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Идея матричного принципа воспроизведения наследственных молекул “Omnis molecula ex molecula” –
“Каждая молекула от молекулы” – одно из наиболее значимых научных предсказаний Н.К. Коль-
цова. Эта идея практически не нашла поддержки и понимания у современников, что связано, веро-
ятно, с бытовавшим тогда представлением о белковой природе наследственных молекул. Последу-
ющее развитие молекулярной генетики, открытие ДНК и построение модели двойной спирали
ДНК подтвердило матричный принцип воспроизведения наследственных молекул.

Ключевые слова: матричный принцип, репликация, наследственность, ДНК, Кольцов
DOI: 10.31857/S0475145022010062

Выдающийся биолог, основоположник экспе-
риментальной биологии в России – Николай
Константинович Кольцов был автором идей и на-
учных предсказаний, преобразивших впослед-
ствии облик мировой науки. Ему принадлежат, в
частности, идеи экспериментального получения
мутаций (радиационного и химического мутаге-
неза) и полиплоидных организмов, искусствен-
ного партеногенеза и экспериментального воз-
действия на другие фундаментальные процессы.

Среди идей и предсказаний Н.К. Кольцова
матричная гипотеза воспроизведения наслед-
ственных молекул занимает особое место. Про-
блемы идентификации, строения и функциони-
рования молекул – носителей наследственности
всегда были центральными для биологии. Однако в
начале ХХ века об этих молекулах было известно
ничтожно мало. Уже использовался термин “ген”,
но неизвестным оставался тип макромолекул – но-
сителей наследственной информации. Кольцов
первым в цикле работ предложил оригинальную
идею воспроизведения молекул наследственно-
сти, в основе которой лежал матричный принцип
(Кольцов, 1928a, 1928б, 1929, 1935; Koltsoff, 1928,
1935, 1939). Очевидно эта идея опередила свое
время и не нашла понимания у современников,
однако последующее развитие мировой науки
подтвердило правильность этого предсказания
(см. Полынин, 1969; Винберг, 1972; Рапопорт, 1972;
Астауров, Рокицкий, 1975; Portugal, Cohen, 1977;
Тимофеев-Ресовский, 1993, 2009; Babkov, 2002;
Медников, 2005; Озернюк, 2006, 2007, 2012; Mor-

ange, 2011, 2020; Раменский, 2012; Shestakov, Oz-
ernyuk, 2013; Timofeeff-Ressovsky, 2016; Inge-Vech-
tomov, 2016).

В основе матричной гипотезы лежит сформу-
лированный Н.К. Кольцовым новый принцип:
“Каждая молекула от молекулы” – “Omnis molec-
ula ex molecula”, дополнивший уже существую-
щие общебиологические принципы “Omnis cellu-
la ex cellula” и “Omnis nucleus ex nucleo”, которые
вскрывают сущность процессов жизнедеятельно-
сти на разных уровнях организации. Идея Коль-
цова существенно расширила палитру фундамен-
тальных закономерностей процессов жизнедея-
тельности.

Впервые матричный принцип воспроизведе-
ния молекул наследственности был изложен
Н.К. Кольцовым в 1927 г. на III-м Всесоюзном
совещании зоологов, анатомов и гистологов в Ле-
нинграде в докладе “Физико-химические основы
морфологии”. Были сформулированы два крае-
угольных положения: 1) в качестве матрицы, на
которой строится ген будущего поколения, ис-
пользуется ген предыдущего поколения, 2) для
начала матричного синтеза необходима затрав-
ка. Удивительно, но именно эти идеи впослед-
ствии получили подтверждение. В этой же рабо-
те Н.К. Кольцов впервые рассматривает хромо-
сому, состоящую из генов. Однако гипотезу
Кольцова участники Совещания в Ленинграде не
смогли понять, по-видимому, в силу ее сложно-
сти. Более того, И.И. Презент, соратник Т.Д. Лы-
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сенко, обвинил докладчика в мистике и увлече-
нии абстракциями.

В 1928 году этот доклад Н.К. Кольцова был
опубликован на русском языке в виде краткого,
фактически тезисного, автореферата доклада и
статьи в Журнале экспериментальной биологии
(Кольцов, 1928а, 1928б), а также на немецком языке
в журнале “Biologische Zentralblatt” (Koltsoff, 1928),
в 1929 г. полный вариант текста доклада вышел в
отечественной серии “Новейшие течения науч-
ной мысли” (Кольцов, 1929). В соответствии с
матричной гипотезой молекулы наследственно-
сти имеют белковую природу. В 20-е годы XX века
это было естественное предположение, посколь-
ку о нуклеиновых кислотах тогда было известно
немного. К 1910 году в составе нуклеиновых кис-
лот были описаны два пуриновых основания (гу-
анин и аденин) и два пиримидиновых (цитозин и
тимин), но описание структуры ДНК произошло
десятилетиями позже (Watson, Crick, 1953; Portu-
gal, Cohen, 1977). В 1920 году была сформулирова-
на новая теория полимеров, за которую впослед-
ствии, в 1953 году, Г. Штаудингер получил Нобе-
левскую премию (Staudinger, 1920). Эта теория
была активно воспринята Н.К. Кольцовым. По
мнению Э. Майра (Mayr, 1982), именно понимание
того, что наследственная молекула должна иметь
полимерную структуру, оказалось решающим для
дальнейшего развития концепции Н.К. Кольцова.
Понимая сложность данной проблемы, Кольцов
писал, что предлагаемая им гипотеза в своей хими-
ческой части далека от завершения, более того –
еще весьма спорна (Кольцов, 1936). Идея о белко-
вой природе гена на протяжении примерно 20 лет
оставалась доминирующей. В числе привержен-
цев этой идеи Н.К. Кольцов упоминает авторов
книги “Строение высокомолекулярных органи-
ческих естественных соединений” К. Майера и
Г. Марка (Meyer, Mark, 1930), а также известного
английского химика В. Астбери (Astbury, 1933).
Эти авторы ссылаются на работы Кольцова, по-
священные матричной гипотезе и белковой при-
роде наследственных молекул. Следует отметить,
что известный американский генетик М. Деме-
рец (Demerec, 1933, 1938) считал, что роль наслед-
ственных молекул выполняет ДНК. Однако в ту
пору такие суждения не были доминирующими.

В 1934 г. статья Н.К. Кольцова, посвященная
матричному принципу на модели Drosophila, в со-
кращенном виде была опубликована в журнале
Science (Koltzoff, 1934). В этой статье он пишет:
“Каждая хромосома представляет сложное обра-
зование, наиболее существенной частью которо-
го является продольная нить, состоящая из ряда
генов. Я назвал ее поэтому генонемой” (перевод
автора). Далее Кольцов отмечает, что в хромосо-
ме находится множество генов, и они, будучи
сцеплены между собой, передаются из поколения
в поколение.

Почему идея Н.К. Кольцова о матричном
принципе не была известна за пределами России?
М. Моранж (Morange, 2011) – французский ис-
следователь, специалист в области молекулярной
биологии и истории науки считает основной при-
чиной отсутствие публикаций в англоязычной
научной литературе.

Известно, что после публикаций доклада “Фи-
зико-химические основы морфологии” на не-
мецком (Koltsoff, 1928) и русском языках (Кольцов,
1928, 1929), основные идеи матричного принципа в
развернутом виде Николай Константинович опуб-
ликовал впоследствии в двух статьях на русском
языке: “Наследственные молекулы” (Кольцов,
1935) и “Роль гена в физиологии развития”
(Кольцов, 1935). Эти две работы были изданы на
французском языке в престижной серии Эрманна
(Hermann), в которой публиковались труды Аль-
берта Эйнштейна, Норберта Винера, Пьера Кю-
ри, Луи де Бройля, Жака Моно и других авторов.
В данной серии под общим названием “Генетика
и проблемы эволюции” работы Н.К. Кольцова
были изданы в виде двух небольших книг: “Physi-
ologie du de’velopment et genetique”, Paris, 1935; и
“Les mole’cules hereditaires”, Paris, 1939 (Koltzoff,
1935, 1939). Однако эти книги остались незаме-
ченными. Причиной тому было, как считает Мо-
ранж, отсутствие англоязычной версии этих ра-
бот (“These two books… were published in French,
and not translated into English”) (Morange, 2011). Мо-
ранж пишет: “Обе книги [Н.К. Кольцова] содержат
ключи к представлениям биологов в 1930-е годы, а
также гипотезам, моделям и наблюдениям, из ко-
торых в последующем вырастет молекулярная
биология. Они дают представление о самом
Кольцове, о его идеях и вкладе в науку, а также
показывают политическую обстановку, в кото-
рой он работал” (Morange, 2011). К этому време-
ни исследования химиков-органиков подтвер-
дили возможность существования гигантских
молекул, что укрепило гипотезу Н.К. Кольцова о
гемонеме (Кольцов, 1935, 1936; Koltsoff, 1939). В
работе 1935 года Кольцов подробно рассказывает
о том, что он подразумевает под принципом мо-
лекула от молекулы, т.е. тем принципом, который
получил название матричного, описывает его как
процесс роста кристаллов при наличии кристал-
лической решетки. И здесь же он указывает на то,
что ему “… было очень приятно шесть лет спустя
после того, как эта гипотеза была мной опубликова-
на в немецком биологическом журнале, найти в ра-
боте немецкого химика Штаудингера ту же идею,
повторенную в тех же выражениях” (цит. по: Нико-
лай Константинович Кольцов…, 2021, стр. 140).

Все же нельзя утверждать, что работы Кольцо-
ва не были известны, скорее, они мало цитирова-
лись в 1920–40-е годы. Но то, как и кем они цити-
ровались, свидетельствует о сильном эффекте
идей Н.К. Кольцова. Например, Д.М. Ринч в
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сноске (Wrinch, 1936, p. 560) к своим рассуждени-
ям о молекулярной природе (нуклеиновые кисло-
ты или белки) мицеллярного строения хромосом,
пишет, что было бы интересно сравнить получен-
ные ею заключения с теми, что высказал Н.К. Коль-
цов (Koltsoff, 1928), (см. Wrinch, 1936, p. 560: “It is in-
teresting to compare our conclusions with those ex-
pressed by N. Koltzoff in his paper Biologisches
Zentralblatt, 1928, 48, 345–369”]. Позже Уоддинг-
тон (Waddington, 1969) в обзорной статье в Nature,
посвященной исследователям из Европы, внес-
шим вклад в предысторию молекулярной биоло-
гии, пишет о концепции гемонемы, ссылаясь
именно на Н.К. Кольцова (Koltzoff, 1939) и Ринч
(Wrinch, 1936) (Waddington, 1969). Эрнст Майр в
книге “Рост биологической мысли” (The growth
of biological thought: Diversity, evolution, and inher-
itance) (Mayr, 1982) подробно рассматривая исто-
рию развития теории гена и химической природы
наследственности, делает акцент на гипотезе
Н.К. Кольцова. Э. Майр отдает дань уважения и
российской школе генетики в целом, как и
Р. Гольдшмидт, известнейший эволюционный
биолог XX века, друживший с Н.К. Кольцовым со
студенческих лет (см. Гольдшмидт, 2021). Круп-
нейшие эволюционные биологи, такие как
Р. Гольдшмидт (Goldschmidt, 1938, 1958) и
С. Райт (Wright, 1938) неоднократно цитируют ра-
боты Н.К. Кольцова.

Николай Владимирович Тимофеев-Ресовский
был последовательным проводником идеи мат-
ричного принципа Кольцова. С 1925 по 1945 г.
Н.В. Тимофеев-Ресовский был прикомандиро-
ван по рекомендации Н. К. Кольцова, в Берлин-
Бух в Институт исследований мозга при Обще-
стве содействия наукам им. Кайзера Вильгельма,
которым руководил известный врач и нейроанатом
Отто Фогт, участвовавший в лечении В.И. Ленина,
а позднее в исследовании его мозга. Эта команди-
ровка круто изменила судьбу Тимофеева-Ресов-
ского. Приехав в Германию в возрасте 25 лет, он
стал впоследствии признанным специалистом в
области генетики и радиобиологии (Rokityanskij,
2005; Levit, Hossfeld, 2009; Rajewsky et al., 2016).
Исследования природы мутаций, в том числе ра-
диационного мутагенеза, проводились Тимофее-
вым-Ресовским в созданном им отделе генетики
и биофизики в Институте исследований мозга.
Эти работы были в определенной степени про-
должением идеи Кольцова о матричном принци-
пе, который стали называть “конвариантной ре-
дупликацией наследственных молекул” (Timo-
feeff-Ressovsky, 2016; Inge-Vechtomov, 2016).

Э. Шредингер, автор невероятно популярной
книги “Что такое жизнь с точки зрения физики?”
(Schrödinger, 1944, перевод: Шредингер, 1947),
связывал появление понятия “наследственных
молекул” с именем Макса Дельбрюка. Известно,
что в 1930-е годы Дельбрюк часто обсуждал стро-

ение генов и хромосом с Н.В. Тимофеевым-Ре-
совским (Тимофеев-Ресовский, 2009; Rajewsky
et al., 2016; Timofeeff-Ressovsky, 2016). В период
работы в Берлин-Бухе Николай Владимирович
вошел в знаменитый “Круг Бора” – небольшую
группу известных ученых, которые собирались
обычно в Копенгагене у Нильса Бора два-три раза
в год для обсуждения физических и биологиче-
ских проблем. Николай Владимирович активно
сотрудничал с крупными учеными всего мира по
проблемам генетики и радиобиологии. В 1935 г. в
“Вестнике Геттингенской Академии наук” была
опубликована знаменитая работа Н.В. Тимофее-
ва-Ресовского, К.Г. Циммера и М. Дельбрюка “О
природе генных мутаций и структура гена”, кото-
рую впоследствии стали называть “Зеленой тет-
радью” (по цвету обложки) или TZD (по фамили-
ям авторов) (Timofeeff-Ressovsky et al., 1935; Timo-
feeff-Ressovsky, 2016). В этой работе мутагенез,
вызванный Х-лучами, обсуждался, в частности, в
контексте “генных молекул”. В увлечении Тимофе-
ева-Ресовского этой проблемой и использовании
радиационного мутагенеза в качестве метода про-
слеживаются идеи Н.К. Кольцова. Интересно,
что в этой статье три подраздела, каждый из них
написан одним автором, и в третьем разделе, на-
писанном М. Дельбрюком, полимерная природа
генов еще подвергается сомнению: “Мы оставля-
ем открытым вопрос о том, является ли индивиду-
альный ген полимерной структурой, образованной
повторением идентичных атомных структур, или
же он не проявляет такой периодичности” (Timo-
feeff-Ressovsky et al., 1935, p. 226, перевод автора).

После выхода в свет “Зеленой тетради” были ор-
ганизованы международные семинары по генетике,
которые поддерживались Рокфеллеровским Фон-
дом. Участниками этих семинаров были Г. Меллер,
Дж. Холдейн, М. Дельбрюк, С.Д. Дарлингтон,
Р. Фишер, Н.В. Тимофеев-Ресовский, Б. Эфрус-
си (один из учеников Н.К. Кольцова, уехавших во
Францию) (Timofeeff-Ressovsky, 2016). В 1938 г. на
одном из таких семинаров, который проходил в
г. Спа (Бельгия), вступительные доклады сделали
Г. Меллер и Н.В. Тимофеев-Ресовский. Основ-
ной темой этой встречи было обсуждение строе-
ния гена и конвариантная редупликация наслед-
ственных молекул. Трудно представить, что
участники этого семинара не слышали от Нико-
лая Владимировича Тимофеева-Ресовского о
матричной гипотезе Н.К. Кольцова, столь близ-
кой к обсуждаемой тематике.

К началу 1940-х годов все острее вставал во-
прос о природе молекул наследственности. В свя-
зи с возрастающим интересом к этой проблеме
многие исследователи стали изучать механизмы
размножения бактериофагов. Ряд ученых объеди-
нились в так называемую “фаговую группу”, ко-
торую возглавляли С. Луриа и М. Дельбрюк. В
1944 г. в этой области было сделано выдающееся
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открытие. Д. Эвери, О. МакЛеод и М. МакКарти,
изучавшие размножение бактериофагов и приро-
ду трансформирующего фактора, показали, что
при трансформации роль генетического материа-
ла выполняет ДНК (Avery et al., 1944). Заражение
бактерии происходит за счет проникновения фа-
говой ДНК. Это открытие принципиально измени-
ло взгляды на природу генетического материала: у
исследователей появилась доказательство того, что
молекулой наследственности является ДНК.

Изучением структуры ДНК заинтересовались
физики, химики, кристаллографы. Два года ин-
тенсивных рентгеноструктурных исследований
ДНК в Англии и неоднократных попыток постро-
ить пространственную модель этой молекулы
привели Ф. Крика к идее саморепликации генов.
Эта идея – подтверждение матричной гипотезы
Н.К. Кольцова. Дж. Уотсон в 1968 г. писал: “В
кругах генетиков теоретического склада, заин-
тригованных проблемой удвоения гена, она [ги-
потеза саморепликации] циркулировала уже лет
тридцать. Суть ее состояла в том, что для удвое-
ния гена требуется образование комплементарной
(негативной) копии, форма которой соотносится с
исходной (позитивной) поверхностью, как ключ с
замком. Комплементарная (негативная) копия бу-
дет служить в качестве матрицы для синтеза новой
(позитивной) копии” (Watson, 1968).

В итоге Френсис Крик, Джеймс Уотсон, Роза-
линд Франклин, Морис Уилкинс, Раймонд Го-
слинг и Лайнус Полинг (построивший промежу-
точный вариант тройной спирали ДНК), при
поддержке Лоуренса Брега, Эрвина Чаргаффа и
Макса Перутца в течение трех лет (невероятно
короткий срок) смогли пройти этот очень длин-
ный путь, который условно можно разделить на
несколько этапов (см. Fuller, 2003; Klug, 2004):
а) получение первых дифракционных картин ДНК,
которые указывали на кристаллическое состояние
этих молекул (1950 г., Р. Гослинг и М. Уилкинс);
б) первый рентгеноструктурный анализ ДНК,
свидетельствующий о спиральной структуре этих
молекул, которые формируют спираль: двойную
или тройную (1951 г., Р. Франклин); в) построение
первой модели ДНК – тройной спирали (1952 г.,
Л. Полинг); г) доказательства комплементарно-
сти пуриновых и пиримидиновых оснований в
спирали ДНК на основе известных ранее правил
Э. Чаргаффа (1952 г., Э. Чаргафф, Ф. Крик и
Д. Уотсон); д) получение дифракционной карти-
ны одной из форм ДНК (В-формы), которая легла
в основу окончательной модели этой молекулы
(1952, 1953 гг., Р. Франклин); е) построение оконча-
тельного варианта модели двойной спирали ДНК
(февраль 1953 г., Д. Уотсон, Ф. Крик).

Конечно, путь от высказанной впервые идеи
матричного принципа Н.К. Кольцова до построе-
ния модели двойной спирали ДНК длиной 25 лет не

был простым, но захватывающе интересным. По-
сле открытия двойной спирали в 1953 г., в области
изучения ДНК происходило много событий, ра-
дикально меняющих наши представления о гра-
ницах возможного или допустимого вмешательства
в геном. Это, в частности, обнаружение мобильных
элементов в геноме, сайт-специфический мутаге-
нез, секвенирование геномов сотен организмов, ре-
дактирование генома, перспективы генотерапии и
многое другое. Существенно, что “картина мира”,
полученная при изучении генома, дополняется и
усложняется эпигенетическими механизмами регу-
ляции онтогенеза и процессов жизнедеятельности.
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From N.K. Koltzov’s Principle of the Template to the Double Helix of DNA
N. D. Ozernyuk*

Koltzov Institute of Developmental Biology, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: ozernyuk@mail.ru

The idea of the template principle for the hereditary molecules replication “Omnis molecula ex molecula”, is
one of the most significant predictions of N.K. Koltzov. This idea was practically not supported and under-
stood by his contemporaries, probably due to an idea about the protein nature of hereditary molecules that
existed at the time. The development of molecular genetics, discovery of DNA, and construction of the DNA
double helix model confirmed the template principle of hereditary molecules replication.

Keywords: template replication, heredity, DNA, Koltzov
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В статье рассмотрены публикации последних лет по формированию галлов на листьях цветковых
растений, зараженных четырехногими клещами (Acariformes, Eriophyoidea). Использованы литера-
турные данные по нескольким парам паразит–хозяин, поскольку нет универсальной модельной си-
стемы для экспериментального анализа этой проблемы. Галлогенез представляет собой сложную
ростовую реакцию, которая происходит в тканях листа под воздействием слюны клеща. Рассмотре-
ны данные о возможности передачи фитогормонов и симбиотических микроорганизмов от парази-
тов к галлообразующим растениям, однако важный вопрос о природе агентов, индуцирующих кле-
щевые галлы, пока остается открытым. В последние годы достигнуты успехи в изучении экспрессии
генов в ходе развития галлов на листьях земляники. Для клещевых галлов характерно присутствие
питательной ткани, и представляют интерес сравнительно-цитологические и молекулярно-генети-
ческие исследования ее развития и дифференцировки. Необходим также анализ роли и динамики
изменений клеточной пролиферации в ходе галлогенеза, поскольку широко распространенные
представления об активации клеточных делений на ранних этапах формирования галлов базируют-
ся лишь на качественной оценке, без количественного учета делящихся клеток.

Ключевые слова: галлогенез, дифференцировка клеток, индуцирующий стимул, питательная ткань,
пролиферация клеток, паразитизм
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ВВЕДЕНИЕ
Растительные галлы – это специализирован-

ные структуры, появляющиеся на растениях в от-
вет на воздействия различных паразитов, таких
как растительноядные насекомые, клещи и нема-
тоды, вирусы, бактерии, грибы (Sinnott, 1960; Ra-
man, 2011; Chetverikov et al., 2015; de Lillo et al.,
2018; Ferreira et al., 2019; Harris, Pitzschke, 2020 и др.).
Анализом галлов занимаются многие исследовате-
ли, но чаще всего ботаники, зоологи, энтомологи,
паразитологи и экологи. Несмотря на наличие об-
ширной литературы по процессу галлогенеза, он
редко привлекает внимание специалистов по био-
логии развития. Между тем индуцированные жи-
вотными галлы (синоним: зооцецидии) “имеют по-
стоянную и характерную форму, размер и строение
и им присуща довольно значительная гистологиче-
ская дифференцировка… В большинстве случаев
для них характерен какой-то определенный период
развития, или жизненный цикл, связанный с цик-
лом развития паразита” (Sinnott, 1960, p. 283).

В настоящем обзоре предпринята попытка
рассмотреть индукцию клещевого галлогенеза
как проблему биологии развития. Для этого мы, в
частности, привлекаем некоторые классические
публикации по исследованию межклеточных взаи-
модействий в онтогенезе животных (Toivonen et al.,
1976; De Robertis, Kuroda, 2004), поскольку наи-
большие успехи в изучении индукционных про-
цессов были достигнуты именно в области экспе-
риментальной эмбриологии животных. Это каса-
ется таких аспектов, как генетический контроль
эмбриональной индукции, идентификация инду-
цирующих молекул и способы передачи индуци-
рующих стимулов. Разумеется, процессы кле-
точной дифференцировки и морфогенеза у выс-
ших растений имеют свою специфику. Тем не
менее, при взаимодействии растений и парази-
тических членистоногих стимулы, модифициру-
ющие программу развития растения–хозяина и
индуцирующие галлогенез, исходят от организ-
ма животного.

УДК 591,3

ОБЗОРЫ
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Галлы могут образовываться на самых разных
частях растения, однако мы ограничиваемся в
этой статье рассмотрением публикаций по кле-
щевым галлам, индуцированным только на ли-
стьях. Традиционно чаще изучали листовые гал-
лы, развивающиеся на растениях, зараженных
насекомыми. Однако нередко в обзорных статьях
по этой теме (например, Raman, 2011, 2021; Fer-
nandes et al., 2012; Gätjens-Boniche, 2019; Miller,
Raman, 2019) авторы рассматривают в одном кон-
тексте данные по галлам, индуцированным не
только насекомыми, но и четырехногими клеща-
ми (вредоносными видами с высокой экономиче-
ской значимостью). Поэтому в отличие от упомя-
нутых обзоров, в которых клещевым галлам уде-
лялось минимальное внимание, мы обсуждаем
преимущественно литературу по галлогенезу на
листьях, зараженных четырехногими клещами,
но при этом также используем некоторые важные
данные последних лет по развитию галлов, инду-
цированных насекомыми. С другой стороны, в
обзорах по взаимодействиям растений с четырех-
ногими клещами (Petanović, Kielkiewicz, 2010a,
2010b; Chetverikov et al., 2015; de Lillo et al., 2018)
авторы стремились охватить все аспекты клеще-
вого галлогенеза и возможно по этой причине по-
чти не использовали литературу по галлообразу-
ющим насекомым.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ЧЕТЫРЕХНОГИХ КЛЕЩЕЙ

Галловые клещи, или эриофиоидеи (Acari-
formes: Eriophyoidea) – аберрантная группа мик-

роскопических акариформных клещей (рис. 1).
Они имеют вытянутое червеобразное тело, по-
крытое кольцевыми складками, колюще-сосу-
щий ротовой аппарат и только две пары ходиль-
ных конечностей, поэтому их часто называют
“четырхногими” (four-legged mites). Эти особен-
ности строения эриофиоидей связывают с адап-
тацией к фитопаразитизму и миниатюризацией
(Nuzzaci, Alberti, 1996). Размеры эриофиоидей в
среднем находятся в пределах от 200 до 300 мкм, а
мельчайшие представители не превышают 90 мкм в
длину (Polilov, 2015). Несмотря на свои микроско-
пические размеры четырехногие клещи играют
важную роль в экосистемах, внося существенный
вклад в регуляцию количественного и каче-
ственного (структурного) состава фитоценозов
благодаря способности эриофиоидей вызывать
угнетение роста растений, а также индуцировать
галлогенез (Сухарева, 1992; de Lillo et al., 2018).
Последние работы по филогении Acariformes
(Bolton et al., 2017, 2018; Klimov et al., 2018), пока-
зали, что эриофиоидеи имеют общих предков с
древней группой почвенных червеобразных кле-
щей-нематалицид (Nematalycidae) и, вероятно,
перешли к фитофагии через промежуточную
связь с микоризой высших растений.

В настоящее время известно порядка 5000 ви-
дов галловых клещей, но предполагают, что боль-
шая часть мирового разнообразия эрифоиоидей
до сих пор не описана, а общее число видов оце-
нивается примерно в 50000 (Amrine et al., 2003).
Однако лишь примерно 500 видов (около 10% от
общего числа) индуцируют формирование галлов,
тогда как другие виды эриофиоидей такой способ-

Рис. 1. Строение галловых клещей на примере самки Phyllocoptes bilobospinosus (конфокальная лазерная сканирующая
микроскопия). Обозначения: АЛ – анальная лопасть, Г – гнатосома (игловидные хелицеры вывернуты вверх), ГК –
генитальная крышка, ДЩ – дорзальный щиток, ОП – опистосома, покрытая кольцевидными кутикулярными склад-
ками (по: Chetverikov et al., 2019).
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ностью не обладают и часто живут на растениях от-
крыто (Michalska et al., 2010; Chetverikov et al., 2015;
de Lillo et al., 2018). Клещи способны образовы-
вать галлы на всех наземных не покрытых корой
частях растений, но наиболее часто поражают ли-
стья. Хотя попытки классифицировать различ-
ные типы листовых галлов предпринимались
многократно (Nalepa, 1929; Keifer, 1975; Westphal,
1992; Westphal, Manson, 1996; Chetverikov et al.,
2015), на данный момент нет единой принятой
всеми специалистами классификации. В качестве
основных классификационных критериев обыч-
но рассматривают такие признаки галлов как их
внешний вид и форма, цвет и локализация на рас-
тении. Поскольку для многих галлов эриофиоид-
ных клещей характерно наличие разнообразных
трихом, формирующихся под воздействием слю-
ны клещей в галле, то часто для различения типов
галлов используют форму трихом (волосовидные,
головчатые, булавовидные и др.). На листьях дре-
весных растений клещи вызывают следующие ос-
новные типы галлов (рис. 2): мешковидные и
рожковидные галлы, войлочки (незамкнутые гал-
лы, характеризующиеся формированием области
листа, плотно покрытой трихомами, своеобраз-
ный “трихомный коврик”), закручивания края
листа, жилковые галлы, а также паренхиматоз-
ные галлы (в этом случае клещи внедряются под
эпидерму и вызывают некротические изменения
паренхимы).

Уместно отметить, что во включающем свыше
миллиона видов классе насекомых (Insecta) на-
считывается по данным разных авторов от 13 до
211 тысяч галлообразующих видов (Stone, Schön-
rogge, 2003; Hardy, Cook, 2010; Takeda et al., 2021).
Такие насекомые встречаются в шести отрядах,
причем чаще всего в отряде Diptera (в семействе
Cecidomyiidae) и в отряде Hymenoptera (в семей-
стве Cynipidae). Способность индуцировать гал-
логенез возникала в классе насекомых много-
кратно и независимо (Hardy, Cook, 2010; Miller,
Raman, 2019; de Araújo et al., 2019; Takeda et al.,
2021), так же, как и в разных филогенетических
линиях галловых клещей (Chetverikov et al., 2021).

КРАТОЕ ОПИСАНИЕ ГАЛЛОГЕНЕЗА, 
ИНДУЦИРОВАННОГО ЧЕТЫРЕХНОГИМИ 

КЛЕЩАМИ НА ЛИСТЬЯХ 
ЦВЕТКОВЫХ РАСТЕНИЙ

Нет универсальной модельной системы для
анализа клещевого галлогенеза на листьях. Раз-
ные авторы изучали разные пары паразит–хозяин
из разных климатических зон земного шара: уме-
ренный климат (Kendall, 1930; Kane et al., 1997), суб-
тропики (de Lillo et al., 2020), тропики (Moura et al.,
2009).

