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АКТИВНОСТЬ ПРОТЕАСОМ В ОПУХОЛЯХ 
ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА:

СВЯЗЬ С КЛИНИКО�МОРФОЛОГИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ

© 2012 г.   Ю. В. Богомягкова
Лаборатория биохимии

Исследование молекулярных механизмов зло�
качественной трансформации клеток и роста
опухолей до сих пор остается одной из самых ак�
туальных проблем биологии и медицины. В связи
с этой проблемой наиболее перспективным пред�
ставляется изучение многофункциональных фер�
ментативных систем. К их числу относятся проте�
асомы, мультисубъединичные мультипротеазные
комплексы, регулирующие клеточные процессы
путем гидролиза белков и/или образования пеп�
тидов – участников этих процессов. По набору
протеолитических субъединиц протеасомы мож�
но разделить на четыре типа: протеасомы, содер�
жащие конститутивные субъединицы X, Y, Z;
протеасомы, содержащие иммунные субъедини�
цы LMP7, LMP2, LMP10, протеасомы содержа�
щие субъединицы X, LMP2, LMP10, и протеасо�
мы, содержащие субъединицы LMP7, Y, Z. При
этом субъединицы X и LMP7 проявляют химот�
рипсин�подобную активность, субъединицы Y и
LMP2 – каспаза�подобную активность, субъеди�
ницы Z и LMP10 – трипсин�подобную актив�
ность. Изменение соотношения указанных типов
протеасом приводит к изменению активностей
общего пула протеасом. Цель настоящего иссле�
дования – изучить изменения каспаза�подобной
активности протеасом в различных опухолях щи�
товидной железы человека по сравнению с кон�
трольными тканями и выявить их возможную

связь с клинико�морфологическими параметра�
ми. В работе использовали послеоперационный
материал: фолликулярную аденому и папилляр�
ную карциному на стадиях T3N0M0 и T2N1M0.
Каспаза�подобную активность оценивали по гид�
ролизу флуорогенного коммерческого субстрата
Z�Leu�Leu�Glu�AMC. Обнаружено, что каспаза�
подобная активность протеасом в фолликуляр�
ной аденоме (доброкачественной опухоли) досто�
верно не изменяется по сравнению с прилежащей
тканью (условным контролем). Однако она воз�
растает в 2.5 раза в папиллярной карциноме на
стадии T3N0M0 (неметастазирующей опухоли) и в
14 раз – на стадии T2N1M0 (метастазирующей
опухоли). Таким образом, выявлена связь измене�
ний каспаза�подобной активности протеасом в
опухолях с клинико�морфологическими пара�
метрами. С помощью Вестерн�блоттинга показа�
но, что увеличение каспаза�подобной активности
в злокачественных опухолях сопровождается из�
менением соотношения субъединиц, проявляю�
щих эту активность: содержание субъединицы
LMP2 увеличивается, в то время как содержание
субъединицы Y уменьшается или не изменяется.
Дальнейшая разработка данной проблемы может
быть полезна для диагностики злокачественных
новообразований щитовидной железы человека и
для прогнозирования степени их агрессивности. 

МОРФО�ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ НЕЙРОНОВ 
ТУБЕРОИНФУНДИБУЛЯРНОЙ ДОФАМИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 

ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ В МОЗГУ МЫШЕЙ

© 2012 г.   Е. А. Дегтярева, Т. С. Пронина, М. В. Угрюмов 
Лаборатория гормональных регуляций

Одним из наиболее широко распространен�
ных нейродегенеративных заболеваний является
болезнь Паркинсона (БП), которая развивается в
первую очередь в результате гибели дофаминер�
гических (ДА�ергических) нейронов нигрострит�
ной системы мозга, участвующей в регуляции

двигательной (моторной) активности. В послед�
ние годы показано, что нейродегенеративный
процесс не ограничивается этими нейронами, а
распространяется и на другие популяции нейро�
нов, причем расположенные не только в мозгу, но
и на периферии, что обусловливает системный

ТЕЗИСЫ ДОКЛАДОВ КОНФЕРЕНЦИИ МОЛОДЫХ УЧЕНЫХ 
ИНСТИТУТА БИОЛОГИИ РАЗВИТИЯ ИМ. Н.К. КОЛЬЦОВА РАН 
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характер БП. Так, в гипоталамусе при БП обнару�
жены тельца Леви – маркеры дегенерации нейро�
нов и отмечено уменьшение содержания ДА и но�
радреналина (НА), участвующих в норме в инги�
биторном контроле секреции пролактина
гипофиза. Дефицит этих химических сигналов
приводит к развитию гиперпролактинемии, что и
было обнаружено у ряда больных при БП. Сово�
купность приведенных фактов позволяет предпо�
ложить, что при БП подвергаются дегенерации и
ДА�ергические нейроны тубероинфундибуляр�
ной ДА�ергической системы (ТИДА) гипотала�
муса. Однако до сих пор не ясно, в какой степени
и на каком этапе развития БП страдают ДА�ерги�
ческие нейроны ТИДА.

Целью данной работы явилась проверка гипо�
тезы авторов, согласно которой развитие паркин�
сонизма в результате дегенерации ДА�ергических
нейронов нигростриатной системы сопровождает�
ся развитием функциональной недостаточности
ДА�ергических нейронов ТИДА и гиперпролакти�
неимии. В этом контексте предполагалось охарак�
теризовать морфо�функциональной состояние
ДА�ергических нейронов ТИДА на мышах линии
C57Bl/6, у которых с помощью 1�метил�4�фенил�
1,2,3,6�тетрагидропиридина(МФТП) вызывали

развитие паркинсонизма в досимптомной и ран�
ней симптомной стадиях. Для этого самцам мы�
шей вводили подкожно с двухчасовым интервалом
раствор МФТП на 0.9%�ном NaCl в дозе 12 мг/кг
двукратно или четырехкратно. На 14�ый день по�
сле последней инъекции МФТП определяли уро�
вень катехоламинов в ТИДА с помощью высоко�
эффективной жидкостной хроматографии с элек�
трохимической детекцией и морфологические
изменения нейронов ТИДА с помощью иммуно�
цитохимии.

Проведенное нами исследование не показало
изменений в содержании ДА на досимптомной
стадии, однако, выявило биохимические измене�
ния (снижение уровня ДА на 50% и увеличение
“оборота” ДА на 149% по сравнению с контро�
лем) в ТИДА на экспериментальной модели ран�
ней симптомной стадии паркинсонизма. Однако,
при использовании данных моделей досимптом�
ной и ранней симптомной стадий паркинсонизма
в ТИДА не были выявлены изменения в числе
нейронов и аксонов.

Работа выполнена при поддержке грантов
РФФИ�офи 09�04�12106�офи_м, РГНФ 09�06�
00543а, РФФИ�офи 09�04�13851�офи_ц.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ИНСУЛИНОПОДОБНОГО ФАКТОРА РОСТА 1
ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ ПЕЧЕНИ У МЫШЕЙ

© 2012 г.   Л. С. Зиневич
Лаборатория молекулярно�генетических механизмов онтогенеза

Целью настоящей работы является определе�
ние уровня экспрессии гена ростового фактора
ИФР�1 при химическом канцерогенезе печени
мышей линии C57Bl6, вызванном введением ди�
этилнитрозамина. Методом ПЦР в реальном вре�
мени показано, что на переходной стадии от аде�
номы печени к гепатоцеллюлярной карциноме
(ГК) и на стадии ГК экспрессия ИФР�1 в опухо�
левой ткани снижена по сравнению с окружаю�
щей ее тканью в 8 (p < 0.05) и 10 раз (p < 0.001), со�
ответственно, а c тканью печени здоровых мышей
стадия ГК различается в 5 раз на (p < 0.005). Экс�
прессия ИФР�1 в ткани, окружающей опухоль,
имеет тенденцию к повышению на стадии ГК по

сравнению с тканью печени здоровых мышей (p <
< 0.1). Снижение экспрессии ИФР�1 в опухоли
может быть связано с утратой способности к син�
тезу и секреции этого фактора в кровь, что свой�
ственно нормальным гепатоцитам, а повышение
экспрессии ИФР�1 в окружающей ткани может
свидетельствовать о паракринной стимуляции ро�
ста опухоли ее микроокружением. ИФР�1 имеет
изоформы – продукты альтернативного сплайсин�
га – секретируемую, выделяемые в кровоток, и ло�
кально�активные, вырабатывающиеся во многих
тканях, в том числе в печени. Получены предвари�
тельные данные об экспрессии изоформ ИФР�1
при химическом канцерогенезе печени мышей.

ИММУННЫЕ ПРОТЕАСОМЫ: КАК “ВЫКРУТИТЬСЯ” В РАЗЛИЧНЫХ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ СИТУАЦИЯХ

© 2012 г.   Я. Д. Карпова 
Лаборатория биохимии

Ежедневно организм млекопитающих подвер�
гается многим опасностям: атакам чужеродных
микробов, вирусов, кроме того, собственные
клетки могут претерпевать злокачественные пре�
образования, которые представляют не меньшую
угрозу. Миссию по защите организма выполняет

специализированная сложноустроенная систе�
ма – иммунная система. Она имеет тонкую на�
стройку, поскольку должна не только избавить
организм от неприятностей, направив на них
полноценный иммунный ответ, но и не навре�
дить, вовремя включив механизм толерантности
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к “своему”. Многие работы посвящены поиску
ответа на вопрос, каким же образом происходит
регуляция иммунной системы? Ясный ответ до
сих пор не получен. Мы решили подойти к про�
блеме, исследуя иммунные протеасомы, особой
функцией которых является образование анти�
генных эпитопов, в различных иммунологиче�
ских ситуациях: в процессе становления иммун�
ной системы, когда происходит переход от “зна�
комства со своим” к возможности развития
иммунных реакций; в условиях индуцированной
донор�специфической портальной толерантно�
сти, когда организм становится иммунологиче�
ски невосприимчивым и не развивает иммунный
ответ на чужеродные донорские антигены; в раз�
витии иммунитета против опухоли Walker 256,
привитой крысам линии Brattleboro, и при неэф�
фективности иммунной системы против этой
опухоли у крыс линии WAG. Методом Вестерн�
блоттинга показано, что при становлении иммун�
ной системы в раннем развитии увеличивается
экспрессия иммунных протеасом в печени (теря�
ющей статус иммунного органа в неонатальный
период) и селезенке (вторичном лимфоидном ор�
гане). Причем иммунные протеасомы экспресси�
руются в этих органах уже в эмбриональном раз�
витии, а при индукции воспаления у матери вве�
дением липополисахарида на 12�й день
беременности уровень иммунной субъединицы
LMP2 увеличивается на фоне падения уровня им�
мунной cубъединицы LMP7 в печени плодов че�
рез 5 дней, через 7 дней увеличивается уровень
LMP7 на фоне падения уровня LMP2. Таким об�
разом, уже в эмбриональный период возможно
вызвать изменение экспрессии иммунных проте�
асом, что свидетельствует о пластичности моле�

кулярных компонентов развивающейся иммун�
ной системы. Методом иммунофлуоресценции
показана связь увеличения количества иммунных
протеасом в печени с увеличением их экспрессии
в гепатоцитах, а в селезенке – с ее наполняемо�
стью лимфоцитами, обогащенными иммунными
протеасомами. Обнаруженные изменения содер�
жания иммунных протеасом сопровождаются из�
менением химотрипсин� и каспаза�подобной ак�
тивностей протеасом. 

Индукция донор�специфической портальной
толерантности и последующая трансплантация
овариальной ткани под капсулу почки от того же
донора приводят к увеличению количества LMP2
в печени и прижившемся трансплантате по срав�
нению с контрольными образцами и уменьше�
нию количества LMP7 в печени по сравнению с
контролем и в прижившемся трансплантате по
сравнению с отторгающимся трансплантатом.
Показано распределение этих субъединиц по
клеткам на срезах трансплантатов. 

При исследовании регрессирующей опухоли
Walker 256 у крыс Brattleboro выявлено увеличе�
ние содержания обеих иммунных субъединиц
между 7 и 14�м днями после инъекции опухоле�
вых клеток, что может способствовать обнаруже�
нию опухоли иммунной системой. Напротив, в
опухоли, развивающейся у крыс WAG и приводя�
щей крыс к гибели, уровень иммунных протеасом
не отличается от их уровня в инъецируемых опу�
холевых клетках. 

Таким образом, все исследуемые иммунологи�
ческие ситуации сопровождаются уникальными
изменениями в пуле иммунных протеасом. Соот�
ношение типов иммунных протеасом определяет
развитие иммунного ответа или толерантности. 

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ
РАКОВО�ТЕСТИКУЛЯРНЫХ АНТИГЕНОВ В РАЗВИТИИ 

СОМАТИЧЕСКИХ И ПОЛОВЫХ КЛЕТОК МЫШИ

© 2012 г.   Д. С. Костюшев, Н. В. Лифанцева, О. Ф. Гордеева
Лаборатория гистогенеза

Раково�тестикулярные антигены млекопита�
ющих являются обширным семейством высоко�
гомологичных генов с неизвестной функцией,
располагающихся преимущественно на Х�хромо�
соме. Раково�тестикулярные антигены имеют
специфический паттерн экспрессии в клетках ра�
ковых опухолей различных гистологических ти�
пов, тогда как в норме их экспрессия выявлена
только в некоторых эмбриональных тканях и се�
менниках взрослых животных. Среди 250 генов ра�
ково�гаметных антигенов, известно около 20 генов
семейства MAGE (melanoma antigen) у человека,
подразделяющиеся в зависимости от степени го�
мологии и расположении на Х�хромосоме на че�
тыре различных класса. Гены семейства Mage, об�

наруженные в геноме мыши, имеют 60–90% го�
мологию с генами MAGE человека. Однако на
данный момент практически отсутствует инфор�
мация о функциях генов семейства Mage и их ро�
ли в нормальном развитии млекопитающих. На�
ши предыдущие исследования, а также данных
других авторов, показали, что гены семейств
MAGE экспрессируются в плюрипотентных
клетках и ранних предшественниках соматиче�
ских и половых клеток человека и мыши. В связи
с отсутствием данных об экспрессии генов Mage
мыши в литературе и базе данных Mouse Genome
Informatics, мы исследовали паттерны экспрессии
генов семейства Mage�a и Mage�b в зачатках орга�
нов, происходящих из трех зародышевых листков,
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и в половых клетках на разных стадиях развития. С
помощью методов RT�PCR и real�time RT�PCR
были идентифицированы транскрипционные
профили генов Mage�a2, �a4, �a6, �a10 и  Mage�b1,
�b3, �b4, �b5 в эпибласте (стадия Е 7.5), гонадах,
мозге, печени и мышцах (Е 10.5, Е 13.5). В указан�
ных зачатках органов мыши был проведен коли�
чественный анализ экспрессии изучаемых генов
на разных стадиях развития. В результате сравни�

тельного анализа экспрессии генов семейств
Mage�a и Mage�b в разных органах в ходе развития
мыши были получены новые приоритетные дан�
ные, которые вносят вклад в понимание роли уни�
кальных семейств генов раково�тестикулярных
антигенов в индивидуальном развитии млекопита�
ющих. Исследования выполнены при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (проект № 11�04�00379).

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЕНОВ, КОНТРОЛИРУЮЩИХ ТРАНСПОЗИЦИИ 
МОБИЛЬНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ ГРУППЫ gypsy 

У Drosophila melanogaster

© 2012 г.   А. Р. Лавренов, Ф. А. Урусов
Лаборатория молекулярной биологии развития, лаборатория генетики животных кафедры генетики 

Биологического факультета МГУ

Мобильные генетические элементы (МГЭ)
группы gypsy Drosophila melanogaster являются ре�
тротранспозонами с длинными концевыми по�
вторами, содержащими три открытые рамки счи�
тывания. Высокая транспозиционная активность
МГЭ опасна для организма, и потому контроли�
руется геномом хозяина при помощи локуса fla�
menco, локализованного в гетерохроматиновом
районе Х�хромосомы. В основе подавления
транспозиций МГЭ группы gypsy используется
механизм РНК�интерференции. По�видимому,
ген flamenco является источником малых РНК,
участвующих в сайленсинге МГЭ.

На первых этапах настоящей работы, при по�
мощи метода ОТ�ПЦР, была оценена экспрессия
11 МГЭ группы gypsy (gypsy, ZAM, Idefix, Tirant,
Quasimodo, opus, 17.6, 297, rover, springer, Transpac)
в линии с аллелем дикого типа (ДТ) локуса fla�
menco (413) и линиях с генотипом flamenco (SS
(7K), MS (145), oregon (OreR)). В пределах воз�
можностей метода ОТ�ПЦР мы наблюдали сни�
женную экспрессию МГЭ группы gypsy в линии
ДТ по сравнению с линиями с генотипом flamen�
co. Также, более высокий уровень экспрессии
МГЭ группы gypsy по сравнению с линией ДТ ре�
гистрировали в гибридах, полученных от скрещи�

вания линии ДТ с мутантными линиями dicer и
piwi, характеризующимися нарушениями процес�
са РНК�интерференции (SM5, Cy/dcr2G173E и
SM5, Cy/piwi1). Гибриды от скрещивания самок
линии SS с  самцами линии piwi1: с генотипами
flamenco/flamenco+; piwi1/piwi1+ и flamenco/Y,
piwi1/piwi1+ имели повышенную экспрессию не�
которых МГЭ группы gypsy (все кроме gypsy,
ZAM, Tirant, rover) по сравнению с мухами того
же потомства с генотипом flamenco/flamenco+,
Сurly/+ и flamenco/Y, Сurly/+. В сумме эти данные
демонстрируют влияние генов piwi, dicer и локуса
flamenco на экспрессию МГЭ группы gypsy. 

Далее для оценки их возможного взаимодей�
ствия в механизме контроля экспрессии МГЭ мы
использовали метод ПЦР в реальном времени.
Для этого были проанализированы гибрид fla�
menco/Y, piwi1/+ и линия SS (7K). Уровень экс�
прессии gypsy у гибрида flamenco/Y, piwi1/+ ока�
зался выше, чем у линии SS (7K), что указывает на
комплементарное взаимодействие гена piwi и ло�
куса flamenco в механизме регуляции транспози�
ции мобильных генетических элементов группы
gypsy Drosophila melanogaster. 

РНК�ИНТЕРФЕРЕНЦИОННОЕ ПОДАВЛЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
СЕМЕЙСТВА d4 У Drosophila melanogaster

© 2012 г.   С. Ю. Лафуткина 
Лаборатория генетических основ морфогенеза

Ранее нами были исследованы два новых гена
дрозофилы – drosophila�d4 (dd4) и toothrin (tth), ко�
дирующих белки гомологичные членам d4�се�
мейства млекопитающих. Геном позвоночных со�
держит 3 гена семейства d4: neuro�d4, ubi�d4/requi�
em и cer�d4, дифференциально экспрес�
сирующихся в центральной и переферической
нервной системе. Белки, кодируемые neuro�d4 и
cer�d4, были обнаружены в хроматин�ремодели�

рующих комплексах BAF в нейронах головного
мозга мыши. Ген cer�d4 участвует в эпигенетиче�
ской регуляции развития сердечной и скелетной
мускулатуры позвоночных животных. Белковые
последовательности этих генов у дрозофилы в
сравнении с гомологичными белками Ubi�d4 и
Neuro�d4 млекопитающих имеют наиболее кон�
сервативный N�конец (2/3 домен). Центральная
часть молекул не содержит доменов Kruppel и
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Acidic, характерных для белков млекопитающих и
птиц. Кроме того, в отличие от гена dd4, ген tth не
кодирует цинк�связывающий домен, характер�
ный для генов семейства d4, однако, в нем при�
сутствуют последовательности, гомологичные
N�концевому мотиву, кодируемому геном neuro�
d4 млекопитающих (2/3 домен). Поскольку не из�
вестно ни одной мутации генов семейства d4, что
осложняет их исследование, в лаборатории была
разработана удобная модель для продолжения
изучения генов семейства d4 на D. melanogaster. 

Мы применили новый, получивший распро�
странение в последнее время, подход – направ�
ленную инактивацию исследуемых генов с помо�
щью РНК�интерференции, или “нокдаун гена”.
Для проведения эксперимента была использова�
на двухкомпонентная система экспрессии
UAS/GAL4, разработанная Брэндом и Перимо�

ном (Brand, Perimon, 1993). В результате генети�
ческого нокдауна dd4 и tth были получены мухи с
одинаковыми фенотипическими нарушениями,
заключавшимися в разрастании жилок крыла и
появлении дополнительных жилок. У дрозофилы
неправильное жилкование предполагает наруше�
ние сигнальных путей Notch и EGFR (рецептор
эпидермального фактора роста) во время форми�
рования периферической нервной системы. 

Таким образом, эксперименты по нокдауну ге�
нов�ортологов позвоночных животных у дрозо�
филы – dd4 и tth – выявили доминантно�негатив�
ные фенотипы исследованных особей, которые
позволили нам предварительно отнести данную
группу генов к регуляторам транскрипции, вовле�
ченным в морфогенетические процессы, контро�
лируемые сигнальными путями Notch и EGFR
(рецептор фактора роста эпидермиса). 

