав-
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торы выдвигают гипотезу об участии глутамата в
модулировании чувствительности конуса роста
аксонов к различным молекулам, ответственным
за отталкивание растущих аксонов (Kreibich et al.,
2004). Стоит отметить, что сенсорные нейроны
спинномозгового ганглия являются глутаматер-
гическими клетками и двигательные нейроны пе-
редних рогов СМ также способны синтезировать
глутамат (Colombo, Francolini, 2019). В период
ЭД13–ЭД14 растущие аксоны формирующихся
глутаматергических нейронов СМГ направляют-
ся к дорсолатеральной части спинного мозга и
входят в маргинальный слой СМ через зону входа
заднего корешка. Лишь через несколько дней ак-
соны проникают в мантийный слой. Этот “пери-
од ожидания” регулируется репеллентными мо-
лекулами (Masuda et al., 2009). Высвобождение
глутамата из растущих аксонов СМГ, вероятно,
снижает их ответ на молекулы отталкивания. Ре-
гуляцию концентрации глутамата, выделяемого
растущими аксонами в переходных зонах СМ,
могут осуществлять КПШ совместно с погранич-
ной глиальной мембраной. В этот же период рас-
тущие аксоны формирующихся мотонейронов,
способных синтезировать глутамат, формируют
передний корешок и покидают спинной мозг.
Некоторые из вентральных КПШ образуют длин-
ные тонкие цитоплазматические выросты, кото-
рые проникают в эмбриональный СМ, и, охваты-
вая аксоны мотонейронов, направляют их (Ra-
domska, Topilko, 2017). Концентрация же глутамата
во внеклеточном пространстве в области входа
заднего корешка и в области выхода отростков
двигательных нейронов при прохождении аксо-
нами глутаматергических нейробластов погра-
ничной зоны регулируется глутаминсинтетаза-
содержащими КПШ и ножками астроцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе настоящего исследова-

ния получены данные по распределению глута-
минсинтетазы в клетках спинного мозга крыс на
разных сроках эмбрионального и раннего постна-
тального развития. Установлено, что первые глу-
таминсинтетаза-содержащие клетки появляются
в вентральной части эпендимного слоя спинного
мозга крысы на 15 сут эмбрионального развития,
в период начала глиогенеза. На следующие сутки
эмбриогенеза (ЭД16) глутаминсинтетаза-содер-
жащие клетки идентифицируются также в ман-
тийном слое. В этих клетках с помощью двойного
флуоресцентного маркирования и конфокальной
микроскопии выявлена ядерная локализация фер-
мента.

Впервые установлено, что часть клеток погра-
ничной шапочки (boundary cap cells), располага-
ющейся в корешках СМ на границе с ПНС, син-
тезирует глутаминсинтетазу. Отмечено, что такие

клетки присутствуют в области корешков СМ в
период с 14-х сут эмбрионального развития до
рождения. Дальнейшие исследования роли глута-
минсинтетазы в клетках переходных зон спинно-
го мозга могут внести вклад в понимание их
функционирования в период установления свя-
зей между ЦНС и ПНС.
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The formation of the glutamatergic system of the spinal cord is widely studied. However, there are few studies
on the formation of glutamine synthetase-containing structures in the developing spinal cord that protect the
nerve cells from the toxic effects of glutamate. In this work, the localization, distribution and morphology of
the rat spinal cord (SС) cells expressing glutamine synthetase (GS) were studied in the embryonic and early
postnatal periods using immunohistochemical methods. The first cells containing GS were identified in the
ventral part of embryonic spinal cord ependymal layer at the onset of gliogenesis – at day 15 (Е15). One day
later (Е16), cells expressing this enzyme are also present in the mantle layer of the embryonic SC. This study
shows for the first time that some of the boundary cap cells, located in the transition zone between the SC
and the peripheral nervous system, contain glutamine synthetase. The present study made it possible to de-
termine the dynamics of the embryonic spinal cord GS-containing cells formation and to suggest the func-
tional significance of such cells in embryogenesis.
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