Относительно подробно описан галлогенез,
индуцированный клещом Eriophyes laevis Nalepa

на двух видах европейской ольхи Alnus glutinosa
(L.) Gaertn. и Alnus incana (L.) Moench. (Betulaceae)
(Kane et al., 1997), а также клещом Aceria lantanae
Cook на неотропическом вечнозеленом кустарнике
Lantana camara L. (Verbenaceae) (Moura et al., 2009).
В обоих случаях начальные этапы галлогенеза со-
пряжены с активными клеточными делениями в
эпидерме и паренхиме листа. На абаксиальной
стороне листовой пластинки происходит инваги-
нация и в результате формируется мешковидный
галл (Kane et al., 1997). Галловая камера, в кото-
рой происходит размножение и развитие клещей,
выстлана питательной тканью, служащей прямым
источником пищи для паразитов (Moura et al.,
2009). Однако необходимо отметить, что в упомя-
нутых статьях (как, впрочем, и в работах по ана-
лизу галлогенеза, индуцированного насекомыми)
не производили количественного учета делящих-
ся клеток при формировании листовых галлов.
Поэтому, к сожалению, в настоящее время еще
ничего нельзя сказать о продолжительности кле-
точных циклов (а возможно также и о динамике
их изменений) в ходе развития листовых галлов,
индуцированных эриофиоидными клещами.

Около 50 лет тому назад на нескольких систе-
мах для изучения клещевого галлогенеза была по-
казана полиплоидизация ядер клеток питатель-
ной ткани в листовых галлах растений-хозяев (рас-
тения родов Alnus, Campanula, Prunus, Ulmus и др.;
клещи родов Aceria, Eriophyes, Phytoptus) (Hesse,
1968, 1971a; Westphal, 1974). Одновременно с этим
полиплоидные ядра были обнаружены также в
клетках питательной ткани листовых галлов, ин-
дуцированных насекомыми (Hesse, 1968, 1971b,
1972). Однако из 60 изученных в работах М. Гессе
пар “цветковое растение–паразитическое члени-
стоногое” полиплоидные ядра в клетках галлов
были четко выявлены только в случае 26 пар. В
25 парах результат был однозначно отрицатель-
ным, а в 9 парах – предположительно отрицатель-
ным (Hesse, 1968). К сожалению, в последующие
годы перспектива дальнейшего изучения полип-
лоидии у клеток галлов, индуцируемых клещами
или насекомыми, не привлекала внимание иссле-
дователей.

Наиболее обстоятельным анализом клещевого
галлогенеза до сих пор остается многолетняя се-
рия исследований, проведенных во Франции
Е. Вестфаль и ее коллегами (Westphal et al., 1981,
1990; Westphal, 1982, 1983, 1992; Bronner et al.,
1989; Westphal, Manson, 1996 и др.). Эти авторы
культивировали многолетний полукустарник
паслен сладко-горький Solanum dulcamara L. (So-
lanaceae) в условиях лаборатории или оранжереи
и заражали растения эриофиоидным клещом Ace-
ria cladophthirus Nalepa. Экспериментальное ис-
следование с использованием 240 молодых расте-
ний паслена, каждое из которых было в возрасте
3–4 недель заражено 20–50 галловыми клещами,
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обнаружило два совершенно разных ответа орга-
низма хозяина на воздействие паразитов (West-
phal et al., 1981). Восприимчивыми к галлогенно-
му воздействию укусов клещей были только 36%

растений, у которых в результате образовывались
листовые галлы. Уже в течение первого часа после
того, как клещ прокалывал хелицерами стенку
эпидермальной клетки листа паслена, возле места

Рис. 2. Некоторые распространенные типы листовых галлов, вызываемые эриофиоидными клещами. (а) – закручива-
ние края листа на буке Fagus sylvatica, вызываемое клещом Acalitus stenaspis Nalepa; (б) – мешковидные галлы на ольхе
Alnus incana, вызываемые клещом Eriophyes laevis Nalepa; (в) – жилковые галлы на листе граба Carpinus orientalis, вызы-
ваемые клещом Aculops macrotricus Nalepa; (г) – паренхиматозные (бляшковидные) галлы на рябине Sorbus torminalis,
вызываемые клещом Eriophyes sorbi Canestrini; (д) – рожковидные галлы на липе Tilia cordata, вызываемые клещом
Eriophyes tiliae Pagenstecher; (е) – схематическое строение мешковидного галла. (а–д) – ориг. данные. (е) – по: Ferreira
et al., 2019, c изменениями. Обозначения: ВО – входное отверстие, ГК – галловая камера, ЛП – листовая пластинка,
ПТ – питательная ткань, ПП – проводящий пучок.
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прокола начиналась аккумуляция растительного
полисахарида каллозы. Ядра и ядрышки клеток
эпидермы вокруг места прокола увеличивались в
размерах и происходила дисперсия хроматина. В
последующие часы отмечали деления этих клеток и
начиналось постепенное формирование галла.
Поврежденная клещом клетка эпидермы погиба-
ла. Однако окружающие эпидермальные клетки,
по-видимому, каким-то образом получали от нее
сигнал к дифференцировке в питательную ткань
галла, клетки которой характеризовались несколь-
ко увеличенными размерами и более крупными
ядрами и ядрышками, хотя анализ плоидности в
данном случае не производили (Westphal et al.,
1981; Westphal, 1982; Westphal, Manson, 1996). Та-
ким образом, в этой серии работ было показано,
что клещ воздействует на единичную клетку рас-
тения (впрыскивая слюну), а галлообразующий
эффект захватывает целый участок листа.

С другой стороны, почти 2/3 зараженных кле-
щами растений паслена (64%) не образовывали
галлы (Westphal et al., 1981; Westphal, 1982). Тем не
менее, на этих растениях клещи в считанные часы
индуцировали реакцию гиперчувствительности в
эпидерме листьев. Вокруг мест проколов уже в те-
чение первого часа начиналась гибель клеток, от-
ложение каллозы не происходило, а через 4 часа в
некротических областях, которые были четко от-
граничены от нормальной (неповрежденной)
ткани, обнаруживали полифенольные соедине-
ния. Примерно через 3 недели пятна некротиче-
ских поражений на слегка деформированных ли-
стьях устойчивых растений имели диаметр 300–
400 мкм. Время выживания клещей на этих устой-
чивых растениях не превышало 2–3 недель от мо-
мента заражения паслена (Westphal et al., 1990). Со-
гласно работам последних лет (Golan et al., 2017;
Wallis, Galarneau, 2020; Singh et al., 2021), полифе-
нолы, широко распространенные метаболиты
цветковых растений, обеспечивают их химиче-
скую защиту от разнообразных вредителей, в том
числе от паразитических членистоногих.

Особый интерес представляют данные Вест-
фаль (Westphal, 1992), полученные в исследова-
нии другой системы паразит–хозяин: эриофио-
идный клещ Eriophyes eupadi Newkirk и черемуха
обыкновенная Prunus padus L. (Rosaceae). Был
проведен анализ зависимости запуска галлогене-
за от продолжительности питания клеща. Для
этого клещей удаляли с листьев через различные
промежутки времени после начала опыта, про-
должавшегося 10 дней. На контрольных листьях к
концу десятидневного срока сформировались
полноценные молодые галлы с дифференциро-
ванной питательной тканью. Минимальное время
контакта паразита с растением, необходимое для
возникновения только небольших первичных вы-
пячиваний участка листовой пластинки (“абортив-
ные галлы”), составляло от 8 до 24 часов, причем

дальнейший галлогенез после удаления клещей
не продолжался. Для того, чтобы сформировался
маленький мешковидный галл, еще не имеющий
питательной ткани (“неполноценный галл”), тре-
бовалось присутствие питающегося клеща на ли-
сте черемухи в течение 48 ч.

Таким образом, эксперименты, проведенные в
лаборатории Вестфаль, показывают, что 1) сте-
пень развития галла зависит от продолжительно-
сти воздействия клеща; возможно, определяю-
щим является минимальное критическое количе-
ство слюны, которое клещ должен ввести в
растительную клетку, чтобы запустить галлоге-
нез; 2) растения могут различаться по степени
устойчивости к воздействию клещей и способны
на один из двух типов реакций: либо формирова-
ние галлов, либо реакция сверхчувствительности,
сопровождающаяся некрозом тканей.

КРАТКИЙ ОБЗОР ИССЛЕДОВАНИЙ 
ПОСЛЕДНИХ ЛЕТ ПО КЛЕЩЕВОМУ 

ГАЛЛОГЕНЕЗУ
Можно выделить несколько направлений ис-

следований, касающихся индукции галлогенеза.
Во-первых, в специальных экспериментах (de Lil-
lo, Monfreda, 2004) было обнаружено, что слюна
четырехногих клещей воздействует на колеопти-
ли пшеницы сходно с тем, как действуют на ко-
леоптили (усиливая их рост) ауксины и цитоки-
нины. Эти фитогормоны играют важную роль в
процессе нормального развития растений, участ-
вуя в контроле клеточных делений, дифференци-
ровки и морфогенеза (см., например: Fambrini,
Pugliesi, 2013; van Berkel et al., 2013). Впоследствии
данные о наличии ауксинов и цитокининов (пре-
имущественно в слюнных железах) были получены
в иммунохимическом анализе большого числа ви-
дов насекомых (Yamaguchi et al., 2012; Andreas et al.,
2020; Ponce et al., 2021). Таким образом, возникла
гипотеза о том, что эти фитогормоны (или их ана-
логи) синтезируются в слюнных железах галлооб-
разующих членистоногих и, попадая в ткани рас-
тения–хозяина, модифицируют программу его
нормального развития.

Во-вторых, хорошо известно, что многие виды
членистоногих (как клещей, так и насекомых) часто
находятся в симбиотических отношениях с различ-
ными бактериями (см., например: Zhang et al., 2016;
Gätjens-Boniche, 2019; Hammer, Moran, 2019),
причем такие бактериальные симбионты бывают
как внутриклеточными, так и внутриполостными.
На этом основании можно было бы предполагать,
что вместе со слюной паразитического животного
растение–хозяин получает также и бактерии, кото-
рые стимулируют формирование галлов. Тем не ме-
нее, недавнее исследование, проведенное на 12 ви-
дах насекомых (среди которых были как индуциру-
ющие галлы виды, так и близко родственные виды,
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не индуцирующие галлы), не поддержало данную
гипотезу. Как указали авторы (Hammer et al., 2021,
p. 1), “не было никаких специфических бактери-
альных таксонов, которые постоянно связаны с
индукцией галлов”. Однако число видов, изучен-
ных в этой работе, было невелико. Кроме того, не
был анализирован ряд характерных галлообразу-
ющих представителей насекомых из семейств
Cynipidae и Cecidomyiidae. Исследовали в основ-
ном представителей семейств Aphididae (Hemip-
tera), Gelechiidae (Lepidoptera) и Tephritidae (Dip-
tera). При этом клещи не были включены в ана-
лиз. Наконец, некоторые виды эриофиоидных
клещей могут быть переносчиками фитопатоген-
ных вирусов (de Lillo et al., 2018; Mansouri et al.,
2021; Trzmiel et al., 2021 и др.), однако и в этом
случае ничего не известно о том, могут ли виру-
сы–симбионты клещей быть причиной форми-
рования галлов. Таким образом, говорить о возник-
новении четко сформулированной “симбиотиче-
ской” (или “инфекционной”) гипотезы индукции
галлогенеза представляется преждевременным.

В последние годы в число перспективных мо-
делей для анализа листового галлогенеза вошла
система, состоящая из эриофиоидного клеща
Fragariocoptes setiger Nalepa и земляники зеленой
(полуницы) Fragaria viridis Weston (Rosaceae) (Па-
утов и др., 2016; Paponova et al., 2018). Предпола-
гается, что “морфологически галлообразование
представляет собой изгибание клеточных пла-
стов, слагающих пластинку листа, сопровождае-
мое изменением направления дифференциации
их клеток” (Паутов и др., 2016, с. 1406). Обсуждая
гипотетическую схему формирования листовых
галлов, эти авторы пытаются привлечь идеи из
экспериментальной эмбриологии многоклеточ-
ных животных (Белоусов, 2005), согласно кото-
рым важную роль в морфогенезе клеточных пла-
стов играют механические напряжения. Однако
представляется, что такая попытка не вполне
корректна по причине хорошо известных разли-
чий морфогенетических механизмов у многокле-
точных животных и высших растений (Иванов,
2011). В частности, из-за наличия в растительном
организме клеточных стенок в процессе его раз-
вития нет ни миграций индивидуальных клеток,
ни перемещений клеточных пластов. Как бы то
ни было, детальный анализ возможной роли ме-
ханических напряжений для морфогенеза клеще-
вых галлов на листьях земляники (или каких-ли-
бо других растений) пока не опубликован.

Впоследствии та же группа авторов (Paponova
et al., 2018) выполнила комплексный морфологи-
ческий (гистологический) и молекулярно-гене-
тический анализ галлов на землянике. Было выде-
лено 4 стадии роста галлов: первая стадия примерно
соответствует “абортивному галлу” Вестфаль (West-
phal, 1992), вторая стадия примерно соответствует
“неполноценному галлу” Вестфаль, тогда как

третья и четвертая стадии соответствуют полно-
ценным молодым и зрелым галлам Вестфаль. Он-
тогенез галла начинается активацией антикли-
нальных клеточных делений в мезофилле и эпи-
дерме (на стадии 1). Позднее протекают как
антиклинальные, так и периклинальные деления;
пролиферация клеток галла продолжается на ста-
диях развития 2 и 3. Весьма интересной находкой
авторов можно считать обнаружение инверсии
адаксиально-абаксиальной полярности эпидер-
мы в ходе роста галлов. Наконец, отметим, что в
этой же публикации (Paponova et al., 2018) приве-
дены подробные данные о том, как в процессе гал-
логенеза изменяется экспрессия генов клеточного
цикла CYCD3 и CYCB1, а также генов, кодирующих
гомеодоменные транскрипционные факторы из
семейств KNOX и WOX. Интенсивность экспрес-
сии всех упомянутых генов усиливалась в течение
стадии 2, оставалась на высоком уровне на стадии 3
и резко падала к стадии 4. Из литературы извест-
но, что гомеобоксные гены KNOX и WOX являют-
ся универсальными регуляторами нормального
развития и разнообразия растений (Hake et al., 2004;
Hay, Tsiantis, 2010; Gao et al., 2015; Radoeva et al.,
2019; Conklin et al., 2020).

Таким образом, в рассмотренном нами приме-
ре клещевого галлогенеза (Paponova et al., 2018)
имеет место изменение (модификация) нормаль-
ной генетической программы развития молодого
листа растения–хозяина. Сходные данные об из-
менении генетической программы развития рас-
тения–хозяина были совсем недавно получены
при изучении листового галлогенеза, индуцируе-
мого насекомыми (Hirano et al., 2020). Система
паразит–хозяин включала тлей Schlechtendalia
chinensis Bell (Aphididae, Hemiptera, Insecta) и су-
мах яванский Rhus javanica L. (Anacardiaceae). На
ранних этапах развития галла было показано уси-
ление экспрессии генов KNOX и подавление экс-
прессии генов, связанных с регуляцией фотосин-
теза. Подавление фотосинтеза в ходе галлогенеза
под влиянием насекомых и клещей было показа-
но во многих работах (Patankar et al., 2011; Carnei-
ro et al., 2014; Kmieć et al., 2018; Takeda et al., 2019;
Pestov, Ogorodnikova, 2020; Shih et al., 2020).

В новейшей литературе появились данные об
участии элементов программ репродуктивного
развития в реализации галлогенеза: обнаружена
активация генов, обеспечивающих формирова-
ние репродуктивных органов (Schultz et al., 2019;
Takeda et al., 2019). Показателен пример вино-
градной филлоксеры Daktulosphaira vitifoliae Fitch
(Phylloxeridae, Hemiptera, Insecta) и винограда
прибрежного Vitis riparia Michx (Vitaceae) (Schultz
et al., 2019). Некоторые листовые галлы винограда
по внешнему виду напоминают цветки и плоды.
По галлообразующим эриофиоидным клещам
аналогичные данные пока отсутствуют.
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Вестфаль (Westphal, 1983) утверждала, что вы-
стилающая галловые камеры питательная ткань
(с крупными клетками и полиплоидными ядра-
ми) имеется только в клещевых галлах, а в галлах,
индуцированных насекомыми ее нет. Такая точка
зрения оказалась ошибочной и недавно было по-
казано наличие типичной питательной ткани
также и в галлах, индуцированных представите-
лями насекомых из отрядов Diptera, Hymenoptera
и Lepidoptera (Ferreira et al., 2017, 2019). Однако
эти авторы предполагают, что питательная ткань
отсутствует в галлах, индуцированных насекомы-
ми из отряда Hemiptera (например, тлями). По-
следние питаются, по-видимому, непосредствен-
но флоэмным соком, высасывая питательные ве-
щества из проводящих пучков.

В публикациях лаборатории Вестфаль (West-
phal et al., 1981; Westphal, 1982, 1992) подчеркивали,
что клетки питательной ткани в индуцированных
клещами листовых галлах дифференцируются из
клеток эпидермы. Современные исследователи
(Ferreira et al., 2017, 2019, 2020) утверждают, что пита-
тельная ткань в клещевых галлах может дифферен-
цироваться не только из эпидермы листа, но так-
же и из клеток паренхимы. Говоря об этих пре-
вращениях клеточных типов в ходе галлогенеза,
авторы (Ferreira et al., 2019) используют термин
“редифференцировка”. Однако в биологии раз-
вития и биологии клетки для обозначения изме-
нений в дифференцировке на клеточном уровне
обычно предпочитают использовать термин
“трансдифференцировка” (например, Eguchi,
Kodama, 1993). Ни сравнительное исследование
питательной ткани клещевых галлов, ни молеку-
лярно-генетический анализ ее развития пока не
проводили.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование листового галла представляет

собой сложную ростовую реакцию, которая про-
исходит в тканях листа растения в ответ на инъек-
цию слюны четырехногих клещей. Анализируя
галлогенез, исследователи сталкиваются с целым
рядом явлений и процессов, традиционно нахо-
дящимися в сфере интересов биологии развития:
изменения экспрессии генов и активности кле-
точной пролиферации, поиск факторов, индуци-
рующих формообразование, трансдифференци-
ровка клеток и тканей.

К настоящему времени наибольшие успехи
достигнуты в отношении изучения изменений
генной экспрессии в ходе галлогенеза, индуциру-
емого клещами на листьях (гены из семейств
KNOX и WOX, а также гены клеточного цикла
CYCD3 и CYCB1). Однако анализ пролиферации в
работах по галлогенезу базируется лишь на каче-
ственной оценке, без количественного учета де-
лящихся клеток.

Природа агентов, индуцирующих клещевой
галлогенез, и конкретные механизмы их передачи
к растению до конца не выяснены несмотря на
интенсивные исследования в этом направлении.
Не исключено, что в разных взаимодействующих
системах паразит–хозяин детали “клеточного и
молекулярного диалога” этих двух участников от-
личаются. Такая идея перекликается с представ-
лениями классической экспериментальной эм-
бриологии животных, согласно которым различ-
ные взаимодействующие системы имеют ряд
общих особенностей, однако способ передачи
индуцирующего стимула не является универсаль-
ным (Toivonen et al., 1976). Кроме того, молекулы,
индуцирующие дифференцировку одной и той
же структуры в раннем развитии животного, мо-
гут быть весьма разнообразны (см., например: De
Robertis, Kuroda, 2004).

Особого внимания заслуживает сравнительно-
цитологический и молекулярно-генетический ана-
лиз развития питательной ткани клещевых галлов,
поскольку пока однозначно не ясно, из какого ис-
точника (клетки паренхимы или эпидермы листа)
она происходит.

Таким образом, несмотря на значительное ко-
личество публикаций по индукции листового
галлогенеза четырехногими клещами, прогресс в
разработке этой проблемы с точки зрения биоло-
га развития к настоящему времени сравнительно
невелик. На наш взгляд в будущем необходимо
использовать несколько (как минимум 2 или 3)
модельных систем паразит–хозяин, причем же-
лательно, чтобы на каждой из этих систем парал-
лельно работали несколько групп исследовате-
лей. Главные открытия в области изучения био-
логии развития клещевых галлов еще не сделаны.
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Induction of Leaf Galls by Four-Legged Mites (Eriophyoidea) 
as a Problem of Developmental Biology

A. G. Desnitskiy1, * and P. E. Chetverikov2, **
1Department of Embryology, Saint-Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9, Saint-Petersburg, 199034 Russia
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The article deals with the publications of recent years on the formation of galls on the leaves of f lowering
plants infected with four-legged mites (Acariformes, Eriophyoidea). The literature data on several parasite–
host pairs were used, since there is no universal model system for the experimental analysis of this problem.
The gallogenesis is a complex growth reaction that occurs in the leaf tissues under the influence of mite saliva.
Data on the possibility of transmission of phytohormones and symbiotic microorganisms from parasites to
gall-forming plants are considered, but an important question about the nature of agents inducing mite galls
remains open. In recent years, progress has been made in the study of gene expression during the development
of galls on strawberry leaves. The mite galls are characterized by the presence of nutritive tissue, and compar-
ative cytological and molecular genetic studies of its development and differentiation are of interest. It is also
necessary to analyze the role and dynamics of changes in cell proliferation during gallogenesis, since the
widespread ideas about the activation of cell divisions in the early stages of gall formation are based only on a
qualitative evaluation, without quantitatively taking into account dividing cells.

Keywords: cell differentiation, cell proliferation, gallogenesis, inducing stimulus, nutritive tissue, parasitism
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Гликосфинголипиды – ганглиозиды – одни из существенных факторов прямых межклеточных вза-
имодействий и развития организмов. Они вовлечены в патогенез ряда болезней, таких как болезнь
Паркинсона и злокачественные опухоли, проявляясь как дефицит или избыток содержания опре-
деленных ганглиозидов сравнительно с нормальными тканями. Изменения ганглиозидов можно
исправить, влияя на их синтез или секрецию (шеддинг). При влияниях на ганглиозиды облегчаются
симптомы болезней.

Ключевые слова: ганглиозиды, межклеточные взаимодействия, онтогенез, болезнь Паркинсона,
опухоли, генноинженерные модели
DOI: 10.31857/S0475145022010074

ВВЕДЕНИЕ
Ганглиозиды – обычные компоненты плазма-

тической мембраны бактерий, клеток растений и
животных, включая человека (лит. Hakomori, 1981;
Ledeen, Yu, 1982; Tettamanti, Riboni, 1994; Kong
et al., 1998; Proia, 2003; Schengrund, 2015). Впер-
вые ганглиозиды идентифицированы в начале
1940-х гг. в мозге (отсюда название), затем они об-
наружены во всех органах, во всех клетках. У живот-
ных ганглиозиды – постоянный компонент не толь-
ко плазматической мембраны, но также и крови.

В основе ганглиозидов находится церамид –
сфинголипид, состоящий из сфингозина и жирной
кислоты. Церамид синтезируется в эндоплазмати-
ческом ретикулуме под действием церамидсинтазы
и затем перемещается в аппарат Гольджи. Там к це-
рамиду присоединяются углеводы и сиаловая кис-
лота при действии синтаз и трансфераз. По числу
остатков сиаловой кислоты различают разные ти-
пы ганглиозидов – моно- (GM), ди- (GD) или
трисиаловые (GT). Внутри типа различают вариан-
ты – GD1, GD2 … и их подразделения – GD1a,
GD1b… . Варианты ганглиозидов обладают разны-
ми физиологическими свойствами. Выделено око-
ло 200 ганглиозидов, но в определенном органе в
заметном количестве всего 3–5.

Из аппарата Гольджи ганглиозиды перемеща-
ются на поверхность клетки, где входят в состав
плазматической мембраны. Церамид является

компонентом внешней мембраны клеточной обо-
лочки, а углеводная часть направлена в межкле-
точную среду и способна соединяться с разными
лигандами. Ганглиозиды кожи могут служить
барьером от проникновения в организм внеш-
ней воды и, с другой стороны, защищают от по-
терь воды, от обезвоживания организма. Часть
ганглиозидов используется и в гиалоплазме для
транспорта различных веществ, в частности
ферментов, к органеллам. Утилизируются ган-
глиозиды в лизосомах.

Ганглиозиды могут быть рецепторами токси-
нов, например, холерного. Они изменяют актив-
ность ряда рецепторов – факторов роста, серото-
нина, инсулина. Ганглиозиды влияют на синтез
белка и активность многих ферментов, а также на
транспорт ионов. Они участвуют в адгезии клеток.
Дефекты метаболизма ганглиозидов – одна из при-
чин нарушений функций органов. Описаны болез-
ни, совпадающие с недостаточностью ганглиози-
дов. При некоторых болезнях, напротив, наблюда-
ют избыток ганглиозидов.

В экспериментах используют или препарат
полной смеси ганглиозидов из мозга крупного
рогатого скота (BBG, bovine brain gangliosides)
или один определенный ганглиозид.

УДК 591,3
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ГАНГЛИОЗИДЫ
В МЕЖКЛЕТОЧНЫХ КОММУНИКАЦИЯХ

В конце 1990-х гг. выяснилось, что бактерии и
протисты не беспорядочные скопления клеток, а
некие их сообщества. Стало понятно, что прямые
межклеточные взаимодействия – первые регуля-
ции в эволюции. Нервная система – позднее при-
обретение. Исследование межклеточных взаимо-
действий у млекопитающих началось задолго до
бактерий. В таких работах используют клеточные
культуры. Очевидно, что прямые взаимодействия
клеток в культуре – единственный способ их об-
щения.

Маркером прямых межклеточных взаимодей-
ствий стали околочасовые (ультрадианные) клеточ-
ные ритмы. Открытые случайно в конце 1950-х гг.
околочасовые ритмы присущи основным свой-
ствам клеток: синтезу белка, активности фермен-
тов, дыханию (последний обзор: Brodsky, 2014).

Околочасовые (ультрадианные) ритмы иссле-
дуют в плотных или редких культурах; первым
маркером был ритм синтеза белка (Brodsky et al.,
2000). В плотных культурах с близкорасположен-
ными клетками ритм обнаруживается через не-
сколько минут после перенесения культур в све-
жую среду. В редких культурах с далеко отстоящи-
ми клетками ритм находят лишь через несколько
часов. Добавление в среду с отмытыми редкими
культурами некоторых веществ приводит к выяв-
лению ритма синтеза белка через несколько минут.
Первым выявленным веществом-синхронизато-
ром были ганглиозиды. Потом нашли и другие
синхронизаторы, например трансмиттеры крови.

Сначала апробировали смесь ганглиозидов
BBG, как известно, содержащую 20% GM1, 40%
GD1a, 16% GD1b, 20% GT1b и еще 4% ганглиози-
дов в минорных концентрациях. Исследование
влияний разных доз BBG на редкие культуры ге-
патоцитов выявило ритм синтеза белка в концен-
трациях BBG 0.2–0.4 мкМ (Brodsky et al., 2000).
Позже такой эффект BBG нашли также для кера-
тиноцитов, и для мезенхимных стромальных кле-
ток (Brodsky et al., 2011, 2012).

В печени в заметных концентрациях содер-
жится пять разных ганглиозидов (Senn, Sellin,
1992). Мы исследовали все – GM3, GM1, GD1a,
GD1b, GT1b в разных дозах (Brodsky et al., 2000).
Эффективными в организации прямых межкле-
точных взаимодействий оказались два ганглиози-

да – GM1 и GD1a (рис. 1). Остальные изученные
ганглиозиды не влияли на кинетику синтеза белка
в редких культурах. Среди не эффективных был
GM3, один из основных ганглиозидов в печени.

Для определения динамики накопления GM1
в клетках и в межклеточной среде флуоресцент-
ным иммуноцитохимическим методом определе-
но накопление этого ганглиозида в культурах ге-
патоцитов (Звездина и др., 2000; Brodsky et al.,
2000). В плотных группах гепатоцитов GM1 ярко
светился через 60 мин после отмывания культу-
ры. Ритм синтеза белка мы находили и раньше, то
есть критичная концентрация ганглиозида в сре-
де образуется быстрее, чем за час. Анализ GM1 в
среде обнаружил ганглиозид уже через 5 мин. Су-
щественна не средняя концентрация синхрони-
затора в среде, а локальная вблизи клетки, что
было показано Н.Д. Звездиной и др. (2000) в опы-
тах с механической качалкой. В норме в плотных
культурах ритм синтеза белка обнаруживают
практически сразу после смены среды. Но если
свежую среду в чашке с культурами перемеши-
вать, ритм не виден даже через час.

Затем было исследовано влияние торможения
синтеза ганглиозидов на прямые межклеточные
взаимодействия. PPPP (1-phenyl-2-hexadecanoyl-
amino-3-pyrrolidino-1-propanol) тормозил синтез
гликозилцерамидсинтазы, ключевого фермента
синтеза ганглиозидов (Inokuchi, Radin, 1987; Abe
et al., 1995).

В микромолярных дозах PPPP значительно
тормозит, по данным Лэдиша и сотрудников, как
синтез ганглиозидов, так и их отделение от клеток
(шеддинг) в среду (Li, Ladisch, 1996; Olshefski, La-
disch, 1998; Kong et al., 1998). С помощью ELISA
мы оценивали действие разных доз PPPP (от 0.5
до 10 мкМ) на содержание ганглиозида-организа-
тора GM1 в культурах гепатоцитов и нашли эф-
фективным уже 1 мкМ PPPP (Brodsky et al., 2003).
После PPPP в клетках оставалось примерно поло-
вина GM1, а в среде лишь 10% (табл. 1). В плот-
ных культурах, обработанных PPPP, не нашли
ритм синтеза белка (рис. 2). Действие 1 мкМ
PPPP обратимо. Ингибитор не повреждает клет-
ки. Через сутки в нормальной среде в культурах ге-
патоцитов, предобработанных PPPP, обнаружили
ритм синтеза белка.