РОЛЬ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ ФАКТОРОВ СЕМЕЙСТВА TGFbeta 
В РЕГУЛЯЦИИ ПРОЛИФЕРАЦИИ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 

ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ И ЭМБРИОНАЛЬНЫХ 
ТЕРАТОКАРЦИНОМНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

© 2012 г.   Н. В. Лифанцева, О. Ф. Гордеева 
Лаборатория гистогенеза

Регуляция самообновления и дифференци�
ровки плюрипотентных стволовых клеток осу�
ществляется с помощью сигнальной сети, обес�
печивающей строгий контроль пролиферативных
и антипролиферативных стимулов. Нарушения в
функционировании и взаимодействиях сигналь�
ных путей приводят к дисбалансу процессов про�
лиферации и дифференцировки в трансформи�
рованных аналогах плюрипотентных стволовых
клеток – тератокарциномных клетках. Целью на�
шего исследования являлся анализ функциональ�
ной активности и роли сигнальных путей, иници�
ируемых факторами семейства TGFbeta (ACTIVI�
NA, NODAL, LEFTYB, GDF3, TGFβ1 и BMP4), в
плюрипотентных эмбриональных стволовых
клетках (ЭСК) человека линии ESM01 и терато�
карциномных клетках (ЭТК) человека линии
PA�1. Изучение роста и дифференцировки клеток
ESM01 и PA�1 в различных системах культивиро�
вания показало, что недифференцированные
ЭСК человека являются резистентными к мито�
генной стимуляции факторами сыворотки, тогда
как рост трансформированных клеток усиливался
в присутствии факторов сыворотки. Эти данные
указывают на различную функциональную ак�
тивность ERK/MEK и PI3/AKT сигнальных пу�
тей в этих клеточных линиях, что приводит к уси�
лению пролиферативной активности ЭТК. Ис�
следования регуляции процессов спонтанной и
индуцированной дифференцировки ЭСК и ЭТК
человека показали, что функционирование в них
сигнальных путей факторов семейства TGF beta

также значительно различаются. Анализ экспрес�
сии генов�компонентов сигнальных путей факто�
ров семейства TGFbeta показал, что в процессе
спонтанной и индуцированной дифференциров�
ки ЭСК существенно изменяется экспрессия эн�
догенных лигандов ACTIVINA, NODAL, LEFTYB
и GDF3. В ЭТК уровень экспрессии ACTIVINA,
NODAL и GDF3 был значительно ниже, чем в
ЭСК и не изменялся при стимуляции дифферен�
цировки. Анализ функциональной активности
сигнальных путей факторов TGFbeta в ЭСК и
ЭТК показал, что воздействие экзогенного фак�
тора ВМР4 не приводит к изменениям роста и
дифференцировки в ЭТК, однако стимулирует
дифференцировку ЭСК и приводит к снижению
экспрессии NODAL, LEFTYB и GDF3. Напро�
тив, стимуляция ЭСК и ЭТК экзогенным факто�
ром ACTIVINA приводила к существенному ин�
гибированию роста обеих клеточных линий, но
индуцировала дифференцировку только в ЭСК.
Кроме того, обнаружены принципиальные раз�
личия в экспрессии эндогенных факторов семей�
ства TGFbeta в ЭСК и ЭТК при их стимуляции
факторами ACTIVINA и ВМР4. На основании по�
лученных данных мы предполагаем, что сниже�
ние функциональной активности сигнальных пу�
тей факторов ACTIVINA, NODAL и GDF3 при�
водят к дисбалансу пролиферации и диффе�
ренцировки в ЭТК. Исследования выполнены
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (проект
№ 11�04�00379).
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ЭКСПРЕССИЯ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ И РЕТИНАЛЬНЫХ МАРКЕРОВ 
В ПИГМЕНТНОМ ЭПИТЕЛИИ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА

ВЗРОСЛОГО ЧЕЛОВЕКА 

© 2012 г.   Л. А. Милюшина, Б. И. Вердиев, 
А. В. Кузнецова, М. А. Александрова

Лаборатория проблем регенерации и лаборатория экспериментальной нейробиологии
Известно, что клетки пигментного эпителия

сетчатки (ПЭС) человека в определенных услови�
ях in vivo и in vitro могут проявлять мультипотент�
ность и трансдифференцироваться в другие типы
клеток. Однако механизмы трансдифференци�
ровки ПЭС человека мало изучены, поскольку
основными объектами исследований являются
клетки амфибий, грызунов и цыпленка. Данная
работа направлена на изучение пластичности
клеток ПЭС глаза взрослого человека при помо�
щи иммунопероксидазного и молекулярно�гене�
тического анализа клеточных культур, что позво�
лит расширить фундаментальные представления
о процессах их дедифференцировки и индукции в
клетки стабильного нейрального пула

Проведенные исследования показали, что в
условиях in vitro клетки ПЭС претерпевают мор�
фогенетические изменения. В течение культиви�
рования клетки утрачивают экспрессию ткане�
специфического гена RPE65, и начинают экс�

прессировать маркеры стволовых клеток: Oct4
(POU5F1), Nanog, Prox1, Musashi 1 и Pax6, что ука�
зывает на их дедифференцировку. Экспрессия ге�
нов Musashi 1 и Pax6 свидетельствует о дифферен�
цировке клеток РПЭ по нейральному пути. Это
подтверждается экспрессией βIII�tubulin, марке�
ра нейробластов, и синтезом белков – маркеров
дифференцированных нейрональных клеток, ре�
коверина, тирозингидроксилазы и нейрофила�
ментов. Полученные данные указывают на спо�
собность клеток ПЭС глаза взрослого человека к
трансдифференцировке в нейральном направле�
нии, что делает их интересным объектом клеточ�
ной терапии при нейродегенеративных заболева�
ниях глаза и мозга. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (проект 11�04�00510) и Министерства обра�
зования и науки Российской Федерации (проект
№ 16.512.11.2158).

КАНАЛЫ СЕМЕЙСТВА TRP В МИОТУБУЛАХ – ИССЛЕДОВАНИЕ 
ИХ ФУНКЦИЙ И МЕХАНИЗМОВ РЕГУЛЯЦИИ

© 2012 г.   Э. Р. Муслихов
Лаборатория общей физиологии

Установлено, что в скелетных мышечных клет�
ках реализуются механизмы входа ионов Ca2+, не�
зависимые от потенциалуправляемых каналов.
Ранее в нашей лаборатории было показано, что в
депозависимом входе Ca2+ в скелетных миотубу�
лах участвует канал Orai1 (Авдонин и соавт.,
2008). Поступление Ca2+ в электроневозбудимых
клетках происходит также через каналы семей�
ства TRP.

Целью моей работы было изучение возможной
роли каналов TRP в кальциевом обмене в скелет�
ных миотубулах.

Исследования проводили на культурах клеток
линии C2C12 (скелетные миобласты, полученные
из бедра задней конечности мыши, коллекция
ATCC) и edl mdx (миобласты, полученные из мы�
шей линии mdx с дефицитом белка дистрофина).
Дифференцировку вызывали заменой среды
культивирования (DMEM), содержащей 10% эм�
бриональной телячьей сыворотки, на среду, со�
держащую 2% лошадиной сыворотки. Измерения
уровней экспрессии белков исследуемых каналов
проводились при помощи метода количествен�

ной полимеразной цепной реакции. Также про�
водились количественные измерения поступле�
ния ионов Ca2+ в цитоплазму в миотубулах при
помощи изотопа кальций�45. Оценка содержания
активной формы тирозиновой киназы Src прово�
дилось при помощи Western�гибридизации.

Было показано, что экспрессия каналов
TRPC1, TRPV2, TRPV4 и TRPM7 возрастает, ли�
бо остается на постоянном уровне в процессе
дифференцировки миобластов в миотубулы.
Функции их до конца неизвестны, однако имеют�
ся данные о том, что каналы TRPV2 являются ме�
ханочувствительными, а увеличение их активно�
сти является одной из основных причин наруше�
ния кальциевого обмена при миодистрофиях. Мы
синтезировали siRNA, подавляющую экспрессию
TRPV2 и исследовали роль этих каналов во входе
ионов кальция, вызванном гипоосмотическим
шоком. Проведено изучение возможного участия
тирозиновой киназы Src в регуляции активности
механочувствительных каналов в дифференциру�
ющихся миотубулах. 
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РЕПРОГРАММИРОВАНИЕ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК АМНИОТИЧЕСКОЙ 
ЖИДКОСТИ ЧЕЛОВЕКА ДО ПЛЮРИПОТЕНТНОГО СОСТОЯНИЯ

© 2012 г.   И. А. Мучкаева 
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Плюрипотентные стволовые клетки обладают
бесконечной способностью к самообновлению, а
также к генерации всех клеточных типов трех за�
родышевых листков. Так как потенциальное кли�
ническое применение эмбриональных стволовых
клеток неосущетвимо ввиду практических и эти�
ческих проблем, индуцированные плюрипотент�
ные стволовые клетки (иПСК) могут быть полез�
ным материалом при разработке лекарственных
средств и для заместительной клеточной терапии
(регенеративной медицины). В качестве исход�
ной культуры мы использовали стволовые клетки
амниотической жидкости человека (СК АЖ) вви�
ду их доступности (клетки получают для прена�
тальной диагностики пороков развития плода), а
также исходя из литерературных данных о боль�
шей эффективности репрограмирования СК АЖ
в сравнении с клетками, выделенными из тканей
взрослого. Цель работы заключалась в получении
и характеристике иПСК из СК АЖ человека. СК
АЖ были трансфицированы лентивирусными

векторами, кодирующими гены плюрипотентно�
го состояния Oct4, Sox2 и Nanog. Первые коло�
нии репрограммированных клеток были обнару�
жены уже на 5�е сутки после инфицирования. С
помощью иммуноцитохимического анализа было
выявлено, что исследуемые колонии клеток экс�
прессировали транскрипционные факторы плю�
рипотентности: OCT4, SOX2, NANOG, а также
поверхностный антиген SSEA�4. Все клоны были
положительны по экспрессии щелочной фосфа�
тазы – одного из маркеров плюрипотентного ста�
туса клеток. Было обнаружено, что в исследуемых
клетках присутствовала активная теломераза, что
говорит о реактивации фермента при репрограм�
мировании. ОТ�ПЦР�анализ показал наличие
транскриптов некоторых генов плюрипотентно�
сти. Полученные клоны были способны образо�
вывать эмбриоидные тельца и дифференциро�
ваться в производные трех зародышевых листков
при индукции дифференцировок in vitro. 

КОМПОНЕНТНЫЙ СОСТАВ ДОНЕРВНОЙ СЕРОТОНЕРГИЧЕСКОЙ 
СИСТЕМЫ В РАННЕМ ЭМБРИОГЕНЕЗЕ 

Xenopus laevis И Xenopus tropicalis

© 2012 г.   Д. А. Никишин
Лаборатория проблем регенерации, группа эмбриофизиологии

Серотонин (5�НТ), наряду с синаптической
передачей, участвует в целом ряде важнейших
процессов донервного эмбрионального развития.
Однако молекулярно�биологические сведения о
донервной серотонергической системе неполны
и до сих пор ограничиваются разрозненными ис�
следованиями. Наши предшествующие работы,
ставшие первым комплексным исследованием
эмбриональной 5�НТ�системы, показали, что на
ранних стадиях развития Xenopus laevis (от опло�
дотворения до гаструляции) экспрессируются как
рецепторы 5�НТ – HTR2C и HTR7, так и его
транспортеры VMAT2 и SERT.

На следующем этапе работы методом ПЦР в
реальном времени количественно исследована
динамика относительной экспрессии этих генов
по отношению к гену оринитиндекарбоксилазы.
Относительная экспрессия HTR2C постоянно
уменьшается в ходе развития, к стадии нейрулы
приближаясь к нулю. HTR7 экспрессируется
примерно на одном уровне по крайней мере до
стадии нейрулы. Относительная экспрессия
VMAT2 существенно не изменяется до стадии
ранней гаструлы, после чего резко уменьшается к

стадии нейрулы. Для выяснения пространствен�
ной локализации транскриптов были проведены
ПЦР в реальном времени на фрагментах ранних
зародышей и гибридизация in situ. Экспрессия
HTR2C и HTR7 распределена равномерно, тогда
как VMAT2 имеет выраженный анимально�веге�
тативный градиент экспрессии. Для того чтобы
подтвердить экспрессию этих генов на уровне
трансляции, проведена ОТ�ПЦР на пробах поли�
сомной и информосомной фракций РНК, полу�
ченных на стадии гаструлы. Оказалось, что тран�
скрипты HTR2C и VMAT2 присутствуют в обеих
фракциях, тогда как РНК HTR7 полностью лока�
лизована в информосомах, т. е. не транслируется.

Анализ экспрессии ферментов синтеза и де�
градации серотонина с помощью ОТ�ПЦР пока�
зал, что в ходе раннего развития X. laevis экспрес�
сируются оба фермента синтеза – триптофангид�
роксилаза 2 и декарбоксилаза ароматических
аминокислот, тогда как основной фермент дегра�
дации серотонина моноаминоксидаза A не экс�
прессируется.

Также был проведен ОТ�ПЦР анализ экспрес�
сии компонентов серотонергической системы в
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раннем развитии шпорцевой лягушки Xenopus
tropicalis. Показано, что на ранних стадиях разви�
тия X. tropicalis помимо HTR2C и HTR7, экспрес�

сируются также HTR1E, HTR3B и HTR5. Эти ре�
цепторы охватывают все основные механизмы
трансдукции 5�НТ�сигнала. 

МОРФО�ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ФРОНТАЛЬНЫХ 
ФИЛАМЕНТОВ ЛИЧИНОК УСОНОГИХ РАКООБРАЗНЫХ

(Crustacea: Cirripedia)
© 2012 г.   А. Л. Обухова

Лаборатория сравнительной физиологии

Взрослые особи усоногих ракообразных (Cirri�
pedia, Thoracica) – прикрепленные животные,
личинки же – планктонная расселительная ста�
дия. Оседание личинок одного вида усоногих
происходит в непосредственной близости от
взрослых особей того же вида, и в меньшей степе�
ни около взрослых особей близкородственных
видов. В последнюю очередь заселяются участки
свободные от взрослых усоногих, причем при за�
селении личинки одного вида будут образовывать
скопления. Подобное поведение указывает на на�
личие химической коммуникации между личин�
ками и взрослыми особями усоногих, а также у
личинок между собой.

Предполагается, что основной хеморецептор�
ной структурой у личинок усоногих являются
фронтальные филаменты (ФФ). Это небольшие
“усики”, образующиеся во время первой линьки
и расположенные впереди антенн I над лабрумом.
Наши иследования с применением сканирующей
и трансмиссионной электронной микроскопии и
гистохимии показали, что у двух исследованных
нами видов Hesperibalanus hesperius и Verruca stro�
emia ФФ подразделены на широкую короткую ба�
зальную и тонкую длинную дистальную части. У

науплиусов H. hesperius сочленение между этими
частями имеет вид гармошки, в отличии от науп�
лиусов V. stroemia, где оно представлено четкой
границей. В ходе личиночного развития форма
ФФ не меняется, они растут пропорционально
телу личинки. Кутикула ФФ в 4 раза тоньше кути�
кулы на внешней стороне лабрума, и в 2 раза
тоньше кутикулы щетинки, имеющей такой же
диаметр, как и филамент. К основаниям ФФ под�
ходят собственные мускулы, видеозапись показа�
ла, что ФФ являются весьма подвижными струк�
турами. На кончике филаментов обнаруживают�
ся выросты и ямки различной формы. Часто
кончик ФФ разделен на две части, одна из кото�
рых представляет собой вырост, а на втором име�
ется ямка. Кроме того, у большей части исследо�
ванных науплиусов вдоль всей дистальной части
ФФ проходит борозда.

Полученные нами морфологические данные
подтверждают предположение о хеморецептор�
ной функции ФФ. Для проверки их участия во
внутривидовой коммуникации планируется про�
вести эксперименты в условиях лабораторной
культуры. 

ИЗУЧЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТЕЙ ТРАНСДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
КЛЕТОК ЭНТОДЕРМЫ

© 2012 г.   О. С. Петракова, Е. С. Черниогло, А. В. Васильев, В. В. Терских 
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Актуальной проблемой современной клеточ�
ной биологии является изучение пластичности
клеточного генома, возможности трансдиффе�
ренцировки клеток в пределах одного зародыше�
вого листка и разработка методов направленной
клеточной дифференцировки в условиях in vitro.

Целью работы является изучение способности
клеток слюнной железы мыши к трансдифферен�
цировке in vitro в гепатоцитарном направлении
для изучения фенотипической пластичности кле�
ток в пределах одного зародышевого листка.

Материалы и методы. Работа проводилась на
самцах мышей линии ROSA26�LacZ 2–5 месяч�
ного возраста. Эпителиальные протоковые клет�
ки подчелюстной слюнной железы и печеночные
клетки�предшественники были выделены по оп�
тимизированной методике. Сравнительная оцен�

ка культур проводилась в 2d и 3d условиях на 1–
2 пассажах. Была оценена скорость удвоения кле�
точной популяции, морфологические и иммуно�
цитохимические характеристики (CD49f, нали�
чие цитокератинов 7, 14, 18, 19, ядерных белков
HNF4б, HNF3в, альбумина, альфафетопротеина,
цитохромов Р450), ОТ�ПЦР клеток, реакция кле�
ток на воздействие деметилирующих агентов
(5�азацитидина и вальпроевой кислоты). Затем
проводилась дифференцировка клеток слюнной
железы в гепатоцитарном направлении.

Результаты. Выделенные клетки проявляли
свойства эпителиальных клеток энтодермального
происхождения, обладали высокой пролифера�
тивной активностью. В 3d условиях способность к
дифференцировке увеличивалась. При воздей�
ствии деметилирующих агентов изменение про�
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филя экспрессии клеток было различным: в клет�
ках слюнной железы увеличивалась экспрессия
некоторых гепатоцитарных маркеров (альфафе�
топротеина, цитохрома Р450, альбумина), в то
время как в печеночных клетках�предшественни�
ках экспрессия этих маркеров либо не изменялась
(альфафетопротеин), либо снижалась (цитохром
Р450). После дифференцировки клеток слюнной
железы в гепатоцитарном направлении повыша�
лась экспрессия альбумина и альфафетопротеи�
на. Экспрессия цитокератина 19 снижалась, что

говорит о дифференцировке в гепатоцитоподоб�
ные клетки.

Заключение. Полученные данные свидетель�
ствуют о значительном сходстве протоковых кле�
ток слюнной железы мыши и печеночных клеток�
предшественников. Эти клетки, по всей видимо�
сти, являются родственными по своему гистоге�
нетическому происхождению и имеют общего
энтодермального предшественника. Дифферен�
цировка клеток слюнной железы направляет их в
гепатоцитоподобные клетки.

МЕХАНИЗМЫ ПОСТУПЛЕНИЯ Са2+ В САТЕЛЛИТНЫЕ КЛЕТКИ, 
ЛОКАЛИЗОВАННЫЕ НА МЫШЕЧНЫХ ВОЛОКНАХ КРЫСЫ

© 2012 г.   В. А. Почаев
Лаборатория биофизики развития

Сателлитные клетки являются резидентными
стволовыми клетками скелетных мышц и актив�
но участвуют в процессах репарации и регенера�
ции синцитиальных мышечных волокон в тече�
ние всей жизни организма. Особенностью мы�
шечной ткани является ее способность к
возбуждению (и передаче возбуждения) и сокра�
щению. Оба этих процесса тесно связаны с регу�
ляцией кальциевого обмена посредством ацетил�
холиновых и дигидропипридиновых рецепторов.

Целью работы было изучение регуляции пото�
ков Са2+ в сателлитных клетках, тесно прилегаю�
щих к плазмолемме мышечного волокна. Объек�
том исследования были мышечные волокна кры�
сы, изолированные из мышц конечности (m. flexor
digitorum brevis – короткий сгибатель пальцев) ме�
тодом энзиматического расщепления и культи�
вруемые на полистирольном пластике. Из полу�
ченных ранее данных следует, что потенциалза�
висимые кальциевые каналы L�типа
обнаруживаются в миобластах линии C2C12
(Красный, Озернюк, 2010, 2011). Вместе с тем из�
вестно, что ацетилхолиновые рецепторы, основ�
ные активаторы L�каналов, присутствуют на по�
верхности не только терминально дифференци�
рованных волокон, но и пролиферирующих
миобластов уже после нескольких часов культи�
вирования. Экспонирование этих рецепторных
комплексов на поверхности сателлитных клеток,
локализованных непосредственно на волокне и
находящихся в состоянии пролиферативного по�
коя, ранее не было показано. Напротив, получен�

ные нами данные отчетливо свидетельствуют, что
эти клетки экспрессируют никотиновые ацетил�
холиновые рецепторы. Сателлитные клетки отве�
чают на воздействие карбахола (до 0.1–1 мМ),
синтетического более селективного аналога аце�
тилхолина, мощным входом Са2+ внутрь клетки.
Этот процесс – следствие сопряжения эффекта
деполяризации плазмолеммы с активацией ионо�
тропных ацетилхолиновых рецепторов и потен�
циалчувствительных кальциевых каналов. В опы�
тах с применением селекивных ингибиторов
L�каналов – верапамилом и амлодипином, в кон�
центрациях 10–100 мкМ, наблюдаемый выше эф�
фект практически отсутствует. Адреналин (1–
10 мкМ), неселективный активатор всех адренер�
гических рецепторов, также вызывал вход Са2+

через каналы L�типа предположительно по
цАМФ�зависимому пути. Таким образом, как ми�
нимум два вышеописанных пути активации каль�
циевых каналов L�типа характерны для сателлит�
ных клеток. При этом волна деполяризации на
данной клетке индуцирует волну деполяризации
на прилегающем волокне с максимальным вхо�
дом Са2+ в области контакта волокна с сателлит�
ной клеткой. Поступление Са2+ в точке соприкос�
новения моментально приводит к частичной кон�
тракции и перегибу волокна. При этом действие
дантролена, селективного ингибитора рианоди�
новых рецепторов (RyR1, RyR3), в концентрации
250 мкМ не отменяет контрактильного эффекта. 

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ПРОМОТОРНОГО УЧАСТКА ГЕНА 
Dras1 В ГРУППЕ ВИДОВ Drosophila virilis

© 2012 г.   П. А. Прошаков, М. И. Барсуков, А. И. Чекунова 
Лаборатория генетики

Группа Drosophila virilis обладает широким
спектром самых разнообразных изолирующих

механизмов и представляет собой удобную мо�
дель для описания процессов молекулярной эво�
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люции на начальных стадиях дивергенции. Нами
исследована изменчивость нуклеотидной после�
довательности промоторного и 5'�нетранслируе�
мого (5'�UTR) районов гена Dras1 у близкород�
ственных видов дрозофил группы virilis.

Продукт изучаемого гена – белок Ras1 – явля�
ется важной сигнальной молекулой, выполняю�
щей функции трансмиттера в каскадах, запускаю�
щих клеточное деление. Семейство Ras белков
участвует в регуляции и координации многих
ключевых процессов жизни клеток, что объясня�
ет высокую интенсивность исследований генов
этого семейства. Ген Dras1 активно функциони�
рует на важнейших этапах онтогенеза у всех эука�
риот и, в частности, у дрозофил – в эмбриогенезе
и на стадии куколки при метаморфозе, когда не�
обходимо обеспечить массовые процессы проли�
ферации клеток.

Мы провели секвенирование ДНК гена Dras1
близкородственных видов Drosophila группы virilis
(D. virilis, D. americana, D. americana�texana,
D. lummei, D. ezoana, D. kanekoi, D. lacicola, D. mon�
tana) из коллекции лаборатории генетики Инсти�

тута биологи развития им. Н.К. Кольцова РАН.
Средняя длина секвенированных участков гена
по каждому виду составила примерно 1000 н.п.
Для аналитических работ было использовано
программное обеспечение LaserGene и MEGA 5.
Последовательности гена Dras1 выравнивали ме�
тодом Clustal W.

Выполнен сравнительный анализ последова�
тельностей гена Dras1 между собой и с последова�
тельностями D. melanogaster, D. simulans и D. mau�
ritiana. Анализ последовательностей промотор�
ной области и 5'�UTR в геномах различных видов
дрозофил группы virilis показал, что эти области
характеризуются значительным полиморфиз�
мом, быстро нарастающим по мере роста генети�
ческой дистанции между видами. Для группы ви�
дов virilis выявлены групповые и видоспецифиче�
ские особенности первичных последователь�
ностей гена Dras1, включая единичные замены,
инсерции и делеции. Обнаруженный нами поли�
морфизм подобен наблюдаемому в группе melano�
gaster (Gasperini, Gibson, 1999).

ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ
ПРИ РЕГЕНЕРАЦИИ ХВОСТА ТРИТОНА В УСЛОВИЯХ РАЗЛИЧНОЙ 

ГРАВИТАЦИОННОЙ НАГРУЗКИ

© 2012 г.   Е. А. Радугина
Лаборатория проблем регенерации

Представители отряда Хвостатые амфибии из�
вестны своими уникальными регенерационными
способностями. В ходе эпиморфной регенерации
хвоста Pleurodeles waltl полностью морфологиче�
ски и функционально воспроизводятся спинной
мозг, скелетные структуры и мышцы хвоста, что
позволяет использовать эту модель для изучения
механизмов морфогенеза при регенерации. В про�
цессе экспериментов по регенерации на борту рос�
сийских спутников Фотон М2, М3 (2005, 2007 гг.)
выяснилось, что у тритонов, содержавшихся на
субстрате, в отличие от животных в глубокой воде
в аквариуме или на орбите в условиях невесомо�
сти, происходит изменение формы регенерирую�
щего хвоста, а именно его изгиб в дорсовентраль�
ной плоскости. Изменение морфогенеза хвоста
при содержании на субстрате было показано и в
последующих лабораторных экспериментах. Экс�
перимент 2010 года, в котором дополнительно к
аквариальным (low g) и субстратным (1 g) услови�
ям содержания создавались условия перегрузки
2g, показал сходный эффект в группах 1g и 2g.
Изображения полученных регенератов были про�
анализированы морфометрическими методами, а

для группы на субстрате и аквариального контро�
ля была получена динамика изменения морфо�
метрических параметров в течение 50�ти дней ре�
генерации. Достоверное изменение формы хво�
ста в группах 1g и 2g регистрировалось с III стадии
регенерации по Iten, Bryant (1976). Были показа�
ны отличия в гистологическом строении таких
регенератов в сравнении с контролем, обуславли�
вающие изменение формы хвоста, а именно из�
гиб осевых структур (хорды и эпендимной труб�
ки) и направленная конденсация клеток дорсаль�
ной бластемы. С помощью иммунохимического
определения включения БрдУ на срезах регенера�
тов были визуализированы делящиеся клетки, и
произведен их подсчет в разных зонах регенера�
тов. В группе на субстрате по сравнению с кон�
тролем достоверно большее число клеток входило
в S�фазу в апикальной зоне эпидермиса. Также в
группе на субстрате наблюдалась тенденция к по�
вышению доли меченых клеток на дорсальной
стороне эпидермиса и подлежащей мезенхимы.
Методом TUNEL в эпидермисе и бластеме через
7 и 14 п/оп. были визуализированы клетки, пре�
терпевающие апоптоз. Таким образом, апоптоз не
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только, наравне с некрозом, участвует в пере�
стройке тканей вскоре после повреждения, но
также присутствует в пролиферирующей бласте�
ме. В дальнейшем планируется провести количе�
ственный анализ соотношения пролиферации,

гибели и миграции клеток, что позволит охарак�
теризовать клеточные механизмы регуляции мор�
фогенеза и получить необходимые данные для
изучения стоящих за ними молекулярных меха�
низмов.

ИНТЕГРИНЫ И БЕЛКИ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА
В НОРМАЛЬНОМ МОРФОГЕНЕЗЕ ВОЛОСЯНЫХ ФОЛЛИКУЛОВ

У МЫШЕЙ ЛИНИИ С57Bl6

© 2012 г.   А. Л. Риппа
Лаборатория проблем клеточной пролиферации

Взаимодействия клеток с внеклеточным мат�
риксом играют существенную роль в морфогене�
зе волосяного фолликула (ВФ). Их изучение поз�
волит не только продвинуться в понимании кле�
точных механизмов фолликулогенеза, но и
облегчить создание более совершенных систем
культивирования для индукции формирования
ВФ in vitro. Целью нашего исследования является
изучение экспрессии белков внеклеточного мат�
рикса и рецепторов к ним в процессе формирова�
ния ВФ у мышей линии C57Bl6. В норме в разви�
тии ВФ выделяют 8 стадий. Ранним свидетель�
ством начала морфогенеза ВФ является
образование эпителиальных плакод и нижележа�
щих дермальных конденсатов. Далее эпителиаль�
ная плакода инвагинирует и окружает дермаль�
ный конденсат, который впоследствии называет�
ся дермальной папилой (ДП). 

Проведенные нами исследования показали,
что эпидермальные плакоды отличаются проли�
феративной активностью, судя по экспрессии
маркера пролиферирующих клеток Ki67. На
18.5 сутки эмбрионального развития мышей раз�
вивающиеся ВФ характеризуются экспрессией
кератина 5 и заметной ассиметричной экспресси�
ей Е�кадгерина. Дермальная составляющая была
нами четко идентифицирована по эндогенной
экспрессии щелочной фосфатазы и р75, рецепто�

ра к нейротропинам. Базальные кератиноциты
интерфолликулярного эпидермиса, плакоды бу�
дущих ВФ и наружние корневые влагалища экс�
прессируют α5β1 и α1β1 интегрины. Вышепере�
численные интегрины интенсивно экспрессиру�
ются эмбриональными дермальными клетками,
прилегающими к зоне базальной мембраны и
клетками ДП. Ламинин 5 экспрессируется в ин�
терфолликулярной базальной мембране, а также
в базальной мембране окружающей формирую�
щиеся ВФ. Коллаген IV типа экспрессируется
дермальными клетками, прилегающими к базаль�
ной мембране. Фибронектин экспрессируется
эмбриональными дермальными фибробластами.
Витронектин экспрессируется базальными кера�
тиноцитами, эмбриональными дермальными
клетками и эндотелиальными клетками крове�
носных сосудов.

Полученные данные позволяют охарактеризо�
вать морфогенез ВФ мышей линии C57Bl6 с точ�
ки зрения экспрессии белков внеклеточного мат�
рикса и матрикс�клеточных взаимодействий. На�
чато сравнительное изучение морфогенеза ВФ
между линией C57Bl6 и мутантами (двойными го�
мозиготами we/we wal/wal), имеющими к 21 сут�
кам постнатального развития четко выраженную
алопецию, дегенерацию ВФ и гипертрофирован�
ные сальные железы.

ИЗМЕНЕНИЕ СУБЪЕДИНИЧНОГО СОСТАВА ПРОТЕАСОМ
В РАЗВИТИИ ПОРТАЛЬНОЙ ТОЛЕРАНТНОСТИ У КРЫС

ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ТКАНИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

© 2012 г.   А. А. Степанова
Лаборатория биохимии

Молекулярные механизмы развития порталь�
ной толерантности (отсутствия иммунной реак�
ции на аллогенный трансплантат после введения
клеток донора в портальную вену печени реципи�
ента) до настоящего времени остаются неизвест�
ными. Возможными участниками этого явления

могут быть протеасомы – мультисубъединичные
комплексы, предназначенные для избирательной
деградации клеточных белков. Разнообразие
форм протеасом определяется, во�первых, спо�
собностью коровой 20S частицы присоединять
различные регуляторы (РА700, РА28 и др.), во�
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вторых, возможностью встраивания в коровую
частицу различных β�субъединиц, конститутив�
ных или иммунных. Цель данной работы – выяс�
нить, какие изменения происходят на уровне экс�
прессии различных форм протеасом у крыс с ал�
логенной трансплантацией ткани щитовидной
железы при индукции донор�специфической то�
лерантности (ДСТ). Эксперименты проводили на
3–4 месячных самках крыс Вистар (доноры) и Ав�
густ (реципиенты). Исследовали 3 группы живот�
ных: 1 – интактный контроль, 2, 3 – животные, у
которых удаляли собственную щитовидную желе�
зу и через 7 сут проводили трансплантацию щито�
видной железы донора под капсулу почки. Одной
из опытных групп за 7 дней до трансплантации
вводили спленоциты донора в портальную вену
печени, у другой группы не вызывали ДСТ. Через
30 сутпосле трансплантации в печени (органе, где
индуцируется толерантность), селезенке (вторич�
ном лимфоидном органе) и трансплантате щито�
видной железы методом иммуноблоттинга опре�
деляли уровень экспрессии субъединиц протеа�
сом: смеси α�субъединиц – маркера тотального
пула протеасом, иммунных субъединиц LMP2 и
LMP7; Rpt6 – маркера 19S (РА700) регуляторного
комплекса, и РА28α – маркера 11S (РА28) актива�
тора протеасом. 

У животных, которым проводили трансплан�
тацию, в ткани щитовидной железы увеличивает�
ся экспрессия иммунных субъединиц протеасом

LMP2 и LMP7 на фоне снижения тотального пула
протеасом и активатора РА700 по сравнению с
контрольной группой животных. При этом у крыс
с индукцией ДСТ в ткани щитовидной железы
экспрессия иммунных протеасом, содержащих
субъединицу LMP2, вдвое превышает таковую в
ткани щитовидной железы, трансплантирован�
ной крысам без индукции ДСТ. Экспрессия им�
мунных протеасом, содержащих субъединицу
LMP7, напротив, вдвое выше в ткани щитовид�
ной железы, трансплантированной крысам без
индукции ДСТ. Как и в ткани щитовидной желе�
зы, в печени животных, которым проводили
трансплантацию, наблюдается снижение уровня
экспрессии тотального пула протеасом и актива�
тора РА700. В селезенке животных, которым
трансплантировали ткань щитовидной железы,
обнаружено увеличение уровня активатора РА28
протеасом как в условиях с индукцией ДСТ, так и
в условиях без индукции ДСТ, что может отражать
развитие иммунной реакции на трансплантат во
вторичном лимфоидном органе.

На основании этих результатов сделано заклю�
чение о возможной неиммунной функции им�
мунных протеасом, содержащих субъединицу
LMP2, важной для приживления трансплантата,
и об иммунной функции иммунных протеасом,
содержащих субъединицу LMP7, важной для от�
торжения трансплантата.

КОНСТРУИРОВАНИЕ мРНК ГЕНОВ ПЛЮРИПОТЕНТНОСТИ Oct4, 
Sox2 in vitro, ДЛЯ РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ

СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА 

© 2012 г.   Р. Р. Файзуллин, Э. Б. Дашинимаев 
Лаборатория проблем пролиферации

Репрограммирование клеток человека являет�
ся бурно развивающимся направлением клеточ�
ной биологии с перспективой использования в
регенерационной биомедицине. Полагают, что
при помощи данных методов станет возможным
получение культур пациент�специфических кле�
ток самого широкого спектра. Так, например,
в 2007 г. были проведены первые работы по полу�
чению индуцированных плюрипотентных ство�
ловых клеток человека из фибробластов кожи че�
ловека (Takahashi et al., 2007). Самым распростра�
ненным методом репрограммирования клеток в
настоящее время является метод вирусной транс�
фекции генов транскрипционных факторов,
управляющих путями развития клеток. Однако
данный метод обладает рядом недостатков, таких
как неуправляемая модификация генома клеток�
мишеней и относительно низкая эффективность,
что представляет собой серьезное препятствие на
пути к практическому использованию. Одним из
возможных путей решения этой проблемы явля�

ется использование метода трансфекции мРНК
репрограммирующих генов, позволяющего избе�
жать каких�либо модификаций генома. Как было
показано в недавних работах (Warren et al., 2010)
метод обладает высокой эффективностью. 

Цель нашей работы состоит в разработке мето�
да репрограммирования соматических клеток че�
ловека до плюрипотентного состояния, при по�
мощи введения мРНК генов Oct4, Sox2, Nanog. В
ходе проведения работы была освоена методика
синтеза зрелой мРНК in vitro. С целью придания
устойчивости мРНК к воздействию рибонуклеаз и
уменьшению цитотоксического действия, исполь�
зовали модифицированные рибонуклеотиды –
псевдоуридин и 5'�метил�цитозин. При помощи
введения мРНК гена флуоресцентного  белка
EGFP с последующим анализом на проточном ци�
тофлуориметре, были отработаны методы введе�
ния мРНК в фибробласты кожи человека. Было
показано, что модификация мРНК значительно
повышает уровень экспрессии белка. Были опре�
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делены оптимальное количество мРНК для
трансфекции, соотношение мРНК/липофекта�
мин и период распада вводимой мРНК. Скон�
струированы модифицированные мРНК генов
плюрипотентности Oct4 и Sox2, эффективность

которых была проверена при помощи иммуно�
цитохимии. В дальнейшей работе предстоит
проведение экспериментов по репрограммиро�
ванию соматических клеток человека до плюри�
потентного состояния. 

СТРОЕНИЕ СЕРОТОНИНОВОЙ СИСТЕМЫ И ДЕЙСТВИЕ СЕРОТОНИНА 
НА ЛОКОМОЦИЮ У АРХИАННЕЛИД СЕМЕЙСТВА DINOPHILIDA

© 2012 г.   Е. Г. Фофанова
Лаборатория сравнительной физиологии

Общепризнанно, что серотонин (5�НТ) акти�
вирует биение ресничек самых разных ресничных
структур как у взрослых беспозвоночных и позво�
ночных животных, так и у всех изученных личи�
нок беспозвоночных. Архианнелиды семейства
Dinophilida представляют в этом отношении осо�
бый интерес, так как в результате педоморфоза
половозрелое животное одновременно обладает
многими чертами личинки. В своей работе мы
провели сравнительное изучение строения 5�НТ
системы у двух видов: Dinopholus gyrociliatus и Di�
nopholus taeniatus, а также исследовали влияние
5�НТ на ресничную скользящую локомоцию
ювенилей и взрослых особей D. gyrociliatus. 

Совместное иммуноцитохимическое марки�
рование нервных и ресничных структур выявило
отличия в строении 5�НТ системы у двух видов, в
то время как ресничные локомоторные структуры
были принципиально сходны. Так, у D. taeniatus в
головном отделе тел нейронов не выявляется,
есть сплетение отростков, образующее нейро�
пиль. В туловищном отделе вдоль всего тела про�
ходят 5 продольных вентральных стволов, сеть от�
ростков с варикозами расположена непосред�
ственно под вентральной ресничной полоской.
На границах между сегментами стволы соедине�
ны коннективами, в местах их отхождения выяв�

ляются скопления тел нейронов. У D. gyrociliatus
антитела к 5�НТ маркируют около десятка тел
нейронов в церебральном ганглии. В туловищном
отделе выявляется мощный плексус с телами ней�
ронов и их отростками под вентральной реснич�
ной полоской. В каждом сегменте от плексуса от�
ходит кольцевой нерв, расположенный под рес�
ничным кольцевым шнуром. Разницы в строении
5�НТ системы у ювенильных и взрослых особей
обнаружено не было. Под действием низких кон�
центраций 5�НТ (10–7–10–12 М) скорость сколь�
зящей локомоции у ювенильных особей D. gyro�
ciliatus повышалась в 2–3 раза, в то время как до�
бавление тех же концентраций 5�НТ взрослым
животным концентрационно�зависимо замедля�
ло локомоцию, вплоть до полной остановки. 

Таким образом, установлено существенное
различие в базовом строении 5�НТ системы у
двух близких видов Dinophilus, а также показано
парадоксальное (замедляющее) действие 5�НТ на
ресничную скользящую локомоцию взрослых
особей D. gyrociliatus. Выяснение причин и меха�
низмов обнаруженного парадоксального дей�
ствия серотонина на локомоцию архианнелид яв�
ляется задачей наших дальнейших исследований. 

КОМПЕНСАТОРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ДОФАМИНЕРГИЧЕСКИХ 
НЕЙРОНАХ НИГРОСТРИАТНОЙ СИСТЕМЫ 

ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ 

© 2012 г.   Г. Р. Хакимова, Е. А. Козина, А. Я. Сапронова, М. В. Угрюмов
Лаборатория гормональных регуляций

Считается, что одним из возможных компен�
саторных механизмов, обеспечивающих длитель�
ный период бессимптомного течения болезни
Паркинсона, является снижение обратного за�
хвата дофамина (ДА) нейронами нигростриатной
системы из внеклеточной среды. 

Цель: оценить величину обратного захвата ДА
из внеклеточной среды в нейроны нигростриат�
ной системы при моделировании различных ста�
дий паркинсонизма у мышей.

Материалы и методы: работа проведена на двух
моделях болезни Паркинсона (досимптомной и
ранней симптомной), получаемых путем систем�
ного введения по различным схемам самцам мы�
шей линии C57BL/6 1�метил�4�фенил�1,2,3,6�
тетрагидропиридина (МФТП) в дозе 12 мг/кг. Все
манипуляции с животными были проведены в со�
ответствии с протоколом, утвержденным комите�
том по охране животных Института биологии
развития РАН, находящимся в соответствии с на�
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циональными и международными законами и
правилами. 

Из срезов мозга выделяли компактную часть
черной субстанции (ЧС) и стриатум, переносили
в инкубационные камеры, заполненные Кребс�
Рингер буфером. В часть камер перед добавлени�
ем Н3�ДА вносили ингибитор дофаминового
транспортера (ДАТ) – номифензин. Специфиче�
ский захват ДА (через ДАТ) определяли как раз�
ницу между общим захватом (камеры с Н3�ДА) и
неспецифическим (камеры с Н3�ДА и номифен�
зином).

Результаты: модель досимптомной стадии пар�
кинсонизма характеризуется 26%�м уровнем де�
генерации ДА�ергических нейронов и 59%�м –
ДА�ергических волокон нигростриатной систе�
мы; ранняя симптомная – 43 и 68%�м уровнем со�
ответственно. 

После введения МФТП в обеих моделях в сре�
зах ЧС не происходит изменений в величине за�
хвата экзогенного ДА. В срезах стриатума в моде�
ли досимптомной стадии наблюдается неболь�
шое, но статистически достоверное повышение
специфического захвата ДА. Однако при перерас�
чете на тело одного нейрона или одного волокна
оказалось, что величина специфического захвата
ДА на обеих моделях значительно увеличена по
сравнению с контролем.

Выводы: дегенерация ДА�ергических нейро�
нов в досимптомной и ранней симптомной ста�
диях паркинсонизма сопровождается увеличени�
ем обратного захвата ДА сохранившимися нейро�
нами – волокнами и телами. 

Работа проведена при поддержке грантов:
РФФИ�офи 09�04�12106�офи_м, ФНМ.

ИНДУЦИРОВАННОЕ УСКОРЕНИЕ РАЗВИТИЯ ЛИЧИНОК МИДИИ 
Mytilus trossulus (Mollusca: Bivalvia)

© 2012 г.   А. К. Чабан, Е. Г. Ивашкин, М. Ю. Хабарова
Лаборатория сравнительной физиологии

Двустворчатые моллюски семейства Mytilidae
имеют большое экологическое и практическое
значение как объекты промысла, аквакультуры и
обрастатели подводных частей судов и сооруже�
ний. Ранее нами было показано, что при добавле�
нии в среду культивирования модулятора
FMRFамидергической системы неомицина вы�
живаемость личинок увеличивается в 8–10 раз и
около 6% личинок достигают в 1.5–2 раза боль�
ших размеров, чем самые крупные в контроле. В
настоящей работе проводилось подробное иссле�
дование морфологии личинок аномально круп�
ных размеров для прояснения вопроса, находятся
ли они на более поздней стадии развития или
просто увеличены в размерах.

Иммуноцитохимическое исследование мышц
показало, что у более крупных личинок, появля�
ющихся в воде с добавлением неомицина, проис�
ходит существенное изменение морфологии мы�
шечной системы по сравнению с остальными ли�
чинками, а именно: деградация мышц велюма,
формирование жаберных мышц и мышц обоих ад�

дукторов. Сканирующая электронная микроско�
пия таких особей выявила появление характерных
колец роста на раковине, отсутствующее у кон�
трольных животных и присущее раковинам взрос�
лых особей. Выявленные морфологические харак�
теристики означают, что у личинок аномально
большого размера начался процесс метаморфоза и
они, действительно, находится на более продвину�
той стадии развития – стадии педивелигера, гото�
вого к оседанию. Подобные изменения проявля�
лись на 10–14 день после оплодотворения, то есть
личинки достигали стадии педивелигера в 2 раза
быстрее, чем в норме. Эти выводы также подтвер�
ждает наблюдаемая смена способа передвижения
этих личинок с ресничного на мышечный.

Таким образом, наши данные демонстрируют,
что FMRFамидергическая система задействована
в регуляции личиночного развития и ее направ�
ленная модуляция позволяет значительно уско�
рять процессы развития и метаморфоза в культу�
ре личинок мидии.

СВЯЗЬ МИТОХОНДРИЙ С ВИМЕНТИНОМ ЛЕЖИТ В ОСНОВЕ 
ПОЛЯРИЗАЦИИ МИГРИРУЮЩИХ КЛЕТОК

© 2012 г.   И. С. Черноиваненко
Лаборатория экспериментальной эмбриологии

Виментиновые промежуточные филаменты
(ПФ) является одним из важнейших компонен�
тов мигрирующих клеток. Однако до сих пор
функции виментина в мигрирующих клетках
остаются неясными.

Одним из главных свойств мигрирующих кле�
ток является их полярность, которая определяет
направление движения. Поляризация клетки за�
ключается в формировании асимметричной мор�
фологии с выраженным лидирующим и отстаю�
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щим (задним) краем. На переднем крае происхо�
дит полимеризация сети актина, а на заднем –
сокращение акто�миозиновых стресс�фибрил и
подтягивание тела клетки к переднему краю. 

Недавно было показано, что в мигрирующих
клетках наблюдается неравномерное распределе�
ние пероксида водорода. На лидирующем крае
его концентрация выше, чем в задней части клет�
ки. Считается, что такое распределение перокси�
да водорода в клетках определяет направление
миграции. Одним из важных источников перок�
сида водорода являются митохондрии. Разное со�
держание перекиси может быть связано с тем, что
в митохондриях, находящихся в разных частях
клетки, образуется разное ее количество.

Мы предлагаем гипотезу о возможном участии
виментиновых ПФ и митохондрий в определении
поляризованного фенотипа мигрирующих кле�
ток. Эта гипотеза основана на том, что митохон�
дрии в разных частях мигрирующей клетки обла�
дают разным потенциалом и, соответственно, мо�
гут производить разное количество пероксида

водорода. Такие различия в свойствах митохон�
дрий наблюдаются только в клетках содержащих
виментин. Это обусловлено тем, что связь вимен�
тиновых ПФ с митохондриями меняет их потен�
циал. В передней части мигрирующей клетки ми�
тохондрии слабее связаны с виментином, поэто�
му они обладают меньшим потенциалом и
образуют больше пероксида водорода, чем мито�
хондрии в задней части клетки, которые сильнее
связаны с виментином. 

Таким образом, в мигрирующих клетках взаи�
модействие виментиновых ПФ с митохондриями
может обеспечивать асимметричное распределе�
ние митохондрий, обладающих разным потенци�
алом и производящих разное количество перок�
сида водорода, участвуя в определении поляризо�
ванного фенотипа мигрирующих клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российской академии наук, РФФИ (грант № 06�
04�48452�а и № 10�04�00414�а) и программы
Президиума РАН “Молекулярная и клеточная
биология”.

РЕЦЕПТОРЫ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В РЕГУЛЯЦИИ 
МИГРАЦИИ НЕЙРОНОВ, СИНТЕЗИРУЮЩИХ

ГОНАДОТРОПИН�РИЛИЗИНГ ГОРМОН, У МЫШЕЙ

© 2012 г.   В. С. Шарова

Лаборатория гистогенеза

Инфицирование в период беременности ока�
зывает влияние на формирование и дальнейшее
функционирование различных систем мозга.
Стимуляция иммунной системы матери бактери�
альными эндотоксинами может затрагивать диф�
ференцировку нейронов, синтезирующих гона�
дотропин�рилизинг гормон (ГРГ�нейронов).
Возможными медиаторами этого воздействия
могут быть провоспалительные цитокины. Ранее
нами было показано, что в сыворотке крови мате�
ри концентрации цитокинов таких, как ИЛ�6,
ИЛ�10, ФНОα, ЛИФ и белка хемотаксиса моно�
цитов (MCP�1), значительно увеличиваются по�
сле введения липополисахарида (ЛПС) уже через
1.5 ч. В биологических жидкостях плода также на�
блюдается 2–7�кратное увеличение уровня от�
дельных цитокинов воспаления. Целью данной
работы явилось исследовать влияние ЛПС на ми�
грацию ГРГ�нейронов у мышей, а также из смеси
различных цитокинов выявить цитокины воспа�
ления и экспрессию их рецепторов, влияющих на
развитие ГРГ�нейронов. Гормон в нейронах опре�
деляли у 15� и 19�дневных плодов мышей на са�
гиттальных срезах мозга иммуногистохимически
с помощью иммуно�флуоресцентного мечения.