Об организующей функции ганглиозидов го-
ворили и наши опыты с действием среды, конди-
ционированной плотными культурами, на редкие
культуры. Среду редких культур заменяли на кон-
диционированную плотными культурами, нор-
мальными или предобработанными PPPP. Ритм
синтеза белка организовала только нормальная
среда. Об организующей роли ганглиозидов гово-
рило и быстрое восстановление ритма синтеза
после введения в среду с плотными культурами,
предобработанными PPPP, ганглиозидов.

Таблица 1. Изменение концентрации GM1 (пМ/106 кле-
ток/1 ч) через сутки действия 1 мкМ PPPP на плотные
культуры гепатоцитов (по: Brodsky et al., 2003)

Oбъект Kонтроль PPPP

Гепатоциты 53 29
Среда 2 0.2
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Высокую активность в наших опытах прояви-
ли липосомы с GM1 (рис. 3). Ритм синтеза белка
в редких культурах был выявлен при концентра-
ции GM1 в суспензии липосом 0.0003 мкМ, тогда
как минимальная эффективная концентрация сво-
бодного экзогенного GM1 0.06 мкМ (Бродский
и др., 2003).

Как долго сохраняется синхронизирующий
эффект ганглиозидов? Из опытов на редких куль-
турах молодой крысы следует, что ганглиозиды
работают, как триггер (Brodsky et al., 2005). После
однократного их сигнала, когда в среде давно
(4 дня) нет BBG, клетки все еще организуют ритм
синтеза белка. Особое внимание уделили реак-
ции старых крыс. В плотных культурах гепатоци-
тов старых крыс ритм синтеза белка определяет-
ся, но амплитуды ритма в клетках старых крыс
вдвое ниже, чем у молодых. То же показано и на
рис. 4. BBG значительно увеличил амплитуды
ритма – с 34 до 63%. Средний уровень синтеза
белка в каждом варианте опыта принят за 100%.
Такой высокоамплитудный ритм сохранялся и
после содержания культур, обработанных BBG,

еще сутки в свежей нормальной среде. То есть и в
этом случае сигнал действовал как триггер.

С возрастом снижается концентрация гангли-
озидов-организаторов GM1 и GD1a (рис. 5). Вы-
ше отмечено снижение межклеточных взаимо-
действий у старых животных. Введение ганглио-
зидов в среду с клетками старых животных или им
самим in vivo нормализует взаимодействия
(Brodsky, 2020).

К предположению об участии ганглиозидов в
межклеточных взаимодействиях пришли более
тридцати лет назад (обзор Hakomori, 1981). Гипо-
тезу обосновывали всеобщее распространение
ганглиозидов, их способность отделяться от од-
них клеток и встраиваться в другие клетки. Позже
вывод был далее подтвержден убедительными,
хотя и косвенными данными о постоянном при-
сутствии ганглиозидов в межклеточной среде, их
влиянием на транспорт ионов и активность ряда
ферментов, и воздействием на состояние некото-
рых рецепторов. Мы обосновали вывод прямыми
экспериментами. Выделены конкретные ганглио-
зиды и трансмиттеры организаторы, определена

Рис. 1. Влияние ганглиозидов на кинетику синтеза белка в культурах гепатоцитов. Два опыта, каждый на одной крысе.
(a) и (в) – отмытые плотные культуры в нормальной среде (бессывороточная среда 199 с добавлением альбумина и ин-
сулина; (б) и (г) – редкие культуры тех же крыс в такой среде; справа вверху в среду таких редких культур ввели
0.06 мкМ GM1 на 30 мин до исследования синтеза белка; справа внизу в среду культур этого опыта ввели 0.15 мкМ
GD1a на 30 мин. Пробы по 3 культуры каждая брали каждые 10 мин в течение 2 ч. По оси абсцисс – время (мин); по
оси ординат включение 3H-лейцина с поправкой на пул лейцина Icorr. Прямая на каждом графике – среднее для дан-
ного варианта опыта; пунктирные прямые ±ошибка этого среднего (по: Brodsky et al., 2000, с изменениями).
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цепь процессов, включающих синхронизацию кле-
точной популяции (обзор Brodsky, 2018). Обосно-
вано сохранение какое-то время эффекта синхро-
низации в памяти клеток.

ГАНГЛИОЗИДЫ И РАЗВИТИЕ

Влияние ганглиозидов на развитие организма,
особенно нервной системы, показано в генно-
инженерных исследованиях (Sheikh et al., 1999;
Proia, 2003; Furukawa et al., 2004; Ohmi et al., 2012).

Первая ступень биосинтеза гликосфинголипи-
дов, включая ганглиозиды, катализируется глико-
церамидсинтазой; к церамиду присоединяется
глюкоза. Фермент кодируется геном Ugcg. Повре-
ждение гена приводит к гибели эмбрионов; они не
способны пройти гаструляцию. Мутанты по гену
GalNAcT, кодирующего фермент синтеза ганглио-
зидов из лактатцерамида, следующего деривата

церамида, живут меньше нормальных мышей, хо-
тя и становятся взрослыми. Самцы таких мышей
стерильны; в семенниках блокирован мейоз и не
образуются спермии. У мутантов преобладают
простые ганглиозиды – GM3 и GD3. Практиче-
ски нет ганглиозидов, основных в нормальном
мозге, таких как GM1, GD1a, GD1b и GT1b.

Ганглиозиды GD1a и GT1b являются лиганда-
ми для гликопротеина, связанного с миелином,
названного MAG. Этот белок синтезируется в
глие и является одним из ведущих факторов взаи-
модействия нейронов и глии. MAG участвует в
миелинизации аксонов, у MAG-дефицитных мы-
шей с возрастом демиелинизируются некоторые
нервы (Sheikh et al., 1999). Такой эффект наблю-
дали и при дефиците GD1a и GT1b в нервной си-
стеме после мутации гена GalNAcT. У таких му-
тантов нарушено поведение и иммунитет. Пери-
ферические нервы этих мышей не способны к
регенерации.

Мутанты с поражением многих ганглиозид-
ных генов, но сохранившие нормальное содержа-
ние и активность ганглиозидов GM1 и GD1a, по
жизнеспособности и поведению мало отличают-
ся от нормы. Вновь отмечу, что эти два ганглио-
зида участвуют в регуляции прямых межклеточ-
ных взаимодействий (см. выше).

Среди многих исследований ганглиозидов при
разных патологиях отмечу, прежде всего, два цик-
ла работ. Они обращают внимание на возмож-
ность стимуляции активности ганглиозидов или,
наоборот, на необходимость торможения их син-
теза и шеддинга (секреции) для улучшения состо-
яния больного человека.

ГАНГЛИОЗИДЫ И НЕВРОПАТОЛОГИЯ. 
ДРУГИЕ ПАТОЛОГИИ

В ряде работ отмечается дефицит ганглиози-
дов GM1 и GD1a при некоторых невропатологиях
и, прежде всего, при болезни Паркинсона (рис. 6).
Основные сведения опубликованы группой Le-

Рис. 2. Кинетика синтеза белка в плотных культурах
гепатоцитов; действие ингибитора синтеза и шеддин-
га ганглиозидов PPPP. Контроль – суточные культу-
ры отмыты, перенесены в свежую среду, и через сутки
в них определен синтез белка. Справа – такие же от-
мытые культуры перенесли в среду с 1 мкМ PPPP и
через сутки в них определили синтез белка (по:
Brodsky et al., 2003, с изменениями).
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Рис. 3. Кинетика синтеза белка в редких культурах гепатоцитов: (a) – в нормальной среде; (б) – в среде с 0.01 мкМ сво-
бодного экзогенного GM1 или (в) – в среде с 0.0003 мкМ GM1 в липосомах (по: Бродский и др., 2003, с изменениями).
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deen et al. (Wu et al., 2012, 2020; Hadaczek et al.,
2015; Ledeen, Wu, 2015, 2017). Напомню еще раз,
что по нашим данным именно эти два ганглиозида
из изученных нами пяти мажорных для печени и
нервной системы регулируют прямые межклеточ-
ные взаимодействия, организующие ритм синтеза
белка.

GM1 один из главных ганглиозидов рафтов,
лабильных структур плазматической мембраны.
Рафты способствуют перемещению белков в мем-
бране, в частности, некоторых иммуноглобулинов
и рецепторов. Теперь показано, что ганглиозиды
регулируют функции рафтов. У мышей мутантов
по гликозилтрансферазе и синтазам ганглиозидов
показаны драматические изменения рафтов в
клетках in vitro и in vivo (Furukawa et al., 2004; Ohmi
et al., 2012).

Связываясь с гликопротеинами и протеогли-
канами среды, GM1 образует вблизи клеток гид-
рофильный слой, влияя на адгезию клеток, сиг-
нальные функции и межклеточные взаимодей-
ствия. GM1 влияет на транспорт ионов кальция
через плазматическую мембрану и потоки каль-
ция внутри клетки (Sano et al., 2009). Показано
влияние GM1 на активность аденилатциклазы в
плазматической мембране. Это один из путей ре-
гуляции содержания АТФ и цАМФ. По нашим
данным при этом активируются протеинкиназы,
ключевой процесс межклеточной кооперации.

Некоторые исследования относятся к генети-
ческим инженерным моделям болезни Паркин-
сона (Wu et al., 2012; Hadaczek et al., 2015). В одной
мутантной мышиной линии разрушены оба алле-
ля гена B4galnt1, и такие мыши полностью лише-
ны GM1. В другой гетерозиготной линии разру-
шен лишь один аллель (рис. 6). У таких мутантов
концентрация GM1 снижена на 45–60%. Не ме-

нее снижена концентрация GD1a, тогда как
GD1b и GT1b изменены мало сравнительно с
нормальными мышами. У мышей обеих мутант-
ных линий проявляются разные симптомы болез-
ни Паркинсона: нарушения моторики и коорди-
нации движений, гибель дофаминовых нейронов
и т.д.

Нейротрофическая роль ганглиозидов пред-
полагалась еще Хакомори (Hakomori, Igarashi,
1993). Вскоре экспериментально было показано,
что GM1 усиливает активность фактора роста нер-
вов (Rabin, Mocchetti, 1995). Показано, что экспо-
нирование клеток глиомы с НФР значительно по-
вышает фосфорилирование рецепторов НФР. К
такому эффекту приводит и экспонирование кле-
ток с GM1, т.е. нейротрофический эффект этого
ганглиозида может быть связан с воспроизведени-
ем им действия НФР, активируя его рецепторы.

Позже показаны и другие значимые роли GM1
в нервной системе (Ledeen et al., 1998; Ledeen, Wu,
2010). GM1 модулирует активность некоторых ре-
цепторов, включая Na/K-АТФ-азы и опиоидные.
Влияет на кальциевые каналы и тем самым на все
функции нейрона. Этот ганглиозид регулирует
действие нейротрофического фактора (GDNF),
выделяемого глиальными клетками (Hadaczek
et al., 2015). Сигнальный фактор необходим для
выживания катехоламинэргических нейронов.
При дефиците GM1 и активности фактора GDNF
в болезни Паркинсона происходит гибель дофа-
миновых нейронов.

Повышение концентрации GM1 необходимо
для регенерации периферических нервов (Kappa-
gantula et al., 2014). В опытах на крысах показано,
что после перерезки седалищного нерва происхо-
дит конверсия GD1a и GT1b в GM1 с помощью
Neu3-сиалидазы. После перерезки нерва концен-

Рис. 4. Сохранение влияния ганглиозидов (BBG) на кинетику синтеза белка в плотных культурах старой крысы: (a) –
контроль, суточные культуры в нормальной среде; (б) – такие культуры в среде с 0.3 BBG 30 мин, отмыты и перенесе-
ны в нормальную среду, и исследован синтез белка; (в) – культуры, предобработанные BBG, отмыты, и через сутки в
нормальной среде в таких культурах исследован синтез белка (по: Brodsky et al., 2005, с изменениями).
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трация GM1 возрастает в несколько раз в течение
6 ч и остается высокой 12 ч. У мутантов с инакти-
вированной сиалидазой регенерация не происхо-
дит. Инъекция сиалидазы крысе стимулирует ре-
генерацию.

Участие GM1 в этиологии болезни Паркинсо-
на обосновано положительным влиянием GM1
на симптомы этой болезни. Первые наблюдения
на животных моделях относятся к 1980-м годам.
Известны современные данные о положительном
эффекте GM1 на людей с болезнью Паркинсона.
Больным людям ежедневно вводили GM1 (Schnei-
der et al., 2010, 2015). После 16-недельного курса
значительно снизились моторные и другие симп-
томы болезни. 26 пациентов наблюдали 5 лет по-

сле курса GM1. Симптомы болезни оставались
сниженными.

Фармакологический аналог GM1, названный
LIGA20 (Kharlamov et al., 1993), значительно эф-
фективнее GM1 в подавлении симптомов болез-
ни Паркинсона. В отличие от самого ганглиози-
да, LIGA20 проникает через гематоэнцефаличе-
ский барьер и затем через плазматическую
мембрану нейронов. Его внутрибрюшинное вве-
дение мышам-моделям значительно облегчало
их состояние и продлевало жизнь. К сожалению,
в клинической практике LIGA20 не может ис-
пользоваться из-за токсического его действия
при длительном применении (личное сообщение
профессора Ledeen; проводится поиск других

Рис. 5. Изменения с возрастом мышей четырех ганглиозидов. WT – нормальные мыши, HT – гетерозиготные мутанты
по гену синтеза GM1 (см. в тексте). Ось абсцисс – возраст мышей (дни), ось ординат – концентрация ганглиозидов,
пМоль/мг белка (по: Wu et al., 2012, с изменениями).
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аналогов GM1). Одна из возможностей использо-
вания LIGA20 – ввести его в липосомы; эффек-
тивная концентрация может быть снижена в сот-
ни раз (рис. 3). Странно, что эти данные и резуль-
таты Шнейдеров не привлекли внимания врачей-
практиков. Болезнь Паркинсона пока не лечится.
Любая попытка снизить хотя бы симптомы этой
болезни интересна.

Дефицит ганглиозидов свойственен и такой
нейродегенеративной болезни как хроническая
хорея, или болезнь Хантингтона (Desplats et al.,
2007). Болезнь характеризуется моторными, пси-
хиатрическими и когнитивными нарушениями.
Показано нарушение метаболизма ганглиозидов
при этой болезни, ненормальная экспрессия гли-
козилтрансфераз. Снижена концентрация ган-
глиозидов GD1a, GD1b, GT1b и более всего кон-
центрация GM1.

Недавно выделен особый класс нервных бо-
лезней – ганглиозидозы, обусловленные ненор-
мальным катаболизмом ганглиозидов, избыточ-
ным их накоплением в клетках (Sandhoff, Harzer,
2013). Болезни обусловлены врожденными де-
фектами гидролаз и некоторых белков. Ганглио-
зидозы ведут к слепоте и идиотизму молодых лю-
дей. Пока лечения нет. Надежду внушает созда-
ние мышиных моделей.

В последнее время определили изменения
сфинголипидов при сердечно-сосудистых забо-
леваниях (обзор: Алесенко и др., 2019). Инсульты
и инфаркты – основная причина смерти людей.
Нарушения липидного обмена давно считают од-
ними из основных рисков возникновения таких
болезней. Теперь, кроме изменений холестерина
и триглицеридов, отметили нарушения метабо-
лизма и сфинголипидов, включая ганглиозиды,
причем важную роль имеет базовый их компо-

нент – церамид. Уровень сфинголипидов меняет-
ся при ишемии, гипертонии, инфаркте миокарда.
Предлагается измерять уровень сфинголипидов в
плазме крови, как дополнительный тест в диагно-
стике и прогнозе сердечно-сосудистых заболева-
ний и прежде всего инфаркта.

ИЗМЕНЕНИЯ ГАНГЛИОЗИДОВ
В КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ

Давно известно увеличение содержания ган-
глиозидов в злокачественных опухолях (Mora
et al., 1969). Дальнейшие исследования подтвер-
дили первые наблюдения, и при этом была пока-
зана корреляция между содержанием ганглиози-
дов и частотой метастазов опухоли (Itaya et al.,
1976; Skipski et al., 1981). Кроме различных кле-
точных линий, такая корреляция отмечена и для
некоторых опухолей. Показательные примеры –
клеточные линии мышиной меланомы и лимфо-
мы человека. В опухолях наиболее распростране-
ны простые ганглиозиды – GD3 и GM3, исход-
ные в двух линиях превращений (рис. 7). Высокая
концентрация GD3 и активность фермента его
синтеза особенно характерна для нейробластомы
крысы и рака прямой кишки человека, а для GM3
ганглиозида типично повышение концентрации
в меланоме и в раке мочевого пузыря, где много и
GD2. Некоторые ганглиозиды, минорные в нор-
мальных клетках, начинают экспрессироваться в
опухолях (Fredman, 1994). В быстро растущих ме-
тастазах ганглиозидов больше, чем в медленно
растущих метастазах. Моноклональные антитела
к “опухолевым” ганглиозидам тормозят рост опу-
холи (обзор по этому циклу работ см. Segui et al.,
2006).

Выделение (шеддинг) ганглиозидов опухоле-
выми клетками в среду – важный маркер прогрес-

Рис. 6. Концентрация ганглиозидов в затылочной коре мозга мышей в норме (Ctl, белые кружки) и у мышей-мутантов
с симптомами болезни Паркинсона (PD, черные кружки). Ось ординат – концентрация в нмоль/мг белка (по: Had-
aczek et al., 2015, с изменениями).
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сии опухоли. Среди многих работ этого направле-
ния отмечу исследования группы С. Лэдиша
(Stephan Ladisch); одно из первых опубликовано
уже в 1983 году (Ladisch et al., 1983). Было показано,
что концентрация ганглиозидов в высокотуморо-
генной линии клеток лимфомы мыши более чем в
100 раз выше, чем в линии, клетки которой слабо
прививаются (Ladisch et al., 1987). Клетки второй
линии выделяют в 90 раз меньше ганглиозидов,
чем высокотуморогенные. Клетки этой линии
прививаются намного хуже, чем клетки с высо-
ким содержанием ганглиозидов и высоким шед-
дингом; требуется в 1000 раз большее число клеток.
Интересно: клетки низкотуморогенной линии
можно преобразовать в высокотуморогенные, до-
бавив в их среду ганглиозиды, выделенные из вы-
сокотуморогенного клона. Наблюдения пациентов
с нейробластомой показали отрицательную корре-
ляцию выживания людей с уровнем ганглиозида
GD2 в опухоли (Valentino et al., 1990).

Показано влияние ганглиозидов на иммунную
систему (Ladisch et al., 1983; Gonwa et al., 1984;
Shaposhnikova et al., 1989; Bergelson et al., 1995;

Bergelson, 1995; Li et al., 1996a, 1996b). Так, ган-
глиозиды, выделенные из линии клеток нейробла-
стомы, сильно подавляют иммунный ответ алло-
генных нормальных клеток мыши in vivo (Li et al.,
1995). Затем это было показано для основного
ганглиозида нейробластомы – GD2 (Li et al.,
1996). Восстановление иммунных клеток и неко-
торых других свойств нормальных тканей дости-
галось подавлением ключевого фермента синтеза
всех ганглиозидов гликозилцерамидсинтазы пре-
паратом PPPP (см. выше). По данным Р. Ли и
С. Ладиша (Li, Ladisch, 1996) синтез ганглиозидов
тормозится PPPP в разных опухолях примерно в
20 раз и шеддинг – 7–20 раз. В наших работах при
обработке культур нормальных гепатоцитов
PPPP их шеддинг подавлялся на 90% при исполь-
зовании в 10 раз меньшей дозы PPPP (табл. 1).

Шеддинг ганглиозидов раковыми клетками и
усвоение этих ганглиозидов нормальными клет-
ками изящно показаны в опытах на двойных
культурах (Olshefski, Ladish, 1998). Меченые ган-
глиозиды клеток медуллобластомы были обнару-
жены в нормальных фибробластах, отделенных
от раковой культуры мембранным фильтром. По-
сле обработки раковых клеток ингибитором
PPPP переход ганглиозидов полностью подав-
лялся. При этом структура фибробластов не стра-
дала, и в этой культуре находили митозы.

Выше отмечено туморогенное действие ган-
глиозидов, выделенных из лимфомы, на клетки
низкораковой линии (Ladisch et al., 1987). Затем
показали подавление шеддинга клеток эпидермо-
идной карциномы (Barbour et al., 1992) и нейро-
бластомы (Li, Ladisch, 1996, 1997), а также клеток
меланомы после обработки их PPPP. В последнем
случае синтез ганглиозидов снижался на 86–90%.
Деления лимфоцитов в органах иммунитета не
страдали. Индуктор дифференцировки – ретино-
евая кислота стимулировала рост нейритов в клет-
ках нейробластомы. Если обработать культуры хо-
лерным токсином, блокирующим рецепторы ган-
глиозида GM1, или ввести в среду антитела к GM1,
ретиноевая кислота не стимулирует рост нейритов.
Вновь отмечу универсальную роль GM1 в разных
функциях и в патологии.

Мышам вводили подкожно клетки меланомы
(Wen Deng et al., 2000). У всех образовались опухо-
ли с метастазами. Другие мыши той же линии по-
лучали клетки, обработанные PPPP в условиях,
не тормозящих пролиферацию клеток. У таких
мышей опухоли возникли лишь у 40% животных,
и метастазы были лишь у 25%. Среди многих ис-
следований, показавших положительное влияние
PPPP для профилактики и терапии опухолей, от-
мечу еще два (Inokuchi et al., 1990; Kyogashima
et al., 1996).

Работы разных авторов позволили классику
исследования ганглиозидов Й. Хакомори (Hako-

Таблица 2. Изменения интенсивности синтеза и шед-
динга ганглиозидов по данным радиоактивности ме-
ченых ганглиозидов после 3-дневной обработки ли-
нии клеток нейробластомы человека ингибитором
PPPP; расчет на чашку с клетками (Li, Ladisch, 1996)

PPPP, млМ Синтез, dpm Шеддинг, dpm

0 контроль 61152 1454
10 3308 208
20 2700 120

Рис. 7. Ганглиозиды в разных состояниях организма
(синим). Опыт нормализации (красным). PPPP – ин-
гибитор синтеза ганглиозидов.
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mori, 1991) рассмотреть новую стратегию терапии
опухолей. Подобные отношения рассмотрены и в
другом обзоре (Radin, 1994).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Казалось бы, вывод о значимости ганглиози-
дов в жизни организма тривиален: как часть плаз-
матической мембраны, ганглиозиды участвуют во
всех функциях и в проявлениях патологии. Одна-
ко, современные данные определили специфиче-
ское, хотя и не уникальное участие именно ган-
глиозидов в разных жизненно важных процессах.
Рис. 7 обобщает эти сведения. Красным выделе-
ны факторы улучшения состояний старого или
больного человека.

Отмечены свойства ганглиозидов, неизвест-
ные даже в 1980-е годы, а некоторые и в 2010-е.
Так выяснилось участие некоторых ганглиозидов
в организации прямых межклеточных взаимодей-
ствий. GM1 и GD1a из пяти изученных, основных
в печени и в мозге, организуют ритм синтеза бел-
ка в разных клетках in vitro и in vivo. Ганглиозиды
не единственный фактор-организатор. Таков же
эффект трансмиттеров крови – норадреналина и
серотонина, а также мелатонина и некоторых ле-
карств модуляторов кальция. Но организующая
функция ганглиозидов обоснована эксперимен-
тами впервые, хотя гипотез об этом хватало, на-
чиная с классических работ 1980-х гг.

Исследование генноинженерных мутантов по-
казало необходимость ганглиозидов для развития.
Повреждение гена первого процесса превраще-
ния церамида в ганглиозиды приводит к остановке
гаструляции при ненарушенной проницаемости
мембран бластомеров и не остановленных делени-
ях дробления. Мутации поздних в становлении
ганглиозидов генов ведут к нарушениям нервной
системы, сокращению продолжительности жиз-
ни и изменениям поведения животных. Некото-
рые нарушения удается исправить, введя гангли-
озиды. Отмечено, что мутанты с ненарушенным
содержанием GM1 и GD1a по когнитивным по-
казателям и некоторым другими параметрам
нервной системы не отличаются от нормальных
животных.

Среди многих изменений свойств организма и
клеток при старении нашли и нарушения прямых
межклеточных взаимодействий. Маркер процес-
са – амплитуда ритма синтеза белка – вдвое
уменьшается у старых животных. При старении в
организме наблюдали дефицит ганглиозидов-ор-
ганизаторов GM1 и GD1a, тогда как другие ган-
глиозиды, обычные в нервной системе и в пече-
ни, не изменялись. Ситуацию с организацией
прямых межклеточных взаимодействий можно
исправить, добавляя в среду с культурами клеток
старых крыс или инъецируя старым животным

ганглиозиды. Таков же эффект обогащения сыво-
ротки крови старых крыс ганглиозидом-органи-
затором GM1.

Дефицит GM1 и GD1a, ганглиозидов-органи-
заторов прямых межклеточных взаимодействий
наблюдали при болезни Паркинсона. Показано
положительное влияние ганглиозида GM1 на
симптомы болезни. Еще эффективнее действовал
фармакологический аналог GM1. Инъекции лю-
дям ганглиозида GM1 снижали тяжелые симпто-
мы болезни – нарушения моторики и координа-
ции движений, тремора, когнитивных сбоев. По-
скольку эффективных методов лечения болезни
Паркинсона пока нет, удивительно, что работы с
ганглиозидами не привлекли широкого внима-
ния врачей.

Противоположный феномен – избыток ган-
глиозидов – сопровождает канцерогенез. Влияния
на ганглиозиды могут облегчать течение злокаче-
ственных опухолей. В злокачественных опухолях
содержание ганглиозидов и особенно GM3 и
GD2 может быть намного больше, чем в анало-
гичных нормальных тканях. Показано туморо-
генное действие ганглиозидов, торможение ими
иммунитета организма хозяина. В опухолях часто
ненормально высокая активность фермента син-
теза ганглиозидов гликозилцерамидсинтазы. Ин-
гибитор этого фермента – PPPP – тормозит про-
грессию опухоли.

В последнее время определили изменения со-
держания сфинголипидов в процессе сердечно-со-
судистых заболеваний, основной причины смерти
людей. Предлагается измерять уровень сфинголи-
пидов в плазме крови, как дополнительный тест в
диагностике и прогнозе сердечно-сосудистых за-
болеваний и прежде всего инфаркта.

Итак, ганглиозиды – важный фактор развития
и функционирования организма, влияющий на
основополагающие генетические и эпигенетиче-
ские механизмы в течение всего онтогенеза. Как
можно представить эффекты ганглиозидов? Как
компоненты плазматической мембраны, гангли-
озиды могут влиять на активность многих рецеп-
торов: факторов роста, инсулина, серотонина, ней-
ротрофических и других. Ганглиозиды и сами мо-
гут быть рецепторами, и их недостаток или избыток
может сказываться на биологии клеток. Как сиг-
нальные молекулы, ганглиозиды могут влиять на
многие процессы в клетках, такие как синтез белка,
активность ферментов, ионный транспорт. Они
могут модулировать действие других сигналов.
Значимость ганглиозидов отмечалась давно, но
обосновывалась лишь всеобщим их распростране-
нием в клетках и способностью отделяться от кле-
ток и встраиваться в мембрану других клеток. Ре-
зультат последних 20 лет – доказательство роли
ганглиозидов прямыми физиологическими экс-
периментами, а в последние годы и генноинже-
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нерными методами. Для медицины существенны
все более широкие данные о вовлеченности ган-
глиозидов в этиологию некоторых нервных бо-
лезней, и прежде всего болезни Паркинсона, а
также в прогрессию опухолей.
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Glycosphingolipids – gangliosides – are one of the essential factors of direct cell-cell communication and the
development of organisms. They are involved in the pathogenesis of a number of diseases, such as Parkinson’s
disease and malignant tumors, manifesting themselves as a deficiency or surplus of the ganglioside content in
comparison with normal tissues. It is possible to correct such disorders affecting the synthesis or secretion
(shedding) of gangliosides. In terms of future clinical application: when the gangliosides are corrected, the
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Исследованы особенности окраски дорсальной и вентральной сторон редкого глубоководного ска-
та Ричардсона Bathyraja richardsoni (Arhynchobatidae) в диапазоне длин от 14 до 146 см и прослежены
ее онтогенетические изменения. Представлены новые данные по окраске эмбрионов, неполовозре-
лых, созревающих и половозрелых особей. Показано, что вариации окраски дорсальной стороны
незначительны, в то время как окраска вентральной стороны может значительно варьировать. По-
лученные данные могут быть использованы в таксономических и популяционных исследованиях,
при разработке ключей для определения видов, подготовке фаунистических сводок и определите-
лей, облегчить понимание особенностей окраски и ее изменений у глубоководных животных, оби-
тающих в условиях постоянной темноты, а также расширить знания об отдельных аспектах макро-
и микроэволюции глубоководных скатов.

Ключевые слова: скат Ричардсона Bathjyraja richardsoni, окраска, онтогенетические изменения, глу-
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ВВЕДЕНИЕ
Фауна глубоководных скатов даже наиболее

изученной северной части Атлантического океа-
на исследована недостаточно хорошо. Многие се-
веро-атлантические виды описаны относительно
недавно (во второй половине прошлого столетия)
и известны до сих пор по небольшому числу нахо-
док (Orlov et al., 2006; Porteiro et al., 2017). К таким
видам относится и скат Ричардсона Bathyraja rich-
ardsoni, впервые описанный из вод Новой Зелан-
дии (Garrick, 1961; Garrick, Paul, 1974). Ареал дан-
ного вида расположен в северной и центральной
Атлантике (от северо-восточной Канады и юго-
западной Гренландии до Азорских о-вов и Мав-
ритании) и в юго-западной Пацифике в водах
Тасмании и Новой Зеландии (Ebert, Stehmann,
2013; Kulka et al., 2015; Porteiro et al., 2017), где он
известен по разрозненным поимкам. Скат

Ричардсона – один из наиболее крупных видов глу-
боководных скатов, достигающий длины 175 см
(Sulak et al., 2009; Ebert, Stehmann, 2013). Наи-
большей численности он достигает в районе Сре-
динно-Атлантического хребта (САХ) (Fossen et al.,
2008) и является одним из наиболее глубоководных
северо-атлантических скатов, поимки которого
известны с глубин 501–3055 м с диапазоном мак-
симальной встречаемости между 2100 и 2400 м
(Orlov et al., 2006; Porteiro et al., 2017).

Скаты являются одной из наиболее уязвимых
групп морских рыб по отношению к антропоген-
ному воздействию (Dulvy, Reinolds, 2002), и от-
дельные страны и природоохранные организации
уделяют повышенное внимание вопросам охраны
и сохранения как хрящевых рыб в целом, так и
скатов в частности (Орлов, 2005, 2008; Cavanagh,
Gibson, 2007; Орлов, Шеверницкий, 2008; Орлов,

УДК 591,3

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ЖИВОТНЫХ 
(БЕСПОЗВОНОЧНЫХ И ПОЗВОНОЧНЫХ)
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Литвинов, 2010; Goodwin, 2012). По версии Меж-
дународного союза охраны природы (МСОП)
скат Ричардсона отнесен к категории “Least Con-
cern” (Kulka et al., 2015), т.е. в настоящее время
угрозы антропогенного характера для него отсут-
ствуют.

Несмотря на то, что данный вид является до-
вольно многочисленным в сравнении с другими
глубоководными скатами северной Атлантики,
до сих пор его биология остается изученной недо-
статочно (Tempelman, 1973b; Orlov et al., 2006), а в
большинстве опубликованных работ описывают-
ся преимущественно особенности морфологии
данного вида (Garrick, 1961; Forster, 1965; Tempel-
man, 1973a, 1973b; Garrick, Paul, 1974; Stehmann,
Merrett, 2001; Orlov et al., 2006, 2010; Orlov, 2011;
Orlov, Cotton, 2011). Между тем, опубликованные
сведения об окраске ската Ричардсона разрозне-
ны и ограниченны. Штеманн и Мерретт (Stehmann,
Merrett, 2001) описали окраску пяти извлеченных из
яйцевых капсул эмбрионов. Ранее сведения об
окраске нескольких крупных половозрелых скатов
Ричардсона были описаны для экземпляров из вод
Новой Зеландии (Garrick, 1961), северо-восточ-
ной (СВА) (Forster, 1965) и северо-западной
(СЗА) Атлантики (Tempelman, 1973b), позднее
обобщенные в региональных фаунистических
сводках (Sulak et al., 2009; Ebert, Stehmann, 2013).
В целом, в указанных работах для окраски взрос-
лых особей указывались такие общие признаки:
дорсальная сторона тела однотонная, от пепель-
ной до коричневой, с небольшими светлыми точ-
ками или пятнами и темной каймой на крыльях и
нижних лопастях брюшных плавников (V); вен-
тральная сторона тела заметно темнее дорсаль-
ной, с темной каймой на крыльях и нижних лопа-
стях V и наличием белых участков вокруг рта,
ноздрей и клоаки, на хвосте и у его основания,
между грудными (P) и V, на нижних лопастях V и
вершинах птеригоподиев.

Отсутствие опубликованных данных по окрас-
ке среднеразмерных скатов Ричардсона не позво-
ляло исследовать закономерности изменений его
окраски на протяжении всего жизненного цикла
и выявить ее внутривидовую и онтогенетическую
изменчивость. Подобные сведения имеют важное
значение для таксономических и популяционных
исследований, а также при разработке ключей
для определения видов и подготовке фаунистиче-
ских сводок и определителей. Кроме того, разра-
ботка данной проблемы может представлять бо-
лее широкий фундаментальный интерес в плане
осмысления особенностей окраски и ее измене-
ний у глубоководных животных, обитающих в
условиях постоянной темноты, а также способство-
вать лучшему пониманию отдельных аспектов мак-
ро- и микроэволюции (происхождение, расселе-
ние, формирование популяционных структур и др.)
глубоководных скатов.

Цель работы – анализ всех доступных (соб-
ственных и литературных) данных по окраске
ската Ричардсона, позволяющих проследить ее
онтогенетические изменения в пределах всего ви-
дового ареала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для анализа вариаций окраски

ската Ричардсона послужили 20 экземпляров обо-
их полов общей длиной от 14 до 146 см, исследован-
ных первым автором в течение 2005–2010 гг. в раз-
личных музеях (табл. 1):

Зоологический музей университета г. Берген,
Норвегия: ZMUB 19528 (TL 142 см, самка, 2534 м),
ZMUB 17600 (TL 29 см, самка, 2534 м), ZMUB
19514-3 (TL 78 см, самец, 1911 м), ZMUB 19514-4
(TL 63 см, самка, 1911 м), ZMUB 19522-3 (TL 45 см,
самка, 2364 м), ZMUB 19522-1 (TL 55 см, самец,
2364 м), ZMUB 19522-2 (TL 53 см, самка, 2364 м),
ZMUB 19535 (TL 53 см, самец, 2534 м), ZMUB
19514-1 (TL 69 см, самка, 2280 м), ZMUB 19514-2
(TL 84 см, самец, 1911 м), ZMUB 19476 (TL 106 см,
самка, 2288 м), ZMUB 19448 (TL 101 см, самка,
2534 м), ZMUB 19364 (TL 85 см, самка, 2951 м) –
все из вод САХ;

Национальный музей естественной истории,
г. Париж, Франция: MNHN 1999-1156 (TL 35 см,
самец, 1975 м, СВА, восточнее Гибридских о-вов);

Британский музей естественной истории,
г. Лондон, Великобритания: BMNH 1999.10.1.1
(TL 52 см, самец, 2441 м, глубина и место поимки
неизвестны), BMNH 1999.10.1.2 (TL 69 см, самец,
2441 м, глубина и место поимки неизвестны),
BMNH 1999.2.2.1 (TL 22 см, самец, 1541 м, СВА
восточнее Ирландии), BMNH 1999.2.2.2 (TL 25 см,
самец, 1541 м, СВА восточнее Ирландии), BMNH
1999.2.2.3 (TL 24 см, самка, 1541 м, СВА восточнее
Ирландии), BMNH 1999.2.2.4 (18 см, самка, 1541 м,
СВА восточнее Ирландии).

Кроме того, для сравнения привлечены лите-
ратурные данные об окраске, фотографии или ри-
сунки экземпляров из вод Новой Зеландии (Garrick,
1961), СВА (Forster, 1965) и СЗА (Tempelman, 1973a),
а также Азорских о-вов (фото Гуи Менезес (Gui
Menezes)).

Анализ вариаций окраски проводили на осно-
вании изучения свежевыловленных особей
(САХ), их описаний из опубликованной литера-
туры, рисунков (воды Новой Зеландии) или фо-
тографий (воды Канарских и Азорских о-вов,
СВА и СЗА) и фиксированных экземпляров из
музейных коллекций (СВА).

Особенности полового созревания ската
Ричардсона не изучены, а о размерах, при кото-
рых он созревает, ничего не известно. Основыва-
ясь на опубликованных сведениях, а также дан-
ных о соотношении длины птеригоподиев и ниж-
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ней лопасти V (Орлов, 2006) у исследованных
самцов, можно заключить, что длина эмбрионов
составляет 14–25 см, неполовозрелых – 35–69 см,
созревающих – 78–85 см и половозрелых – свы-
ше 113 см. При этом длина, при которой созрева-
ют самцы и самки крупных северо-тихоокеан-
ских и южно-африканских скатов, практически
не различается, а половая зрелость наступает при
достижении 60% максимальной длины (Орлов,
2006; Ebert et al., 2007; Орлов, Смирнов, 2015). В
связи с этим, в дальнейшем при обсуждении по-
лученных результатов для обозначения степени
половой зрелости особей ската Ричардсона в ис-
следованном размерном ряду мы условно выделяем
следующие группы: эмбрионы – 18–25 см, неполо-
возрелые – 29–69 см, созревающие и половозре-
лые – 78–105 см, половозрелые – выше 105 см
(последняя составляет 60% от максимально из-
вестной длины).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты анализа представлены в табл. 1,
включающей 13 признаков – особенностей
окраски. В анализ не включен ранний эмбрион
длиной 142 мм BMNH 1999.2.2.4 (рис. 1), который
был окрашен одноцветно и не имел характерных

для вида особенностей окраски как в свежем
(Stehmann, Merrett, 2001), так и фиксированном
состоянии (наши данные). Описание окраски
проиллюстрировано фотографиями скатов, пред-
ставляющих размерный ряд 14, 18, 25, 35, 52, 69,
84, 106 и 127 см (рис. 1–9).

Дорсальная сторона тела

Вариации окраски дорсальной поверхности
ската Ричардсона в сравнении с таковыми вен-
тральной можно рассматривать как незначитель-
ные. Для всех исследованных особей данного вида
(без учета экземпляров, у которых по отдельным
признакам данные отсутсвовали) независимо от их
размера, пола и состояния половой зрелости была
характерна однотонная окраска дорсальной сторо-
ны от пепельной до коричневой (см. табл. 1). По-
давляющее большинство особей на дорсальной
поверхности диска имело более темную кайму по
его краю и на нижних лопастях V (96.4%), а также
небольшие светлые точки или пятна (96.4%) (рис. 2).
Исключение в этом отношении представляла
самка длиной 110 см (№ 22 в табл. 1) из вод Ка-
нарских о-вов (Brito et al., 1998), у которой (судя
по фото) оба рассматриваемых признака отсут-
ствовали.

Рис. 1. Ранний эмбрион ската Ричардсона Bathyraja richardsoni длиной 14 см (BMNH 1999.2.2.4): а – дорсальная сторо-
на, б – вентральная сторона.
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Вентральная сторона тела

Вариации окраски вентральной стороны ската
Ричардсона были более разнообразны. У всех ис-
следованных скатов без исключения независимо
от длины, пола и половой зрелости вентральная
сторона в целом была пепельно-коричневой. При
этом она была обычно темнее дорсальной, а на
краях крыльев и нижних лопастей V имелась тем-
ная кайма. Также все исследованные особи ха-
рактеризовались наличием белых участков вокруг
рта, ноздрей и от ноздрей до углов рта (рис. 3). У
подавляющего большинства особей (92.3%) от-
верстие клоаки было белым (см. рис. 3), за исклю-
чением двух эмбрионов длиной 18 и 22 см (№ 1 и
2, в табл. 1 и рис. 4б, 6б). Нижняя сторона хвоста
была полностью белой у 2 эмбрионов – самки TL
18 см и самца TL 35 см (№ 1 и 6 соответственно).
У прочих особей низ хвоста в разной степени пиг-
ментирован (до полностью темного – рис. 3 и 5);
причем у некоторых из них у его основания имел-
ся белый участок (рис. 4б, 6). Около трети иссле-
дованных экземпляров (35.7%) характеризова-
лись наличием светлых пятен на хвосте (рис. 8б),
за исключением уже упоминавшихся выше двух
особей, у которых хвост с вентральной стороны
был полностью белый.

У 73.1% особей белый участок отмечен в месте
соединения P и V плавников (рис. 3, 4б, 6б, 7б, 8б,
9б), за исключением семи самок и самцов длиной
от 29 до 146 см (рис. 5б). У несколько большего
числа особей (76.9%) белые участки отмечены на
нижних лопастях V (рис. 4б, 9б), за исключением
шести самцов и самок длиной от 69 до 113 см (рис.
5б, 8б). Чуть больше трети исследованных экзем-
пляров длиной до 69 см имели белые пятна на
брюхе (рис. 8б), форма, расположение и размеры
которых варьировали. У эмбрионов длиной 18, 22
и 24 см сохранились светло окрашенные участки
на месте желточного мешка (рис. 4б, 9б), а также
имелись дополнительные светлые участки вокруг
жаберных щелей (рис. 9б). У эмбриона длиной
24 см (№ 3) имелись дополнительные светлые
участки, образующие фигуру стреловидной формы,
с вершиной у места прикрепления желточного
мешка и основанием у нижних лопастей V (рис. 9б).
У самца длиной 35 см (№ 6) белое пятно отмечено
между пятыми жаберными щелями (рис. 6б). У
самца длиной 69 см (№ 14) белое пятно находи-
лось на уровне между вторыми и пятыми жабер-
ными щелями (рис. 7б). Кроме того, у 80.0% сам-
цов имелись белые участки на птеригоподиях
(рис. 3, 4б, 5б, 6б, 7б), за исключением экземпля-
ров длиной 53, 69 и 78 см (№ 10, 14, 16).

Особенности окраски различных размерных групп

В целом, независимо от размера и пола (за ис-
ключением эмбриона TL 14 см) все исследован-

ные особи имели однотонную от пепельной до
коричневой окраску дорсальной стороны с не-
значительными вариациями в виде наличия у не-
которых экземпляров более темной каймы по
краям P и V, а также мелких точек и пятен на дис-
ке. Вариации окраски вентральной стороны тела
были более значительными, хотя все изученные
экземпляры характеризовались ее более темной
окраской в сравнении с дорсальной стороной и
наличием темной каймы на крыльях и нижних
лопастях V.

Эмбрионы. Наши детальные исследования
изученных ранее Штеманом и Мерреттом (Steh-
mann, Merrett, 2001) эмбрионов в фиксированном
состоянии (№ 1–4 табл. 1) выявили некоторые
дополнительные особенности их окраски. Эм-
брион длиной 14 см имел одноцветную бледную
окраску как в фиксированном, так и свежевылов-
ленном состоянии (Stehmann, Merrett, 2001). У двух
других эмбрионов TL 18 см (№ 1) и 22 см (№ 2) от-

Рис. 2. Дорсальная сторона крупной самки ската
Ричардсона Bathyraja richardsoni длиной 106 см
(ZMUB 19476): 1 – грудные плавники (крылья), 2 –
нижние лопасти V.
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сутствовало белое пятно у входа в клоаку. У пер-
вого из указанных экземпляров, кроме того, вся
нижняя поверхность хвоста была белой, в отли-
чие от большинства экземпляров, у которых свет-
лый участок отмечен только у основания хвоста.
У четырех из рассматриваемых экземпляров име-
лись белые пятна на брюхе различной конфигура-
ции и местоположения, которые отсутствовали у
скатов длиной свыше 85 см. Среди эмбрионов у
всех самцов дорсальная поверхность птеригопо-
диев была светлой.

Неполовозрелые экземпляры. Согласно полу-
ченным нами данным, у всех неполовозрелых
особей отмечено наличие белых участков вокруг
рта, ноздрей, у входа в клоаку и у основания хво-
ста. В то же время, некоторые особенности их
окраски заметно отличались от таковой созрева-
ющих и половозрелых экземпляров. Так, у неко-

торой части особей TL 29–69 см (4 из 11 экз.) отсут-
ствовал белый участок между P и V при наличии его
у всех особей меньшей длины и большинства более
крупных экземпляров. У двух скатов длиной 69 см
(№ 14 и 15) не отмечено белых участков на нижних
лопастях V. У четырех особей TL 52–55 см (№ 8–11)
и 69 см (№ 14) отсутствовали белые пятна на брю-
хе, присутствуя у большинства созревающих и
половозрелых экземпляров. У скатов TL 55 см
(№ 11) и 69 см (№ 14) не отмечено белых пятен на
хвосте. У двух самцов TL 53 (№ 10) и 69 см (№ 14)
отсутствовали белые участки на вершинах птериго-
подиев, присутствуя у всех более мелких и боль-
шинства более крупных экземпляров.

Созревающие экземпляры. Для окраски вен-
тральной стороны тела всех созревающих особей
было характерно наличие белых участков вокруг
рта, ноздрей и входа в клоаку. У одного из пяти

Рис. 3. Вентральная сторона половозрелого самца ската Ричардсона Bathyraja richardsoni длиной 127 см из вод Азорских о-вов
(фото Гуи Менезес): 1 – рот, 2 – ноздри, 3 – крылья (грудные плавники), 4 – нижние лопасти V, 5 – клоака, 6 – птериподии).

11122

33

44 55

66



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 1  2022

ИЗМЕНЕНИЯ ОКРАСКИ РЕДКОГО ГЛУБОКОВОДНОГО СКАТА 37

исследованных экземпляров (№ 16) отсутствова-
ло белое пятно между P и V. У трех из пяти особей
(№ 16–17 и 19) не отмечено белых участков на
нижних лопастях V. У всех созревающих экзем-
пляров отсутствовали белые пятна на брюхе, за
исключением самца TL 84 см (№ 17). У всех ска-
тов рассматриваемой группы отсутствовали бе-

лые пятна на хвосте. Из двух изученных созрева-
ющих самцов (№ 16 и 17) лишь у одного вершины
птеригоподиев были окрашены светло.

Половозрелые экземпляры. Как и подавляющее
большинство особей других размерных групп, у
половозрелых экземпляров отмечены белые
участки вокруг рта и ноздрей и у входа в клоаку.

Рис. 4. Эмбрион ската Ричардсона Bathyraja richard-
soni длиной 18 см (BMNH 1999.2.2.4): а – дорсальная
сторона, б – вентральная сторона: 1 – остатки жел-
точного мешка, 2 – белые участки на нижних лопа-
стях V, 3 – светлая нижняя поверхность хвоста, 4 – бе-
лые участки на птеригоподиях.
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Рис. 5. Созревающий самец ската Ричардсона Bathy-
raja richardsoni длиной 84 см (ZMUB 19514-2): а – дор-
сальная сторона, б – вентральная сторона.
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Белые участки у основания хвоста имелись у трех
из семи (№ 21, 23–24) изученных скатов. Наличие
белых участков между P и V отмечено у двух (№ 23
и 28) из семи экземпляров. Нижние лопасти V бы-
ли окрашены светло только у одной особи (№ 23).
Белые пятна на брюхе и нижней поверхности хво-
ста ни у одного половозрелого ската не отмечены.
При этом у всех изученных самцов данной груп-

пы вершины птеригоподиев были светло окра-
шенными.

Вариации окраски в зависимости от пола
Анализ вариаций окраски вентральной сторо-

ны тела 14 самок и 12 самцов ее принципиальных
различий у особей разных полов не выявил. От-

Рис. 6. Неполовозрелый самец ската Ричардсона
Bathyraja richardsoni длиной 35 см (MNHN 1999-1156):
а – дорсальная сторона, б – вентральная сторона.
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Рис. 7. Неполовозрелый самец ската Ричардсона
Bathyraja richardsoni длиной 69 см (BMNH 1999.10.1.2):
а – дорсальная сторона, б – вентральная сторона.
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сутствие белого участка у входа в клоаку отмечено
у двух наиболее мелких разнополых эмбрионов
(№ 1 и 2). Белые участки у основания хвоста от-
сутствовали у одной крупной самки (№ 21) и че-
тырех самцов TL 78–127 см (№ 16, 17, 23–24). Не
было белых участков между P и V у трех самок
TL 29, 45 и 146 см (№ 5, 7, 28) и 4 самцов TL 55, 69,
78, 113 см (№ 11, 14, 16, 23). Белые участки на ниж-

Рис. 8. Неполовозрелая самка ската Ричардсона
Bathyraja richardsoni длиной 53 см (ZMUB 19522-2): а –
дорсальная сторона, б – вентральная сторона: 1 – пятно
на брюхе, 2 – белый участок у основания хвоста.
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Рис. 9. Эмбрион ската Ричардсона Bathyraja richard-
soni длиной 24 см (BMNH 1999.2.2.3): а – дорсальная
сторона, б – вентральная сторона: 1 – белые участки
в районе жаберных щелей, 2 – светлый участок стре-
ловидной формы.
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них лопастях V не отмечены у двух самок TL 69 и
101 см (№ 15 и 19) и четырех самцов TL 69–113 см
(№ 14, 16–17, 23). Белые пятна на брюхе отсут-
ствовали у восьми самок TL 53 и >85 см, в то вре-
мя как среди самцов данный признак не был вы-
ражен у экземпляров TL 52–78 см и 113–130 см.
Белые пятна на хвосте отсутствовали у семи са-
мок TL > 85 см и семи самцов >55 cм.

Вариации окраски в зависимости от глубины

У особей ската Ричардсона, пойманных на
различных глубинах в диапазоне 1541–2951 м, от-
мечены некоторые различия особенностей окрас-
ки вентральной стороны тела. При их анализе
указанный диапазон был разделен на три отрезка:
1541–1975 м (8 особей), 2125–2441 м (13 особей) и
2534–2951 м (5 особей). Скаты, у которых отсут-
ствовали белые участки у входа в клоаку, обнару-
жены только на глубинах <2000. Белые участки у
основания хвоста отсутствовали у двух экземпля-
ров с глубин <2000 м и у трех – с глубин 2000–
2500 м, но не отмечены у особей с глубин >2500 м.
Белые участки между P и V отсутствовали у двух
скатов, пойманных на глубине <2000 м, четырех –
с глубин 2000–2500 м и одного с глубин >2500 м.
На нижних лопастях V белые участки не обнару-
жены у трех особей с глубин <2000 м, двух – с глу-
бин 2000–2500 м и одной с – глубин >2500 м. Бе-
лых пятен на брюхе не было у двух экземпляров,
добытых на глубинах <2000 м, у десяти – на глу-
бинах 2000–2500 м и у четырех – на глубинах
>2500 м. Белые пятна на хвосте отсутствовали у
трех особей с глубин <2000 м, у восьми – с глубин
2000–2500 м и у трех – с глубины >2500 м. Отсут-
ствие белых вершин птеригоподиев обнаружено
только у двух самцов с глубин менее 2000 м и од-
ного с глубин свыше 2500 м.

Вариации окраски в зависимости от района

Небольшой объем материалов из вод Новой
Зеландии (1 экз.) и СЗА (2 экз.) не позволяют их
использовать в сравнительном анализе. Более
объемные выборки из вод СВА (9 экз.), САХ и
Азорских о-вов (14 экз.) предоставляют возмож-
ность сравнения окраски вентральной стороны
тела рассматриваемого вида в указанных районах.
Особи, у которых отсутствовал белый участок у
входа в клоаку (2 экз.), отмечены только в СВА.
Отсутствие белого участка у основания хвоста бы-
ло более характерно для скатов из вод САХ
(4 экз.), нежели СВА (1 экз.). Также у особей из вод
САХ чаще отсутствовали белые участки между P и V
(4 экз.) в сравнении с СВА (2 экз.), а также – на
нижних лопастях V – 5 и 1 экз. соответственно.
Белых пятен на брюхе не отмечено у 10 скатов из
вод САХ и трех из СВА. Отсутствие белых пятен
на хвосте отмечено у девяти особей из вод САХ и

двух – из СВА. Попутно отметим, что у всех изу-
ченных нами скатов из вод Новой Зеландии и
СЗА также не было белых пятен на брюхе и хво-
сте. Наличие белых вершин птеригоподиев отме-
чено только у трех самцов из вод САХ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Имеющиеся в литературе сведения об окраске
ската Ричардсона ограничиваются описанием та-
ковой эмбрионов (Stehmann, Merrett, 2001) и
взрослых половозрелых особей (Garrick, 1961;
Forster, 1965; Tempelman, 1973a; Sulak et al., 2009;
Ebert, Stehmann, 2013). Данные об особенностях
окраски неполовозрелых и созревающих особей
данного вида в опубликованных источниках до
сих пор отсутствовали за исключением самки из
района САХ (Orlov, 2011), имеющей некоторые
аномалии во внешнем строении и окраске. Таким
образом, имеющиеся до сих пор в литературе све-
дения не давали возможности описать онтогене-
тические изменения окраски ската Ричардсона в
полном объеме, хотя упоминания о наличии та-
ковых в опубликованной ранее литературе встре-
чались (Orlov, Cotton, 2011).

Описывая окраску извлеченных из яйцевых
капсул эмбрионов TL 14–25 см, Штеман и Мер-
ретт (Stehmann, Merrett, 2001) отмечали, что она в
целом соответствует таковой взрослых особей, но
у первых окраска дорсальной и вентральной сто-
рон отличаются сильнее в сравнении с последни-
ми. При этом у эмбрионов нижняя поверхность
окрашена заметно темнее, в то время как у взрос-
лых различия окраски дорсальной и вентральной
сторон выражны не столь отчетливо. Наши ис-
следования окраски фиксированных эмбрионов
не обнаружили заметных различий между дор-
сальной и вентральной сторонами, однако обна-
ружили дополнительные особенности последней,
на которые не было обращено внимания ранее и
которые отсутствуют у взрослых особей.

Об особенностях окраски среднеразмерных
скатов Ричардсона (неполовозрелых и созреваю-
щих) до сих пор сведения отсутствовали. Полу-
ченные нами данные по окраске среднеразмер-
ных скатов Ричардсона значительно дополняют
имеющиеся сведения и позволяют проследить
онтогенетические изменения окраски рассматри-
ваемого вида в полном объеме.

Сведений об окраске взрослых половозрелых
особей ската Ричардсона в опубликованной лите-
ратуре достаточно (Garrick, 1961; Forster, 1965;
Tempelman, 1973a; Sulak et al., 2009; Ebert, Steh-
mann, 2013). Основная окраска дорсальной сторо-
ны, согласно нашим данным, принципиально
ничем не отличалась от описанной ранее (Garrick,
1961; Forster, 1965; Tempelman, 1973a; Sulak et al.,
2009; Ebert, Stehmann, 2013). Наличие на дорсаль-
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ной стороне небольших светлых точек или пятен,
а также темной каймы на краях диска и нижних
лопастях V отмечены и нами у большинства про-
анализированных особей, за исключением самки
длиной 110 см (№ 22) из вод Канарских о-вов
(Brito et al., 1998). О наличии белых участков во-
круг рта и ноздрей сообщали многие авторы (Gar-
rick, 1961; Forster, 1965; Tempelman, 1973b). Наши
данные в отношении крупных скатов полностью
соответствуют указанным наблюдениям.

Результаты проведенного нами анализа позво-
ляют существенно уточнить отдельные особенно-
сти окраски ветральной поверхности крупных эк-
земпляров ската Ричардсона. Наличие белого
участка у основания хвоста отмечено целым ря-
дом авторов (Garrick, 1961; Forster, 1965; Tempel-
man, 1973b; Sulak et al., 2009; Ebert, Stehmann,
2013). Однако при этом одни авторы указывают на
наличие белого участка у основания хвоста, дру-
гие – на наличие белых полос (пятен) на хвосте.
По нашим данным, оба указанных признака сле-
дует рассматривать как независимые. Наличие
белого участка у основания хвоста характерно не
для всех крупных скатов, поскольку он не обнару-
жен у особей длиной 106–127 см (№ 21, 23–24), а
белые пятна на хвосте зарегистрированы преиму-
щественно у молодых экземпляров.

Наличие пятна у входа в клоаку ранее отмеча-
лось рядом авторов (Garrick, 1961; Forster, 1965;
Tempelman, 1973b). Согласно нашим данным,
данный признак характерен для окраски всех
крупных скатов рассматриваемого вида.

Еще один признак, который характерен для
окраски взрослых скатов Ричардсона – наличие
белого участка между P и V (Garrick, 1961; Tempel-
man, 1973b). По нашим данным, данный признак
отсутствовал у самца длиной 113 см (№ 23) и сам-
ки длиной 146 см (№ 28).

Некоторые авторы (Sulak et al., 2009; Ebert,
Stehmann, 2013) обращают внимание на наличие
белых участков на нижних лопастях V. Среди
крупных особей, изученных нами, данный при-
знак отутствовал только у самки длиной 101 см
(№ 19) и самца длиной 113 см (№ 23).

На наличие белых участков вокруг жаберных
щелей, которые на приведенных изображениях
практически не видны, указывали немногие авто-
ры (Garrick, 1961; Tempelman, 1973b). Только на
рисунке голотипа (Garrick, 1961) отчетливо видны
узкие белые участки вокруг жаберных отверстий.
Нашими исследованиями наличие белых участ-
ков вокруг жаберных щелей у исследованных
крупных экземпляров не выявлено.

Еще одним признаком, характерным для
крупных самцов ската Ричардсона, являются бе-
лые вершины птеригоподиев (Tempelman, 1973b).
Наши исследования показали, что данный при-

знак хорошо выражен у крупных (длиной свыше
84 см) самцов.

Последний признак окраски крупных особей,
который упоминается в опубликованной литера-
туре, – это светлые участки, расположенные
вдоль срединной линии тела (Sulak et al., 2009;
Ebert, Stehmann, 2013). Что из себя представляют
данные участки, в указанных источниках не объ-
ясняется. Мы предполагаем, что речь в данном
случае может идти о белых пятнах на брюхе в цен-
тральной части диска, которые, по нашим дан-
ным, у особей различной длины могут иметь раз-
ные местоположение и конфигурацию (см. вы-
ше), а также о белых участках у основания хвоста
и вдоль него.

Таким образом, анализ литературных и соб-
ственных данных показывает, что отдельные при-
знаки окраски ската Ричардсона сохраняются у
него на протяжении всего жизненного цикла и
практически не зависят от размера, пола, глуби-
ны и района. К ним относятся цвет обеих сторон
тела, наличие светлых точек или пятен на дор-
сальной поверхности диска, наличие темной кай-
мы на крыльях и нижних лопастях V с обеих сто-
рон тела, белые участки вокруг рта и ноздрей.