Показано, что внутрибрюшинное введение ЛПС
самке мышей (45 мкг/кг) на 12�й день беременно�
сти приводит к снижению общего количества
ГРГ�нейронов в переднем мозгу 15�дневных пло�
дов на 46% и 19�дневных плодов на 15%, сравни�
мое с таковыми у крыс. Для выявления цитоки�
нов воспаления использовали двойное иммуно�
флуоресцентное мечение на ГРГ и рецепторы ци�
токинов к ИЛ�6 и МСP�1 на сагиттальных срезах
мозга у 12–13�дневных плодов мышей. Показана
экспрессия рецепторов к цитокину ИЛ�6 на ми�
грационном пути ГРГ�нейронов в назальной об�
ласти головы, а именно на обонятельных и воме�
роназальных нервах. Экспрессия рецепторов к
ИЛ�6 в переднем мозгу была выявлена в областях,
где мигрирующие ГРГ�нейроны не обнаружива�
лись. Таким образом, нарушение интраназальной
миграции ГРГ�нейронов на ранних сроках разви�
тия у плодов мышей регулируется экспрессией
рецепторов к цитокину воспаления ИЛ�6. По на�
шим предварительным данным в реализации дан�
ного эффекта участвует также МСР�1. По�види�
мому, внутримозговая миграция ГРГ�нейронов
контролируется другими механизмами. Исследо�
вания в данном направлении продолжаются.

2
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Годичный прирост хвойных состоит из двух
слоев ксилемы – ранней и поздней, клетки кото�
рых – трахеиды – отличаются морфологическими
параметрами, хотя развиваются по одному сцена�
рию. После образования в камбиальной зоне клет�
ки увеличиваются в размере в результате растяже�
ния, а затем начинается вторичное утолщение их
стенок. Вслед за отложением веществ вторичной
стенки идет процесс накопления лигнина, основ�
ными структурными единицами которого являют�
ся производные оксикоричных кислот: п�кумаро�
вой, феруловой, синаповой. 

Оксикоричные кислоты (ОК), которые входят в
состав фенолкарбоновых кислот (ФК) растений,
участвуют также в росте клеток и создании струк�
туры клеточных стенок, соединяя сложными и
простыми эфирными связями между собой нецел�
люлозные полисахариды (Fry, 1986. 1993; Waldron
et al., 1997; Burr, Fry, 2009), а сами гемицеллюлозы
с лигнином (Iiyama et al., 1990; Wallace, Fry, 1994;
Antonova, Chapligina, 2007). Димеризованные ОК,
такие как диферуловая кислота, могут поперечно

связывать пектины или пектины с другими нецел�
люлзными полисахаридами (Fry, 1983; Waldron
et al., 1997). 

Значение ОК в растениях не ограничивается их
участием в лигнификации (Запрометов, 1993,
1996). Физиологические функции кислот и их
эфиров в растениях весьма разнообразны. Произ�
водные ФК, опосредуя действие таких ростовых
веществ, как цитокинин, контролируют деление и
расширение клеток (Teutonico et al., 1991). Благо�
даря природным антиоксидантным свойствам
эфиры ОК, в частности, хлорогеновая кислота,
могут защищать липиды от перекисного окисле�
ния in vivo (Rice�Evans et al., 1997). Предполагают,
что п�кумаровая кислота оптимизирует введение
синапового спирта в растущий лигниновый поли�
мер (Нatfield et al., 2008). Существуют данные, что
ОК обладают антимутагенными свойствами (Fer�
guson et al., 2003). Считается также, что ФК и их
производные влияют на апоптоз клеток (Tamagnon
et al., 1998; Дубравина и др., 2005). ФК в свободной
форме потенциально токсичны для клеток и по�
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Содержание и состав фракций спирторастворимых фенолкарбоновых кислот (ФК) изучали в связи
с созреванием клеток ранней и поздней ксилемы и ее лигнификацией в ходе образования годичного
прироста древесины в стволах сосны обыкновенной. Фенольные соединения (ФС) извлекали
80%�ным этанолом из клеток последовательных стадий созревания ранней и поздней ксилемы. Из
ФС выделяли фракции свободных и связанных ФК, а из состава последних простые и сложные эфи�
ры. Содержание веществ фракций рассчитывали на сух. массу и на клетку. Ранние трахеиды на всех
стадиях утолщения вторичной стенки содержали меньше ФС и больше свободных ФК, чем поздние
трахеиды. В ходе созревания ранних трахеид пул свободных кислот в расчете на клетку постепенно
увеличивался, а связанных снижался. С созреванием трахеид поздней ксилемы пул свободных ФК
повышался, тогда как связанных сначала повышался, а затем уменьшался. На всех стадиях созрева�
ния клеток обоих типов ксилемы в составе связанных ФК всегда доминировали простые эфиры.
При этом клетки всех этапов созревания поздней ксилемы содержали больше простых эфиров, то�
гда как в клетках ранней было больше сложных эфиров. На последовательных стадиях лигнифика�
ции ранней ксилемы суммарное содержание свободных оксикоричных кислот снижалось в резуль�
тате сокращения пула п�кумаровой, феруловой и синаповой кислот, а пул эфиров этих кислот по�
вышался. В ходе лигнификации поздней ксилемы пул свободной п�кумаровой, феруловой и
особенно синаповой кислоты повышался. Одновременно увеличивалось содержание сложных эфи�
ров феруловой кислоты и простых эфиров синаповой. 

Ключевые слова: Pinus sylvestris L., ранняя и поздняя ксилема, вторичное утолщение и лигнифика�
ция, фенолкарбоновые кислоты. 

УДК 581.19:577.13
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этому их количество, как правило, в клетках огра�
ничено. В растениях они представлены главным
образом в виде конъюгатов с сахарами или органи�
ческими кислотами. 

Тесно связанные с компонентами клеточных
стенок ФК выделяются из ткани только раствора�
ми щелочи или кислоты, разрушающими эти свя�
зи, и такой метод их выделения используется в
большинстве работ посвященных изучению ФК в
растениях, например, двудольных (Lozovaya et al.,
1999). Несвязанные с компонентами стенок бен�
зойные и оксикоричные кислоты и их производ�
ные извлекаются такими органическими раство�
рителями как спирты или их водные растворы.

Уровень спирторастворимых фенольных соеди�
нений (ФС) зависит от степени дифференциации
тканей, как это было показано на каллусных куль�
турах чайного растения (Загоскина и др., 1994) и
при развитии зерен ржи (Weidner et al., 2000). Об�
щих ФС и ФК в ходе развития зерен ржи в расчете
на сухой вес больше в начале развития, чем на ко�
нечных стадиях созревания (Weidner et al., 2000).
Авторы показали также, что инициация водного
стресса ведет к понижению суммы свободных и
связанных форм оксикоричных кислот. Как было
установлено для хвои Pinus pinaster, избыток влаги
тоже влияет на содержание свободных и связан�
ных форм ФК (Alonso et al., 1993).

Водный стресс как внешний, так и внутренний,
возникающий в дереве в результате сочетания
определенных погодных условий, ведет к форми�
рованию в годичном приросте хвойных слоя позд�
ней ксилемы (Zahner, 1963; Антонова, 1999). Изу�
чая образование ранних и поздних трахеид в ство�
лах лиственницы сибирской, мы нашли, что
фракционный состав ФК, а именно содержание
свободных и связанных ФК и их состав зависит
как от стадии дифференциации клеток, так и от то�
го, какой слой ксилемы, ранней или поздней, фор�
мируется в данный период вегетации (Чаплыгина,
2007). Развитие двух типов трахеид лиственницы
характеризовалось также разной интенсивностью
отложения лигнина в ходе дифференциации кле�
ток (Antonova et al., 2007) и разным содержанием и
соотношением аскорбиновой и дегидроаскорби�
новой кислот (Антонова и др., 2005). От соотноше�
ния этих кислот, которое определяет окислитель�
но�восстановительный потенциал тканей расте�
ний, зависит процесс сшивания полисахаридов
(Zarra et al., 1999) и доступность предшественни�
ков лигнина для полимеризации (Takahama, 1993).
Считают, что аскорбиновая кислота регулирует ко�
личество коричных кислот доступных действию
пероксидазы, что в свою очередь контролирует
скорость биосинтеза лигнина (Takahama, Oniki,
1997). Это означает, что пока аскорбат взаимодей�
ствует с перекисью водорода процессы сшивки и
полимеризации в стенке тормозятся (Zarra et al.,

1999; Takahama, Oniki, 1997). При развитии трахеид
лиственницы содержание и состав ФК (Чаплыги�
на, 2007) изменялись в соответствии с окислитель�
но�восстановительным потенциалом (Антонова
и др., 2005) и динамикой лигнификации ранних и
поздних трахеид лиственницы в ходе их развития
(Antonova et al., 2007).

При изучении процессов роста и лигнифика�
ции ранней и поздней ксилемы в стволах сосны
обыкновенной было найдено, что каждая из ста�
дий дифференциации клеток тоже характеризует�
ся определенным уровнем аскорбиновой и дегид�
роаскорбиновой кислот (Антонова и др., 2009). Та�
кие изменения в метаболизме должны влиять на
содержание и фракционный состав ФК, а это в
свою очередь на ростовые процессы и отложение
лигнина. Мы рассматривали изменение содержа�
ния и состава фенолкарбоновых кислот в ходе ро�
ста клеток ксилемы сосны обыкновенной (Анто�
нова и др., 2011). Данная работа является продол�
жением этих исследований. 

Целью работы явилось изучение содержания и
фракционного состава спирторастворимых ФК на
этапах созревания и лигнификации ранних и позд�
них трахеид при формировании годичного приро�
ста древесины в стволе сосны обыкновенной. 

МЕТОДИКА

Материалом исследования служили слои кле�
ток формирующейся ксилемы, полученных из
стволов интактных 20–25 летних деревьев сосны
обыкновенной (Pinus sylvestris L.), растущих в по�
садках Погорельской экспериментальной базы
Института, в периоды образования ранней и позд�
ней древесины. Время отбора подбирали с таким
расчетом, чтобы все клетки формирующегося
слоя древесины принадлежали либо к раннему,
либо позднему типу. В вегетационном сезоне та�
кие периоды соответствовали концу июня и на�
чалу августа.

Сбор материала со стволов деревьев (по два в
каждый из периодов наблюдения) сосны обыкно�
венной проводили методом микрорассечения.
Ствол распиливали по мутовкам, для каждой из
которых оценивали состояние развития годичного
слоя. С отрезков ствола последовательно удаляли
кору, клетки непроводящей и проводящей фло�
эмы, клетки зон камбия и роста растяжением.
Затем скальпелем собирали клетки на стадиях
развития вторичных стенок (стадия созревания
и лигнификации), постоянно контролируя ста�
дию развития клеток с помощью гистохимиче�
ских реакций (Антонова, Шебеко, 1981; Антоно�
ва и др., 2005, 2009). Начало отложения веществ
вторичных стенок оценивали по появлению
окаймления пор, что характерно для начала
утолщения стенок трахеид (Murmanis, Sachs,

2*
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1969). Состояние зрелой ксилемы определяли по
исчезновению протопласта. 

В конце июня все клетки формирующегося го�
дичного слоя, в том числе и зрелые, были пред�
ставлены ранними трахеидами. Со стороны ксиле�
мы были получены клетки зон камбия (Кам), роста
растяжением (Рост), результаты анализа ФК кото�
рых показаны ранее (Антонова и др., 2011), и зоны
созревания, клетки которой служили материалом
для исследования. Зону разделяли на клетки с вто�
ричным утолщением без лигнификации (D1) и по�
следовательные слои лигнифицирующихся клеток
(D2a и D2б), а также зрелые клетки ксилемы (М). 

В начале августа развивающаяся ксилема со�
держала только камбиальную зону (Кам) и зону со�
зревания. Клетки в зоне роста растяжением отсут�
ствовали, а зона созревания, которую использова�
ли в работе, содержала достаточно большое число
клеток, что позволило разделить ее на слой клеток
до лигнификации (D1) и последовательные слои
лигнифицирующихся трахеид (D2а, D2б, D2в).
Кроме того, были собраны зрелые клетки поздней
ксилемы (М). Одновременно отбирали навески
ткани на мацерацию и для определения влажности
материала. 

Мацерацию тканей проводили по методикам,
использованным в работе (Антонова и др., 2005;
Антонова и др., 2009). Количество клеток в маце�
рате подсчитывали с помощью камеры Фукса�Ро�
зенталя, а затем рассчитывали количество клеток в
1 г сухой массы.

Полученный материал по мере отбора фикси�
ровали спиртом (конечная концентрация спирта
была не более 80%), суспензию взвешивали и хра�
нили в холодильнике до анализа. Вес полученных
образцов определяли, вычитая из веса суспензии
вес 96% спирта, взятого для фиксации. Суспензию
ткани, взятой для анализа, фильтровали, твердые
остатки растирали в ступке с жидким азотом и экс�
трагировали 80% водным этанолом при комнатной
температуре при периодическом помешивании и
сменой растворителя через 12 часов до отрицатель�
ной реакции на углеводы (Dubois et al., 1956). Рас�
творы, полученные при фиксации и экстракции,
объединяли, и общий объем замеряли. 

Аликвоту экстрактов (20–50 мл) высушивали,
сухие вещества обрабатывали водой и хлорофор�
мом. Водный слой после хлороформа использова�
ли для определения фенолов, а также уроновых
кислот, аскорбиновой и дегидроаскорбиновой
кислот (Антонова и др., 2005, 2009) и углеводов.
Такой комплексный подход дает возможность
сравнивать динамику исходных метаболитов и фе�
нольных соединений и определять функциональ�
ные связи между ними. 

Общее содержание ФС определяли в водном
слое с реактивом Фолин�Дениса по методу (Jen�
nings, 1981), который позволяет определять фено�

лы в присутствии белка. Аликвоту водного раство�
ра подкисляли соляной кислотой до рН 2.5–3 и
трижды обрабатывали эфиром. Объединенные
эфирные вытяжки выпаривали на воздухе досуха,
остаток растворяли в 3 мл ацетона и использовали
для определения свободных ФК (Jennings, 1981).
Оптическую плотность измеряли при λ = 760 нм,
используя кювету с толщиной слоя 1 см. Калиб�
ровка проводилась в соответствии с методикой по
тирозину (0–100 мкг/мл). 

Содержание ФК, входящих в состав сложных и
простых эфиров, определяли в водном слое после
щелочного и кислотного гидролиза соответствен�
но. Щелочной гидролиз проводили 2н NaOH. К
аликвоте водного слоя добавляли равный объем 4н
гидроокиси натрия и выдерживали при комнатной
в температуре в течении 2 часов. Затем к раствору
осторожно добавляли 18% HCl до рН 2.0–2.5. Под�
кисленный раствор обрабатывали трехкратно
эфиром, и объем водного слоя замеряли. Эфирную
вытяжку выдерживали на воздухе, и сухой остаток
растворяли в 3 мл ацетона. К водному слою добав�
ляли 18% HCl до конечной концентрации 2н, и
раствор выдерживали при температуре 100°С в те�
чение 1 часа. К раствору осторожно добавляли 4н
NaOH до рН 2.0–2.5 и затем раствор трехкратно
обрабатывали эфиром. Эфирные вытяжки выпа�
ривали на воздухе. Сухой остаток растворяли в 3 мл
ацетона. Содержание ФК в эфирных вытяжках по�
сле щелочного и кислотного гидролизов определя�
ли, как указано выше. 

Аликвоту ацетоновых вытяжек высушивали,
сухой остаток снова растворяли в 0.1 мл ацетона и
методом ТСХ анализировали состав свободных и
связанных ФК, используя в качестве носителя пла�
стинки “Silufol UV�254”. После нанесения пятен
пластинки обрабатывали паром, подсушивали на
воздухе и помещали в камеру со смесью бензол�ук�
сусная кислота (9 : 1). Кислоты идентифицировали
по Rf метчиков и УФ спектрам индивидуальных
пятен. Кроме того, для локализации пятен ФК
хроматограммы обрабатывали смесью 0.5% рас�
твор п�нитроналина в 2н НCl, 5% NaNO3 и 20%
ацетата натрия в воде (5 : 5 : 20, по объему). 

Все операции, начиная с обработки спиртовых
экстрактов, проводили в двукратной повторности,
аналитическое определение веществ – не менее,
чем в 3�х кратной повторности. Результаты анали�
зов рассчитывали на сухой вес ткани и на клетку.
Статистическую обработку результатов проводили
по методу параметрического сравнения средних.
На рисунках в барах показана относительная вели�
чина погрешности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Данные показывают, что клетки последователь�
ных этапов созревания и лигнификации ранней и
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поздней ксилемы отличаются по фракционному и
индивидуальному составу ФК, что обусловлено не
только степенью развития трахеид, но и типом
ксилемы в формирующемся годичном приросте
сосны обыкновенной.

Содержание общих водорастворимых ФС в со�
ставе веществ, извлеченных 80%�ным спиртом из
развивающихся клеток ранней и поздней ксилемы
показано в расчете на сухую массу (рис. 1а) и на
клетку (рис. 1б). При обоих методах расчета в ран�
ней ксилеме содержание ФС уменьшалось от на�
чала созревания к зрелым клеткам. В поздней, на�
блюдалось их повышение на первой стадии лигни�
фикации (D1), а затем снижение в сторону зрелых
клеток. При расчете на клетку разница в содержа�
нии ФС на стадиях лигнификации между ранней и
поздней ксилемой усиливается (рис. 1б). Такое по�
ложение объясняется тем, что на стадиях созрева�
ния ранних и поздних трахеид за единицу времени
в их стенках аккумулируются разное количество
веществ, и в стенках поздних клеток откладывает�
ся больше компонентов, чем в стенках ранних
(Антонова, Шебеко, 1985; Антонова, 1999), что
влияет на расчет по сухому веществу. Нужно
учесть, что по мере созревания количество клеток
в 1 г сухого вещества уменьшается.

В зависимости от этапа лигнификации и типа
трахеид содержание свободных и связанных ФК в
составе спирторастворимых ФС варьировало. Ин�
дивидуальная изменчивость пула свободных ФК в
ходе развития ранних и поздних трахеид показана
на рис. 2. В ранней ксилеме содержание (на сухую
массу) свободных ФК падало с началом лигнифи�
кации и практически не изменялось в ходе созре�
вания клеток (рис. 2а). В поздних клетках содержа�
ние этих кислот в D1 сначала также снижалось, но
по мере лигнификации возрастало. Расчет на клет�
ку показал уменьшение пула свободных ФК в на�
чале отложения лигнина в ранней и поздней кси�
леме и его увеличение к зрелым клеткам (рис. 2б).
На первом этапе созревания ранние трахеиды пре�
восходили поздние по количеству свободных ФК в
3 раза, а на последнем этапе в 1.9 раза. Вдоль зоны
созревания ранних трахеид относительное содер�
жание свободных ФК в составе ФС варьировало от
21 до 32% с минимумом в начале лигнификации
(D2а). В ходе лигнификации поздней ксилемы со�
держание свободных ФК в ФС изменялось от 6.4
до 12% при минимуме 3.7% в D1. 

Как отмечалось выше, свободные ФК потенци�
ально токсичны для клеток и повышенное их со�
держание может привести к апоптозу (Tamagnon
et al., 1998; Дубравина и др., 2005). Известно, что
толщина стенок ранних трахеид хвойных, и сосны
в частности, меньше, чем поздних. Как было нами
ранее установлено, толщина клеточных стенок за�
висит от продолжительности развития трахеид в
зоне созревания, и длительность созревания ран�
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Рис. 1. Содержание спирторастворимых фенольных
соединений в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней и поздней ксилемы сосны обыкновен�
ной: D1 – до лигнификации, D2а, D2б, D2в – в ходе
лигнификации, M – зрелая ксилема: (а) – от сухого ве�
са, (б) – на клетку. 
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Рис. 2. Содержание свободных фенолкарбоновых кис�
лот в клетках последовательных стадий созревания
ранней и поздней ксилемы сосны обыкновенной: 
(а) – от сухого веса, (б) – на клетку. Обозначения как
на рис. 1. 
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них трахеид сосны значительно меньше, чем позд�
них (Antonova, Stasova, 1997). На фоне снижения
содержания аскорбата в конце дифференциации
ранних трахеид (Антонова и др., 2009) повышен�
ное содержание свободных ФК может быть причи�
ной более быстрого созревания ранних трахеид

(т.е. сокращения продолжительности развития) и
перехода их в зону зрелой ксилемы. 

На всех стадиях созревания ранней и поздней
ксилемы в ФС доминировали связанные формы
ФК. При этом ранние трахеиды содержали мень�
ше конъюгированных кислот, чем поздние. Пул
связанных ФК в ранней ксилеме как при расчете
на сухую массу (рис. 3а), так и на клетку (рис. 3б)
постепенно снижался к зрелым клеткам. В соот�
ветствии с этим относительное содержание свя�
занных кислот в составе ФС ранней ксилемы от
стадии D1 к зрелым клеткам последовательно
уменьшалось с 72.4 до 57.34%. В ходе созревания
поздней ксилемы тоже наблюдалось снижение пу�
ла связанных ФК, но только при расчете на сухую
массу. В расчете на клетку, напротив, их количе�
ство увеличивалось от D1 к D2a и затем последова�
тельно уменьшалось по мере созревания трахеид.
На этапе D1 созревающие клетки поздней ксиле�
мы содержали 88% конъюгированных ФК. С нача�
лом лигнификации их содержание в составе ФС
снижалось до 61%, а затем постепенно повыша�
лось до 85%.

Таким образом, в ходе созревания ранних и
поздних трахеид пулы свободных и связанных ФК
изменяются противоположно. По�видимому, они
разделены пространственно, и, очевидно, попол�
нение одного пула идет за счет другого. 

В составе конъюгированных ФК присутствова�
ли эфиры с простыми (кислотолабильными) и
сложными (щелочелабильными) связями. От на�
чала к концу вторичного утолщения клеток ранней
ксилемы пул простых эфиров постепенно умень�
шался (рис. 4а, 4б). В поздней ксилеме наиболее
низкое содержание простых эфиров при расчете на
сухую массу наблюдалось на первом этапе лигни�
фикации (рис. 4а), тогда как при расчете “на клет�
ку” – на последнем этапе (рис. 4б). В зависимости
от этапа развития клетки ранней ксилемы содер�
жали простых эфиров в 1.7–2.3 раза меньше, чем
клетки поздней.

В ходе созревания клеток ранней ксилемы пул
сложных эфиров уменьшался (рис. 5а и 5б). Осо�
бенно резкое снижение отмечалось в расчете на
клетку. Клетки поздней ксилемы в D2a содержали
сложных эфиров (при расчете на клетку) на 20%
больше, чем на этапе D1, затем их количество сни�
жалось, увеличиваясь только в зрелой ксилеме. В
начале вторичного утолщения (D1) клетки ранней
ксилемы содержали сложных эфиров в 3 раза боль�
ше, чем клетки поздней, тогда как в конце созрева�
ния, напротив, в поздней ксилеме сложных эфи�
ров было в 1.2 раза больше, чем в ранней.

В зависимости от этапа дифференциации и ти�
па формирующейся древесины соотношение эфи�
ров менялось. В ранней древесине соотношение
простые/сложные варьировало от D1 к М от 1.7 до
3.5, в поздней – от 10.6 до 5.0. Это означает, что в
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Рис. 3. Содержание спирторастворимых связанных
фенолкарбоновых кислот в клетках последовательных
стадий созревания ранней и поздней ксилемы сосны
обыкновенной: (а) – от сухого веса, (б) – на клетку.
Обозначения как на рис. 1.

Рис. 4. Содержание простых эфиров фенолкарбоно�
вых кислот в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней и поздней ксилемы сосны обыкновен�
ной: (а) – от сухого веса и (б) – на клетку. Обозначение
как на рис. 1. 
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ходе созревания ранних трахеид содержание про�
стых эфиров ФК относительно увеличивалось, а в
ходе созревания поздних – уменьшалось. 