Практически у всех особей (TL > 24 см) имеет-
ся белый участок у входа в клоаку, отсутствуя у
лишь самых мелких эмбрионов (№ 1–2). У боль-
шей части особей имеется белый участок у осно-
вания хвоста, отсутствуя у нескольких созреваю-
щих (№№ 16–17) и половозрелых (№ 21, 23–24).
Среди неполовозрелых скатов, в отличие от эм-
брионов, появляются экземпляры (№ 5, 7, 11, 14),
у которых отсутствует белый участок между P и V,
что изредка отмечается также у созревающих
(№ 16) и половозрелых (№ 23, 28) скатов. Белые
участки на нижних лопастях V исчезают у неполо-
возрелых особей TL > 69 см (№ 14–15), что отмечено
также у большей части созревающих (№ 16–17, 19) и
одного половозрелого экземпляра (№ 23). Белые
пятна на брюхе исчезают у неполовозрелых осо-
бей TL > 52 см (исключение № 13 TL 63 см) и не
обнаруживаются как среди созревающих (№ 17
TL 84 см), так и половозрелых скатов. Белые пят-
на на хвосте характерны только для молодых эк-
земпляров, они исчезают при TL > 55 см и не от-
мечаются у созревающих и половозрелых особей
(исключение № 14 TL 69 см). Наличие белых
участков на птеригоподиях характерны для боль-
шинства изученных самцов за исключением двух
неполовозрелых (№ 10, 14) и одного созревающе-
го (№ 16) экземпляров. На протяжении жизнен-
ного цикла данный признак подвержен суще-
ственным изменениям: если у эмбрионов и непо-
ловозрелых самцов вентральная поверхность
птеригоподиев целиком светлая, то у созреваю-
щих и половозрелый экземпляров окрашенными
светло остаются только вершины птеригоподиев.
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ОРЛОВ и др.

В целом, по окраске самцы и самки ската
Ричардсона принципиально друг от друга не от-
личались. Однако можно выделить четыре при-
знака, по которым окраска особей разных полов
имела заметные различия: белый участок у осно-
вания хвоста (92.9% у самок против 66.7% у сам-
цов), белый участок между P и V (78.6% против
66.7%), белый участок на нижних лопастях V
(85.8% против 66.7) и белое пятно на брюхе (42.9%
против 33.3%). Следует отметить, что рассматри-
ваемые четыре признака у особей разных полов
проявлялись по-разному. Если белый участок у
основания хвоста имелся у всех самок (исключе-
ние № 21 TL 106 см), то он не отмечен у всех круп-
ных самцов TL > 78 см (исключение № 25 TL 130 см).
Практически у все крупные самки TL > 103 см
имели белые участки на нижних лопастях V (без
исключения) и между P и V (исключение № 28 TL
146 см), в то время как у более половины крупных
самцов TL > 55 см (57.1%) эти признаки не были
выражены. Наличие белых пятен на брюхе отме-
чалось преимущественно среди молодых экзем-
пляров обоих полов. Можно предположить, что
обнаруженные различия в окраске крупных сам-
цов и самок, призваны облегчить поиск полового
партнера в условиях низкой численности вида в
условиях полного отсутствия света.

Принципиальных различий особенностей
окраски ската Ричардсона в зависимости от глу-
бины выявить не удалось. Можно лишь отметить,
что эмбрионы, у которых отсутствовали белые
участки у входа в клоаку, отмечены лишь на глу-
бинах <2000 м. Вероятно, это связано с тем, что
подобных находок на других глубинах пока нет.
Среди скатов, пойманных на глубине >2500 м, не
отмечено особей, у которых отсутствовал белый
участок у основания хвоста. Белые участки на
вершинах птеригоподиев имелись у всех скатов,
пойманных на глубинах 2000–2500 м, в отличие
от экземпляров с бóльших и меньших глубин. На-
личие или отсутствие остальных изученных при-
знаков отмечено у особей не зависимо от глубины
поимки. Скорее всего, обнаруженные различия
окраски на разных глубинах носят случайный ха-
рактер, поскольку у рассматриваемого вида, в от-
личие от других глубоководных скатов, напри-
мер, северо-тихоокеанских (Orlov et al., 2006b),
онтогенетические вертикальные миграции не вы-
ражены, и размеры особей с глубиной не связаны
(Orlov et al., 2006a).

Принципиальные различия в окраске ската
Ричардсона в разных районах не обнаружены.
Тем не менее, по некоторым признакам особи из
вод САХ и СВА различались. Так частота встреча-
емости составила, соответственно, 71.4 и 88.9%
для белых участков у основания хвоста, 64.3 и
77.8% – для белых участков между P и V, 64.3 и
88.9% – для белых участков на нижних лопастях V,
28.6 и 66.7% – для белых пятен на брюхе, 28.6 и

77.8% – для белых пятен на хвосте, 50 и 100% –
для белых вершин птеригоподиев. Объяснить
причины обнаруженных географических разли-
чий в окраске особей ската Ричардсона пока не
представляется возможным. Однако имеются
сведения о специфике окраски в водах САХ и
СВА и других глубоководных скатов, например,
ската Йенсена Amblyraja jenseni, бледного ската
Bathyraja pallida и ската Кукуева Rajella kukujevi
(Orlov, Cotton, 2013, 2015; Orlov, 2014).

Окраска свежевыловленных и фиксированных
в формалине особей ската Ричардсона несколько
различается, хотя и незначительно. Гаррик (Gar-
rick, 1961) указывал, что после фиксации в форма-
лине окраска особей становится несколько тем-
нее. Темплмэн (Tempelman, 1973b) полагал, что
после фиксации половина особей не меняет свою
окраску, а у половины становится темнее вен-
тральная поверхность, особенно по краям диска.
Наши результаты показали, что после фиксации
интенсивность окраски дорсальной и вентраль-
ной сторон эмбрионов практически не различа-
ется. Наши исследования глубоководных северо-
атлантических скатов (Orlov, Cotton, 2013, 2015;
Orlov, 2014; настоящее сообщение), основанные
на изучении как свежевыловленных, так и фик-
сированных образцов, показывают, что и те, и
другие вполне пригодны для анализа особенно-
стей их окраски.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенные в данной статье и ранее опубли-

кованные сведения о наличии видоспецифиче-
ской окраски вентральной стороны у глубоковод-
ных северо-атлантических скатов ставят законо-
мерный вопрос о ее биологическом смысле у
видов, обитающих в условиях перманентного от-
сутствия света. По нашему мнению, данный фе-
номен является эволюционным приобретением,
направленным на облегчение поиска полового
партнера в условиях низкой численности. Из-
вестно, что спариванию у различных видов над-
отряда Batoidea предшествует наплывание одного
партнера над другим с последующим захватом сам-
цом челюстями края крыла самки (Tricas, 1980; Luer,
Gilbert, 1985; Yano et al., 1999; Chapman et al., 2003).
Как происходит процесс спаривания у глубоко-
водных скатов, неизвестно, но вряд ли он прин-
ципиально отличается от описанного выше. В
условиях полной темноты и низкой численности
успешность каждой попытки спаривания имеет
высокое значение для выживания вида. Поэтому
репродуктивный успех во многом зависит от кор-
ректной видовой идентификации партнерами
друг друга. Вероятно, видоспецифические осо-
бенности окраски вентральной стороны тела глу-
боководных скатов служат своеобразным марке-
ром в системе опознавания “свой–чужой”, что
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позволяет половым партнерам безошибочно
определять не только принадлежность к одному
виду, но и готовность к спариванию. Данная ги-
потеза вызывает закономерный вопрос о том, ка-
ким образом половые партнеры различают рисунок
на вентральной поверхности тела? Известно, что
различные виды скатообразных (Rajiformes) спо-
собны издавать слабоэлектрические сигналы (Bar-
on et al., 1992; Барон, 1994; New, 1994; Sinceros et al.,
1998; Sinceros, Tricas, 2002), используя их в том чис-
ле и для поиска полового партнера (Tricas et al.,
1995). Можно предположить, что и глубоковод-
ные скаты в поисках походящего объекта для спа-
ривания используют аналогичный механизм, ко-
торый позволяет им различать особенности ри-
сунка на вентральной стороне тела. Однако не
следует исключать и роль зрения в этом процессе,
поскольку наличие зрительного пигмента в глазах
глубоководных видов, включая ската Ричардсона
(Douglas et al., 1995; Lisney et al., 2012), свиде-
тельтсвуют о том, что оно в жизни рассматривае-
мого вида играет не последнюю роль.
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Ontogenetic Changes in Coloration of Rare Deepwater Richardson’s Ray
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The coloration features of the dorsal and ventral surfaces of the rare deep-sea Richardson’s ray Bathyraja
richardsoni (Arhynchobatidae) within the length range from 14 to 146 cm are studied and its ontogenetic
changes are described. New data on the coloration of embryos, immature, maturing and sexually mature in-
dividuals are presented. It is shown that the coloration variations of the dorsal surface are insignificant, while
the coloration of the ventral surface can vary significantly. The obtained data can be used in taxonomic and
population studies, in the development of identification of species, in the preparation of faunistic overviews
and regional guides, to facilitate the understanding of the features of coloration and its changes in deep-sea
animals living in permanent darkness, as well as to expand knowledge about certain aspects of macro-and mi-
croevolution of deep-water skates.
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Цель настоящей работы – исследовать, каким образом различные периоды раннего развития тон-
кого кишечника крысы связаны с изменениями в пуле протеасом. Показано, что к 21-му эмбрио-
нальному дню (Э21) и до 30-го дня постнатального развития (П30) на фоне постоянного количества
протеасом изменяется их химотрипсинподобная и каспазаподобная активность, проявляемая субъ-
единицами �5 + LMP7 и �1 + LMP2 соответственно, а также индивидуальная активность иммунных
субъединиц LMP7 и LMP2. Причем выявлены как сходные характеристики, так и различия в дина-
мике этих типов активности. Сходство проявляется в следующем. Во-первых, вся исследованная
активность значительно повышается после Э18 и достигает максимума на П5–П15. Эти изменения
соответствуют периоду ускоренного роста кишечника, заселения его микробиотой, развития адап-
тационных процессов и пищеварительной и иммунной функций. Во-вторых, сходство заключается
в уменьшении всех исследованных типов активности к П22. Разница касается следующего. Во-пер-
вых, химотрипсинподобная и LMP7 активность падает к П22 в существенно меньшей степени по
сравнению с каспазаподобной и LMP2 активностью. Во-вторых, к П30 (период изоляции от мате-
ри) только химотрипсинподобная и LMP7 активность вновь возрастает до максимальных уровней,
что указывает на возможную ее роль в адаптации к внешнему питанию. Период повышения актив-
ности сопровождался увеличением доли активатора PA28�� и иммунных протеасом с субъединица-
ми LMP7 и/или LMP2 в общем протеасомном пуле. Наиболее значимый “скачок” в содержании
иммунных субъединиц в тонком кишечнике выявлен на Э21 и П0 (день рождения, изменение усло-
вий питания). Таким образом, дополнительная наработка иммунных протеасом может быть одним
из факторов, способствующих существенному повышению активности в перинатальный период.
Дальнейшее развитие тонкого кишечника с П1 по П30 сопровождалось менее значительным увели-
чением содержания иммунных субъединиц. Все исследованные типы активности и количество
субъединиц протеасом и активаторов в переломные периоды (Э21, П0, П30) не зависели от пола
крыс. Активность иммунных субъединиц детектирована в нескольких формах протеасом, 20S-19S,
20S-PA28�� и 20S, различающихся наличием или отсутствием того или иного активатора. Можно
полагать, что множественные формы иммунных протеасом образуют биологически активные пеп-
тиды в несколько этапов. По-видимому, протеасомы 20S-19S, содержащие иммунные субъедини-
цы, на первом этапе продуцируют из полноразмерных убиквитинированных белков полипептиды
меньшего размера со специфической структурой, которые служат субстратами для 20S-PA28��
и/или 20S протеасом. Последние на заключительном этапе, вероятно, образуют пептиды, непосред-
ственно участвующие в межклеточных взаимодействиях и развитии иммунной функции, а также в
адаптации к микробиоте и изменяющимся условиям питания.

Ключевые слова: активность протеасом, иммунные протеасомы, активаторы протеасом, тонкий ки-
шечник, ранний онтогенез, крыса
DOI: 10.31857/S0475145022010049

ВВЕДЕНИЕ

Исследование молекулярных механизмов раз-
вития органов млекопитающих является актуаль-
ной задачей современной биологии. Решение
этой задачи перспективно не только для фунда-
ментальной науки, но и для выявления причин
возникновения различных патологий (Sassin,

2018, 2020). В связи с этим все более важным ста-
новится изучение тонких механизмов функцио-
нирования протеасом, мультисубъединичных про-
теаз, участвующих в поддержании гомеостаза бел-
ков и регулирующих многочисленные клеточные
процессы. Протеасомы образуют биологически ак-
тивные пептиды, гидролизуют факторы роста, ре-
цепторы, транскрипционные факторы, компонен-
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ты сигнальных путей и другие белки (Abramova et al.,
2002; Spirina et al., 2013; Kondakova et al., 2020).
Многообразие функций протеасом обеспечива-
ется множественностью их форм, основанной на
структурных различиях и способах гидролиза
белков.

Наименьшей функциональной структурой яв-
ляется 20S коровая субчастица протеасом, доступ
в которую для белковых субстратов, как правило,
заблокирован. Тем не менее, 20S субчастица сама
по себе способна утилизировать белки, повре-
жденные окислительным стрессом, и ряд иных
белков (Davies, Shringarpure, 2006; Voigt et al.,
2007; Raynes et al., 2016). Проникновение боль-
шинства белков в протеолитическую камеру про-
теасом обеспечивают активаторы 19S (PA700), 11S
(PA28��, PA28�), PA200, образующие крупные
комплексы при соединении с 20S субчастицей
(Tanaka, 2009; Stadtmueller, Hill, 2011; Kish-Trier,
Hill, 2013). Активатор 19S способен распознавать,
захватывать и пропускать в протеолитическую
камеру белки, меченные убиквитиновой цепоч-
кой, за счет своей многофункциональной муль-
тисубъединичной структуры. В отличие от акти-
ватора 19S, регуляторы 11S и РА200, как правило,
не пропускают в протеолитическую камеру пол-
норазмерные убиквитинированные белки, но от-
крывают вход для полипептидов среднего и мало-
го размеров без предварительного их убиквити-
нирования.

По набору протеолитически активных субъ-
единиц пул протеасом можно разделить на кон-
ститутивные протеасомы или протеасомы “до-
машнего хозяйства”, содержащие субъединицы
�1, �2 и �5, и несколько субтипов иммунных про-
теасом, встраивающих иммунные субъединицы
LMP2 (�1i), LMP10 (MECL1, �2i) и LMP7 (�5i)
вместо конститутивных субъединиц либо полно-
стью, либо в различных сочетаниях с ними (Gro-
ettrup et al., 1997; Griffin et al., 1998; Guillaume et al.,
2010; Dahlmann, 2016). Конститутивные субъеди-
ницы �1, �2 и �5 проявляют соответственно кас-
пазаподобную (КП), трипсинподобную и химот-
рипсинподобную (ХТП) активность, при замене
конститутивных субъединиц на иммунные увели-
чивается ХТП и трипсинподобная активность и
уменьшается КП активность. Если основная
функция конститутивных протеасом заключается
в выполнении рутинного белкового обмена и устра-
нении поврежденных белков, то иммунные протеа-
сомы, образуя специфические пептиды, регулиру-
ют развитие и подавление иммунных реакций, кле-
точную пролиферацию, адаптивные процессы
(Caudill et al., 2006; Sharova, 2006; Tanaka, 2009;
Lyupina et al., 2013; Erokhov et al., 2017; Astakhova
et al., 2019).

Иммунные протеасомы настолько важны для
развития организма, что образование их начина-

ется уже в эмбриональный период в тимусе, селе-
зенке, печени (Melnikova et al., 2008; Sharova et al.,
2009; Melnikova et al., 2010; Karpova et al., 2013).
Динамика экспрессии иммунных протеасом в
развитии этих органов различна, что обусловлено
разницей в их клеточном составе и функциях. В ти-
мусе крысы экспрессия иммунных протеасом вы-
ходит на максимальный уровень уже на 21-й эмбри-
ональный день в связи с обеспечением ими начина-
ющегося в этот период процесса отрицательной
селекции тимоцитов (Melnikova et al., 2008, 2010).
В развивающихся селезенке и печени крысы уро-
вень иммунных протеасом увеличивается в тече-
ние трех постнатальных недель. В селезенке этот
процесс осуществляется последовательно в тес-
ной связи с постепенным формированием белой
пульпы. В печени нарастание экспрессии иммун-
ных протеасом носит волнообразный характер:
первая волна совпадает с функционированием
печени как первичного лимфоидного органа, а
вторая – с экспрессией иммунных протеасом в
гепатоцитах (Sharova et al., 2009; Karpova et al.,
2013). Очевидно, что низкое количество иммун-
ных протеасом в гепатоцитах в первые две пост-
натальные недели неспособно обеспечить эф-
фективное образование антигенных эпитопов
для молекул главного комплекса гистосовмести-
мости класса I в случае инфицирования и иниции-
ровать полноценный иммунный ответ. Согласно
полученным данным, такой ответ возможен на тре-
тьей постнатальной неделе, когда, во-первых, гепа-
тоциты уже обладают базовым уровнем иммунных
протеасом и, во-вторых, сформирована белая пуль-
па селезенки клетками иммунной системы, обога-
щенными иммунными протеасомами. Начиная с
этого периода клетки печени способны сигнализи-
ровать иммунной системе о синтезе ими чужерод-
ных белков, а клетки белой пульпы селезенки
способны реагировать на эти сигналы.

Несмотря на достигнутые успехи в выявлении
протеасомных механизмов развития ряда орга-
нов, не изучен пул протеасом, включающий раз-
личные структурные формы, в эмбриональном и
раннем постнатальном онтогенезе кишечника,
выполняющего важнейшие функции не только в
пищеварении, но и в иммунных процессах. Цель
настоящей работы – исследовать, каким образом
различные периоды раннего развития тонкого
кишечника крысы связаны с изменениями в пуле
протеасом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Работу выполняли на крысах поро-

ды Вистар в соответствии с положениями Комис-
сии по биоэтике ФГБУН Института биологии раз-
вития им. Н.К. Кольцова РАН. Для исследования
использовали целый кишечник плодов на 18-й день
эмбрионального развития (Э18), тонкий кишеч-
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ник самок на Э21 и постнатальные дни П0 (день
рождения), П1, П5, П8, П12, П15, П18, П22, П30,
а также тонкий кишечник самцов на Э21, П0, П30.

Антитела и основные реактивы. Для Вестерн-
блоттинга использовали моноклональные анти-
тела мыши к субъединицам �1,2,3,5,6,7 протеа-
сом, иммунным субъединицам LMP2 и LMP7
протеасом, субъединице Rpt6 активатора РА700
протеасом, поликлональные антитела кролика к
субъединице РА28� активатора РА28�� протеа-
сом (Enzo Life Sciences, США), моноклональные
антитела мыши к �-актину (Santa Cruz Biotech-
nology, США), антитела козы к IgG мыши и кро-
лика, конъюгированные с пероксидазой (Amersh-
am Biosciences, Великобритания).

Для определения ХТП активности протеасом
использовали субстрат N-succinyl-leu-leu-val-tyr-
7-amido-4-methyl coumarin (Suc-LLVY-AMC), КП
активности – субстрат Z-Leu-Leu-Glu-7-amido-
4-methyl coumarin (Z-LLE-AMC) (Sigma-Aldrich,
США), LMP2 и LMP7 активности – субстраты
Ac-Pro-Ala-Leu-AMC (Ac-PAL-AMC) и Ac-Ala-
Asn-Trp-AMC (Ac-ANW-AMC) (Boston Biochem,
США) соответственно. Наличие примесных про-
теаз выявляли с помощью ингибитора протеасом
Z-leucyl-leucyl-leucinal (MG132) (Sigma-Aldrich,
США).

Препарирование кишечника и приготовление
осветленных гомогенатов. Выделенный орган (це-
лый кишечник или тонкий кишечник) погружали
в фосфатный солевой буфер (PBS, рН 7.4), содер-
жащий 1 мМ фенилметилсульфонил фторид
(PMSF) для ингибирования активности протеаз
внутрикишечной полости. Все дальнейшие про-
цедуры, связанные с очисткой кишечника от со-
единительнотканных пленок и внутриполостного
содержимого, проводили в PBS с 1 мМ PMSF. Об-
разцы очищенного кишечника обсушивали на
фильтровальной бумаге, взвешивали и заморажи-
вали при температуре −70°С.

Для определения активности протеасом in vitro
и Вестерн-блоттинга запасенные образцы размо-
раживали, гомогенизировали в буфере, содержа-
щем 50 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 100 мМ NaCl, 1 мМ
ЭДТА, 1 мМ дитиотреитол, 1 мМ АТФ, 1 мМ PMSF,
лейпептин (0.5 мкг/мл), пепстатин (1 мкг/мл), апро-
тинин (1 мкг/мл), в соотношении 1 : 6 (вес : объем)
при 0°С и осветляли центрифугированием при
15400 g и 4°С в течение 30 мин. Надосадочную
жидкость (осветленные гомогенаты) использова-
ли для дальнейших исследований.

Для нативного электрофореза образцы гомо-
генизировали в буфере, содержащем 50 мМ Na-
HEPES, pH 7.5, 200 мМ NaCl и 10 мМ ЭДТА, в со-
отношении 1 : 3 (вес : объем).

Определение активности протеасом in vitro. Ре-
акцию проводили в 100 мкл реакционной смеси,
содержащей 20 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 1 мМ ди-

тиотреитол, 5 мМ MgCl2, 1 мМ АТФ, 30 мкМ со-
ответствующего флуорогенного субстрата и 2 мкл
осветленного гомогената, при 37°С в течение
20 мин и останавливали 1%-ным SDS. В данных
условиях зависимость количества образующегося
продукта от времени соответствовала прямоли-
нейному участку графика (Erokhov et al., 2017).
Интенсивность флуоресценции регистрировали
на флуориметре (Bio-Rad, США) при длине вол-
ны возбуждения 380 нм и длине волны испуска-
ния 440 нм. Для оценки активности примесных
протеаз использовали ингибитор активности
протеасом MG132 в концентрации 5–10 мкМ.

Определение активности протеасом в неденату-
рирующем геле. Активность протеасом в гради-
ентном 4–10% полиакриламидном геле (5 мкл
осветленного гомогената или 70–90 мкг белка на
дорожку) в нативных условиях определяли с ис-
пользованием 300 мкМ флуорогенного субстрата
в 200 мM Na-HEPES буфере, pH 7.5 (1/20 от объ-
ема геля) после электрофореза при 60 В в течение
14 ч, 140 В в течение 10 ч и 260 В в течение 20 ч
(Erokhov et al., 2017). Следует отметить, что опи-
санные в литературе протоколы нативного элек-
трофореза применяются, как правило, для очи-
щенных фракций протеасом или для разделения
протеасом клеточных линий (Lyupina et al., 2013).
При использовании грубых фракций, получен-
ных из целых органов, содержащиеся в них нукле-
иновые кислоты, микросомы, мелкие фрагменты
соединительной ткани препятствуют проникнове-
нию белков с высокой молекулярной массой в гель
и представляют собой основную проблему элек-
трофореза. В условиях стандартного начального
напряжения 140 В протеасомы, неспецифически
связанные с нуклеиновыми кислотами или мик-
росомами, “размываются” по гелю, начиная со
стартовой позиции. Мы решили эту проблему
главным образом путем снижения начального на-
пряжения до 60 В и поэтапным его увеличением
до 260 В (Erokhov et al., 2017).

Флуоресцентные полосы в геле фотографиро-
вали при 365 нм. Анализ активности протеасом в
геле осуществляли с помощью стандартной про-
граммы ImageJ.

Вестерн-блоттинг. После электрофореза в де-
натурирующих условиях в 13% полиакриламид-
ном геле (10 мкл осветленного гомогената или
60–78 мкг белка на дорожку), полипептиды пере-
носили из геля на нитроцеллюлозную мембрану с
помощью полусухого блоттинга. Обработку мем-
браны осуществляли стандартным методом с ис-
пользованием первых антител к субъединицам
�1,2,3,5,6,7, LMP7, LMP2, �-actin (1 : 1000), Rpt6
или PA28� (1 : 1500) и соответствующих вторых ан-
тител, конъюгированных с пероксидазой (1 : 2000).
Изображение анализировали с помощью стан-
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дартной программы ImageJ, как описано ранее
(Astakhova et al., 2018).

Результаты нормализовали на содержание �-ак-
тина. Несмотря на добавление коктейля ингибито-
ров протеаз в гомогенизирующий буфер, �-актин
не детектировался во фракциях тонкого кишечника
на П3–П8, но в них выявлялся полипептид мень-
шей молекулярной массы, который взаимодей-
ствовал с антителами к �-актину. Этот результат
указывал на отщепление части молекулы �-акти-
на в приготовленных образцах. Добавление инги-
битора протеасом MG132 в концентрации 5 мкМ к
гомогенизирующему буферу подавляло расщепле-
ние �-актина. Очевидно, при приготовлении образ-
цов тонкого кишечника на П3–П8 имела место мо-
дификация молекулы �-актина, которая делала ее
доступной для протеасом. Поэтому протокол опре-
деления количества �-актина предусматривал вве-
дение в гомогенизирующий буфер ингибитора про-
теасом MG132 в концентрации 5 мкМ.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводился в пакете программ GraphPad
Prism 8.0 с использованием статистических мето-
дов: Brown-Forsythe ANOVA, Welch ANOVA, Kru-
skal-Wallis тест и two-way ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Активность протеасом в раннем онтогенезе тон-
кого кишечника крыс. Исследована ХТП и КП ак-
тивность протеасом, проявляемая в совокупно-
сти конститутивными и иммунными субъедини-
цами �5 + LMP7 и �1 + LMP2 соответственно, а
также индивидуальная активность иммунных
субъединиц LMP7 и LMP2 в раннем онтогенезе
тонкого кишечника. Проведено детальное иссле-
дование этих типов активности у самок крыс в
эмбриональный период (на Э21) и в первый ме-
сяц постнатального развития. На Э18 половую
принадлежность у плодов идентифицировать не-
возможно, так же как и вычленить тонкий кишеч-
ник. Поэтому на Э18 анализировали активность
протеасом целого кишечника плодов крыс безот-
носительно пола.

Выявлено, что все исследуемые типы активно-
сти протеасом изменяются в раннем развитии,
при этом обнаруживаются как сходные характе-
ристики, так и различия (рис. 1). Сходство прояв-
ляется в следующем. Во-первых, вся исследуемая
активность повышались после Э18 и достигала
максимума на П5–П15. Такая динамика логична,
так как переход организма от in utero к ex-utero со-
провождается значительными перестройками в ки-
шечнике: изменением кровотока и роста, развити-
ем пищеварительной и иммунной функций, коло-
низацией микроорганизмами и адаптационными
процессами (Nanthakumar et al., 2000; Claud et al.,
2003). Во-вторых, сходство заключается в умень-

шении всей исследуемой активности к П22. Оче-
видно, в этот период нет потребности кишечника
в высокоактивных протеасомах. Разница касает-
ся следующего. Во-первых, ХТП и LMP7 актив-
ность падала к П22 в существенно меньшей сте-
пени по сравнению с КП и LMP2 активностью.
Во-вторых, к П30 только ХТП и LMP7 активность
вновь возрастала до максимальных уровней. От-
метим, что к П30 животные были изолированы от
матери и адаптировались к внешнему питанию.
Очевидно, эта адаптация требует высокой ХТП и
LMP7 активности.

Особый вопрос в исследовании кишечника ка-
сается вклада в детектируемую активность протеа-
сом активности бактериальных протеасом. Несмот-
ря на проводимую нами обязательную процедуру
отмывания внутренней полости кишечника, следу-
ет учитывать наличие в ней несмываемой части бак-
териальной флоры. В отличие от клеток эукариот
прокариоты проявляют всего лишь один тип ак-
тивности протеасом, бортезомиб-чувствитель-
ную активность (Risa et al., 2020). Поскольку бор-
тезомиб – ингибитор ХТП активности протеасом
эукариот, нельзя полностью исключить, что бак-
терии могут вносить вклад в эту активность, хотя
используемый в данной работе субстрат для них
не оптимален. Тем не менее, если этот вклад и
имеет место, он незначителен и не может суще-
ственно исказить выявленную динамику, под-
тверждением чему служит сходство графиков для
ХТП и LMP7 активности (рис. 1), последняя из
которых присуща только млекопитающим.

Таким образом, выявлены переломные вре-
менные точки в динамике активности протеасом
тонкого кишечника самок крыс. Для всех иссле-
дованных типов активности это перинатальный
период, Э21 и/или П0. Кроме того, для ХТП и
LMP7 активности детектирована дополнительная
переломная точка, П30 (рис. 1). К П30 у самок крыс
изменяется гормональный фон, и к П32–П33 на-
ступает стадия первого проэструса (Vidal, 2017).
Для оценки влияния фактора пола на образова-
ние переломных точек проведено сравнительное
исследование активности протеасом тонкого ки-
шечника самок и самцов крыс на Э21, П0 и П30.
Оказалось, что фактор пола не оказывает влияния
на активность протеасом в указанные перелом-
ные периоды (рис. 2).

Что в таком случае обеспечивает выявленную
нами сложную динамику протеасомной активно-
сти в развивающемся кишечнике крысы? Ранее
было показано, что активность протеасом может
определяться различными факторами, к числу
которых относятся общее количество протеасом,
сочетание протеолитических субъединиц, нали-
чие того или иного регулятора, окислительный
стресс и др. (Tanaka, 2009; Astakhova et al., 2018;
Erokhov et al., 2021). В настоящей работе мы ис-
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следовали уровень тотального пула протеасом и
динамику содержания в нем иммунных субъеди-
ниц и активаторов в сравнении с динамикой ак-
тивности протеасом.

Содержание субъединиц протеасом и активато-
ров в раннем онтогенезе тонкого кишечника крыс.
Уровень тотального пула протеасом оценивали
по содержанию субъединиц �1,2,3,5,6,7, входя-
щих в состав всех субтипов протеасом. Измене-
ние количества активатора 19S изучали по содер-
жанию входящей в его состав субъединицы Rpt6,
а активатора PA28�� – по содержанию субъеди-
ницы PA28�. Изменение количества иммунных
протеасом исследовали по содержанию иммун-
ных субъединиц LMP7 и LMP2. Иммунная субъ-
единица LMP10 встраивается в протеасомы, как
правило, совместно с субъединицей LMP2 (Gro-
ettrup et al., 1997; Griffin et al., 1998), поэтому от-
дельно уровень LMP10 субъединицы не изучали.

Уровень тотального пула протеасом тонкого
кишечника самок крыс достоверно не изменялся
в перинатальный период и на протяжении перво-
го месяца постнатального развития (рис. 3, 4) и не

мог повлиять на активность протеасом. Вместе с
тем, на фоне постоянного количества протеасом
произошли перестройки в их структуре за счет
увеличения содержания протеолитических им-
мунных субъединиц LMP7 и LMP2 (рис. 3, 4) и,
следовательно, LMP10, замещающих протеоли-
тические конститутивные субъединицы. Причем
наиболее значимый “скачок” в содержании им-
мунных субъединиц, подобно протеасомной ак-
тивности, выявлен на Э21 и П0. Таким образом,
дополнительная наработка иммунных протеасом
может быть одним из факторов, способствующих
существенному повышению активности в пери-
натальный период. Дальнейшее развитие кишеч-
ника с П1 по П30 сопровождалось более плавным
повышением количества иммунных субъединиц с
достоверным “провалом” на П22 в графике для
LMP7 (рис. 4). Эта динамика похожа на динамику
ХТП и LMP7 активности и может служить ее
обоснованием.

Отметим, что замена конститутивных протео-
литических субъединиц иммунными субъедини-
цами приводит к увеличению ХТП активности и
уменьшению КП активности (Tanaka, 2009). Воз-

Рис. 1. Динамика активности протеасом в раннем онтогенезе тонкого кишечника самок крыс. Активность приведена
для 100 мкл осветленных гомогенатов и представлена как среднее ± стандартное отклонение, n = 6, * p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.001, **** p < 0.0001. ХТП активность – химотрипсинподобная активность, КП активность – каспазаподобная
активность, Э – эмбриональный день, П – постнатальный день. На Э18 использовали целый кишечник плодов крыс
безотносительно пола.
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Рис. 2. Активность протеасом тонкого кишечника самцов и самок крыс в разные периоды раннего онтогенеза. Актив-
ность приведена для 100 мкл осветленных гомогенатов и представлена как среднее ± стандартное отклонение, n = 5.
ХТП активность – химотрипсинподобная активность, КП активность – каспазаподобная активность, Э – эмбрио-
нальный день, П – постнатальный день.
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Рис. 3. Вестерн-блоты субъединиц протеасом и активаторов в разные периоды раннего развития тонкого кишечника
самок и самцов крыс с использованием соответствующих антител. Указана локализация в геле маркеров молекуляр-
ной массы. В качестве внутреннего контроля использован �-актин. Э – эмбриональный день, П – постнатальный
день. На Э18 использовали целый кишечник плодов крыс безотносительно пола.
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Рис. 4. Динамика содержания субъединиц протеасом и активаторов в тонком кишечнике самок крыс в раннем разви-
тии. За 100% принимали значения на П30. Данные нормализованы на содержание �-актина и представлены как сред-
нее ± стандартное отклонение, n = 5, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. Э – эмбриональный день, П –
постнатальный день. На Э18 использовали целый кишечник плодов крыс безотносительно пола.
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можно, количество субъединицы LMP2 на П18–
П30 стало достаточно высоким для того, чтобы
объяснить падение КП активности в этот период.
Нельзя исключить в данном случае и наличие
иных регуляторов. Вместе с тем, остается непо-
нятным падение LMP2 активности на П18–П30
по сравнению с П15, динамика которой именно в
эти дни не соответствует динамике количества
самой субъединицы. Очевидно, в кишечнике су-
ществуют дополнительные факторы, подавляю-
щие LMP2 активность. Мы полагаем, что к ним
можно причислить выявленное в данной работе
уменьшение содержания активатора PA28�� по-
сле П18 (рис. 3, 4).

Динамика содержания активатора PA28�� (но
не активатора 19S) в раннем развитии тонкого ки-

шечника крысы оказалась разнонаправленной. С
Э18 до П15 количество этого активатора четырех-
кратно увеличилось, что может быть связано с его
участием в развитии адаптивных процессов и об-
разовании регуляторных пептидов. Содержание
активатора 19S, напротив, не менялась (рис. 3, 4).
Очевидно, исходный уровень 19S активатора, свой-
ственный эмбриональному периоду, достаточен
для осуществления основных его функций – обес-
печения устранения поврежденных убиквитиниро-
ванных белков и убиквитинзависимого рутинного
белкого обмена в тонком кишечнике в течение пер-
вого месяца постнатального развития.

Количество всех исследуемых субъединиц
протеасом и активаторов в переломные времен-
ные точки, Э21, П0 и П30, выявленные для актив-
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ности, было одинаково у самок и самцов (рис. 3),
что указывает на независимость протеасомной
системы в целом от половых различий, по край-
ней мере, в указанные периоды.

Следует отметить, что ранее были обнаружены
иммунные субъединицы протеасом в кишечнике
крысы, начиная с 3-й недели постнатального раз-
вития (Claud et al., 2014). Нам же удалось детекти-
ровать их, начиная с эмбрионального периода.
Такая разница в результатах связана, на наш
взгляд, с анализом разных фракций протеасом.
Авторы приведенной работы исследовали очи-
щенную фракцию 26S протеасом. Мы изучали
грубую фракцию протеасом – осветленный гомо-
генат, обогащенный цитоплазматическими фор-
мами протеасом, в том числе формами, включаю-
щими иммунные субъединицы. На следующем
этапе работы мы разделили формы протеасом

развивающегося кишечника и проанализировали
активность, с ними связанную.

Распределение активности протеасом тонкого
кишечника крыс в неденатурирующем геле. Проте-
асомы разделяли с помощью метода нативного
электрофореза, разработанного нами для грубых
фракций (Erokhov et al., 2017). Для исследования
выбрали два периода: П3 – один из первых дней
развития животных вне материнского организма
и П15 – период высокой активности протеасом и
содержания иммунных субъединиц и активатора
PA28��. Формы протеасом идентифицировали
по их локализации в геле в соответствии с опуб-
ликованными ранее результатами (Erokhov et al.,
2017).

Как на П3, так и на П15 в кишечнике выявле-
ны три формы протеасом, 20S-19S, 20S-PA28�� и
20S, которые проявляли все четыре исследуемые
типа активности, но в разной степени (рис. 5).
ХТП активность в большей мере была связана со
структурами 20S-19S и 20S-PA28��, активность
субъединицы LMP7 была распределена между
всеми структурами протеасом равномерно (рис. 5,
табл. 1). Вместе с тем, КП и LMP2 активность де-
тектировалась, в основном, во фракции 20S (рис. 5,
табл. 1). Можно полагать, что такое распределе-
ние активности важно для образования биологи-
чески активных пептидов в несколько этапов.
По-видимому, протеасомы 20S-19S, содержащие
иммунные субъединицы, на первом этапе образуют
из полноразмерных убиквитинированных белков
полипептиды меньшего размера со специфической
структурой, которые служат субстратами для 20S-
PA28�� и/или 20S протеасом. Последние на за-
ключительном этапе, вероятно, образуют пепти-
ды, непосредственно участвующие в межклеточ-
ных взаимодействиях и развитии адаптационных
процессов и иммунной функции. Особая роль
при этом, очевидно, принадлежит наиболее вы-
раженной КП и LMP2 активности 20S протеасом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Итак, в настоящей работе впервые показано,

что в конце эмбрионального развития и на протя-
жении первого месяца постнатального развития в
пуле протеасом тонкого кишечника крысы проис-
ходит смещение баланса в сторону увеличения доли
иммунных протеасом. Если сравнить динамику
уровня иммунных протеасом в развивающемся ки-
шечнике с опубликованными ранее данными по
развивающимся тимусу и селезенке (Melnikova et al.,
2008; Karpova et al., 2013), то можно заключить,
что кишечник занимает промежуточное положе-
ние между этими органами. В тимусе, первичном
лимфоидном органе, содержание иммунных про-
теасом достигает максимума уже на Э21, что сви-
детельствует о начале процесса отрицательной
селекции тимоцитов с участием иммунных про-

Рис. 5. Распределение активности протеасом тонкого
кишечника самок крыс в неденатурирующем геле на
П3 и П15. Тироглобулин (670 кДа), меченный краси-
телем Cy-3.5, использован как маркер (М) молеку-
лярной массы. ХТП активность – химотрипсинпо-
добная активность, КП активность – каспазаподоб-
ная активность, П – постнатальный день.
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теасом в эмбриональном развитии. В селезенке,
вторичном лимфоидном органе, основной прирост
количества иммунных протеасом приходится на
третью постнатальную неделю и совпадает с завер-
шением формирования белой пульпы Т-лимфоци-
тами, обогащенными иммунными протеасомами.
Кишечник является не только органом пищеваре-
ния, но и выполняет иммунную функцию за счет
лимфоидной ткани слизистой оболочки. Функ-
цию пищеварения кишечник приобретает сразу
после рождения, что сопровождается его адапта-
цией к пищевым антигенам и заселяющей его
микробиоте. К тому же, в этот период начинается
формирование иммунной функции. Неудиви-
тельно, что резкий подъем количества иммунных
протеасом, участвующих в адаптивных процессах
и иммунных реакциях, обнаружен при переходе
от in utero к ex-utero, на Э21 и П0 (рис. 3, 4). За
этим подъемом следует менее значительное уве-
личение содержания иммунных протеасом в пер-
вый постнатальный месяц, что отличает кишеч-
ник и от тимуса, и от селезенки.

В настоящей работе обнаружены различные
формы протеасом, 20S-19S, 20S-PA28�� и 20S,
проявляющие активность иммунных субъеди-
ниц, в развивающемся тонком кишечнике крысы
(рис. 5). Не исключено, что каждая из этих форм
объединяет субтипы иммунных протеасом с раз-
ным сочетанием протеолитически активных им-
мунных и конститутивных субъединиц. Иммун-
ные протеасомы, по-видимому, экспрессируются
в различных клетках тонкого кишечника, вклю-
чая клетки эпителия и клетки лимфоидных скоп-
лений, что обусловлено разнообразием функций
множественных субтипов иммунных протеасом.
Так, протеасомы, содержащие все иммунные
субъединицы, образуют антигенные эпитопы для
молекул главного комплекса гистосовместимости
класса I. Субъединицы LMP7 и LMP10 важны для

контроля клеточной пролиферации (Caudill et al.,
2006). Протеасомы с субъединицами LMP2 и/или
LMP7 играют роль в межклеточных взаимодей-
ствиях и адаптационных процессах (Lyupina et al.,
2013; Erokhov et al., 2017).

Следует подчеркнуть, что баланс в клеточном
пуле протеасом смещается в сторону увеличения
количества иммунных протеасом и в опухолевом
процессе, в том числе в развитии опухолей ки-
шечника (Astakhova et al., 2017, 2020; Erokhov et al.,
2021). Однако при опухолевом росте экспрессия
LMP2-содержащих субтипов возрастает гораздо
более значительно, чем экспрессия LMP7-содер-
жащих субтипов. В развивающемся кишечнике
динамика экспрессии LMP2 и LMP7 субъединиц,
выявленная в настоящей работе, в основном,
сходна (рис. 4), что является признаком нормаль-
ного процесса.

Таким образом, можно заключить, что различ-
ные структуры протеасом с иммунными субъеди-
ницами, формирующиеся в раннем онтогенезе тон-
кого кишечника, играют важную роль в адаптации к
микробиоте и изменяющимся условиям и рацио-
ну питания, а также в обеспечении нормальной
клеточной пролиферации и становлении иммун-
ной функции.
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Таблица 1. Активность протеасом тонкого кишечника самок крыс во фракциях, разделенных в неденатурирую-
щем геле

(a) За 100% принята активность во фракции 20S-19S. Активность представлена как среднее ± стандартное отклонение, n = 5.
Достоверное отличие от соответствующих значений во фракциях 20S-19S и 20S-PA28 при * p < 0.05, ** p < 0.01 и *** p < 0.001.
ХТП активность – химотрипсинподобная активность, КП активность – каспазаподобная активность, П – постнатальный день.

Активность

Активность протеасом, % (a)

Фракция 20S-PA28 Фракция 20S

П3 П15 П3 П15

ХТП 127 ± 14 122 ± 8 65 ± 7* 55 ± 9*

LMP7 96 ± 11 90 ± 12 97 ± 15 77 ± 21

КП 69 ± 10 51 ± 8 522 ± 49*** 498 ± 65***

LMP2 125 ± 10 136 ± 19 288 ± 22** 212 ± 27**



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 1  2022

КАКИМ ОБРАЗОМ РАЗВИТИЕ ТОНКОГО КИШЕЧНИКА КРЫСЫ 55

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

При выполнении данного исследования все мани-
пуляции с экспериментальными животными, методы
обезболивания, эвтаназии и ухода за животными до и
после экспериментальных вмешательств соответство-
вали международным нормам по биоэтике.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что какой-либо конфликт инте-
ресов отсутствует.

ИНФОРМАЦИЯ О ВКЛАДЕ АВТОРОВ

Шарова Н.П. и Астахова Т.М. разработали экспе-
римент. Астахова Т.М. и Карпов Н.С. подготовили
образцы кишечника крыс. Астахова Т.М., Карпов
Н.С. и Ерохов П.А. провели экспериментальное
исследование протеасом в образцах. Карпов Н.С. 
провел статистическую обработку результатов. Карпов
Н.С. и Шарова Н.П. подготовили иллюстративный
материал. Шарова Н.П. подготовила драфт статьи. Все
авторы участвовали в обсуждении результатов и
корректировке статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Abramova E.B., Sharova N.P., Karpov V.L. The proteasome:

Destroy to live // Mol. Biol. 2002. V. 36. № 5. P. 613–624.
Astakhova T.M., Bozhok G.A., Alabedal’karim N.M., Karpo-

va Y.D., Lyupina Yu.V., Ushakova E.M., Legach E.I.,
Bondarenko T.P., Sharova N.P. Proteasome expression
in ovarian heterotopic allografts of Wistar and August
rats under induction of donor specific tolerance // Russ.
J. Dev. Biol. 2019. V. 50. № 5. P. 261–267.

Astakhova T.M., Ivanova E.V., Rodoman G.V., Sumedi I.R.,
Afanas’ev S.G., Goncharov A.L., Kondakova I.V., Sharo-
va N.P. Effect of neoadjuvant chemoradiation therapy
on proteasome pool in rectal cancer // Bull. Exp. Biol.
Med. 2017. V. 164. № 8. P. 191–194.

Astakhova T.M., Moiseeva E.V., Sharova N.P. Features of the
proteasome pool in spontaneously occurring malignant
tumors of the mammary gland in mice // Russ. J. Dev.
Biol. 2020. V. 51. № 5. P. 317–322.

Astakhova T.M., Morozov A.V., Erokhov P.A., Mikhai-
lovskaya M.I., Akopov S.B., Chupikova N.I., Safarov R.R.,
Sharova N.P. Combined effect of bortezomib and mena-
dione sodium bisulfite on proteasomes of tumor cells:
The dramatic decrease of bortezomib toxicity in a pre-
clinical trial // Cancers. 2018. V. 10. № 10. pii: E351.

Caudill C.M., Jayarapu K., Elenich L., Monaco J.J., Col-
bert R.A., Griffin T.A. T cells lacking immunoprotea-
some subunits MECL-1 and LMP7 hyperproliferate in
response to polyclonal mitogens // J. Immunol. 2006.
V. 176. № 7. P. 4075–4082.

Claud E.C., McDonald J.A.K., He S.-M., Yu Y., Duong L.,
Sun J., Petrof E.O. Differential expression of 26S prote-
asome subunits and functional activity during neonatal
development // Biomolecules. 2014. V. 4. P. 812–826.

Claud E.C., Savidge T., Walker W.A. Modulation of human
intestinal epithelial cell IL-8 secretion by human milk
factors // Pediatr. Res. 2003. V. 53. P. 419–425.

Dahlmann B. Mammalian proteasome subtypes: Their di-
versity in structure and function // Arch. Biochem. Bio-
phys. 2016. V. 591. P. 132–140.

Davies K.J., Shringarpure R. Preferential degradation of ox-
idized proteins by the 20S proteasome may be inhibited
in aging and in inflammatory neuromuscular diseases //
Neurology. 2006. V. 66. P. S93–S96.

Erokhov P.A., Kulikov A.M., Karpova Y.D., Rodoman G.V., Su-
medi I.R., Goncharov A.L., Razbirin D.V., Gorelova V.S.,
Sharova N.P., Astakhova T.M. Proteasomes in patient
rectal cancer and different intestine locations: Where
does proteasome pool change? // Cancers. 2021. V. 13.
№ 5. P. 1108.

Erokhov P.A., Lyupina Yu.V., Radchenko A.S., Kolacheva A.A.,
Nikishina Yu.O., Sharova N.P. Detection of active prote-
asome structures in brain extracts: Proteasome features
of August rat brain with violations in monoamine me-
tabolism // Oncotarget. 2017. V. 8. № 41. P. 70941–
70957.

Groettrup M., Standera S., Stohwasser R., Kloetzel P.-M. The
subunits MECL-1 and LMP2 are mutually required for
incorporation into the 20S proteasome // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 1997. V. 94. P. 8970–8975.

Griffin T.A., Nandi D., Cruz M., Fehling H.J., van Kaer L.,
Monaco J.J., Colbert A. Immunoproteasome assembly:
cooperative incorporation of interferon gamma (IFN-
gamma)-inducible subunits // J. Exp. Med. 1998.
V. 187. P. 97–104.

Guillaume B., Chapiro J., Stroobant V., Colau D., van Holle B.,
Parvizi G., Bousquet-Dubouch M.P., Théate I., Parmen-
tier N., van den Eynde B.J. Two abundant proteasome
subtypes that uniquely process some antigens presented
by HLA class I molecules // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2010. V. 107. P. 18599–18604.

Karpova Ya.D., Lyupina Yu.V., Astakhova T.M., Stepanova A.A.,
Erokhov P.A., Abramova E.B., Sharova N.P. Immune prote-
asomes in the development of rat immune system // Bio-
org. Khim. 2013. V. 39. P. 400–410.

Kish-Trier E., Hill C.P. Structural biology of the proteasome //
Annu. Rev. Biophys. 2013. V. 42. P. 29–49.

Kondakova I.V., Shashova E.E., Sidenko E.A., Astakhova T.M.,
Zakharova L.A., Sharova N.P. Estrogen receptors and
ubiquitin proteasome system: mutual regulation // Bio-
molecules. 2020. V. 10. № 4. pii: E500.

Lyupina Yu.V., Abaturova S.B., Erokhov P.A., Orlova O.V.,
Beljelarskaya S.N., Mikhailov V.S. Proteotoxic stress in-
duced by Autographa californica nucleopolyhedrovirus
infection of Spodoptera frugiperda Sf9 cells // Virology.
2013. V. 436. № 1. P. 49–58.

Lyupina Yu.V., Bogatyrev M.E., Orlova A.S., Marjukhnich E.V.,
Kazansky D.B., Sharova N.P. Proteasomes in the brain of
�2-microglobulin knockout mice // Biochemistry
(Moscow). 2013. V.78. № 10. P. 1124–1133.

Melnikova V.I., Afanasieva M.A., Dmitrieva S.B., Karpo-
va Ya.D., Sharova N.P., Zakharova L.A. Immune



56

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 1  2022

КАРПОВ и др.

proteasomes in the developing rat thymus // Bio-
chemistry (Moscow). 2008. V. 73. № 4. P. 451–457.

Melnikova V.I., Sharova N.P., Maslova E.V., Voronova S.N.,
Zakharova L.A. Ontogenesis of rat immune system: Pro-
teasome expression in different cell populations of the
developing thymus // Cell. Immunol. 2010. V. 266.
P. 83–89.

Nanthakumar N.N., Fusunyan R.D., Sanderson I., Walker W.A.
Inflammation in the developing human intestine: A
possible pathophysiologic contribution to necrotizing
enterocolitis // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000. V. 97.
P. 6043–6048.

Raynes R., Pomatto L.C., Davies K.J. Degradation of oxi-
dized proteins by the proteasome: Distinguishing be-
tween the 20S, 26S, and immunoproteasome proteolytic
pathways // Mol. Aspects Med. 2016. V. 50. P. 41–55.

Risa G.T., Hurtig F., Bray S., Hafner A.E., Harker-
Kirschneck L., Faull P., Davis C., Papatziamou D., Mu-
tavchiev D.R., Fan C. et al. The proteasome controls
ESCRT-III-mediated cell division in an archaeon //
Science. 2020. V. 369. № 6504: eaaz2532.

Sassin W. Zu den Grenzen menschlicher Erkenntnis // Beacon
J. Stud. Ideol. Ment. Dimens. 2018. V. 1. Art. 010310202.
https://hdl.handle.net/20.500.12656/thebea-
con.1.010310202

Sassin W. Der Konflikt zwischen Ideologien und einer
nüchternen und umfassenden Sichtweise: Nachhaltig
gegen Resilient? // Beacon J. Stud. Ideol. Ment. Di-
mens. 2020. V. 3. Art. 020440211. https://hdl.han-
dle.net/20.500.12656/thebeacon.3.020440211

Sharova N.P. Immune proteasomes and immunity // Russ.
J. Dev. Biol. 2006. V. 37. P. 139–145.

Sharova N.P., Zakharova L.A., Astakhova T.M., Karpova Ya.D.,
Melnikova V.I., Dmitrieva S.B., Lyupina Yu.V., Erokhov P.A.
New approach to study of T cellular immunity develop-
ment: Parallel investigation of lymphoid organ forma-
tion and changes in immune proteasome amount in rat
early ontogenesis // Cell. Immunol. 2009. V. 256.
P. 47–55.

Spirina L.V., Kondakova I.V., Choynzonov E.L., Chi-
gevskaya S.Y., Shishkin D.A., Kulbakin D.Y. Expression
of vascular endothelial growth factor and transcription fac-
tors HIF-1, NF-�B in squamous cell carcinoma of head
and neck; association with proteasome and calpain activi-
ties // J. Cancer Res. Clin. Oncol. 2013 V. 139. P. 625–633.

Stadtmueller B.M., Hill C.P. Proteasome activators // Mol.
Cell. 2011. V. 41. P. 8–19.

Tanaka K. The proteasome: Overview of structure and
function // Proc. Jpn. Acad. Ser. B. 2009. V. 85. № 1.
P. 12–36.

Vidal J.D. The impact of age on the female reproductive sys-
tem: A pathologist’s perspective // Toxicologic Pathol-
ogy. 2017. V. 45. № 1. P. 206–215.

Voigt A., Salzmann U., Seifert U., Dathe M., Soza A., Kloet-
zel P.-M. 20S proteasome-dependent generation of an
IEpp89 murine cytomegalovirus-derived H-2L(d) epi-
tope from a recombinant protein // Biochem. Biophys.
Res. Commun. 2007. V. 355. P. 549–554.

How Is the Development of the Rat Small Intestine Related to Changes
in the Proteasome Pool?

N. S. Karpov1, P. A. Erokhov1, N. P. Sharova1, *, and T. M. Astakhova1

1Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences,
ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
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The purpose of this work is to investigate how different periods of early development of the rat small intestine
are associated with changes in the proteasome pool. It is shown that by the 21st embryonic day (E21) and up
to the 30th day of postnatal development (P30), against the background of a constant number of proteasomes,
their chymotrypsin-like and caspase-like activity, as well as the activity of the immune subunits LMP7 and
LMP2, change. Both similar characteristics and differences in the dynamics of these activities were revealed.
The similarity is shown in the following. First, all activities increase after E18 and reach their maximum values
at P5–P15. These changes correspond to the period of accelerated intestinal growth, colonization with mi-
crobiota, development of adaptive processes and digestive and immune functions. Second, the similarity lies
in the reduction of all activities to P22. The difference in the dynamics of activities concerns the following.
First, chymotrypsin-like and LMP7 activities fall to P22 significantly to a lesser extent compared to caspase-
like and LMP2 activities. Second, by P30 (the period of isolation from the mother), only chymotrypsin-like
and LMP7 activities again increase to maximum levels, which indicates their possible role in adaptation to
external nutrition. The period of increased activities was accompanied by an increase in the portion of the ac-
tivator PA28�� and immune proteasomes with LMP7 and/or LMP2 subunits in the total proteasome pool.
The most significant “jump” in the content of immune subunits in the small intestine was detected at E21
and P0 (birthday, change in nutritional conditions). Thus, the additional formation of immune proteasomes
may be one of the factors contributing to a significant increase in activities in the perinatal period. Further
development of the small intestine from P1 to P30 was accompanied by a less significant increase in the ex-
pression of immune subunits. All the studied activities and the number of proteasome subunits and activators
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in small intestine did not depend on the sex of the rats. The activities of immune subunits were detected in
several forms of proteasomes, 20S-19S, 20S-PA28�� and 20S, differing in the presence or absence of one or
another activator. It can be assumed that multiple forms of immune proteasomes form biologically active pep-
tides in several stages. Apparently, 20S-19S proteasomes containing immune subunits at the first stage pro-
duce smaller polypeptides with a specific structure from full-size ubiquitinated proteins, and these polypep-
tides serve as substrates for 20S-PA28�� and/or 20S proteasomes. The latter at the final stage probably form
peptides that are directly involved in intercellular interactions and development of immune function, as well
as in adaptation to the microbiota and changing nutritional conditions.

Keywords: proteasome activities, immune proteasomes, proteasome activators, small intestine, early ontogenesis, rat
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В исследовании рассматривается влияние культивирования in vitro эмбрионов мыши с 200 мкМ ли-
нолевой кислоты (ЛК) в течение 48 ч на их жизнеспособность после витрификации. Флуоресцент-
ная микроскопия эмбрионов, окрашенных DAPI, показала усиление фрагментации ядер в группе
после воздействия ЛК без криоконсервации, и значительное уменьшение числа клеток у витрифи-
цированных эмбрионов через 24 ч после их отогрева. Таким образом, культивирование in vitro с ЛК
снижает жизнеспособность эмбрионов мыши после витрификации.

Ключевые слова: мыши, преимплантационные эмбрионы, внутриклеточные липиды, культивирова-
ние in vitro, линолевая кислота, витрификация
DOI: 10.31857/S0475145022010025

ВВЕДЕНИЕ
Липидные гранулы (ЛГ) являются внутрикле-

точными хранилищами жирных кислот (ЖК),
триацилглицеринов, и других соединений, необхо-
димых для метаболизма, синтеза мембран (Walther,
Farese, 2012; Welte, Gould, 2017), а также нормально-
го развития преимплантационных зародышей мы-
шей (Tatsumi et al., 2018). Эти клеточные включения
чувствительны к охлаждению и могут влиять на эф-
фективность криоконсервации эмбрионов у не-
которых видов млекопитающих (Pereira, Marques,
2008; Amstislavsky et al., 2019). Мышь, наряду с
другими млекопитающими, используется в каче-
стве модели для понимания роли внутриклеточ-
ных липидов в созревании ооцитов и развитии
преимплантационных зародышей (Dunning et al.,
2014; Arena et al., 2021).

Ранее было показано, что условия культивиро-
вания in vitro преимплантационных эмбрионов
могут влиять на количественный и качественный
состав их внутриклеточных липидов (Lapa et al.,
2011). В частности, различные ЖК, добавленные
в питательную среду, могут приводить к измене-
нию состава ЛГ эмбрионов млекопитающих, что
влияет на их развитие in vitro (Nonogaki et al., 1994;
Hochi et al., 1999). Такой эффект оказывает, на-
пример, линолевая кислота (ЛК), которая может

привести к изменению внутриклеточного профи-
ля ЖК ооцитов крупного рогатого скота (КРС)
при их созревании in vitro (Lapa et al., 2011). Так-
же, культивирование in vitro эмбрионов КРС в
среде, дополненной конъюгированным изоме-
ром ЛК, транс-10, цис-12 октадекадиеновой кис-
лотой (КЛК), улучшает их восстановление после
витрификации (Pereira, Marques, 2008). Было по-
казано, что во время культивирования in vitro
КЛК проникает в клетки преимплантационных
эмбрионов КРС, вызывает повышенную теку-
честь их мембран, а также попадает в ЛГ (Pereira,
Marques, 2008). Наше предыдущее исследование
показало, что культивирование in vitro эмбрионов
мышей с ЛК вызывает увеличение общего коли-
чества внутриклеточных липидов и степени их
ненасыщенности, а также вызывает снижение
температуры начала фазового перехода липидов
(ФПЛ), но не влияет на их жизнеспособность по-
сле процедур медленного программного замора-
живания и последующего оттаивания (Igonina
et al., 2021). Целью данной работы являлось изу-
чение влияния ЛК на эффективность витрифика-
ции эмбрионов мышей и их последующее разви-
тие in vitro.

УДК 574/577,576.37,591.16,57.085.23

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте было использовано 17 поло-
возрелых самок и шесть самцов мышей линии
CD1 в возрасте от двух до трех месяцев. Живот-
ных содержали в стандартных условиях конвен-
ционального вивария Института цитологии и ге-
нетики (Новосибирск, Россия).

Cамок мышей линии CD1 на стадии проэст-
рус-эструс ссаживали на ночь с фертильными
самцами этой же линии. День обнаружения ваги-
нальной пробки считали первым днем беремен-
ности. Таких самок подвергали эвтаназии путем
дислокации шейных позвонков на второй день
беременности, в 14 ч. Яйцеводы и матку извлека-
ли и промывали средой Flushing Solution (Ferti-
Pro, Бельгия), как описано ранее (Igonina et al.,
2021).