Изменчивость связанных ФК указывает, во�
первых, на различие в ферментах и/или изоэнзи�
мах, отвечающих за создание или расщепление
разных форм связей, на последовательных этапах
развития вторичных стенок трахеид. Во�вторых,
очевидно, что существует разница в метаболизме
ФК при созревании клеток ранней и поздней кси�
лемы. В связи с этим, следует, вероятно, ожидать
разный сценарий процесса биосинтеза лигнина в
ранней и поздней ксилеме. 

На хроматограммах фракции свободных ФК,
выделенных из клеток ранней ксилемы, отмеча�
лось до 8–10, поздней – до 12 пятен кислот. Были
идентифицированы: коричная (особенно на ран�
них стадиях созревания ранних трахеид), бензой�
ная, а из оксибензойных – протокатеховая, п�
оксибензойная и ванилиновая, которые могут по�
явиться из КоА эфиров хинной, п�кумаровой и
феруловой кислот соответственно при помощи
механизма β�окисления (Запрометов, 1988, 1993:
Осипов, Александрова, 1986). Протокатеховая, ко�
личественно не была определена, однако, если
учесть, что все объемы в процессе анализа, в том
числе и объемы пятен, наносимых на хромато�
граммы, выдерживались для всех образцов, визу�
ально ее было значительно больше в клетках ран�
ней, чем в поздней ксилемы, где она отмечалась
только в следовых количествах. п�Оксибензойная
и ванилиновая кислоты появлялись в основном на
последних этапах созревания.

По локализации на хроматограммах, данным
УФ�спектроскопии и реакции с п�нитроанилином
во фракции свободных ФК поздней ксилемы при�
сутствовала хлорогеновая кислота. В свободных
ФК ранней ксилемы эта кислота отсутствовала.

Из оксикоричных кислот (ОК) в клетках ран�
ней ксилемы в свободных ФК присутствовали в
определяемых количествах п�кумаровая, кофей�
ная, феруловая и синаповая (рис. 6а), а в поздних
клетках – п�кумаровая, феруловая и синаповая
(рис. 6д). Лигнификация ранней ксилемы сопро�
вождалась очень незначительным изменением со�
держания (в μмоль на г сух массы) кофейной кис�
лоты, тогда как содержание п�кумаровой, феруло�
вой и синаповой кислот уменьшалось в ходе
лигнификации (рис. 6а). Уровень феруловой кис�
лоты на всех этапах созревания выше, чем других
кислот. Снижение п�кумаровой при низком уров�
не кофейной и высоком уровне феруловой сви�
детельствует об активной метаболизациии ко�
фейной. В свою очередь достаточно высокий
уровень синаповой на всех стадиях лигнифика�
ции указывает также на активность метаболиза�
ции феруловой. 

В клетках поздней ксилемы кофейная кислота в
свободной форме не была обнаружена. Однако,
как указано выше, присутствовала хлорогеновая
кислота, которая является сложным эфиром ко�
фейной и хинной кислот. Поскольку протокатехо�
вая кислота обнаруживалась только в следовых ко�
личествах, расход кофейной на β�окисление был,
по�видимому, минимальным, Отсутствие кофей�
ной могло происходить из�за низкого уровня п�ку�
маровой, пул которой, постепенно увеличивался к
зрелым клеткам (рис. 6д), и, возможно, из�за тор�
можения ее гидроксилирования на последних эа�
пах созревания клеток. Ранее было показано, что
для реакции гидроксилирования необходима ас�
корбиновая кислота, которая является донором
электронов (Vsughan, Butt, 1969). Причиной тор�
можения преобразования п�кумаровой кислоты в
кофейную в клетках поздней ксилемы могло быть
существенно меньшее содержание аскорбиновой
кислоты по сравнению с клетками ранней ксиле�
мы (Антонова и др., 2009). В этих условиях переход
к кофейной кислоте мог бы осуществляться через
п�кумарат�КоА эфиры (Boerjan et al., 2003) или
через  хлогеновую кислоту, которая является пред�
почтительным субстратом для п�кумарат 3�гид�
роксилазы (Schoch et al., 2001) и которая, как ука�
зано выше, присутствовала в свободной форме в
клетках поздней ксилемы. В ранней ксилеме сво�
бодная хлорогеновая ксилота отсутствовала, но от�
мечалось повышенное содержание протокатехо�
вой кислоты, которая, как упоминалось выше, мо�
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Рис. 5. Содержание сложных эфиров фенолкарбоно�
вых кислот в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней и поздней ксилемы сосны обыкновен�
ной: (а) – от сухого веса, (б) – на клетку. Обозначение
как на рис. 1. 
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Рис. 6. Содержание (µмоль/г сух. массы) п�кумаровой (п�кум), кофейной (коф), феруловой (фер), синаповой (син) и ко�
ричной кислот в свободной форме (а, д, з) и в виде простых и сложных эфиров в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней (а, б, в, г) и поздней (д, е, ж, з) ксилемы сосны обыкновенной. Обозначение этапов – на рис. 1.
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жет появиться в результате β�окисления хинной.
Очевидно, что хинная кислота, которая является
одним из метаболитов шикиматного пути образо�
вания фенилпропаноидов в хвойных (Осипов,
Александрова, 1986), используется в клетках в за�
висимости от условий их развития. 

Появление свободной феруловой кислоты в
клетках поздней ксилемы может быть результатом
альтернативного пути ее образования через п�ку�
марил�КоА к кофеат�КоА и далее под действием
кофеат�КоА О�метилтрансферазы (ККоА�ОМТ) к
ферулат�КоА (Whetten, Sederoff, 1995; Boerjan et al.,
2003). Показано, например, что в проростках Pinus
pinaster засуха инициирует увеличение ККоА�
ОМТ, но не кумарил�О метил трансферазы
(КОМТ) (Сosta et al., 1998). Засушливые условия
отрицательно влияют на количество и активность
КОМТ в листьях кукурузы, подвергнутой засухе
(Vincent et al., 2005). 

Перед лигнификацией (D1) поздней ксилемы
п�кумаровая кислота в свободной форме, как от�
мечено выше, отсутствовала, но с ее началом уро�
вень кислоты постепенно повышался к зрелым
клеткам (рис. 6д). Напротив, уровень феруловой и
синаповой кислот был очень высоким. С началом
лигнификации содержание феруловой резко сни�
жалось, затем увеличивалось и до конца созрева�
ния клеток оставалось на одном уровне. Уровень
синаповой сначала снижался незначительно, но к
концу лигнификации существенно возрастал, и
зрелые клетки содержали в 1.5 раза больше свобод�
ной синаповой кислоты, чем феруловой. Это ука�
зывает на активное гидроксилирование феруловой
с последующим ее метилированием. Было показа�
но, что ККоА�ОМТ играет роль как в метилирова�
нии кофеат�КоА, так и гидроксилированного про�
изводного ферулат�КоА (Ye et al., 1994). Поэтому
снижение пула свободной феруловой кислоты в
ходе развития вторичной стенки и лигнификации,
очевидно, вызвано не только ее расходом на синтез
гваяцильных монолигнолов, но и на синтез сина�
повой. Результаты свидетельствуют о разобщении
в системе преобразования ОК при формировании
поздней ксилемы, формирующейся в условиях
внутреннего водного стресса.

Различие в динамике свободных ОК при созре�
вании ранних и поздних трахеид вновь указывает
на различие в метаболизме кислот и разном их уча�
стии в биосинтезе лигнина двух типов ксилемы.
Эти данные поддерживают предположение о су�
ществовании двух альтернативных путей преобра�
зования фенилпропановых структур, использова�
ние которых в растениях зависит от растений и ти�
па клеток (Whetten, Sederoff, 1995) и, очевидно, от
эндогенных условий их развития (например, обес�
печенности влагой) в самом растении. 

Лигнифицирующиеся клетки ранней ксилемы
содержали п�кумаровую, феруловую и синаповую

кислоты также в виде простых и сложных эфиров
ОК. На рисунках 6б–6г показана их изменчивость
в ходе лигнификации в сравнении с содержанием
свободных кислот. Простые эфиры феруловой
кислоты наблюдались только в зрелых клетках
ранней ксилемы (рис. 6б). В начале лигнификации
уровень свободной формы феруловой превышал
уровень ее сложных эфиров в 3 раза. Он незначи�
тельно изменялся в ходе процесса, тогда как уро�
вень свободной феруловой постоянно снижался и
в зрелых клетках превышал уровень сложных в
1.5 раза. Снижение уровня свободных синаповой и
п�кумаровой кислот сопровождалось повышени�
ем уровня сложных эфиров п�кумаровой кислоты
и простых эфиров синаповой (рис. 6в и 6г соответ�
ственно). 

В клетках поздней ксилемы простые эфиры ОК
включали феруловую и синаповую кислоты. В ходе
созревания клеток содержание простых эфиров
феруловой кислоты уменьшалось (рис. 6е), тогда
как синаповой, напротив, увеличивалось (рис. 6ж).
В состав сложных эфиров поздних трахеид входи�
ли в основном феруловая и синаповая кислоты, но
последнюю не всегда удавалось определить коли�
чественно. Сложные эфиры феруловой кислоты
последовательно увеличивались к зрелой ксилеме
(рис. 6е). 

На рис. 6з приведены данные по содержанию
коричной кислоты, которая является предше�
ственницей ОК, и ее эфиров в ходе лигнификации
поздней ксилемы. Низкий уровень свободной ко�
ричной кислоты в самом начале отложения лигни�
на и постепенное его увеличение к зрелым клеткам
указывает на активное вовлечение кислоты в син�
тез ОК и снижение этой активности по мере лиг�
нификации. 

Если оценивать этапы лигнификации по сумме
всех свободных ОК (п�кумаровой, феруловой, си�
наповой) кислот, то можно отметить, что их содер�
жание в ранней ксилеме постепенно снижалось,
тогда как в поздней ксилеме, напротив, повыша�
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Рис. 7. Суммарное содержание свободных оксикорич�
ных кислот в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней (а) и поздней (б) ксилемы сосны обык�
новенной. Обозначение этапов на рис. 1.
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лось (рис. 7). Лигнификация ранней ксилемы со�
провождалась снижением суммарного содержания
свободных ОК в 2 раза, а поздней, напротив, уве�
личением в 2.5 раза. Это свидетельствует о разной
динамике процесса лигнификации этих слоев кси�
лемы годичного прироста сосны обыкновенной и
подтверждается данными по отложению лигнина.
По мере созревания ранней ксилемы лигнифика�
ция усиливается, а поздней, напротив, наиболее
активно идет в начале процесса (Antonova et al.,
2009).

В развивающихся клетках ранней и поздней
ксилемы определяли также содержание свободной
бензойной кислоты (спиртовые экстракты исход�
ного материала) (рис. 8). Интерес к ней связан с ее
отрицательным влиянием на потенциал мембран
(Glass, Dunlop, 1974), благодаря чему может изме�
ниться транспорт метаболитов, в том числе моно�
лигнолов. В начале лигнификации (Д2а) ранней
ксилемы свободной бензойной кислоты при рас�
чете на сухую массу было в 3.5 раза меньше, чем на
той же стадии созревания клеток поздней ксиле�
мы. В сочетании с содержанием аскорбиновой
кислоты, которая ограничивает доступность пред�
шественников лигнина окислительным реакциям,
и содержание которой на этой стадии значительно
выше в клетках ранней ксилемы, чем в поздней
(Антонова и др., 2009), можно объяснить торможе�
ние биосинтеза лигнина на ранних стадиях и уси�
ление лигнификации к концу созревания ранних
клеток. В поздней ксилеме, напротив, высокое со�
держание свободной бензойной кислоты и низкое
содержание аскорбиновой кислоты в Д2а (Анто�
нова и др., 2009) способствовало активному био�
синтезу лигнина в самом начале процесса и сниже�
ние активности к зрелым клеткам параллельно с
увеличением содержания аскорбиновой кислоты. 

В конце созревания ранних трахеид наблюда�
лось значительное увеличение содержания сво�
бодной бензойной кислоты, что может иницииро�

вать выход из вакуоли гидролаз и последующее
разрушение протопласта. С этим процессом свя�
зывают окончание созревания трахеид и выход их
в зону зрелых клеток (Wodzicki, Brown, 1973). Уста�
новлено, что количество веществ, аккумулирован�
ных во вторичных стенках, зависит от длительно�
сти созревания, а продолжительность развития
ранних трахеид в зоне меньше, чем поздних (An�
tonova, Stasova, 1993; Антонова, 1999). В соответ�
ствии с этим толщина стенок ранних трахеид зна�
чительно меньше, чем толщина поздних. Эти на�
блюдения соответствуют более низкому содер�
жанию свободной бензойной кислоты в конце со�
зревания поздних клеток по сравнению с их содер�
жанием в клетках ранней (рис. 8). 

Таким образом, клетки последовательных эта�
пов созревания и лигнификации ранней и поздней
ксилемы, формирующейся в период вегетации в
стволах сосны, значительно различаются по содер�
жанию ФС, составу фракций ФК и ОК. На всех
стадиях развития вторичной стенки клетки ранней
ксилемы содержали ФС и связанных ФК, домини�
рующих в составе ФС, меньше, чем клетки позд�
ней ксилемы. Соответственно, клетки тех же ста�
дий созревания ранней ксилемы содержали боль�
ше свободных ФК. При этом наивысший уровень
свободных ФК отмечали перед лигнификацией, а
общих ФС и связанных ФК в начале этого процес�
са как в период созревания ранних, так и поздних
трахеид. В связанных ФК всегда превалировали
простые эфиры, количество которых в клетках
поздней ксилемы было больше, чем в клетках ран�
ней. Клетки ранней ксилемы на этапах созревания
содержали соответственно больше сложных эфи�
ров. Последовательные этапы лигнификации ран�
ней и поздней ксилемы различались по составу и
количеству индивидуальных оксикоричных кис�
лот (п�кумаровой, кофейной, феруловой и сина�
повой кислот). 

Данные указывают, что при формировании
двух слоев годичного слоя ксилемы сосны следует
ожидать различия как в биосинтезе лигнина, так и
структуре самого лигнина. 

Работа поддержана Российским Фондом
Фундаментальных Исследований, грант
№ 06�04�49501. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Антонова Г.Ф. Рост клеток хвойных. Новосибирск:
Наука, 1999. 232 с. 

Антонова Г.Ф., Железниченко Т.В., Стасова В.В. Изме�
нение содержания и состава фенолкарбоновых
кислот в ходе роста клеток ксилемы сосны обык�
новенной // Онтогенез. 2011. Т. 42. № 2. C. 1–9.

Антонова Г.Ф., Стасова В.В., Вараксина Т.Н. Аскорби�
новая кислота и развитие клеток ксилемы и фло�
эмы в стволе сосны обыкновенной // Физиология
растений. 2009. Т. 56. № 2. С. 210–219. 

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
D2а D2б D2в M

C
о

де
р

ж
ан

и
е,

 µ
м

о
ль

/г
 

су
х.

 м
ас

сы

Стадии созревания клеток

ранняя поздняя

Рис. 8. Содержание (µмоль/г сух. массы) свободной
бензойной в клетках последовательных стадий созре�
вания ранней и поздней ксилемы сосны обыкновен�
ной. Обозначение этапов на рис. 1.



ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 4  2012

ИЗМЕНЕНИЕ ФЕНОЛКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ В ХОДЕ СОЗРЕВАНИЯ 259

Антонова Г.Ф., Чаплыгина И.А., Вараксина Т.Н., Ста!
сова В.В. Аскорбиновая кислота и развитие ксиле�
мы в стволах деревьев лиственницы сибирской //
Физиология растений. 2005. Т. 52. С. 97–107. 

Антонова Г.Ф., Шебеко В.В. Использование крезило�
вого прочного фиолетового при изучении образо�
вания древесины // Химия древесины. 1981. № 4.
С. 102–105. 

Антонова Г.Ф., Шебеко В.В. Формирование ксилемы
хвойных. 3. Динамика развития трахеид в зонах
дифференциации // Лесоведение. 1985. № 5.
С. 71–74.

Дубравина Г.А., Зайцева С.М., Загоскина Н.В. Измене�
ния в образовании и локализации фенольных со�
единений при дифференциации тканей тиса ягод�
ного и тиса канадского в условиях in vitro // Физио�
логия растений. 2005. Т. 52. № 5. С. 755–762. 

Загоскина Н.В., Федосеева В.Г., Фролова Л.В., Азаренко!
ва Н.Д., Запрометов М.Н. Культура ткани чайного
растения: дифференциация, уровень плоидности,
образование фенольных соединеий // Физиология
растений. 1994. Т. 41. № 5. С. 762–767. 

Запрометов М.Н. Фенольные соединения растений и
их биогенез // Итоги науки и техники. Биологиче�
ская серия. М.: ВИНИТИ, 1988. Т. 27. 188 с.

Запрометов М.Н. Фенольные соединения: распростра�
нение, метаболизм и функции в растениях. М.: На�
ука, 1993. 272 с. 

Запрометов М.Н. Фенольные соединения и их роль в
жизни растения // LVI Тимирязевские чтения.
М.: Наука, 1996. 45 с. 

Осипов В.И. Гидроароматические кислоты в жизнедея�
тельности хвойных. Новосибирск: Наука, Сиб.
отд�ние, 1979. 111. 38 с.

Осипов В.И., Александрова Л.П. Биосинтез оксибен�
зойных кислот в проростках Pinus sylvestris L. //
Изв. СО АН СССР, Сер. Биол. наук. 1986. Вып. 1.
С. 83–86. 

Чаплыгина И.А. Особенности формирования ранних и
поздних трахеид при образовании древесины лист�
венницы сибирской: Автореферат дис. … кан. биол.
Красноярск: ИЛ СО РАН, 2007. 17 с. 

Alonso M., Bara S., Vega J.G. Phenolic acids as biochemical
indicator for parameters of stress in Pinus pinaster nurs�
eries // Investigacion Agraria, Sistemas y Reecursos
Forestales. 1993. V. 2. № 2. P. 185–196. 

Antonova G.F., Varaksina T.N., Stasova V.V., Zheleznichen!
ko T.V. The peculiarities of lignin deposition during de�
velopment of early� and latewood in Scots pine // Ма�
териалы докладов VII Международного Симпози�
ума по фенольным соединеиям: Фундаментальные
и прикладные аспекты. Москва, 19–23 октября,
2009. М., 2009. С. 292–293. 

Antonova G.F., Chapligina I.A. The cell wall structure for�
mation of earlywood and latewood in larch (Larix sibir!
ica Ldb.) // Proceedings/Actes of International Sym�
posium of IUFRO Working Group S2.02.07 “Integrat�
ed research activities for supply of improved larch to
tree planting: tree impruvment, floral biology and nurs�
ery production”. September 16–21, Canada, Que’bec.
2007. P. 77–81. 

Antonova G.F., Varaksina T.N., Stasova V.V. The differenc�
es in the lignification of earlywood and latewood in

larch (Larix sibirica Ldb.) // Eur. J. For. Res. 2007.
V. 10. № 2. P. 149–161.

Вoerjan W., Ralph J., Baucher M. Lignin biosynthesis //
Annu. Rev. Plant Biol. 2003. V. 54. P. 519–546.

Antonova G.F., Stasova V.V. Effects of environmental fac�
tors on wood formation in Scots pine stems // Trees.
1993. V. 7. № 5. P. 214–219.

Antonova G.F., Stasova V.V. Effects of environmental fac�
tors on wood formation in larch (Larix sibirica Ldb.)
stems // Trees. 1997. V. 10. № 1. P. 24–30.

Burr S.J., Fry S.C. Extracellular cross�linking of maize ara�
binoxylans by oxidation of feruloyl esters to form oli�
goferuloyl esters and ether�like bonds // The Plant J.:
for cell and molecular biology. 2009. V. 58. № 4.
P. 554–567.

Costa P., Bahrman N., Frigerio J.M., Kremer A., Plomion C.
Water�deficit�responsive proteins in maritime pine //
Plant Mol Biol. 1998. V. 38. № 4. P. 587–96.

Dubois М., Gilles К.А., Hamilton J.К., Rebers Р.А., Smith F.
Colorimetric method for determination of sugars and
related substances // Anal. Chem. 1956. V. 28. Р. 350–
355. 

Ferguson L.R., Lim I.F., Pearson A.E., Ralph J., Harris P.J.
Bacterial antimutagenesis by hydrocinnamic acids from
plant cell walls // Genetic Toxicology and Environmen�
tal Mutagenesis. 2003. V. 542. № 1–2. P. 49–58. 

Fry S.C. Feruloylated pectins from the primary cell wall:
their structure and possible functions // Planta. 1983.
V. 157. P. 111–123.

Fry S.C. Cross�linking of matrix polymers in the growing
cell walls of angiosperms // Annu. Rev. Plant Physiol.
1986. V. 37. P. 165–186. 

Fry S.C. Plant cell expansion: loosening the ties // Current
Biology. 1993. V. 3. № 6. P. 355–357.

Glass A.D.M., Dunlop J. Influence of phenolic acids on ion
uptake. 4. Depolarization of membrane potential //
Plant Physiol. 1974. V. 54. P. 855–858.

Iiyma K., Lam T.B.T., Stone B.A. Phenolic acid bridges be�
tween polysaccharides and lignin in wheat Internodes //
Phytochemistry. 1990. V. 29. P. 733–737.

Jennings A.C. The Determination of dihydroxyphenolic
compounds in extracts of plant tissues // Analyt. Bio�
chem. 1981. V. 118. P. 396–398.

Hatfield R., Ralph J., Grabber J.H. A potential role for syn�
apyl p�coumarate as a radical transfer mechanism in
grass lignin formation // Planta. 2008. V. 228. № 6.
P. 919–28. 

Lozovaya V.V., Gorshkova T.A., Yablokova E.V., Rumyant!
seva N.I., Valieva A., Ulanov A., Luwe M. Antioxidants in
the apoplast and symplast of beech (Fagus sylvatica L.)
leaves, seasonal variations and response to changing
ozone concentrations in air // Plant Cell Environ.
1996. V. 19. P. 321–328.

Murmanis L., Sachs J.B. Seasonal development of second�
ary xylem in Pinus strobus L. // Wood Sci. Technol.
1969. V. 3. P. 177–193.

Rice!Evans C.A., Miller N.J., Paganga G. Antioxidant prop�
erties of phenolic compounds // Trends Plant Sci. 1997.
V. 2. P. 152–159.

Schoch G., Goepfert S., Morant M., Hehn F., Meyer D. et al.
CYP08A3 from Arabidopsis thaliana is a 3�hydroxylase
of phenolic esters, a missing link in the phenylpro�



260

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 4  2012

АНТОНОВА и др.

panoid pathway // J. Biol. Chem. 2001. V. 276.
P. 566–574. 

Shann J.R., Blum U. The utilization of exogenously sup�
plied ferulic acid in lignin biosynthesis // Phytochemis�
try. 1987. V. 26. P. 2977–2982.

Takahama U. Regulation of peroxidase�dependent oxida�
tion of phenolics by ascorbic acid: different effects of
ascorbic acid on the oxidation of coniferyl alcohol by
apoplastic soluble and cell wall�bound peroxidase from
epicotyls of Vigna angularis // Plant Cell Physiol. 1993.
V. 34. P. 809–817. 

Takahama U., Oniki T. A Peroxidase�phenolics�ascorbate
system can scavenge hydrogen peroxide in plant cells //
Physiol. Plant. 1997. V. 101. P. 845–852.