Перед витрификацией эмбрионы были поде-
лены на две группы, которые культивировали
in vitro: 1) контроль (n = 82), без добавления ЛК
(Merck, Германия) в среду KSOM (Merck, Герма-
ния); 2) с добавлением 200 мкМ ЛК (n = 107).
Данная дозировка выбрана нами исходя из наших
предварительных исследований. Согласно нашей
предыдущей работы, эта дозировка была опти-
мальной для развития эмбрионов мышей без
криоконсервации (Igonina et al., 2021). Перед до-
бавлением ЛК в среду KSOM его предварительно
смешивали с бычьим сывороточным альбумином
в соотношении 3 : 1. Культивирование in vitro про-
изводили на 35 мл чашках Петри (Corning, США)
в 20 мкл каплях KSOM в группах по 3–5 эмбрио-
нов под минеральным маслом (Merck, Germany) в
течение 48 ч при 37°С, 5% СО2 и влажности 90% в
CO2-инкубаторе New BrunswickTM Galaxy 48R
(Eppendorf, Германия). Эмбриональное развитие
контролировали визуально под микроскопом S8
APO (Leica Microsystems, Германия). После куль-
тивирования эмбрионы из каждой группы фик-
сировали в 4% параформальдегиде (ХимМед,
Россия) на PBS и окрашивали 2 мкг/мл 4,6-диа-
мидино-2-фенилиндола – DAPI (Merck, Герма-
ния): контроль (n = 35), группа после ЛК (n = 39);
оставшиеся эмбрионы криоконсервировали:
контроль (n = 41), группа после ЛК (n = 64).

Для витрификации 2–3 эмбриона помещали в
среду FertiCult Flushing (FertiPro, Бельгия), после
чего переносили в уравновешивающую среду, со-
держащую 20% фетальной телячьей сыворотки –
ФТС (ХимМед, Россия), 7.5% пропиленгликоля –
ПГ (ХимМед, Россия) и 7.5% диметилсульфокси-
да – ДМСО (ХимМед, Россия), на 3 минуты, а затем
в среду для витрификации, содержащую 20%
ФТС, 16.5% ПГ, 16.5% ДМСО и 0.5 М сахарозы
(ХимМед, Россия) на 25 секунд при комнатной
температуре. На последнем этапе эмбрионы пе-
реносили на Cryotop (Kitazato, Япония) с мини-

мальным количеством среды и сразу же погружа-
ли в жидкий азот (LN2) для хранения.

Для отогрева Cryotop доставали из LN2 и поме-
щен в среду FertiCult Flushing с добавлением
0.25 М сахарозы при 37°C на одну минуту. После
чего, эмбрионы переносили в среду, содержащую
0.15 М сахарозы, на пять минут, а затем промыва-
ли средой без криопротекторов и ставили на
культуру in vitro в 20 мкл каплю среды KSOM в
CO2-инкубатор Galaxy 48R на 24 часа, при тех же
условиях, которые были описаны выше. После
культивирования эмбрионы из каждой группы
фиксировали в 4% параформальдегиде на PBS и
окрашивали DAPI (контроль: n = 39, группа после
ЛК: n = 54).

Окрашивание эмбрионов DAPI до и после вит-
рификации проводили по протоколу, описанно-
му нами ранее (Igonina et al., 2021). Подсчет числа
интерфазных ядер и их фрагментов в развиваю-
щихся морулах и бластоцистах производили пу-
тем визуальной оценки препаратов с применени-
ем флуоресцентного микроскопа AxioImager A1
(Carl Zeiss, Германия), имеющегося в распоряже-
нии ЦКП МАБО СО РАН, с соответствующим
кубическим фильтром для окрашивания DAPI.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с помощью стандартного паке-
та программного обеспечения STATISTICA V 8.0
(StatSoft, Inc.). Доли зародышей, развивающихся
до стадии морулы и бластоцисты сравнивали с
помощью теста хи-квадрат. Для сравнения дан-
ных по числу клеток в эмбрионах и индексу фраг-
ментации использовали t-критерий Стьюдента.
Результаты считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе проведенного исследования не было
выявлено достоверного влияния ЛК на долю раз-
вивающихся морул и бластоцист, а также среднее
число клеток на эмбрион (табл. 1). Однако в груп-
пе, после воздействия ЛК, наблюдалось значи-
тельное увеличение (p < 0.05) индекса фрагмента-
ции ядер по сравнению с контролем (13.2 ± 2.3 и
7.6 ± 1.2 соответственно).

После процедур витрификации/отогрева не
было выявлено достоверных различий по доле
развивающихся бластоцист между ЛК и кон-
трольной группами (табл. 1). Тем не менее, зна-
чительное снижение (p < 0.05) среднего числа
клеток на эмбрион было обнаружено в группе ЛК
по сравнению с контролем (50.1 ± 3.9 и 65.0 ± 4.7
соответственно). Наши результаты также пока-
зывают, что витрификация не повлияла на фраг-
ментацию ядер (табл. 1).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование показало, что воз-
действие ЛК при культивировании in vitro не вли-
яло на частоту преимплантационного развития
мышей. Однако наблюдалось увеличение фраг-
ментации ядер в группе, после воздействия ЛК,
по сравнению с контролем. Скорее всего, этот
эффект может быть связан с влиянием ЛК, по-
скольку наша предыдущая работа подтвердила,
что та же доза ЛК, добавленная к эмбрионам мы-
шей при культивировании in vitro, вызвала воз-
растание общего количества внутриклеточных
липидов в эмбрионах мыши (Igonina et al., 2021).
В более раннем исследовании было показано
угнетающее действие ЛК на развитие эмбрионов
мышей в дозах 223–319 мкМ (Nonogaki et al.,
1994). Однако у КРС наблюдалось положитель-
ное влияние ЛК в культуре in vitro на развитие эм-
брионов (Hochi et al., 1999). Эти исследования по-
казали, что природа этих эффектов может зависеть
от видовой принадлежности исследуемых живот-
ных и дозы ЛК (Nonogaki et al., 1994; Hochi et al.,
1999). В частности, на крупном рогатом скоте по-
казано, что с увеличением дозы доля развиваю-
щихся эмбрионов сначала увеличивается, а затем
уменьшается (Hochi et al., 1999). В другой работе,
также выполненной на крупном рогатом скоте,
изучали влияние КЛК на эмбрионы; было пока-
зано транзиторное угнетение их развития при со-
поставимых дозах и последующем ослаблении
этого эффекта со временем культивирования
(Dias et al., 2020). В целом, наши результаты де-
монстрируют, что ЛК в дозе 200 мкМ оказывает

лишь незначительное, хотя и достоверное, повы-
шение уровня фрагментации ядер в клетках эм-
брионов, но отсутствие влияния на развитие эм-
брионов мышей.

Между тем, наши результаты демонстрируют,
что воздействие ЛК при культивировании in vitro
сопровождается угнетением развития эмбрионов
после их витрификации и последующего отогре-
ва. Несмотря на то, что доля бластоцист была
сходной между группами, среднее число клеток
на эмбрион было ниже в группе, которую до вит-
рификации культивировали с ЛК. Эти результаты
отличаются от данных нашей предыдущей рабо-
ты, где ЛК в той же дозировке не вызывал измене-
ния качества эмбрионов мышей после медленно-
го замораживания/оттаивания (Igonina et al.,
2021). Этот эффект, вероятно, связан с тем, что
при медленном замораживании температура на-
чала ФПЛ была ниже после обработки ЛК (Igoni-
na et al., 2021), однако во время витрификации
ФПЛ происходит моментально.

Наше исследование показало, что преимплан-
тационные зародыши мышей, после воздействия
ЛК, имеют сниженную криотолерантность; эти
выводы разнятся с результатами экспериментов,
проведенных ранее на различных видах сельско-
хозяйственных животных (Hochi et al., 1999;
Pereira, Marques, 2008; Dias et al., 2020), что можно
объяснить существенно меньшим содержанием
внутриклеточных липидов у мыши (Amstislavsky
et al., 2019). Расхождение между представленны-
ми нами данными и предыдущими результатами,
полученными на эмбрионах крупного рогатого

Таблица 1. Развитие эмбрионов мышей в культуре in vitro до и после витрификации

* p < 0.05 по сравнению с контролем. 
1 Эмбрионы от каждой самки были случайным образом распределены между двумя группами. 
2 Число эмбрионов, которые имеют 20% или больше мертвых клеток (доля от общего числа развивающихся эмбрионов). 
3 Число эмбрионов, взятых для окрашивания DAPI, составляло 39 в группе, после воздействия ЛК, и 35 в контроле. 
4 Число эмбрионов, которые имеют 40% или больше мертвых клеток (доля от общего числа развивающихся эмбрионов).
5 Число эмбрионов, взятых для окрашивания DAPI, составляло 54 в группе, после воздействия ЛК, и 39 в контроле.

Культивирование in vitro эмбрионов с 200 мкМ линолевой кислотой (ЛК) до витрификации

Группы1 Число 
эмбрионов

Число развивающихся эмбрионов, % Окрашивание DAPI3

морулы бластоцисты
поврежденные 

эмбрионы2
число клеток 
на эмбрион

фрагментация 
ядер, %

Контроль 82 22 (26.8) 60 (73.2) 4 (4.9) 28.9 ± 2.6 7.6 ± 1.2
ЛК 107 27 (25.2) 80 (74.8) 12 (11.2) 28.3 ± 2.5 13.2 ± 2.3*

Развитие эмбрионов в культуре in vitro после витрификации

Группы Число 
эмбрионов

Число развивающихся эмбрионов, % Окрашивание DAPI5

бластоцисты поврежденные эмбрионы4 число клеток 
на эмбрион

фрагментация 
ядер, %

Контроль 41 31 (75.6) 10 (24.4) 65.0 ± 4.7 13.7 ± 2.5
ЛК 64 38 (59.4) 26 (40.6) 50.1 ± 3.9* 16.5 ± 2.9
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скота и свиней можно объяснить видовой специ-
фикой, а также различиями во времени культиви-
рования и используемых дозах ЛК. Мы полагаем,
что увеличение уровня ненасыщенности внутри-
клеточных липидов может положительно повли-
ять на эффективность криоконсервации эмбрио-
нов КРС и свиней; при этом общее количество
внутриклеточных липидов у этих видов суще-
ственно не меняется. С другой стороны, относи-
тельное возрастание общего количества внутри-
клеточных липидов было значительным у эмбри-
онов мыши, культивированных с той же дозой ЛК
(Igonina et al., 2021), что может быть причиной
снижения результатов криоконсервации в группе
ЛК, наблюдаемой в данной работе.
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Linoleic Acid Exposure in vitro Affects Vitrification of Mouse Embryos
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The study addresses the effect of in vitro culture (IVC) of mouse embryos with 200 μM linoleic acid (LA),
48 h, on their viability after vitrification. Fluorescence microscopy of DAPI stained embryos showed an in-
crease of nuclear fragmentation in the non-vitrified LA-treated group, and a significant decrease in the num-
ber of cells in vitrified embryos 24 h after their warming. Thus, IVC with LA reduces the viability of mouse
embryos after vitrification.

Keywords: mice, preimplantation embryos, intracellular lipids, in vitro culture, linoleic acid, vitrification
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Для эволюционной нейробиологии 2021 год связан с большими достижениями в исследованиях,
опирающихся на методы полногеномного клеточного секвенирования. Эти исследования позволи-
ли существенно продвинуться в понимании целого ряда фундаментальных вопросов. Как и когда
появились первые нейроны в эволюции животных? Какими были первые нервные системы базаль-
ных Metazoa, и что могло быть унаследовано современным мозгом позвоночных от их древней ор-
ганизации? Почему глутамат стал доминирующим нейротрансмиттером в мозге млекопитающих?
Какие гены и каким образом определяют отличия мозга человека от других позвоночных? Как часто
в нервной системе разных типов многоклеточных животных наблюдается ко-трансмиссия (исполь-
зование одним нейроном нескольких классических нейротрансмиттеров)? Анализу изменений тео-
ретических положений эволюционной нейробиологии, которые связаны с обобщениями результа-
тов последних лет, посвящен данный обзор.

Ключевые слова: происхождение нейронов, нейротрансмиттеры, глутамат, ко-трансмиссия, эволю-
ция нервной системы, соматические мутации генома нейронов, глутаматные рецепторы
DOI: 10.31857/S0475145022010086

ВВЕДЕНИЕ
2021 год можно по праву считать переломным в

изучении эволюции нервной системы. Сразу не-
сколько важных вопросов были исследованы с не-
виданным ранее экспериментальным размахом.
Как и когда появились первые нейроны в эволю-
ции животных (один или несколько раз)? Какими
были первые нервные системы, и что могло быть
унаследовано современным мозгом позвоночных
от их древней организации? Что было раньше, ней-
рон или нейротрансмиттер? Почему глутамат,
один из самых распространенных внутриклеточ-
ных метаболитов, стал доминирующим возбуж-
дающим нейротрансмиттером в мозге млекопи-
тающих? Насколько важно трансмиттерное разно-
образие для функционирования нервной системы и
как оно менялось в эволюции многоклеточных жи-
вотных? Интереснейшие исследования ведутся и на
вершине эволюционной шкалы позвоночных, на
человеке и приматах: с целью понять, какие гены и
каким образом определили отличие мозга челове-
ка от других позвоночных. Существенно продви-
нуться в поиске ответов на все эти вопросы удалось
благодаря выходу в свет публикаций, результаты
которых опираются на относительно недавно по-

явившиеся методы полногеномного и транскрип-
томного секвенирования, в том числе единичных
клеток. Сравнительные исследования, выпол-
ненные на представителях большого числа дале-
ких друг от друга таксонов, всегда вызывали ин-
терес, однако они были трудно реализуемыми до
появления новых методов, существенно снизив-
ших трудоемкость и затратность секвенирования.

ПРОИСХОЖДЕНИЕ НЕЙРОНОВ, 
НЕЙРОНАЛЬНОЙ СЕКРЕЦИИ

И НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОВ

Настоящим прорывом стали работы, авторы
которых обладают широкой эрудицией, и успеш-
но используют новые методические возможности
для решения фундаментальных вопросов биоло-
гии. К числу таких работ относятся публикации
группы профессора Леонида Мороза (Leonid Mo-
roz) из Университета Флориды (США), который
свой интерес к вопросам происхождения нейро-
нов и химической сигнализации связывает с ра-
ботами выдающегося нейробиолога Д.А. Сахаро-
ва (работающего в московском Институте биоло-
гии развития РАН), которые вышли еще в

УДК 577.21,577.24,577.25,577.3

ТОЧКА
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семидесятых–восьмидесятых годах прошлого ве-
ка. Именно Д.А. Сахарову посвящена одна из ста-
тей Л. Мороза (Moroz et al., 2021), в которой по-
следовательно проводится верификация многих
ранних идей Д.А. Сахарова: “This manuscript is dedi-
cated to the 90th anniversary of Prof. D.A. Sakharov,
whose ideas and the book ‘Genealogy of Neurons’
were the driving forces beyond of this manuscript”.
Перечислим основные из них.

1. Полигения или множественное происхождение
нейронов в эволюции. Полногеномное секвени-
рование представителей пяти базальных таксо-
нов многоклеточных организмов: гребневиков
(Ctenophora), губок (Porifera), пластинчатых (Pla-
cozoa), стрекающих (Cnidaria) и двустороннесим-
метричных (Bilateria), дало новые факты в пользу
этого предположения. Наличие нейронов под-
тверждено только у трех из этих таксонов, они об-
наружены у стрекающих, билатерий и гребневи-
ков. Последние при этом филогенетически нахо-
дятся дальше от стрекающих и билатерий, чем
таксоны, не имеющие нейроны, а именно Porifera
и Placozoa. Первое свидетельство независимого
происхождении нейронов у гребневиков было
получено еще в 2013 г.: на геномном уровне вы-
явивились существенные отличия нервной систе-
мы гребневиков от стрекающих и билатерий (Ryan
et al., 2013). Нейроны гребневиков, расположен-
ные в мезоглее и эктодерме, отличаются друг от
друга по траскриптому и морфологическим осо-
бенностям формирования сети, поэтому некото-
рые исследователи предпочитают говорить о двух
нервных системах гребневиков с предположи-
тельно независимым происхождением из разных
клеток-предшественников (Moroz et al., 2021).
Сходные причины позволили говорить и о двух
нервных системах стрекающих, расположенных,
в отличие от гребневиков, в эктодерме и энтодер-
ме (Moroz et al., 2021). Нервная система билате-
рий, в свою очередь, на уровне транскриптома и
морфологии отличается от нервных систем греб-
невиков и стрекающих, что позволило предпола-
гать независимость происхождения и эволюции
нейронов в этих группах. Фенотипическое сход-
ство нейронов у разных групп при этом рассмат-
ривается как пример конвергенции; оно могло
развиться под действием движущего отбора при
сходных условиях окружающей среды.

На основании полногеномного секвенирова-
ния Мороз с соавторами получили данные о
трансмиттерных системах, используемых пред-
ставителями базальных филогенетических групп
(Moroz et al., 2021). Исследовалось наличие фер-
ментов синтеза, везикулярного переноса и рецеп-
торов, эволюционная дистанция между некото-
рыми генами рецепторных белков. Полученные
данные свидетельствовали о существенном раз-
личии химической сигнализации в нервных си-
стемах гребневиков, стрекающих и билатерий,

что хорошо согласуется с идеей о независимом
появлении нейронов в трех группах метазоа. К
числу наиболее консервативных трансмиттеров
относятся глутамат, NO, АТФ и пептиды. Одна-
ко, у книдарий глутаматные рецепторы выявлены
у ненейрональных клеток, что отличает их от би-
латерий и гребневиков, использующих глутамат
уже в качестве нейротрансмиттера. Моноамины
оказались характерны только для билатерий и
книдарий, но не выявлены у гребневиков по дан-
ным (Moroz et al., 2021b). Впрочем, транскрип-
томный клеточный анализ нервной системы гидры
(Hydra vulgaris) не подтвердил наличие в ней мо-
ноаминергических систем (Brunet, Sprecher,
2021). Поэтому на сегодняшний день нейроны
моноаминергического фенотипа с большой ве-
роятностью являются изобретением исключи-
тельно билатерально симметричных животных.

2. Нейротрансмитеры были унаследованы от до-
нервных форм межклеточной сигнализации. Это
представление, высказанное в середине прошло-
го века Х.С. Коштоянцем и активно развиваемое
Д.А. Сахаровым, Г.А. Бузниковым, В.Я. Брод-
ским (например, Сахаров, 1974; Дьяконова и Саха-
ров, 2019; Бродский, 2021; Sakharov, 1974; Buznikov,
2007; Brodsky, 2009) уже можно считать очевид-
ным. Леонид Мороз предлагает более сильное
утверждение: “трансмиттеры сделали нервную
систему” (Moroz et al., 2021). Если бы до появле-
ния нейронов не существовало хорошо развитой
системы химической межклеточной сигнализа-
ции, с готовыми системами рецепции и кальций-
зависимой секреции, не было бы необходимого
преадаптивного базиса для возникновения нерв-
ной системы. Существование такого преадаптив-
ного базиса у донерных многоклеточных также
показано в исследованиях группы Мороза (Moroz
et al., 2021b), свидетельствующих о наличии раз-
витой системы межклеточной сигнализации и
интеграции поведения за счет химической сигна-
лизации у пластинчатых (Placozoa). Эта серия ис-
следований стала также весомым доказатель-
ством еще одной гипотезы Д.А. Сахарова.

3. Возможность несинаптической генерации по-
ведения группой клеток с разной химической сигна-
лизацией. Исходно эта гипотеза была сформули-
рована для группы, или точнее ансамбля, нейро-
нов, отвечающих за генерацию определенного
моторного поведения (например, бега, жевания).
Еще в 70-х гг. прошлого века стало известно, что
такое поведение не является производным ре-
флекторных дуг, а формируется благодаря скоор-
динированной работе ансамбля центральных ней-
ронов. Такие ансамбли получили название цен-
тральных генераторов паттерна (ЦГП). Но как
организована скоординированная работа нейро-
нов в ЦГП? И каким образом происходит коорди-
нация разных ЦГП? Д.А. Сахаров предположил,
что координация активности нейронов в ЦГП мо-
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жет происходить за счет секреции разных транс-
миттеров нейронами разных фаз и наличия разно-
го набора рецепторов к трансмиттерам другим
нейронов. Позже появились данные, свидетель-
ствующие о том, что изменение концентрации
одного нейротрансмиттера может координиро-
вать и более сложное поведение, основанное на
согласованной работе разных ЦГП. Подробнее
обо всем этом можно посмотреть, например
(Дьяконова, Сахаров, 2019).

Изучение особенностей биологии, поведения,
физиологии и генетики представителей Placozoa
(Trichoplax, Hoilungia hongkongensis) группой
Л. Мороза и, главным образом, его ученицы
Дарьи Романовой стало весомым подтверждени-
ем этой идеи (Moroz et al., 2021b; Romanova et al.,
2020, 2021). Placozoa относят к донервным много-
клеточным организмам. Они способны к направ-
ленной локомоции, достаточно сложно организо-
ванному пищевому поведению, избеганию. Геном-
ный анализ выявил десятки систем межклеточной
сигнализации и их компонентов, включающих и
ферменты синтеза сигнальных молекул, и рецеп-
торы к ним. Среди них обнаружены классические
нейротрансмиттеры (глутамат, ГАМК), большое
число пептидов, оксид азота. Транскриптомика
единичных клеток показала, что разные типы
клеток используют для сигнализации разные сек-
реторные молекулы и имеют разный спектр ре-
цепторной чувствительности. Фармакологиче-
ские эксперименты доказали координирующую
роль некоторых из этих сигнальных молекул в ор-
ганизации поведения трихоплакса. Короткий об-
зор этих результатов приводится в статье Л. Мо-
роза с соавторами (Moroz et al., 2021b). На них ос-
новывается предположение о несинаптической
организации первых нервных систем в эволюции и
более позднем появлении синапсов, причем также
множественном и независимом появлении в раз-
ных таксонах.

4. Идея о происхождении нейронов из секретор-
ных клеток обсуждается сразу в двух статьях той
же группы, опубликованных журналом Frontiers
in Molecular Neuroscience в тематическом выпуске,
посвященном неканоническим эффектам нейро-
трансмиттеров (Moroz, 2021; Romanova, Moroz,
2021). К числу таких неканонических (с точки зре-
ния классических нейрофизиологов) функций от-
носят сигнализацию в ненервных тканях, прямые
модификации белков и гистонов (например, ами-
нирование), гормональные эффекты. Однако при
рассмотрении в эволюционной перспективе эти
явления, напротив, приобретают каноничность,
становится очевидным, что они существовали за-
долго до появления нейронов и нервной системы
в эволюции. Более того они могли определить вы-
бор того или иного трансмиттера для выполнения
разных функции в мозге.

Наличие паннексинов в геноме донервных ор-
ганизмов позволяет предположить, что секретор-
ные клетки научились использовать их не только
в качестве щелевых контактов, но и для активной
несинаптической секреции таких веществ как
АТФ, глутамат и др. в межклеточное простран-
ство для ускорения обмена сигналами. То есть ос-
нова будущих электрических синапсов также мог-
ла быть унаследована нейронами от их активно
секретирующих предшественников. Интересно,
что это относительно недавно открытая несинап-
тическая секреторная функция паннексинов/кон-
нексинов также сохранилась и у современных по-
звоночных (Moroz et al., 2021b).

Формирование нейронов из секреторных кле-
ток обсуждается и в работе “The chemical brain hy-
pothesis for the origin of nervous systems” (Jékely,
2021). С необходимостью синхронизации, коор-
динации и повышения эффективности секреции
сенсорно-нейросекреторными клетками Дж. Же-
кели связывает появление первых синаптических
контактов, позволяющих объединить клетки в
единую секретирующую сеть. При этом Жекели
рассматривает не просто секреторные, а сенсор-
ные секреторные клетки, что согласуется с данны-
ми нейробиологии развития: в онтогенезе первич-
норотых самые первые нейроны, называемые пио-
нерными (pioneer neurons), представлены именно
сенсорными клетками с несинаптической секре-
цией (Nezlin, Voronezhskaya, 2017). Такими характе-
ристиками обладают пионерные нейроны у пред-
ставителей разных таксономических групп, тогда
как их трансмиттерная специфичность может
быть разной (Nezlin, Voronezhskaya, 2017).

Вопрос о том, какие именно особенности сек-
реторных клеток стали необходимым условием для
появления настоящих нейронов и синаптической
секреции, рассматривается в недавней статье Ро-
мановой и Мороза (Romanova, Moroz, 2021). Авто-
ры предполагают, что специализация эндоплаз-
матического ретикулума (ЭР) в направлении уве-
личения секреторной способности клетки и
связанное с этим увеличение внутриклеточных
мембранных структур могут быть теми фактора-
ми, которые запустили и сформировали раннюю
нейрональную и синаптическую эволюцию. Ин-
тересно, что при нейрогенезе мембранные синап-
тические пузырьки присутствуют в растущих ак-
сонах и их окончаниях еще до того, как сформи-
руются настоящие синапсы (Sukhinich et al.,
2021). Можно предположить, что развитие нейро-
на воспроизводит последовательность этих собы-
тий в эволюции.

Статью Мороза о происхождении нейронов из
секреторных клеток разного химизма в журнале
Frontiers (Moroz, 2021) смело можно назвать про-
граммной. В ней много внимания уделяется пер-
спективам развития “новой” нейробиологии, ос-
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нованной на представлениях о множественном
происхождении нейронов и изучении эволюции
“химического языка” нервной системы. Автор
предполагает, что сравнительная транскрипто-
мика нейронов у малоизученных таксонов много-
клеточных животных позволит построить своего
рода периодическую систему, в которой свойства
нейрона будут предсказываться его генеалогиче-
ским положением. О том, что сейчас мы нахо-
димся в самом начале этого пути, говорит тот
факт, что из 36 современных типов многоклеточ-
ных животных нейрональные сигнальные систе-
мы относительно хорошо исследованы только у 5
(Chordata, Arthropoda, Nematoda, Mollusca, An-
nelida). Возможности, которые открывает это на-
правление исследований, хорошо иллюстрируются
следующей статьей той же группы, посвященной
эволюции самого распространенного нейротранс-
миттера – глутамата.

КАК ГЛУТАМАТ СТАЛ 
НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОМ?

Глутамат занимает особое положение среди
других сигнальных молекул сразу по нескольким
причинам (Moroz et al., 2021а). Во-первых, боль-
шинство нейронов головного мозга млекопитаю-
щих использует в качестве нейротрансмиттера
глутамат, хотя существует более 20 других нейро-
трансмиттеров с низким молекулярным весом.
Не удивительно, что около половины современ-
ных нейробиологов изучают различные аспекты
глутаматергической передачи. Во-вторых, срав-
нительные исследования указывают на глутамат
как на один из самых ранних трансмиттеров: глу-
таматные рецепторы выявлены группой Мороза и
другими авторами практически у всех исследо-
ванных на сегодняшний день многоклеточных
организмов, включая водоросли и растения, а
также у одноклеточных эукариот (Moroz et al.,
2021a). В-третьих, те же сравнительные исследо-
вания показывают, что глутамат, заняв лидирую-
щее положение в мозге млекопитающих, по-ви-
димому, утратил у них ряд функций и рецепторов,
разнообразие которых, например, у многих пер-
вичноротых беспозвоночных животных выше.
Так, у моллюсков, нематод, насекомых глутамат
оказывает не только возбуждающее, но и тормоз-
ное действие, связываясь с пентамерными рецеп-
торными каналами с cys-петлями. L-глутамат яв-
ляется периферическим нервно-мышечным ней-
ротрансмиттером у большинства животных на
планете, но не у млекопитающих (у которых эту
функцию выполняет, как известно, ацетилхолин,
а глутамат становится основным трансмиттером
центральной нервной системы). Наконец, в отли-
чие от моноаминов и ацетилхолина, открытых в
качестве нейротрансмиттеров существенно рань-
ше, глутамат настолько распространенный кле-

точный метаболит, что исследователи долго ста-
вили под сомнение саму возможность выполне-
ния им трансмиттерной функции. Проблема
заключается в его низкой специфичности и от-
сутствии специализированной системы синтеза,
характерной для других трансмиттерных систем.
Глутаматергический нейрон обладает эргично-
стью, то есть трансмиттерной специфичностью, в
несколько ином смысле, чем, например, моно-
аминовые, пептидергические или ацетилхолино-
вые нейроны. Если для последних характерна
специализированная система ферментов синтеза,
везикулярного захвата и выброса, специфичная
только для одного типа клеток, то глутаматный
нейрон становится таковым только за счет экс-
прессии гена глутаматного транспортера, закачи-
вающего глутамат в везикулы – синаптические
пузырьки. Не здесь ли ниточка, потянув за кото-
рую, можно распутать большой клубок вопросов?
Авторы обсуждаемой статьи считают, что да. Что
разгадывать интересную задачку о происхожде-
нии трансмиттерной функции глутамата и ее
дальнейшей эволюции нужно начинать с рас-
смотрения роли этой аминокислоты во внутри-
клеточном метаболизме (Moroz et al., 2021a).

Было проведено сравнение метаболомов про-
кариотической клетки (E. coli) и клетки млекопи-
тающего (культура клеток мыши iBMK – Immor-
talized Baby Mouse Kidney Epithelial Cells). Оказа-
лось, что в обоих случаях глутамат является
основным внутриклеточным метаболитом, его
концентрация в клетке превышает концентра-
цию других молекул. Абсолютные внутриклеточ-
ные концентрации глутамата достигают 96 мМ для
бактерии и 64 мМ для клетки млекопитающего, что
составляет 37 и 35% всех метаболитов. С большим
отрывом следует глутамин (9%), опережая при
этом АТФ (3%). Интересно, что половину всего
метаболома составляют эволюционно консерва-
тивные “пан-сигнальные” молекулы (Moroz et al.,
2021a).

Глутамат участвует сразу в нескольких основ-
ных метаболических путях клетки. Он является
критически важным метаболитом при получении
энергии (цикл Кребса), ассимиляции азота и син-
тезе аминокислот. И глутамат, и глутамин явля-
ются донорами азота для аминокислот, участвуют
в механизмах трансаминирования. Все ферменты
перечисленных выше метаболических путей высо-
ко консервативны. Синтез низкомолекулярных
сигнальных веществ (ГАМК, аспартата, N-ацетил-
1-аспартата, глицина и NO) также неразрывно свя-
зан с метаболизмом глутамата и клеточной био-
энергетикой. Эти сигнальные вещества могут
синтезироваться как промежуточные продукты
метаболизма почти каждой прокариотической и
эукариотической клеткой.
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Идея о том, что глутамат мог быть первым транс-
миттером, повышение концентрации которого в
межклеточной среде сигнализировало о поврежде-
нии клетки, была озвучена Леонидом Морозом
уже более 10 лет назад. Тогда она казалась инте-
ресной, но трудно доказуемой, интуитивной. Од-
нако новые данные о метаболоме клеток далеких
в эволюционном отношении организмов суще-
ственно изменили эту ситуацию.