Tamagnon L., Mtrida A., Stacey N., Plaskitt K., Parr A.,
Chang C.!F., Lynn D., Dow J.M., Roberts K., Martin C.
Inhibition of phenolic acid metabolism results in pre�
cocious cell death and altered cell morphology in leaves
of transgenic tobacco plants // Plant Cell. 1998. V. 10.
P. 1801–1816. 

Teutonico R.A., Dudley M.W., Orr J.D., Lynn D.G.,
Binns A.N. Activity and accumulation of cell division–
promoting phenolics in tobacco tissue cultures // Plant
Physiol. 1991. V. 97. P. 288–297. 

Vincent D., Lapierre C., Pollet B., Cornic G., Negroni L.,
Zivy M. Water deficits affect caffeate o�methyltrans�
ferase, lignification, and related enzymes in maize
leaves. A proteomic investigation // Plant Physiology.
2005. V. 137. P. 949–960. 

Vsughan R.F.T., Butt V.S. The hydroxylation of p�coumaric
acid by an enzyme from leaves of spinach beet (Beta
vulgaris L.) // Biochem J. 1969. V. 113. P. 109–115. 

Waldron K.W., Ng A., Parker M.L., Parr A.J. Ferulic acid
dehydrodimers in the cell walls of Beta vulgaris and their
possible role in texture // J. Sci. Food Agric. 1997. V. 74.
P. 221–228. 

Wallace G., Fry S.C. Phenolic compounds of the plant cell
wall // Int. Rev. Cytol. 1994. V. 151. P. 229–267. 

Whetten R., Sederoff R. Lignin boisythesis // The Plant Cell.
1995. V. 7. P. 1001–1013. 

Weidner S., Amorowicz R., Karama M., Fraczek E. Changes
in endogenous phenolic acids during development of
Secale cereale caryopses and after dehydration treat�
ment of unripe rye grains // Plant Physiol. Biochem.
2000. V. 38. № 7–8. P. 595–602. 

Wodzicki T.J., Brown C.L. Organization and breakdown of
the protoplast during maturation of pine tracheids //
Amer. J. Bot. V. 60. № 7. P. 631–640.

Ye Z.!N., Kneusel R.E., Matern U., Varner J.E. An alterna�
tive mutilation pathway in lignin biosyntheses in
Zinnia // Plant Cell. 1994. V. 6. P. 1427–1439.

Zahner R. Internal moisture stress and wood formation in
conifers // For. Prod. J. 1963. V. 13. P. 240–247. 

Zarra I., Sa?nсhеz М., E. Quejieiro E., Реña M.J., Revilla G.
The cell wall  stiffening mechanism in Pinus pinaster
Aiton: regulation by apoplastic levels of ascorbate and
hydrogen peroxide // J. Sci. Food Agric. 1999. V. 79.
P. 416– 420. 

Changes in Phenolic Acids during Maturation and Lignification of Scots Pine Xylem
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Abstract—The content and fractional composition of alcohol soluble phenolic acids (PhA) in cells with dif�
ferent degree maturation and lignification in the course of early and late timber formation in the pine (Pinus
sylvestris) during vegetation were studied. Phenolic compounds (PhC), extracted by 80% ethanol, were divid�
ed into free and bound fractions of PhA. In turn, the esters and ethers were isolated from bound PhA. The
contents of all substances were calculated per dry weight and per cell. Considerable differences have been
found to exist in both the contents and the composition of the fractions PhA on successive stages of tracheid
maturation of early and late xylem. Early timber tracheids at all secondary wall thickening steps contained
PhC less and free PhA more than late timber tracheids. Throughout earlytimber tracheid maturation, the
pool of free PhA per cell declined at the beginning of lignification and then increased gradually while that of
bound PhA decreased. The maturation of late timber trecheids were accompanied by the rise of free PhA pool
and the diminution of bound PhA pool. In the composition of bound PhA, the ethers were always dominant,
and the amount of that in early timber cells was less than in late timber cells. The cells of early xylem at all
steps of maturation contained more of ester. The sum total of free hydroxycinnamic acids, precursors of
monolignols, gradually decreased during early xylem lignification as the result of the reduction of the pools
of p�coumaric, caffeic, ferulic and synapic acids, while that of their ester rised. In the course of late xylem
lignification, the pools of free p�coumaric, ferulic and, especially, synapic acids increased. Simultaneously,
the amount of ferulic acid ester and synapic acid ether increased too. According to the data, lignin biosyn�
thesis in early xylem and late xylem occurs with different dynamics and the structure of lignins of two xylem
types might be different too.

Keywords: Pinus sylvestris L., early and late xylem, secondary thickening and lignification, phenol�carbonic
acids.
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ВВЕДЕНИЕ

Явление миграции ядерного материала от од�
ной материнской клетки пыльцы к другой, извест�
ное как цитомиксис, довольно широко распро�
странено в природе и описано у многих видов рас�
тений (Kamra, 1960; Heslop�Harrison, 1966; Shnai�
der, 1975). Как правило, оно наблюдается в самих
материнских клетках пыльцы (Caetano�Pereira, Pa�
gliarini, 1997). Чаще всего цитомиксис происходит
в профазе первого мейотического деления (Bau�
chan, 1987; Feijo, Pais, 1995). Несколькими автора�
ми были описаны случаи миграции ядерного со�
держимого на других фазах мейоза, в том числе и
на стадии тетрад (Falistocco и др., 1995). Цитомик�
сис характеризуется передвижением хроматина
или хромосом между ближайшими мейоцитами
через цитоплазматические каналы или межклеточ�
ные мостики. Однако в некоторых случаях во вре�
мя мейоза плазмодесмы сохраняются и увеличива�
ются в размерах, формируя цитомиктические со�
единения. Они получили название цитомикти�
ческих каналов, их ширина позволяет осуществ�
лять продвижение органелл цитоплазмы, а в неко�
торых случаях и хроматина (Risueno и др., 1969).
Тем не менее сохранность цитомиктических кана�
лов оказывает большое влияние на процесс мейо�
за, его конечный результат и в целом на генератив�
ное развитие данного вида. Цитомиксис чаще

встречается у видов с нестабильным геномом, а
именно у гаплоидов, анэуплоидов, гибридов, му�
тантов, триплоидов и апомиктов (Mantu, Sharma,
1983). Известны примеры того, что полиплоидные
формы чаще проявляют цитомиксис, чем дипло�
идные (Basavaiah, 1987; Sheidai, 2007, 2009).

Кунжут (Sesamum indicum L.) – древнее маслич�
ное растение, однако пока слабо подвергшееся се�
лекции. Фактически кунжут – сельскохозяйствен�
ная культура главным образом развивающихся
стран, хотя его выращивают на протяжении от
40° северной широты до 40° южной широты; но в
этих странах недостаточно средств для долговре�
менной поддержки исследовательских программ
по выведению новых форм. Китай и Индия явля�
ются основными производителями кунжута в мире
(FAO, 2004). Вместе с тем он не входит в число обя�
зательных культур для международных научных
центров растениеводства (IAEA, 2001). Семена
кунжута отличаются высоким качеством жиров и
белков. Кунжутное масло составляет примерно по�
ловину веса семян, оно способно долго храниться,
так как содержит природные антиоксиданты, та�
кие как сезамолин и сезамин (Kamal�Eldin, 1995).
Тем не менее, кунжут не признают заслуживаю�
щим внимания при разработке исследовательских
программ.

ВОЗНИКНОВЕНИЕ ЦИТОМИКСИСА ВЛИЯЕТ НА МИКРОСПОРОГЕНЕЗ 
У Sesamum indicum L. (Pedaliaceae)
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Цитомиксис был обнаружен при микроспорогенезе у растений кунжута (Sesamum indicum L.), отно�
сящемуся к семейству Pedaliaceae. Явление цитомиксиса наблюдалось на разных фазах мейоза в
растениях из семян, обработанных 0.5% азидом натрия. Цитомиксис проявлялся при образовании
цитоплазматических каналов и при непосредственном слиянии материнских клеток пыльцы, при�
чем первый вариант встречался гораздо чаще. Миграция ядерного содержимого от донора к клетке
(клеткам)�рецепторам охватывала все хромосомы или часть хроматина. Также наблюдалось некото�
рое количество совершенно пустых мейоцитов. При обработке азидом в различных концентрациях
было выявлено слипание, нарушенное и замедленное движение хромосом, нарушение его ориента�
ции и микроядра. При повышении дозы азида натрия заметно возрастал процент материнских кле�
ток пыльцы, у которых обнаруживались цитомиксис и нарушения хромосом. Цитомиксис приво�
дил к нарушению мейоза, снижению жизнеспособности пыльцы и появлению пыльцевых зерен
различного размера.

Ключевые слова: азид натрия, цитомиксис, кунжут, микроспорогенез. 
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Данная работа посвящена последствиям цито�
миксиса в связи с прохождением мейоза и после�
дующей репродуктивной способностью данного
вида. Цель исследования – провести сравнитель�
ный анализ частоты встречаемости цитомиксиса в
материнских клетках пыльцы у растений с мутант�
ными фенотипами и изучить особенности его про�
явления на уровне хромосом, а также возможные
генетические причины его возникновения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Семена кунжута были получены из Региональ�
ной станции Национального бюро Генетических
Ресурсов Растений (Akola, Maharashtra) и Сельско�
хозяйственного CSA Университета (Canpur). 

Обработка семян.

Семена предварительно намачивали в воде, об�
сушивали фильтровальной бумагой и погружали в
0.5%�ный раствор азида натрия на 3, 5 и 7 ч. Затем
семена тщательно промывали водопроводной во�
дой и раскладывали для прорастания в чашки Пет�
ри на влажную фильтровальную бумагу. Контроль�
ные и опытные чашки помещали в термостат. Про�
росшие семена высевали для получения зацве�
тающих растений.

Цитологические исследования.

Цветочные бутоны нужного размера фиксиро�
вали в жидкости Карнуа (уксусная кислота : этило�
вый спирт 1 : 3). Для приготовления давленых пре�
паратов пыльников применяли 2% ацетокармин. В
каждой пробе было 3–5 бутонов. Стадии мейоза в
пыльниках смотрели у материнских клеток пыль�
цы на давленых препаратах. Частоту встречаемо�
сти цитомиксиса в профазе I определяли в 200–
400 материнских клетках пыльцы из каждого
пыльника. Фертильность пыльцы оценивали по
окрашиваемости ацетокармином, поскольку сте�
рильная пыльца не окрашивалась, а фертильная
была окрашена в красный цвет. Кроме того, отме�
чали морфологические показатели у изучаемых
растений. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

У растений кунжута цитомиксис охватывал от 2
до 5 материнских клеток пыльцы в виде цитомик�
тических каналов. Иногда прилежащие материн�
ские клетки пыльцы соединялись двумя (или боль�
ше) слившимися каналами различной ширины. В
некоторых случаях они были настолько широки�
ми, что прилегающие мейоциты имели тенденцию
к взаимному слиянию, чтобы облегчить перенос
хроматина, а иногда происходило даже прямое
слияние материнских клеток пыльцы в агрегаты,
состоящие из двух и трех клеток (рис. 1L и 2U).
Спонтанное передвижение хроматина чаще имело
место во время мейоза I и очень редко – во время
мейоза II, причем более интенсивно на ранних фа�
зах (в лептотене и метафазе I). Миграция хромати�
на происходила всегда в одном направлении – от
донора к клетке�рецептору. В большинстве клеток
миграция была неполной и совсем пустые мейоци�
ты встречались очень редко (рис. 2N). Кроме того
были обнаружены случаи соединения цитоплазмы
материнских клеток пыльцы на различных фазах
мейоза (рис. 2V, 2W и 2X). 

Явление цитомиксиса в материнских клетках
пыльцы было изучено в зависимости от длитель�
ности обработки семян азидом натрия. Оказалось,
что оно гораздо чаще происходит после 7�часовой
обработки, чем при более коротких экспозициях
(таблица). Судя по частоте встречаемости анома�
лий мейоза на фазах от пахитены до тетрад, в этом
варианте опыта аберрации преобладают. Частота
встречаемости аберрантных материнских клеток
пыльцы в диплотене/метафазе, анафазе I и анафа�
зе II выше, чем в нормальных материнских клетках
пыльцы. Отмечены различные структурные абер�
рации хромосом. При диакинезе был виден один
квадривалент и чаще – два унивалента. В некото�
рых клетках вместо 13 бивалентов при диакинезе и
в метафазе I обнаружено всего 12 бивалентов.
Можно также заметить раннее продвижение хро�
мосом вверх и отсутствие движения бивалентов к
метафазной пластинке (рис. 1I и 1J). В некоторых
случаях не присходило расхождения хромосом.

Действие 0.5% азида натрия на различные показатели у растений кунжута

Дозы 
обработки

Число 
изучен�
ных ма�
терин�

ских 
клеток 

пыльцы

Доля 
клеток с 

цито�
микси�
сом, %

Фер�
тиль�
ность 
пыль�
цы, %

Хромосомные аномалии, %

Слипа�
ние

Задер�
жанное 
расхож�

дение

Нару�
шение 
ориен�
тации

Унива�
ленты

Мости�
ки

Квадри�
валент

Микро�
ядра

Другие 
анома�

лии

Контроль 178 0.6 98.00 – – – – – – –

3 ч 186 3.8 84.4 2.0 – 1.2 1.4 – – 2.5 0.6

5 ч 159 5.4 76.2 2.9 1.1 1.8 1.6 – 0.5 3.7 0.8

7 ч 165 9.2 66.6 3.4 1.4 3.1 2.0 0.86 0.8 5.8 1.4
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Рис. 1 (A–L). Мейоз у растений кунжута. Материнские клетки пыльцы на различных фазах мейоза. 
А. Материнская клетка пыльцы в норме, содержащая 13 хромосом.
В. Метафаза I в норме.
С. Вторичная ассоциация в метафазе I.
D. Анафаза I в норме.
E. Слипание в анафазе I. 
F. Нарушение ориентации в анафазе I.
G. Миграция ядерного материала к периферии клетки.
Н. Нарушение ориентации в анафазе I.
I. Образование мультивалентов. 
J. Замедленное движение в метафазе I. 
K. Слипание в анафазе I c задержкой расхождения к полюсам. 
L. Слияние клеток, видны микроядра. 
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Рис. 2 (М–Х). Материнские клетки пыльцы на различных этапах цитомиксиса.
М. Цитомиксис в цепочке из трех клеток.
N. Свободная материнская клетка пыльцы с перенесенным ядерным материалом. 
О. Цитоплазматическая связь между двумя клетками.
Р. Материнские клетки пыльцы, в которых произошел случайный цитомиксис.
Q. Клетки на начальном этапе цитомиксиса. 
R. Миграция через цитомиктический канал. 
S. Перенос хроматина по широкому каналу. 
Т. Боковой контакт.
U. Слияние клеток.
V. Образование цепочки клеток в метафазе. 
W. Боковое слияние в метафазе I.
X. Цитомиксис на поздней телофазе II. 
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Анафаза I и анафаза II характеризуются замедлен�
ным расхождением хромосом к полюсам, наличи�
ем мостиков, фрагментов и частичным нарушени�
ем ориентации. Во время анафазы I у небольшой
части клеток отмечено неравное распределение
хроматина. На всех фазах мейоза I и мейоза II ча�
сто происходит слипание матрикса хромосом. В
результате всех описанных нарушений на различ�
ных этапах микроспорогенеза к концу его форми�
руются аномальные микроспоры с микроядрами,
что в дальнейшем приведет к развитию пыльцевых
зерен, имеющих и разный размер и, по�видимому,
разное содержание хроматина. Судя по окрашива�
емости пыльцы ацетокармином, с увеличением
срока обработки азидом натрия фертильность
пыльцы имеет тенденцию снижаться. Все пере�
численные аномалии свидетельствуют о генетиче�
ски несбалансированной природе пыльцы. Хотя
доля окрашенных клеток велика, обнаруженные
нарушения соответствуют уровню фертильности
пыльцевых зерен. Размер пыльцевых зерен варьи�
рует от 24 до 40 мкм. Меньшие по размеру зерна
обычно нежизнеспособны, но больший размер
еще не гарантирует их жизнеспособность. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Цитомиксис был открыт у Crocus sativus L. (Ko�
rnike, 1901). С тех пор это явление чаще всего опи�
сывают во время микроспорогенеза у многих рас�
тений (Omara, 1976; Bedi, 1990; Ghamma, Talaat,
2003). Кроме того, цитомиксис был обнаружен в
клетках тапетума (Cooper, 1952), меристеме
(Bobak, 1978), в эпидермисе листа и прилегающем
к нему слое клеток (Tarkowaska, 1960), а также в
клетках завязи (Koul, 1990). Сообщалось также,
что у полиплоидных растений цитомиксис встре�
чается чаще, чем у диплоидных (Singhal, 2008). Ци�
тологически проявления цитомиксиса в мейозе у
растений кунжута весьма разнообразны. Можно
предположить, что в профазе I вероятнее всего от
клетки к клетке передвигаются не отдельные хро�
мосомы, а хромосомы внутри ядра, включая и
ядерную оболочку. Будучи прикреплены к ядерной
оболочке, хромосомы следуют внутри нее через
цитомиктический канал. Однако перенос ядерно�
го материала происходил не только в первой и вто�
рой профазах, то есть при сохранении ядерной
оболочки, но и на мобильных фазах мейоза, когда
ядерная оболочка отсутствует.
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Рис. 3. Действие 0.5% азида натрия на цитомиксис и стерильность пыльцы у  кунжута.
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Дальнейшая судьба мигрировавших хромосом
не совсем ясна. Было показано, что такие допол�
нительные хромосомы, полученные клеткой, оста�
ются в цитоплазме в том же состоянии спирализа�
ции, в котором они были во время переноса, после
чего они либо дегенерируют, либо образуют пик�
нотические капельки (Kostritsyna и др., 1991). Вме�
сте с тем нельзя исключить возможность их слия�
ния с ядром клетки�рецептора (Bione и др., 2000). 

У растений с отклонениями морфогенеза от
нормы и проявлением цитомиксиса в различной
степени, описаны другие аномалии мейоза, такие
как деформация ядра в профазе II и дезориентация
веретена во время мейоза II (Shamina и др., 2000,
2006). Это наблюдение подтверждается тем, что в
контрольных растениях встречаемость цитомик�
сиса не возрастает. Указанные нарушения ведут к
появлению аномалий различного происхождения
на стадии тетрад, и потому практически невозмож�
но установить на этой стадии, какие именно по�
следствия вызваны исключительно миграцией
хромосом. 

Одной из характеристик цитомиксиса при ци�
тологическом изучении является направление
движения ядра, его частей и хромосом. По наблю�
дениям некоторых исследователей ядра и ядерный
материал мигрируют в определенном направле�
нии, и образуются цепочки клеток, объединенных
между собой мигрировавшими хромосомами. Дру�
гие авторы настаивают на том, что все межклеточ�
ные миграции происходят случайно и что направ�
ление их движения не детерминировано (Romanov,
Orlova, 1971). Согласно нашим наблюдениям,
можно выявить некоторую тенденцию в направ�
ленности межклеточной миграции. На препаратах
видно, что цепочки клеток чаще всего объединены
передвигавшимися хромосомами в местах контак�
тов клеток. Ядра в таких клетках мигрируют в од�
ном направлении. Однако наряду с этими наблю�
дениями в малом проценте случаев можно видеть
клетки, которые являются рецепторами для двух
соседних клеток, или даже пару клеток, которые
“обмениваются” своим ядерным материалом. По
нашему мнению цитомиксис начинается локально
в каком�то месте пыльника (не обязательно только
в одном) и распространяется радиально, вовлекая
в миграцию все новые и новые мейоциты.

Наши данные ясно указывают, что у растений
кунжута высокий уровень цитомиксиса был обу�
словлен повышением дозы азида натрия. Опреде�
ленный вклад в вариабильность цитомиксиса мо�
жет внести и ее воздействие на экспрессию генов,
контролирующих этот признак. Межклеточная
миграция ядерного материала достигает максиму�
ма в середине профазы I; однако такая миграция
может наблюдаться и на всех последующих фазах
мейоза, в том числе и на стадии тетрад. Очевидно,
что к последствиям цитомиксиса, обнаруживае�

мым на стадии тетрад, следует отнести цитопласты
и полиады. 
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Induction of Cytomixis Affects Microsporogenesis
in Sesamum indicum L. (Pedaliaceae)

       Girjesh Kumar and Ram Singh Yadav
      Department of Botany, Plant Genetics Laboratory University of Allahabad, Allahabad!211002, U.P., India

      e!mail: ramsyadav.au@mail.com

Abstract—Cytomixis was recorded during microsporogenesis in sesame (Sesamum indicum L.), a member of
the family Pedaliaceae. The phenomenon of cytomixis was observed at various stages of meiosis in 0.5% So�
dium azide (SA) treated populations of Sesamum indicum L. Cytomixis was observed to occur through various
methods, i.e. by forming cytoplasmic channels and direct fusion of pollen mother cells (PMCs), the former
was more frequent than the latter. The migration of nuclear content involved all the chromatin/chromosomes
or part of it from donor to recipient cell/cells. Some completely empty meiocytes were also observed. Stick�
iness, precocious movement, laggards, unorientation and micronuclei were observed in almost all the sets
treated with various doses of SA. Increase in the doses of SA had a positive effect on the percentage of PMCs
showing cytomixis and chromosomal abnormalities. The impact of cytomixis on meiotic behaviour, reduced
pollen viability and heterogeneous sized pollen grains were observed.

Keywords: sodium azide, cytomixis, sesame, microsporogenesis.
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Плюрипотентные стволовые клетки млекопи�
тающих способны активно и неограниченно про�
лиферировать и дифференцироваться в различные
типы клеток в культуре in vitro. Скорость роста
плюрипотентных стволовых клеток сопоставима с
таковой для раковых клеток. Структура клеточно�
го цикла плюрипотентных стволовых клеток имеет

уникальные характеристики и значительно отли�
чается от клеточного цикла нормальных соматиче�
ских клеток (Savatier et al., 1994; 1996; Jirmanova
et al., 2002). Большую часть всего времени клеточ�
ного цикла плюрипотентные стволовые клетки на�
ходятся в Sфазе, а G1� и G2�периоды у них значи�
тельно сокращены по сравнению с соответствую�
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Плюрипотентные стволовые клетки млекопитающих способны неограниченно пролиферировать и
дифференцироваться в различные типы клеток в культуре in vitro. Однако дифференцировка плю�
рипотентных клеток in vitro в большинстве случаев является асинхронной и неполной, а остаточные
недифференцированные клетки при трансплантации реципиентам инициируют развитие тератом.
Эти особенности плюрипотентных стволовых клеток ограничивают развитие безопасных техноло�
гий клеточной терапии на основе плюрипотентных стволовых клеток. Учитывая значительное сход�
ство скорости роста плюрипотентных столовых и раковых клеток, мы исследовали антипролифера�
тивные и цитотоксические эффекты различных типов цитостатиков (митомицина С, этопозида,
винбластина, циклогексимида) на недифференцированные и дифференцирующиеся эмбриональ�
ные стволовые, эмбриональные герминативные клетки, клетки бластоцист мыши, а также на тера�
токарциномные клетки и эмбриональные фибробласты мыши. Все использованные цитостатики
наряду с антипролиферативными эффектами вызывали острые токсические процессы в недиффе�
ренцированных плюрипотентных стволовых клетках мыши и клетках тератокарциномы, тогда как
в дифференцирующихся эмбриональных стволовых клетках и эмбриональных фибробластах их эф�
фекты были значительно слабее. Кроме того, клетки трофобласта бластоцист мыши были менее
чувствительны к повреждающим эффектам цитостатиков по сравнению с клетками внутренней
клеточной массы. При изучении отсроченных эффектов цитостатиков на недифференцированные
эмбриональные стволовые клетки и эмбриональные фибробласты было обнаружено, что воздей�
ствие митомицина, этопозида и винбластина, но не циклогексимида, является необратимым, и вы�
жившие клетки не способны к дальнейшей пролиферации. Тем не менее, число эмбриональных
фибробластов, обработанных этопозидом и винбластином, не изменялось, в то время как недиффе�
ренцированные плюрипотентные клетки, практически полностью подвергались апоптозу. Таким
образом, различные цитотоксические эффекты этопозида и винбластина на недифференцирован�
ные плюрипотентные клетки и дифференцированные эмбриональные клетки позволяют рассмат�
ривать эти цитостатики и их аналоги в качестве препаратов�кандидатов для разработки методов из�
бирательной элиминации остаточных недифференцированных плюрипотентных клеток в популя�
ции дифференцирующихся клеток. Полученные нами данные впервые демонстрируют
возможность селективной элиминации недифференцированных плюрипотентных клеток с исполь�
зованием низкомолекулярных цитостатиков, применяемых в клинической практике. Однако для
увеличения эффективности и безопасности этого подхода и предотвращения мутагенных, канцеро�
генных и тератогенных эффектов цитостатиков на плюрипотентные стволовые клетки и их диффе�
ренцированные клетки�производные необходимы широкомасштабные исследования цитостатиче�
ских эффектов при различных дозах и схемах воздействия.