Очевидно, что нарушение целостности любой
клетки приводит к появлению в межклеточном
пространстве самых разных метаболитов, но дру-
гим клеткам для выявления такого события про-
ще настроиться на самый сильный и универсаль-
ный сигнал. Глутамат может смело претендовать
на роль такого сигнала. В мире одноклеточных
организмов специфический химический сигнал,
информирующий о погибающей клетке, может
быть важным пищевым стимулом. У многокле-
точных повышение концентрации глутамата в
межклеточном пространстве становится уже сиг-
налом, указывающим на неблагоприятные собы-
тия в организме. Биологическая значимость этой
информации очень высока. Поэтому неудивитель-
но, что уже на самых ранних этапах эволюции (по
оценкам Л. Мороза с соавторами, 3.5 миллиарда
лет назад), появляются системы распознавания
экстраклеточного глутаматного сигнала, а имен-
но глутаматные рецепторы. Здесь трудно удер-
жаться и не напомнить, что обе анцестральные
функции глутамата, выявленные еще у донерв-
ных многоклеточных организмов Placozoa, сохра-
нились у млекопитающих несмотря на долгую
полную событий эволюцию. Достаточно вспом-
нить про хорошо известный усилитель вкуса, глу-
тамат натрия, взаимодействующий со специали-
зированными глутаматными рецепторами, отве-
чающими за вкусовые ощущения, называемые
“умами”.

Анализу эволюции генов глутаматных рецеп-
торов посвящена значительная часть работы
Л. Мороза с коллегами. Предполагается, что раз-
личные типы анцестральных глутаматных рецеп-
торов у общего предка многоклеточных живот-
ных (Urmetazoa) могли активироваться разными
лигандами, включая глицин, глутамат и другие
аминокислоты, как это показано, например, у со-
временных растений и прокариот. Другими слова-
ми, эти рецепторы исходно могли быть универсаль-
ными аминокислотными сенсорами, и отчасти эта
их функция сохранилась и у многоклеточных жи-
вотных. Однако, относительно высокие концен-
трации высвобожденного внеклеточного глутама-
та (по сравнению с другими аминокислотами) могли
сделать эти рецепторы функциональными рецепто-
рами глутамата – аналогично рецептору iGluR, опи-
санному у растений.

Полученные данные по филогении глутамат-
ных рецепторов эукариот предполагают, что од-
ними из старейших могут быть лямбда-рецепто-
ры. Примечательно, что они были идентифици-
рованы только у губок (Porifera). Пока неизвестно,
являются ли эти рецепторы эволюционной инно-
вацией губок или потерялись со временем в других
таксонах животных. Рецепторы NMDA-типа, обес-
печивающие такие явления как долговременная
потенциация (LTP) и обучение у позвоночных,
выявлены и у многих беспозвоночных с похожи-
ми (Rosenegger, Lukowiak, 2010) и новыми (Dya-
konova, 2003; D’iakonova T.L., D’iakonova V.E., 2010)
функциями. За пределами Metazoa NMDA рецеп-
торы не обнаружены, а среди Metazoa, их не на-
шли у гребневиков и губок (Moroz et al., 2021a).
Всего у эукариот были идентифицированы два-
дцать две различные филетические линии глута-
матных рецепторов.

Если рецепторы глутамата найдены у всех изу-
ченных организмов, то везикулярные транспор-
теры, как и следует ожидать, – не у всех. Они не
выявлены у губок, гребневиков и хоанофлагел-
лят. Число разных рецепторов и транспортеров
глутамата, как оказалось, не коррелирует с эво-
люционной продвинутостью и сложностью нерв-
ных систем Metazoa. Так, у книдарий (стрекаю-
щих) найдено 15 генов разных глутаматных ре-
цепторов и 10–17 генов разных везикулярных
транспортеров глутамата, причем большинство
из них экспрессируются не в нейронах. Наиболь-
шее разнообразие глутаматных рецепторов (26)
обнаружено у брюхоногих моллюсков. Для срав-
нения: у млекопитающих найдено 18 рецепторов
и 3 транспортера. Даже поверхностный обзор
функций нейронального глутамата также выяв-
ляет существенные различия между крупными
таксонами, такими как моллюски, насекомые,
хордовые, стрекающие. Это может указывать на
параллельную эволюцию глутаматергической си-
стемы или, правильнее, систем в этих линиях. У
членистоногих глутамат – основной нейромы-
шечный трансмиттер, у моллюсков он представ-
лен во всех типах нейронов (сенсорных, интер-
нейронах и мотонейронах), у млекопитающих
глутамат не встречается в нейромышечных кон-
тактах (только в сенсорных и центральных нейро-
нах), где оказывает только возбуждающие эффек-
ты. О функциях глутамата у растений и водорос-
лей (красных и бурых) известно, что это участие в
осморегуляции, регенерации, реакциях на повре-
ждение, хемосенсорике.
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ДЬЯКОНОВА

ПОЧЕМУ МОЗГ МЛЕКОПИТАЮЩИХ 
ИСПОЛЬЗУЕТ ГЛУТАМАТ В КАЧЕСТВЕ 

ОСНОВНОГО ВОЗБУЖДАЮЩЕГО 
НЕЙРОТРАНСМИТТЕРА?

Существенные отличия в количественной
представленности глутаматергических нейронов
видны в пределах группы билатерально-симмет-
ричных животных. У первичноротых только 5–
10% нейронов использует глутамат в качестве
нейротрансмиттера. ЦНС позвоночных увеличи-
валась в значительной степени за счет повыше-
ния доли глутаматных нейронов. Так у грызунов
эта доля составляет уже 50%, а у человека она до-
стигает 80%.

Почему увеличение мозга в ряду позвоночных
происходило благодаря формированию большего
числа именно глутаматных нейронов? Мороз и
соавторы (Moroz et al., 2021) отвечают на этот во-
прос так. Во-первых, очень низкая энергетиче-
ская стоимость производства. Энергия, расходуе-
мая на захват и синтез глутамата, у грызунов со-
ставляет всего 2–3% от общих затрат, связанных с
передачей сигналов, и 5% – у людей; кроме того,
глутамат сам может быть источником энергии.
Во-вторых, это может объясняться более про-
стым генетическим и метаболическим механиз-
мом получения глутаматергической клетки: все,
что требуется для того, чтобы нейрон стал глута-
матергическим, это активация экспрессии вези-
кулярного глутаматного транспортера.

В дополнение к идее Л. Мороза можно предпо-
ложить, что распространенность глутаматергиче-
ских нейронов в мозге позвоночных отражает
“поспешность” его эволюции: объем наращивал-
ся быстро, простыми и максимально экономны-
ми способами. Вероятно, было найдено универ-
сальное решение для увеличения размеров мозга
за счет числа нервных клеток (а не их размера как,
например, у некоторых моллюсков), и использо-
вания для этой цели самой энергетически деше-
вой и простой глутаматергической сигнализации.

Если это действительно так, то одна из про-
блем химической школы Коштоянца-Сахарова,
которую можно назвать “кошмаром” этой шко-
лы, похоже, близка к своему разрешению. Повы-
шение химической однородности нейронов в
мозге наиболее продвинутых в когнитивном от-
ношении организмов казалось противоречило
основному постулату школы о значимости для
работы нервной системы мультитрансмиттерно-
сти и химического разнообразия. Сейчас мы ви-
дим, что в эволюции мозга позвоночных химиче-
ское разнообразие нейронов не уменьшалось: в
ЦНС человека найдены практически все извест-
ные нейротрансмиттеры. Однако на определен-
ных этапах развития нервная система, по-види-
мому, была “вынуждена” стремительно увеличи-
вать число нейронов, и “научилась” это делать

самым простым, быстрым и энергетически вы-
годным способом. Экономия времени и энергии
привела к существенному преобладанию нейро-
нов одного трансмиттерного фенотипа.

Второй, не менее интересный вопрос о том,
почему именно возбуждающие рецепторы сохра-
нились в мозге млекопитающих, мало обсуждает-
ся в статье. В этом контексте интересны следую-
щие факты. Возбуждение нейронов на физиоло-
гическом уровне создает условия для выхода из
устойчивых состояний, возможности быстрого
формирования новых констелляций нейронов.
Но еще бóльшая пластичность и разнообразие
может достигаться за счет повышения пластично-
сти, открытости генома, регуляции его экспрессии.
Недавно была показана связь физиологического
возбуждения с повышением деметилирования ге-
нома нейронов гиппокампа (Grassi et al., 2017).
Введение хлорида калия, вызывающего неспеци-
фическое повышение электрической активности
нейронов, изменило экспрессию нескольких ты-
сяч генов, при этом примерно у 90% наблюдалось
активное деметилирование, и только у 10% – об-
ратный эффект. Несколько типов возбуждающих
глутаматных рецепторов активирует пути, ведущие
к повышению экспрессии универсального релак-
сера гетерохроматина GADD45 и деметилирова-
нию (Sultan, Sweatt, 2013). Учитывая высокую
консервативность этих путей и формирование глу-
таматных рецепторов на ранних этапах эволюции,
можно предположить, что рискованный выбор в
пользу возбуждающих глутаматных рецепторов
был связан с возможностью “перетряхивать” не
только устойчивые функциональные ансамбли
клеток, но и их транскриптомы, создавая базу для
высокой пластичности и поиска нового.

Почему такой выбор можно назвать рискован-
ным? При возбуждении нейрона активируется
метаболизм, повышается выброс свободных ра-
дикалов, потенциальных мутагенов. А если при
этом еще и снижается защищенность генома за
счет деконденсанции хроматина и деметилирова-
ния ДНК, то риск приобретения мутаций возрас-
тает. Эксайтотоксичность глутамата (патологии
нервной системы, связанные с избыточной акти-
вацией возбуждающих глутаматных рецепторов)
давно известна на физиологическом уровне, ей
посвящено колоссальное число неврологических
исследований. Связь с накоплением мутаций пока
меньше изучена. Однако выдающаяся по сравне-
нию с другими клетками способность корковых
нейронов позвоночных (напомню, что 50–80% из
них глутаматергические), накапливать мутации
показана уже в ряде работ и не вызывает сомне-
ний (Evrony et al., 2012; Hazen et al., 2016; Wu et al.,
2021). Более того, активность генов, связанных с
регуляцией нейронального возбуждения, обратно
коррелирует с продолжительностью жизни у че-
ловека и нематоды (Zullo et al., 2019). Было выска-
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зано предположение, что именно накопление му-
таций и их косвенный “подсчет” лежит в основе
этого отрицательного влияния возбуждения на
продолжительность жизни (Dyakonova et al., 2020).

Итак, увеличение числа нейронов и использо-
вание преимущественно глутамата в качестве ре-
гулятора как возбудимости нейронов, так и де-
метилования их генома могло способствовать
повышению и вычислительной мощности, и пла-
стичности нервной системы. Платой оказался по-
вышенный риск накопления мутаций. Противо-
действовать этому неблагоприятному фактору, в
свою очередь, можно увеличивая избыточность
клеток, повышая “копийность” генома. Увеличе-
ние числа нейронов может служить не только
усложнению системы, но и ее защите при случай-
ном мутагенезе. Использование возбуждающей
глутаматной сигнализации тогда могло также
подстегнуть быстрое увеличение размеров мозга в
эволюции позвоночных. Сходные рассуждения,
еще без конкретной атрибуции к глутамату и его
влиянию на геном, были высказаны в работе о
возможной эволюции мозга в условиях информа-
ционной платы за когнитивный успех (Крушин-
ский, 2014).

КАКИЕ УЧАСТКИ ГЕНОМА
И КАК ОПРЕДЕЛИЛИ ОТЛИЧИЯ

МОЗГА ЧЕЛОВЕКА
Вопрос, давно интересовавший не только эво-

люционных нейробиологов, но гораздо более
широкие слои человеческой популяции: что дела-
ет мозг человека человеческим, отличным от дру-
гих позвоночных. Сравнительная геномика и
транскриптомика последних лет (2018–2021) так-
же позволили совершить значительные открытия
в этой области. Начнем с того, что поиск регуля-
торных функций участков генома, специфичных
для человека и обладающих высокой скоростью
эволюции, привел к ожидаемому результату – по-
давляющее большинство из них регулируют раз-
витие нервной системы (Girskis et al., 2021). Эти
данные позволяют сделать довольно важный вы-
вод: именно изменения в нервной системе сдела-
ли человека человеком. Очевидно, что понима-
ние конкретной роли разных отделов генома,
связанных с регуляцией развития нервной систе-
мы, придет намного позже. Пока удалось немного
разобраться с тем, почему в онтогенезе коры голов-
ного мозга человека получается больше нейронов,
чем у других позвоночных, и какие факторы опре-
деляют отличия в формировании префронтальной
коры человека, области мозга с наиболее быст-
рым эволюционным развитием.

Показано, что одним из механизмов увеличе-
ния числа нейронов оказывается замедление пе-
рехода нейрональных прогениторных клеток к
дифференцировке, позволяющее им совершать

дополнительные циклы митоза перед дифферен-
цировкой (Fiddles et al., 2018). Увеличение площа-
ди коры головного мозга современного человека
могло быть обеспечено частичной дупликацией
гена notch2, существующего у других приматов.
Эта древняя неполная дупликация с изменением
последовательности гена привела к появлению
гена notch2nl, продукт которого влияет на разви-
тие нейрональных прогениторных клеток коры.
Этот ген претерпел еще две дупликации, и совре-
менный человек в результате имеет три копии это-
го гена. Результат в очередной раз подтвердил роль
дупликаций в эволюции позвоночных (Bayramov
et al., 2021). Повышение экспрессии notch2nl ведет
к замедлению дифференцировки прогениторных
клеток и увеличению числа нейронов, как пока-
зано в экспериментах на культуре клеток и мозго-
вых органоидах (Fiddles et al., 2018). Интересно,
что эта область генома отличается нестабильно-
стью и у современных людей, встречаются гено-
мы с числом копий notch2nl две и четыре, в первом
случае развивается микроцефалия, во втором –
макроцефалия (Fiddles et al., 2018). Есть еще один
ген, существенно изменивший клеточный пат-
терн и уровень экспрессии за счет изменений в
последовательности регуляторных участков гено-
ма, специфичных для человека. Это ген белка
PPP1R17, вызывающего замедление клеточного
цикла нейрональных предшественников, наблю-
даемое в онтогенезе приматов и в еще большей
степени человека, существенно изменил клеточ-
ный паттерн и уровень экспрессии у человека за
счет изменений в последовательности регулиру-
ющих участков генома, специфичных для челове-
ка (Girskis et al., 2021).

Недавним открытием стала также демонстрация
экспрессии серотонинового рецептора HTR2A ба-
зальными предшественниками нейронов ради-
альной глии у человека как одного из факторов
замедления дифференцировки базальных пред-
шественников и увеличения числа нейронов
(Xing et al., 2020). Однако эти различия определи-
ли отличие не только человека, но и других позво-
ночных, обладающих выраженной складчатостью
коры по сравнению с теми, у которых кора более
гладкая (что отражает меньшее число нейронов и
меньшую площадь коры). Экспрессия этого ре-
цептора определяет зависимость числа нейронов
от концентрации серотонина в онтогенезе, и
участвует в механизме формирования контекст-
зависимых индивидуальных различий.

Громким последним событием в этой области,
можно считать две статьи, вышедшие в октябре в
Nature (Shibata et al., 2021a, 2021b), сообщившие об
определяющем участии ретиноевой кислоты (про-
изводного витамина А) в нейрогенезе префрон-
тальной коры (ПФК) человека. Авторы занимались
поиском эволюционных механизмов расширения
ПФК и ее связей с медио-дорсальным таламусом у
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приматов и человека. Считается, что ПФК отве-
чает за познавательную деятельность, когнитив-
ную пластичность, самоконтроль, рабочую па-
мять, социальные взаимодействия. Морфологи-
ческими маркерами ПФК приматов и человека
является латеральное расширение и увеличение
четвертого зернистого (гранулярного) слоя. Он-
тогенетические механизмы, определяющие эти
особенности оставались до последнего времени
неизвестными.

Используя данные секвенирования РНК
BrainSpan человека (RNA-seq), авторы провели
скрининг генов, которые дифференциально ак-
тивируются в средней части лобной доли плода на
16–22 нед. после зачатия. Исследованные обла-
сти включали четыре предполагаемых области
ПФК (медиальная, орбитальная, дорсолатераль-
ная, вентролатеральная) и первичную моторную
кору. Экспрессия генов в этих лобных областях
сравнивалась с областями теменной (первичная
сенсорная кора, S1C; нижняя теменная кора,
IPC), затылочной (первичная зрительная кора,
V1C) и височных долей (первичная слуховая ко-
ра, A1C). Анализ генной онтологии (GO) генов,
дифференциально активированных во фронталь-
ных областях, выявил следующие категории ге-
нов: “чувствительные к ретиноевой кислоте”,
“связанные с образованием синапсов” и “отвеча-
ющие за развитие аксонов”. Используя иммуно-
ферментный анализ (ELISA), авторы оценили
концентрацию ретиноевой кислоты в развиваю-
щемся мозге, и обнаружили выраженный гради-
ент в передне-заднем направлении с максималь-
ными значениями в лобных отделах. Экспрессия
ферментов синтеза ретиноевой кислоты была
также выше в лобных отделах, и значимо отлича-
лась у приматов (человек и макака) от уровня экс-
прессии в лобных отделах грызунов (мышей).
Концентрация ретиноевой кислоты регулируется
также ферментом CYP26B1, катаболизирующим
ретиноевую кислоту и тем самым ограничиваю-
щим ее сигнализацию. Экспрессия этого фермен-
та, напротив, выше в каудальных областях по
сравнению с префронтальными, что также может
служить формированию передне-заднего гради-
ента ретиноевой кислоты. Лактоза-зависимое но-
каутирование соответствующего гена в перина-
тальной лобной коре у мышей привело к росту
концентрации ретиноевой кислоты, умеренному
увеличению передних отделов, повышенной экс-
прессии гена rorb, характерного для четвертого
гранулярного слоя ПФК антропоидных прима-
тов, но экспрессирующегося в норме у мышей, и
расширению медиальной таламокортикальной
иннервации.

Было изучено развитие мозга у мышей линии,
несущей делецию гена фермента CYP26B1, участ-
вующего в деградации ретиноевой кислоты. Ока-
залось, что сигнальный каскад ретиноевой кис-

лоты (работающий через рецепторы RXRG и
RARB) необходим для корректной предразметки
префронтальной и моторной областей мозга, а
также для формирования связи между ПФК и ме-
диодорсальным таламусом. Эти данные впервые
свидетельствуют о том, что каскад ретиноевой
кислоты играет критическую роль в развитии
ПФК и в ее расширении в ходе эволюции голов-
ного мозга позвоночных.

Интересно, что градиент концентрации рети-
ноевой кислоты сходен с градиентом плотности
дендритных шипиков, которая также уменьшает-
ся в передне-заднем направлении, и особенно вы-
сока в префронтальной коре человека по сравне-
нию с другими млекопитающими. Сравнив тран-
скриптомы человека и макаки на стадии среднего
плода, совпадающей с началом синаптогенеза, ав-
торы обнаружили достоверное увеличение экспрес-
сии церебеллина 2 (CBLN2), нейрексина (NRXN) и
белка-синаптического организатора, связанного с
GRID/GluD-рецептором глутамата (Shibata et al.,
2021b). Видовые различия в уровне экспрессии и
распределении в коре церебеллина, по крайней
мере частично, оказались обусловленными деле-
циями, содержащими сайты связывания SOX5 в
энхансере сbln2, реагирующем на ретиноевую кис-
лоту. “Генетическое очеловечивание” энхансера
мышиного сbln2 in situ (т.е. его замена на человече-
ский) вызывает повышенную экспрессию сbln2 и
способствует образованию дендритных шипиков
в ПФК.

Таким образом, выяснилось, что изменение не
только концентрации ретиноевой кислоты, но и
чувствительности к ней энхансера церебеллина,
может отвечать за специфичное развитие ПФК
человека и выраженный передне-задний гради-
ент плотности дендритных шипиков. Вопрос же о
причинах различий в концентрации и распреде-
лении ретиноевой кислоты у приматов остается
открытым.

КО-ТРАНСМИССИЯ – ПРАВИЛО
ИЛИ ИСКЛЮЧЕНИЕ?

Еще одним хорошим примером возвращения к
старым вопросам на новом уровне развития нау-
ки является работа, опубликованная журналом
Frontiers in Molecular Neuroscience в феврале 2021 г.
(Brunet, Sprecher, 2021). Статья полностью лише-
на экспериментальной составляющей, она выпол-
нена на основе данных, опубликованных другими
исследователями. Быстро набирающее скорость се-
квенирование транскриптомов единичных кле-
ток привело к тому, что в свободном доступе нахо-
дятся данные о понейронно отсеквенированным
нервным системам уже многих видов животных.
Этими данными воспользовались швейцарские ис-
следователи, чтобы окончательно разобраться с
тем, как часто в нервной системе наблюдается ко-
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трансмиссия (использование одним нейроном не-
скольких нейротрансмиттеров) на широкой эво-
люционной шкале. Кроме того, на некоторых ви-
дах им удалось проверить, может ли в ходе
онтогенеза изменяться число нейронов с колока-
лизацией нескольких нейротрансмиттеров. Были
использованы данные по транскриптомам нейро-
нов гидры (Hydra vulgaris), головного ганглия пла-
нарии (Schmidtea mediterranea), нервной системы
нематоды (Caenorhabditis elegance), головного моз-
га личинки и взрослой мухи (Drosophila melanogas-
ter), головного мозга представителя туникат (низ-
шие хордовые, с подвижной личинкой и сидячим
образом жизни у взрослых особей) асцидии (Cio-
na intestinalis), костистой рыбы (Danio rerio), конеч-
ного мозга рептилий (черепахи Trachemys scripta и
ящерицы Pogona vitticeps) и, наконец, головного
мозга представителя млекопитающих мыши (Mus
musculus). Изучали случаи колокализации только
классических нейротрансмиттеров (глутамат, аце-
тилхолин, ГАМК, глицин, моноамины), используя
наличие в транскриптомах нейронов мРНК генов –
маркеров определенного трансмиттерного фено-
типа. Продукты этих генов-маркеров, как правило,
отвечают за синтез и/или везикулярный перенос
соответствующих сигнальных молекул.

Часто ко-трансмиссию рассматривают как на-
рушение принципа Дейла, сформулированного в
пятидесятые годы прошлого века. Тогда оно имело
значение, сходное по значимости с выводом Рамо-
на Кахаля о том, нервная система – это не синци-
тий, а совокупность отдельных нервных клеток.
Принцип Дейла усиливал представление о незави-
симой сущности нейрона. Однако у самого прин-
ципа Дейла существует два разных прочтения. Со-
гласно упрощенному варианту этого принципа,
один нейрон может использовать только один
нейротрансмиттер, который секретируется всеми
его окончаниями. Часть исследователей интер-
претирует этот принцип иначе: набор нейро-
трансмиттеров для всех секретирующих областей
одного нейрона постоянен. О том, что принцип
Дейла в упрощенном варианте нарушается, было
известно давно. Существуют примеры колокали-
зации классических нейротрансмиттеров с нейро-
пептидами, газообразными сигнальными молеку-
лами и у первично-, и у вторичноротых животных.
Функциональное значение такой колокализации
также изучалось и обсуждалось. Но вот то, насколь-
ко это явление характерно для классических ней-
ротрансмиттеров, оставалось не совсем ясным.
Ко-трансмиссия– это экзотика или правило для
нервной системы?

Сторонники химической организации мозга
рассматривали колокализацию нейротрансмит-
теров, скорее, как исключение из правила. Пред-
полагалось, что она либо нужна в редких случаях
для специальных целей, либо отражает случайное
“недоформирование” трансмиттерной специфич-

ности. Эта точка зрения вполне понятна, если ис-
ходить из того, что разные нейротрансмиттеры
имеют разные функции, несут разную смысловую
нагрузку. В этом случае колокализация не может
быть правилом для нервной системы.

Итак, что же выяснилось благодаря клеточной
транскриптомике? Перечислим коротко основ-
ные результаты этой работы.

Большинство нейронов у всех исследованных
видов экспрессирует маркеры только одного ней-
ротрансмиттера.

Нейротрансмиттерный профиль нервной си-
стемы существенно отличается у разных видов.
Например, у гидры классические нейротранс-
миттеры представлены ацетилхолином и ГАМК;
у рептилий основным нейротрансмиттером явля-
ется глутамат, и, в меньшей степени, ГАМК; у
мышей это соотношение меняется на обратное
(ГАМК преобладает над глутаматом), и к тому же
существенно возрастает доля моноаминергиче-
ских нервных клеток.

Для всех исследованных видов колокализация
классических нейротрансмиттеров неизменно вы-
является примерно у 10–25% нейронов. При этом в
50% случаев (и больше) минорные нейротрансмит-
терные фенотипы (более редкие) могут быть пред-
ставлены нейронами, синтезирующими еще один
или даже несколько классических нейротранс-
миттеров.

Зависимость частоты колокализации от фило-
генетического расстояния между организмами не
выявлена.

В онтогенезе число мультитрансмиттерных
нейронов может меняться. Например, в нервной
системе взрослых дрозофил значимо снижается
доля мультитрансмиттерных клеток по сравне-
нию с нервной системой личинки. С другой сто-
роны, у старых мышей она существенно не меня-
ется по сравнению с молодыми.

Кластерный анализ транскриптомов отдель-
ных нейронов (методом Uniform manifold approx-
imation and projection, UMAP) не выделяет клетки
с колокализацией нейротрансмиттеров в отдель-
ные группы, как правило, они входят в кластеры
нейронов, секретирующих один из ко-трансмит-
теров. С другой стороны, не у всех видов проявля-
ется и четкая кластеризация монотрансмиттер-
ных клеток.

Таким образом, оказалось, что с одной сторо-
ны, большинство нейронов у всех исследованных
видов использует только один классический ней-
ротрансмиттер, а нейроны с ко-трансмиссией
принадлежит к кластерам нейронов, вырабатыва-
ющих один из ко-трансмиттеров, что согласуется
скорее со случайным появлением этих клеток.
Уменьшение доли колокализаций при переходе
от личиночного к взрослому мозгу также согласу-
ется с представлениями о ко-трансмиссии клас-
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сических медиаторов как о случайном недофор-
мировании трансмиттерной специфичности. С
другой стороны, доля нейронов с колокализаци-
ей все-таки велика для случайной, и оказалось,
что даже 30% таких нейронов у личинки дрозофи-
лы не мешает работе нервной системы.

В заключение подведем основные итоги этого
насыщенного новыми результатами и идеями го-
да эволюционной нейробиологии. Нейроны с
большой вероятностью появлялись в эволюции
несколько раз. Необходимой преадаптацией к их
появлению было наличие развитой системы меж-
клеточной химической сигнализации, включаю-
щей элементы везикулярной секреции, рецепторы
и мембранные каналы, образованные паннексина-
ми. Трансмиттерная гетерогенность секретирую-
щих клеток и первых нервных систем была необхо-
димым условием координации поведения орга-
низма на основе объемной несинаптической
секреции трансмиттеров (volume transmission).
Эти древние черты сохранились и в нервной си-
стеме современных млекопитающих, характери-
зующейся большим разнообразием химической
межнейрональной сигнализации. Большинство
нейронов у всех исследованных животных, пред-
ставителей типов книдарии, хордовые, насеко-
мые, моллюски, аннелиды, использует только
один из классических нейротрансмиттеров. Од-
нако нейроны с ко-трансмиссией также неизмен-
но выявляются у всех исследованных видов и со-
ставляют примерно 10–25% от всех нейронов орга-
низма. Глутамат, будучи самым распространенным
клеточным метаболитом, по-видимому, является
одним из первых сигнальных факторов поврежде-
ния или гибели клетки. Для узнавания этого био-
логически-значимого сигнала могли сформиро-
ваться первые глутаматные рецепторы. Простота
и энергетическая дешевизна формирования глу-
таматергической сигнализации, по-видимому,
определила использование глутамата как основно-
го трансмиттера при быстром увеличении числа
нейронов в эволюции мозга позвоночных. Донерв-
ные или неканонические функции нейротранс-
миттеров могли определить их разнообразные
функции в нервной системе. Так, прямое или опо-
средованное влияние возбуждающих рецепторов
глутамата на состояние хроматина, по-видимому,
было использовано для повышения не только фи-
зиологической, но и генетической пластичности
мозга позвоночных.

Судя по темпам текущих исследований, 2022 г.
принесет не менее значимые и интересные ре-
зультаты в области эволюционной нейробиоло-
гии. Анонсы некоторых из них уже прозвучали в
личных сообщениях.
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In the very recent years, comparative studies, based on genome and transcriptome sequencing techniques,
have made great advances in evolutionary neuroscience. Several intriguing questions were addressed in these
investigations with combination of field observations, laboratoty experiments and genomics approaches. How
and when could the first neurons have appeared in animal evolution? What could the first nervous systems of
basal metazoans looked like, and what could have been adopted by the modern vertebrate brain from an an-
cient organization? Why has glutamate become a neurotransmitter, and why does glutamate excitatory sig-
nalization dominate in the mammalian brain now? How often does co-transmission occur in the neurons of
different metazoans? What are the genes that make us human and control development of the human brain?
This review considers recent insights in evolutionary neurobiology, which are associated with comparative
whole-genome and whole-transcriptome sequences studies on a large evolutionary scale.

Keywords: origin of neurons, neurotransmitters, glutamate, cotransmission, evolution of the nervous system,
somatic mutations of the neuron genome, glutamate receptors