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки, бластоциста, эмбриональные герминативные
клетки, тератокарцинома, цитостатики, митомицин, этопозид, винбластин, циклогексимид, рети�
ноевая кислота, дифференцировка, цитотоксичность, эмбриотоксичность. 
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щими фазами клеточного цикла соматических
клеток. Фактически, разделившиеся клетки всту�
пают в новый раунд репликации ДНК практиче�
ски сразу после завершения предыдущего митоза
(Savatier et al., 1994.1996; Burdon et al., 2002; Stead
et al., 2002; White et al., 2005; Fluckiger et al., 2006;
Becker et al., 2006; Гордеева и др., 2011). В отличие
от раковых клеток плюрипотентные стволовые
клетки способны к спонтанной и индуцированной
дифференцировке. Однако даже при индуциро�
ванной различными факторами дифференцировке
некоторые клетки остаются недифференцирован�
ными, т.е. дифференцировка плюрипотентных
клеток in vitro в большинстве случаев является
асинхронной и неполной (Brederlau et al., 2006;
Boyd et al., 2008; Sundberg et al., 2011). Причины
этого явления неясны, но оно в значительной мере
ограничивает развитие технологий клеточной те�
рапии на основе плюрипотентных стволовых кле�
ток, т.к. остаточные недифференцированные клет�
ки при трансплантации инициируют развитие те�
ратом. 

Для развития безопасных клеточных техноло�
гий на основе плюрипотеных стволовых клеток
используют несколько стратегий, направленных
на устранение остаточных недифференцирован�
ных клеток из популяции дифференцирующихся
клеток. Селекция определенных клеточных типов
с помощью клеточных сортеров и генетическая
модификация клеточных линий с помощью раз�
личных “суицидальных” конструкций являются
перспективными методами, однако имеют ряд не�
достатков, которые ограничивают их эффектив�
ность (Kiuru et al., 2009; Tang et al., 2011). 

С другой стороны, для ингибирования проли�
ферации раковых клеток разработаны и продолжа�
ют разрабатываться препараты с различными ме�
ханизмами действия (Vander Heiden, 2011). Учиты�
вая значительное сходство скорости роста
плюрипотентных столовых и раковых клеток,
представляет интерес изучение эффектов различ�
ных групп цитостатических препаратов на недиф�
ференцированные и дифференцирующиеся плю�
рипотентные стволовые клетки. В представленной
работе исследованы эффекты различных типов
цитостатиков, применяемых в клинической прак�
тике для химиотерапии различных опухолей: ал�
килирующих агентов, образующих сшивки в
структуре ДНК (митомицин С), ингибиторов то�
поизомеразы II (этопозид), ингибиторов сборки
микротрубочек (винбластин) и ингибиторов син�
теза белков (циклогексимид). Задачей нашего ис�
следования являлось изучение прямых и отсро�
ченных антипролиферативных и токсических эф�
фектов разных типов цитостатиков на

плюрипотеные эмбриональные стволовые (ЭСК),
эмбриональные герминативные клетки (ЭГК) и
клетки внутренней массы бластоцист мыши, а так�
же на опухолевые клетки линии тератокарциномы
(ЭТК) мыши и на нетрансформированные эмбри�
ональные фибробласты мыши (МЭФ). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток in vitro. В работе были
использованы ЭСК мыши линии R1, ЭГК мыши
линии EGC�10, любезно предоставленные докто�
ром А. Макларен (А. McLaren, WTCR Institute of
Cancer and Developmental Biology, Cambridge, UK).
ЭТК мыши линии F9 получены из Российской
коллекции клеточных культур (Банк клеточных
культур Института цитологии РАН, Санкт�Петер�
бург). Плюрипотентные клеточные линии мыши
культивировали в среде DMEM, содержащей
1 мМ L�глутамина, 0.1 мМ заменимых аминокис�
лот, 0.1 мМ β�меркаптоэтанола и 15% телячьей фе�
тальной сыворотки (“HyClone”, США). Недиффе�
ренцированные плюрипотентные стволовые клет�
ки мыши поддерживали на фидере из первичных
эмбриональных фибробластов мыши, инактиви�
рованных митомицином С (10 мкг/мл, “Sigma”). В
течение экспериментов ЭСК и ЭГК мыши культи�
вировали в бесфидерной системе, в среде с факто�
ром ингибирования лейкемии (leukemia inhibitory
factor, LIF, 10 нг/мл, “Sigma”). МЭФ и ЭТК F9
культивировали в среде для плюрипотентных кле�
ток без LIF. Для изучения влияния цитостатиков
на дифференцированные клетки ЭСК R1 предва�
рительно индуцировали к дифференцировке рети�
ноевой кислотой (10–6 М, “Sigma”) в течение 3 су�
ток. На 4 сутки культивирования среду, содержа�
щую ретиноевую кислоту, заменяли на стан�
дартную среду для культивирования плюрипо�
тентных клеток и добавляли цитостатики. 

Получение и культивирование доимплантацион3
ных эмбрионов мышей. В работе использовали мы�
шей линии C57Bl/6 из питомника лабораторных
животных НПП “Пущино” ФИБХ РАН. Все экс�
перименты проводили в соответствии с требова�
ниями биоэтического комитета Института. Для
получения эмбрионов с датированным сроком бе�
ременности животных спаривали, день обнаруже�
ния копулятивной пробки считали стадией Е 0.5.
Эмбрионы мышей на стадии бластоцисты (стадия
E 4.0) извлекали из матки самки и культивировали
в течение суток до их вылупления из блестящей
оболочки в среде для культивирования плюрипо�
тентных клеток в 4�луночных планшетах (“Nunc”,
Дания). В каждой группе использовали по 15 эм�
брионов.
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Изучение эффектов цитостатиков. Для изучения
цитостатических эффектов использовали митоми�
цин С, этопозид, винбластин, циклогексимид (все
“Sigma”). На основании данных литературы из
базы данных TOXNET, U.S. National Library of
Medicine, National Institutes of Health (http://tox�
net.nlm.nih.gov/) для используемых нами цитоста�
тиков были выбраны активные дозы соответ�
ствующих препаратов: митомицин С –
10 мкг/мл, этопозид – 10 мкМ, винбластин –
10 мкг/мл, циклогексимид – 10 мкг/мл. Все экс�
перименты были повторены дважды. 

ЭСК, ЭГК и ЭТК высевали на планшеты плот�
ностью 20 тыс. клеток/см2 (“Greinerbio”, Герма�
ния). После достижения культурами 30–40% кон�
флюэнтности (через 30–33 ч) их культивировали в
течение 24 ч в среде с цитостатиками, затем отмы�
вали клетки средой и культивировали следующие
24 ч в среде без цитостатиков. По завершении экс�
перимента подсчитывали число живых клеток с
помощью красителя трипанового синего. В вы�
живших плюрипотентных и тератокарциномных
клетках выявляли активность щелочной фосфата�
зы. При изучении отсроченных эффектов цитоста�
тиков МЭФ и ЭСК подвергали действию цитоста�
тиков в тех же концентрациях в течение 24 ч, а за�
тем культивировали в стандартной среде без
цитостатиков в течение последующих 5 суток. 

Статистический анализ скорости роста клеточ�
ных культур проводили с использованием ANOVA
и парного критерия Стьюдента. Различия считали
достоверными при вероятности нулевой гипотезы
р < 0.01. 

Гистохимический анализ активности щелочной
фосфатазы. Клетки фиксировали 3%�ным раство�
ром параформальдегида в фосфатно�солевом бу�
фере (“Sigma”) в течение 20 мин. После промывки
в фосфатно�солевом буфере образцы инкубирова�
ли в растворе, содержащем 10 мл 0.02 М буфера
трис�HCl (pH 8.6), 1 мг нафтола AS�BI�фосфата и
5 мг красителя Fast Red�TR (“Sigma”), в течение
30–40 мин при температуре 37°С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Токсические и антипролиферативные эффекты
цитостатиков на недифференцированные ЭСК,
ЭГК, ЭТК и бластоцисты мыши. Влияние цитоста�
тиков на плюрипотентные клетки исследовали на
бластоцистах мыши (Е 4.0) и линиях плюрипо�
тентных клеток, происходящих их различных ис�
точников: ЭСК – из внутренней клеточной массы
бластоцист, а ЭГК – из ранних первичных поло�
вых клеток. Кроме того, в работе были использова�
ны нуллипотентные ЭТК, являющиеся трансфор�

мированными аналогами плюрипотентных ство�
ловых клеток, утратившими способность к
дифференцировке. Для изучения антипролифера�
тивных эффектов были использованы цитостати�
ки с различными механизмами действия. В наших
предыдущих исследованиях было установлено, что
клетки всех используемых линий (R1, EGC�10 и
F9) имеют практически идентичную структуру
клеточного цикла с преимущественным нахожде�
нием клеток в S фазе и сходные профили экспрес�
сии специфических генов (Гордеева и др., 2011). В
экспериментах была использована следующая схе�
ма: посев клеток в одинаковой плотности 

культивирование недифференцированных
ЭСК, ЭГК и ЭТК до достижения 30–40% кофлю�
энтности культуры  воздействие цитостатиков
в течение 24 ч  отмена цитостатиков и культи�
вирование в стандартной среде в течение последу�
ющих 24 ч. После завершения экспериментов под�
считывали число жизнеспособных клеток и выяв�
ляли в них актиктивность щелочной фосфатазы. 

Анализ клеточного роста показал, что эффекты
всех изучаемых цитостатиков были сходными для
ЭСК, ЭГК и ЭТК. Наибольшие токсические и ан�
типролиферативные эффекты оказывали митоми�
цин С и этопозид, т.к. после их воздействия выжи�
вали не более 1–2% клеток (рис. 1 и 2). Воздей�
ствие винбластина также подавляло рост и
усиливало гибель клеток: лишь 1–4% клеток оста�
вались жизнеспособными (рис. 1 и 2). Следует от�
метить, что эффекты винбластина на ЭСК, ЭГК и
ЭТК различались: наибольшую чувствительность
проявляли ЭСК и ЭГК (2.4–2.9% жизнеспособных
клеток), наименьшую – ЭТК (7.7%). После воз�
действия циклогексимида на ЭСК, ЭГК и ЭТК мы
наблюдали наибольшее число жизнеспособных
клеток по сравнению с другими цитостатиками
(рис. 1 и 2). 

При воздействии изучаемых веществ на бласто�
цисты мыши никаких морфологических измене�
ний в эмбрионах мы не наблюдали в течение 24 ч
культивирования, и в связи с этим время экспози�
ции эмбрионов было увеличено до 48 ч. В течение
этого времени бластоцисты прикреплялись к под�
ложке планшета, и в ходе этого процесса наруша�
лась целостность трофобласта бластоцисты. По
истечении 48 ч воздействия и последующих 24 ч
культивирования бластоцист в среде без цитоста�
тиков плюрипотентные клетки внутренней кле�
точной массы полностью погибали, тогда как
клетки трофобласта оставались жизнеспособными
(рис. 2). 

Таким образом, наши эксперименты показали,
что все использованные в работе цитостатики на�
ряду с антипролиферативными эффектами вызы�
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Контроль Митомицин С Этопозид Винбластин Циклогексимид

ЭСК R1

ЭГК

EGC�10

ЭТК F9

Бластоцисты

24 ч

48 ч

Рис. 1. Активность щелочной фосфатазы в недифференцированных плюрипотентных клетках мыши ЭСК R1, ЭГК
EGC�10 и опухолевых клетках мыши ЭТК F9, подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 ч. Морфология бла�
стоцист мыши, подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 и 48 ч. Масштаб: 100 мкм.

Рис. 2. Число жизнеспособных клеток ЭСК R1, ЭГК EGC�10 и ЭТК F9 в культурах, подвергшихся воздействию цитоста�
тиков в течение 24 ч, а затем культивируемых в течение 24 ч в стандартной среде. По оси ординат – доля жизнеспособных
клеток в процентах от контроля. Обозначения: К – контроль (100%); М – митомицин; Э – этопозид; В – винбластин;
Ц – циклогексимид. На гистограммах указаны точные значения процентных долей. 
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вают острые токсические процессы в плюрипо�
тентных стволовых клетках мыши, а также в их
опухолевых аналогах – ЭТК. Клетки трофобласта
бластоцисты способны эффективно защищать
внутреннюю клеточную массу от токсического
действия цитостатиков при условии сохранения
целостности трофоэктодермы. Клетки трофобла�
ста менее чувствительны к повреждающим эффек�
там цитостатиков и лучше выживали по сравне�
нию с клетками внутренней клеточной массы.

Чувствительность дифференцирующихся ЭСК и
МЭФ к действию различных типов цитостатиков.
Далее мы исследовали эффекты цитостатиков на
дифференцированные клетки – эмбриональные
фибробласты (эмбриональная мезенхима, стадия
E 13.5) и на ЭСК, стимулированные к дифферен�
цировке ретиноевой кислотой. Культуры ЭСК,
подвергшиеся воздействию ретиноевой кислоты в

течение 3 сут, представляли собой смешанные по�
пуляции, состоящие из дифференцированных,
дифференцирующихся и недифференцированных
клеток. Доля недифференцированных клеток с
высокой активностью щелочной фосфатазы была
довольно высока на этой стадии дифференциров�
ки (рис. 3). Изучение воздействия цитостатиков на
МЭФ показало, что все вещества ингибируют про�
лиферативную активность клеток, но, в отличие от
плюрипотентных и тератокарциномных клеток, не
вызывают массовую клеточную гибель. Следует
отметить, что все использованные цитостатики,
независимо от механизма их токсического дей�
ствия, ингибировали рост МЭФ на 30% по сравне�
нию с контролем (рис. 4). 

После воздействия цитостатиков на культуры
ЭСК, предварительно индуцированых к диффе�
ренцировке ретиноевой кислотой, было обнару�

Контроль Митомицин С Этопозид Винбластин Циклогексимид

МЭФ

дЭСК

Рис. 3. Активность щелочной фосфатазы в ЭСК R1, индуцированных к дифференцировке ретиноевой кислотой, а затем
подвергшихся воздействию цитостатиков в течение 24 ч. Морфология МЭФ, подвергшихся воздействию цитостатиков
в течение 24 ч. Масштаб: 100 мкм.

Рис. 4. Анализ роста дифференцированных ЭСК R1 и МЭФ, после воздействия цитостатиков в течение 24 ч. По оси ор�
динат – доля жизнеспособных клеток в процентах от контроля. Обозначения: К – контроль (100%); М – митомицин; Э –
этопозид; В – винбластин; Ц – циклогексимид. На гистограммах указаны точные значения процентных долей. 
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жено, что основной мишенью токсического дей�
ствия являлись недифференцированные клетки,
т.к. в опытных клеточных культурах сохранялись
лишь единичные клетки, в которых была выявлена
активность щелочной фосфатазы (рис. 3). Причем
наибольшее число жизнеспособных недифферен�
цированных клеток сохранялось в клеточных
культурах, обработанных циклогексимидом, как и
при описанных выше воздействиях на недиффе�
ренцированные ЭСК. В целом, после воздействия
цитостатиков на популяции дифференцирующих�
ся ЭСК число жизнеспособных клеток было зна�
чительно больше, чем после действия на недиффе�
ренцированные плюрипотентные стволовые клет�
ки, т.к. дифференцирующиеся и дифферен�
цированные ЭСК, как и МЭФ, были более устой�
чивы к действию цитостатиков (рис. 4).

Суммируя полученные результаты, можно сде�
лать вывод, что все использованные цитостатики в
выбранных дозах вызывают острые токсические
эффекты в недифференцированных плюрипо�
тентных стволовых клетках, тогда как в дифферен�
цирующихся и дифференцированных эмбрио�
нальных клетках, способных к пролиферации, их
эффекты были значительно слабее. 

Отсроченные эффекты цитостатиков на ЭСК и
МЭФ. Для выявления отсроченных эффектов ци�
тостатиков мы исследовали выживаемость и рост
недифференцированных ЭСК и МЭФ через
5 суток после воздействия. Результаты показали,
что воздействие митомицина С на ЭСК приводило
к полной гибели клеток, тогда как число жизне�
способных клеток, подвергшихся действию вин�
бластина, не изменялось (рис. 5 и 6а). Однако чис�
ло клеток в популяциях, подвергшихся воздей�
ствию этопозида и циклогексимида, возрастало

соответственно в 2 и 53 раза по сравнению с их
числом, обнаруженным через 24 ч культивирова�
ния после отмены цитостатиков (рис. 6а, 6б). Сто�
ит отметить, что, несмотря на значительный рост
ЭСК, подвергшихся действию циклогексимида,
он был существенно ниже, чем в контроле
(Рис. 6б). 

Изучение отсроченных эффектов цитостатиков
на МЭФ показало, что, несмотря на незначитель�
ное снижение роста клеток (30%) в течение первых
24 ч после воздействия всех цитостатиков, на 5 сут�
ки после отмены цитостатиков их эффекты суще�
ственно различались. Наибольший цитотоксиче�
ский эффект проявлял митомицин С, т.к. на 5 сут
после воздействия выживали только 6% клеток по
сравнению с контролем и их число снижалось в
6 раз по сравнению с числом клеток через 24 ч по�
сле воздействия (рис. 5 и 6в). Число МЭФ на 5 сут
после воздействия этопозида и винбластина не из�
менялось по сравнению с числом клеток через 24 ч
после отмены цитостатиков, однако было в 2.5–
3 раза ниже, чем в контроле (Рис. 5 и 6в). Наимень�
ший отсроченный цитотоксический эффект на
МЭФ проявлял циклогексимид. Число клеток на
5 сут после воздействия циклогексимида было
практически одинаковым с контролем (91%), что
свидетельствует об обратимости антипролифера�
тивного и цитотоксического эффектов циклогек�
симида на МЭФ (рис. 5 и 6в). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В основе токсического действия цитостатиков
лежит их способность повреждать генетический
материал клеток или нарушать аппарат, обеспечи�
вающий их пролиферацию, а также метаболизм

Рис. 5. Отдаленные эффекты цитостатиков в ЭСК R1 и МЭФ. Активность щелочной фосфатазы в ЭСК R1 и морфология
МЭФ на 5 сут после отмены воздействия цитостаитиков. Масштаб: 100 мкм.

Контроль Митомицин С Этопозид Винбластин Циклогексимид

МЭФ

ЭСК R1



274

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 4  2012

ГОРДЕЕВА

клетки. Наиболее чувствительными к цитотокси�
ческому и генотоксическому действию цитостати�
ков являются активно делящиеся клетки в эмбри�
онах и в обновляющихся тканях взрослого орга�
низма. Последствия повреждений в клетках
зависят от дозы цитостатиков и времени их воз�
действия. Высокие дозы вызывают антипролифе�
ративный эффект и гибель клеток, более низкие –
мутагенное, канцерогенное или тератогенное дей�
ствие. Проведенные эксперименты по изучению
эффектов цитостатиков с различными механизма�
ми действия на недифференцированные плюри�
потентные клетки мыши, а также клетки терато�
карциномы показали, что их чувствительность к
использованным цитостатикам была сходной, не�
смотря на различное происхождение изучаемых
клеточных линий. Это можно объяснить тем, что
все используемые линии имеют значительное
сходство структуры их клеточного цикла (Гордеева
и др., 2011). Время воздействия цитостатиков в
эксперименте составляло 24 ч, что значительно
больше времени удвоения популяции для ЭСК,
ЭГК и ЭТК (14–16 ч) и длительности их клеточно�
го цикла (11–14 ч). Таким образом, вероятность
повреждения активно делящихся недифференци�
рованных клеток была очень высока. В выбранных
дозах все цитостатики проявляли острый цитоток�
сический эффект в недифференцированных ЭСК,
ЭГК и ЭТК. Однако при тех же условиях (дозы и
время экспозиции) воздействия цитостатиков на
МЭФ и ЭСК, индуцированные к дифференциров�
ке ретиноевой кислотой, их цитотоксические и
атипролиферативные эффекты были значительно
менее выражены. В основном, клеточной мише�

нью цитотоксического действия цитостатиков бы�
ли остаточные недифференцированные клетки в
популяциях дифференцирующихся ЭСК, тогда
как дифференцированные клетки – производные
ЭСК, как и МЭФ, были менее чувствительны к по�
вреждающему действию. Эти эффекты можно
объяснить несколькими причинами. Во�первых,
изменениями пролиферативной активности, т.к. в
ходе дифференцировки ЭСК скорость их роста за�
медляется, продолжительность их клеточного
цикла удлиняется и увеличивается доля клеток в
G1/G0 периоде клеточного цикла (Savatier et al.,
1994, 1996; Jirmanova et al., 2002). Так в МЭФ, име�
ющих значительно более длинный клеточный
цикл (время удвоения популяции 24–26 ч), воз�
действие всех цитостатиков в течение 24 ч не при�
водило к значительному снижению роста клеток.
Кроме того, дифференцированные клетки могут
переходить в G0 фазу клеточного цикла и стано�
виться нечувствительными к повреждающему дей�
ствию цитостатиков. Все эти изменения могут
приводить к уменьшению вероятности поврежде�
ния клеток в период митоза. Во�вторых, снижение
чувствительности клеток к цитостатикам может
быть обусловлено и изменениями в регуляции кле�
точной гибели. Известно, что в недифференциро�
ванных ЭСК повреждения ДНК не репарируются,
и клетки подвергаются апоптозу, тогда как в диф�
ференцирующихся ЭСК нарушения ДНК репари�
руются, и клетки продолжают двигаться по кле�
точному циклу (Burdon et al., 2002; Fluckiger et al.,
2006; Becker et al., 2006; Chuykin et al., 2008; Mom�
cilovic et al., 2009). 

Рис. 6. Анализ отдаленных антипролиферативных и цитотоксических эффектов цитостатиков на рост ЭСК R1 (а, б) и
МЭФ (в) на 5 сут после воздействия. По оси ординат – число жизнеспособных клеток, умноженное на 104. Обозначения:
К1, К5 – контроль на 1 и 5 сут после отмены цитостатиков; М1, М5 – митомицин; Э1, Э5 – этопозид; В1, В5 – винбла�
стин; Ц1, Ц5 – циклогексимид. * – различия статистически достоверны при р < 0.01.
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При изучении отсроченных эффектов цитоста�
тиков на МЭФ и недифференцированные ЭСК
было обнаружено, что воздействие митомицина,
этопозида и винбластина является необратимым,
и выжившие клетки не способны к дальнейшей
пролиферации. Напротив, эффекты циклогекси�
мида были обратимы: и МЭФ, и ЭСК быстро вос�
станавливали свой рост после его отмены. Тем не
менее, число МЭФ, обработанных этопозидом и
винбластином, оставалось на 5 сут таким же, как и
через 24 ч после отмены цитостатиков, что свиде�
тельствует о том, что эти цитостатики в выбранных
дозах оказывают скорее антипролиферативный,
но не цитотоксический эффект на дифференциро�
ванные эмбриональные клетки. В то же время, не�
дифференцированные плюрипотентные клетки,
подвергшиеся действию этих цитостатиков, прак�
тически полностью подвергаются апоптозу, а вы�
жившие не способны к дальнейшей пролифера�
ции. Эти результаты находятся в соответствии с
полученными ранее данными о различных эффек�
тах этопозида на недифференцированные ЭСК че�
ловека и дифференцированные из ЭСК гемопоэ�
тические клетки (Bueno et al., 2009). Таким обра�
зом, различные цитотоксические эффекты
этопозида и винбластина на недифференцирован�
ные плюрипотентные клетки и дифференциро�
ванные эмбриональные клетки позволяют рас�
сматривать эти цитостатики и их аналоги в каче�
стве препаратов�кандидатов для разработки
методов избирательной элиминации остаточных
недифференцированных плюрипотентных клеток
из популяции дифференцирующихся клеток. 

Ранее было показано, что этопозид, синтетиче�
ский аналог растительного токсина подофилло�
токсина, ингибирует топоизомеразу II, блокирует
клетки в S и G2 стадии клеточного цикла, а также
индуцирует апоптоз, ингибируя синтез белков
Mdm2 (Arriola et al., 1999; Ahn et al., 2011). Этопо�
зид одобрен к применению для лечения мелкокле�
точного и немелкоклеточного рака легких, рака
желудка, молочной железы и репродуктивных ор�
ганов, лимфогранулематоза, неходжкинских лим�
фом, нелимфобластных лейкозов, сарком, ней�
робластом, хориокарцином (Perry, 2008). Однако
он обладает высокой эмбриотоксичностью и тера�
тогенностью (Nagao et al., 1999; Palo et al., 2005;
Moneypenny et al., 2006; Bueno et al, 2009). Тем не
менее, несмотря на сильный цитотоксический эф�
фект этопозида, его генотоксические эффекты не
столь выражены. Показано, что в ЭСК мыши c но�
каутной инактивацией гена p53, воздействие это�
позида не приводило к увеличению уровня мута�
ций в гене Hprt (Corbet et al., 1995). С другой сторо�
ны, в ЭСК человека и их клетках�производных

этопозид индуцировал различные перестройки в
гене MLL, которые не имели селективного пре�
имущества при последующем культивировании,
но при хроническом воздействии этопозида число
клеток с различными хромосомными аномалиями
все же возрастало (Bueno et al., 2009). 

Подобно этопозиду, растительный токсин вин�
бластин – ингибитор сборки микротрубочек –
широко применяется для лечения различных опу�
холей. Однако цитотоксические и тератогенные
эффекты винбластина в половых клетках и ранних
эмбрионах млекопитающих хорошо известны
(Drasga et al., 1983; Russo et al., 1988; Weng et al.,
1991; Jagetia et al., 1996; Palo et al., 2011). Кроме то�
го, при воздействии винбластина на беременных
мышей была обнаружена его высокая нейроток�
сичность, приводящая к морфофункциональным
изменениям в мозгу потомков, а также нарушени�
ям в их поведении (Van Calsteren et al., 2009; Nam
et al., 2010). В этом контексте, при использовании
винбластина для селективной элиминации недиф�
ференцированных клеток из популяции клеток,
дифференцированных из плюрипотентных ство�
ловых клеток in vitro, необходимо учитывать эти
побочные эффекты для предотвращения риска
структурно�функциональных нарушений в ней�
ральных или других типах дифференцированных
клеток.

Полученные нами данные впервые демонстри�
руют возможность селективной элиминации не�
дифференцированных плюрипотентных клеток с
использованием низкомолекулярных цитостати�
ков, применяемых в клинической практике. Одна�
ко для увеличения эффективности и безопасности
этого подхода и предотвращения мутагенных, кан�
церогенных и тератогенных эффектов цитостати�
ков необходимы детальные исследования их эф�
фектов при различных дозах и схемах воздействия
на плюрипотентные стволовые клетки и диффе�
ренцированные клетки�производные. 

Работа поддержана Российским фондом фун�
даментальных исследований (проект № 11�04�
00379�а).
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Abstract—Pluripotent stem cells are able to proliferate indefinitely and differentiate in vitro into various cell
types. However, in most cases in vitro differentiation of the pluripotent stem cells is asynchronous and incom�
plete, and the residual undifferentiated cells can initiate teratoma development after transplantation into re�
cipients. These features of the pluripotent stem cells are the major issue for development of safe cell therapy
technologies based on pluripotent stem cells. Considering significant resemblance of growth rates of pluripo�
tent stem and cancer cells we investigated antiproliferative and cytotoxic effects of different type cytostatics
(mitomycin C, etoposide, vinblastine and cycloheximide) on the undifferentiated and differentiating mouse
embryonic stem cells, embryonic germ cells, blastocyst and on mouse embryonal teratocarcinoma cells and
mouse embryonic fibroblasts. The findings showed that all cytostatics used induced both antiproliferative ef�
fects and acute toxic processes in undifferentiated pluripotent stem cells and embryonal teratocarcinoma cells
whereas these effects were less in differentiating embryonic stem cells and embryonic fibroblast. Moreover,
the trophoblast cells of mouse blastocysts were less sensitive to damaging effects of cytostatics than inner cell
mass cells. The examination of deferred effects of cytostatics revealed that the effects of mitomycin C, etopo�
side and vinblastine, but not cycloheximide, were irreversible because survived cells were not able to prolifer�
ate. Nevertheless, the numbers of embryonic fibroblasts exposed to etoposide or vinblastine remained un�
changed while vast majority of undifferentiated pluripotent cells treated underwent apoptosis. Thus, diverse
effects of etoposide and vinblastine on the undifferentiated pluripotent stem cells and differentiated embry�
onic cells allow us to consider these cytostatics and their analogs as drug�candidates for selective elimination
of the residual undifferentiated pluripotent stem cells from population of differentiating cells. These findings
demonstrate for the first time the possibility of selective elimination of undifferentiated pluripotent stem cells
using cytostatic drugs approved for clinic practice. However, to improve effectiveness and safety of this ap�
proach and to prevent mutagenic, carcinogenic and teratogenic effects on undifferentiated pluripotent stem
cells and their differentiated cell derivatives large�scale studies of cytostatic effects using different experimen�
tal design and active doses must be performed.

Keywords: embryonic stem cells, blastocyst, embryonic germ cells, teratocarcinoma, cytostatics, mitomycin C,
etoposide, vinblastine, cycloheximide, retinoid acid, differentiation, cytotoxicity, embryotoxicity.
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Одноклеточные микроорганизмы представля�
ют собой типичный пример системы с индуциро�
ванным синтезом ДНК и являются удобным объ�
ектом для изучения механизмов передачи и реа�
лизации митогенного сигнала в клетках эукариот. 

В предыдущем исследовании мы обнаружили
различия в действии кофеина на Tetrahymena pyri
formis, стимулированные и не стимулированные
эпидермальным фактором роста (ЭФР). Тогда же
было показано, что ингибиторы PLC и PKC (со�
единение U73122 и хелететрин соответственно)
существенно замедляют скорость синтеза ДНК
(Шемарова и др., 2008). В клетках позвоночных
животных действие PLC и PKC на пролиферацию
связывают, прежде всего, с их способностью фос�
форилировать субстраты, изменение активности
которых в свою очередь влияет на активность
Са2+�зависимых МАР�киназ (Heo et al., 2006; Lee
et al., 2006). У одноклеточных изменение актив�
ности Са2+�зависимых киназ, вызванное повы�
шением концентрации ионов Ca2+, также являет�
ся индуктором различных программируемых
процессов (Шемарова, Нестеров, 2005), включая
пролиферацию (Roisin et al., 2000). В связи с вы�
шеизложенным, нам представлялось важным
продолжить начатые исследования и выяснить,
каким образом повлияет на синтез ДНК предоб�
работка T. pyriformis активатором и ингибиторами
Са2+�каналов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Экспериментальная часть работы была выпол�
нена на инфузориях Tetrahymena pyriformis (амик�
ронуклеусный штамм GL), выращиваемых аксе�
нически при 28°С в среде следующего состава:
100 мг/л NaCl, 10 мг/л KCl, 10 мг/л CaCl2 и MgCl2,
20 мг/л NaHCO3, 1 г/л сухого экстракта бычьей
печени (“Difco”, США), 15 г/л пептона (Richter,
Венгрия), 2 г/л сухого дрожжевого экстракта
(“Serva”, Германия) и 0.1 мл/л трисульфона. Усло�
вия выращивания клеток описаны ранее (Шема�
рова и др., 2002). В качестве исходной использо�
вали 48�часовую культуру, в которой клетки нахо�
дились в стационарной фазе роста (Ирлина,
Меркулова, 1975). В опытные пробы объемом
5.0 мл добавляли 0.01 мл тестируемых веществ:
500 мМ кофеина, 2.5 мМ верапамила, 50 мМ хло�
ристого никеля, 62.5 мМ хлористого кадмия.
Пробы инкубировали 30 мин при 28°С, затем
центрифугировали 5 мин при 2000 об/мин, после
чего отмывали от веществ минеральной средой
Лозина�Лозинского и повторно центрифугирова�
ли при тех же условиях. К осадку опытных и кон�
трольных клеток объемом 0.3 мл добавляли 0.7 мл
свежей питательной среды (СПС). Сразу после
добавления СПС 0.05 мл культуры из контроль�
ной пробы фиксировали на предметном стекле
(два микропрепарата) для последующего опреде�
ления содержания ДНК в ядрах тетрахимен в
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Установлено, что у инфузорий T. pyriformis под действием активатора (кофеина) и ингибиторов
Ca+�каналов (верапамила), NiCl2 и CdCl2 происходит изменение содержания ДНК в макронукле�
усах. Кофеин (10 мМ) стимулирует синтез ДНК. Верапамил (5 мкМ), CdCl2 (125 мкМ), NiCl2
(100 мкМ) понижают содержание ДНК в макронуклеусах уже к 30 мин после пролиферативной сти�
муляции. К 4 ч инкубации в макронуклеусах тетрахимен, предобработанных верапамилом, содер�
жится в среднем на 10% меньше ДНК, чем в контрольных клетках. Клетки, предобработанные
CdCl2 и NiCl2, отличаются от контрольных более низким содержанием ДНК практически на всех
исследуемых сроках, но к 4 ч, восстанавливают уровень ядерной ДНК. Предполагается, что переда�
ча пролиферативных сигналов у T. pyriformis носит Са2+�зависимый характер.

Ключевые слова: Tetrahymena pyriformis, внутриклеточная сигнализация, пролиферация, Ca2+, кофе�
ин, верапамил, Сd2+, Ni2+, клеточный цикл. 
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стартовой точке (0 мин). В дальнейшем отбор и
фиксацию опытных проб проводили через каж�
дые 30 мин на протяжении 4 ч культивирования
тетрахимен при 28°С. Измерение содержания
ДНК проводили в фиксированных жидкостью
Карнуа и окрашенных по Фельгену микропрепа�
ратах методом одноволновой абсорбционной
цитофотометрии с использованием ядерных
зондов диаметром 4, 6, 8 и 10 мкм. При этом из�
меряемые ядра инфузорий вписывались цели�
ком в подобранные к их размеру зонды. Основ�
ная масса ядер вписывалась в зонды диаметром
6, 8 и 10 мкм. Фотометрирование ядер произво�
дилось при 550 нм с использованием 50× объек�
тива. Содержание ДНК определяли по формуле:
Q = D × S, где D – оптическая плотность, созда�
ваемая в пределах описывающих его зонда, а S –
площадь зонда.

Данные представлены в виде среднеарифмети�
ческих значений и их ошибок, вычисленных по
результатам измерения содержания ДНК в
100 клетках с обозначением доверительного ин�
тервала (x ± Ѕx). Достоверность различия средних
оценивали по t�критерию Стьюдента. 

В работе использовали неорганические соли
производства “Вектон” (Санкт�Петербург). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Действие кофеина. В данных экспериментах
мы изучали митогенное действие кофеина
(10 мМ) на клетки, индуцированные к росту пу�
тем их переноса в СПС. В концентрации 10 мМ
кофеин стимулировал синтез ДНК (таблица).
Увеличение синтеза ДНК в опытных культурах
отмечали уже через 0.5 ч от начала эксперимента.
При этом относительное содержание ДНК в клет�
ках, прединкубированных с кофеином, относи�
тельно контроля составило 122%. Повышенное
содержание ДНК в опытных пробах отмечали
практически на протяжении всего периода на�

блюдения (7 сроков из 8), причем на сроках 2.5 и
4 ч наблюдали наличие двух максимумов в содер�
жании ДНК, превышающие максимум в контро�
ле на 21 и 25% соответственно. 

Из гистограмм распределения клеток по со�
держанию ДНК видно следующее. Во�первых,
под действием кофеина по сравнению с контро�
лем происходит более массовое и раннее вступле�
ние клеток в фазу G2 клеточного цикла, что может

Влияние кофеина и ингибиторов Са2+�каналов на содержание ДНК (отн. ед.) в ядрах Tetrahymena pyriformis

Сроки 
фиксации 
клеток, ч

Контроль Верапамил Кофеин Cd2+ Ni2+

0 4.87 ± 0.16 – – – –

0.5 5.48 ± 0.16 4.75 ± 0.18 6.69 ± 0.16 4.53 ± 0.18 4.78 ± 0.15

1.0 5.54 ± 0.14 5.16 ± 0.15 6.69 ± 0.20 4.73 ± 0.17 5.44 ± 0.14

1.5 5.82 ± 0.14 4.68 ± 0.14 6.30 ± 0.17 5.24 ± 0.17 5.43 ± 0.19

2.0 5.44 ± 0.13 5.26 ± 0.14 6.35 ± 0.18 5.32 ± 0.16 4.59 ± 0.14

2.5 5.02 ± 0.15 5.62 ± 0.15 7.28 ± 0.18 5.15 ± 0.16 4.98 ± 0.15

3.0 6.00 ± 0.17 5.75 ± 0.15 6.34 ± 0.19 5.26 ± 0.18 5.24 ± 0.15

3.5 5.24 ± 0.15 5.03 ± 0.15 5.69 ± 0.14 6.12 ± 0.18 5.44 ± 0.16

4.0 5.40 ± 0.19 4.79 ± 0.16 7.51 ± 0.16 5.82 ± 0.19 5.35 ± 0.15
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Рис. 1. Распределение клеток T. pyriformis по содержа�
нию ДНК без обработки (а) и после их предобработки
10 мМ кофеином через 0.5 ч после культивирования в
СПС (б).
По оси абсцисс – содержание ДНК, отн. ед. По оси
ординат – количество клеток, % (для рис. 1–5).

(а)
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свидетельствовать о его синхронизирующем и
митогенном действии на тетрахимен (рис. 1а, 1б).
Во�вторых, под действием кофеина клетки быст�
рее вступают в фазу синтеза ДНК и соответствен�
но в фазу деления. На это указывает распределе�
ние опытных и контрольных клеток по фазам
клеточного цикла на сроке 2.5 ч (рис. 2а, 2б). Из
данных гистограммы видно, что на этом сроке
большая часть популяции опытных клеток нахо�
дилась в фазах G2/S и G2, в то время как контроль�
ные клетки – в фазах G1/S и S. Лишь к 3�м ч в кон�
трольной популяции стали появляться клетки,
характеризующиеся удвоенным, постсинтетиче�
ским количеством ДНК в фазе G2. В�третьих, под
действием кофеина происходит более раннее
вступление клеток во второй клеточный цикл, на
что указывает большее по сравнению с контролем
количество опытных клеток, перешедших в
фазу G2 клеточного цикла к 4�м ч культивирония
(данные не показаны).

Полученные данные говорят о том, что в поро�
говых концентрациях кофеин стимулирует син�
тез ядерной ДНК у T. pyriformis. В литературе име�
ются примеры, свидетельствующие о митогенном
действии физиологических концентраций кофе�
ина на клетки. В частности, отмечено, что воздей�
ствие 20 мМ кофеина на первичную культуру
стромальных клеток простаты стимулирует про�
лиферацию (Wu et al., 2005). Сходный эффект ко�
феина выявлен и в отношении небласттрансфор�
мированных клеток млекопитающих (Chiarella,
Puglisi, 2004; Sacks et al., 2008), почкующихся
дрожжей Saccharomyces cerevisiae (Martin et al.,
2000; Kim et al., 2008), инфузорий Tetrahymena
thermophila (Yakisich et al., 2006) и бактерий
(Lawrence et al., 2005). В то же время имеются ука�
зания и на возможность ингибирующего дей�
ствия кофеина на рост клеток разных типов (Isfort
et al., 1996; Desfrere et al., 2007), в том числе и кле�
ток низших эукариот (Yeung et al., 2006). 

Рис. 2. Распределение клеток T. pyriformis по содержанию ДНК без обработки (а) и после их предобработки 10 мМ ко�
феином через 2.5 ч после культивирования в СПС (б).

(а)

(б)
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Механизм митогенного действия кофеина на
клетки преимущественно связывают с его Са2+�
мобилизующей функцией и коактивацией проли�
феративных сигнальных путей, зависимых от
кальциевого сигнала. На это указывает корреля�
ция между степенью стимуляции рецепторов
факторов роста, внутриклеточной концентраци�
ей Са2+ и активностью протеинкиназ (Ragel et al.,
2007; Furuhashi et al., 2008; Ge et al., 2009). Инги�
бирующий эффект кофеина на рост клеток может
быть обусловлен как его воздействием на генети�
ческий аппарат клетки через Са2+�зависимый ме�
ханизм регуляции экспрессии генов раннего от�
вета (Isfort et al., 1996), так и прямым блокирую�
щим действием на ключевые ядерные киназы
(Lambert, Carr, 2005). По�видимому, характер от�
вета клеток на воздействие кофеином зависит от
видовых особенностей клеточных систем и от его
концентрации. 

Интересно, что экспериментальные данные,
полученные на одноклеточных организмах, пол�

ностью подтверждают участие Са2+ в процессах
регуляции событий клеточного цикла. Так, име�
ются указания на то, что изменение концентра�
ции ионов Са2+ влияет на продолжительность
клеточного цикла у одноклеточной водоросли
Crypthecodinium cohnii (Yeung et al., 2006), дрожжей
Saccharomyces cerevisiae (Martin et al., 2000; Kim
et al., 2008) и инфузорий Tetrahymena thermophila
(Yakisich et al., 2006). Пути воздействия кофеина
на протистов практически не изучены, но имеют�
ся основания полагать, что в основе его действия
на синтез ДНК лежат Са2+�зависимые механизмы
регуляции активности ядерных киназ, сходные с
таковыми в клетках высших эукариот (Martin
et al., 2000; Yakisich et al., 2006; Kim et al., 2008). 

Действие ингибиторов Са2+�каналов. Для того,
чтобы выяснить, насколько скорость синтеза
ДНК у одноклеточных зависит от вне� и внутри�
клеточного Са2+, в следующей серии эксперимен�
тов культуры тетрахимен мы прединкубировали с
блокаторами Са2+�каналов различных типов. Ре�
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Рис. 3. Распределение клеток T. pyriformis по содержанию ДНК до и после их предобработки 5 мкМ верапамилом (а) и
125 мкМ хлористым кадмием (б) через 0.5 ч после культивирования в СПС.
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зультаты опытов отражены в таблице и на рисун�
ках 3–5.

Все испытуемые ингибиторы (верапамил,
CdCl2 и NiCl2) задерживали вступление клеток в
клеточный цикл (таблица). По сравнению с кон�
тролем на нулевом сроке опытные клетки в при�
сутствии ингибиторов дольше оставались в пре�
репликативном периоде, о чем свидетельствует
отсутствие увеличения содержания ДНК в опыт�
ных клетках на сроке 0.5 ч. В фазу синтеза ДНК
(2 ч культивирования) наименьшее содержание
ДНК отмечено в клетках, прединкубированных с
NiCl2. В этом случае содержание ядерной ДНК в
опытных клетках составило 87% относительно
контроля на том же сроке, в то время как в клет�
ках, прединкубированных с CdCl2 и верапами�
лом, – 97 и 98% соответственно. В постсинтети�
ческую фазу на сроке 3 ч все опытные клетки име�
ли пониженное по сравнению с контролем
содержание ДНК, а именно: клетки, прединкуби�
рованные с CdCl2, содержали в среднем 87%

ДНК, с NiCl2 и верапамилом – 87 и 96% ДНК со�
ответственно. Вступление контрольных клеток в
новый клеточный цикл отмечали на сроке 3.5 ч,
что сопровождалось снижением максимального
содержания ДНК в ядрах клеток. В опытных
клетках снижение максимального уровня ядер�
ной ДНК наблюдали только в клетках, прединку�
бированных с верапамилом, а в клетках, предин�
кубированных с CdCl2 и NiCl2, напротив, отмеча�
ли более высокое содержание ДНК, что может
говорить о разном действии испытуемых ингиби�
торов на тетрахимен (подробнее эти результаты
обсуждаются ниже). 

Анализ распределения клеток по фазам кле�
точного цикла показал, что под действием вера�
памила и CdCl2 сразу после пролиферативной
стимуляции (на сроке 0.5 ч) происходит увеличе�
ние (по сравнению с контролем) доли клеток с
диплоидным содержанием ДНК (рис. 1а и 3а, 3б),
что может быть связано с вступлением в цикл суб�
популяции клеток, перешедших в пререплика�
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Рис. 4. Распределение клеток T. pyriformis по содержанию ДНК без обработки (а) и после их предобработки 100 мкМ
хлористым никелем (б) через 2 ч после культивирования в СПС.
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тивный период в фазе G2/M (Епифанова и др.,
1988). По�видимому, именно они влияют на сме�
щение показателей гистограммы вправо и ниве�
лируют разницу в содержании ДНК в контроль�
ных и опытных пробах на протяжении последую�
щих фаз клеточного цикла. Таким образом,
полученные данные позволяют предполагать, что
верапамил и Cd2+ с одной стороны инициируют
деление клеток, находящихся вне клеточного
цикла в фазе G2/M (абортивное клеточное деле�
ние), но с другой, тормозят синтез ДНК в клетках,
вступивших в клеточный цикл в фазе G1/G0. Что�
бы прояснить ситуацию, требуется использова�
ние более совершенных методов синхронизации
клеточной культуры. Примененный в нашей ра�
боте наиболее щадящий физиологический метод
синхронизации (перенос клеток в свежую пита�
тельную среду) не позволяет на этапе активации
пролиферации получить однородную популяцию
клеток, синхронизированных в фазе G1 клеточно�
го цикла, что затрудняет интерпретацию полу�
ченных результатов (Шемарова и др., 2002). Ин�
тересно, что на сроке 3.5 ч (соответствующем

постмитотической фазе клеточного цикла) в
опытных культурах, прединкубированных с вера�
памилом, обнаруживались полиплоидные клет�
ки. Такие же клетки наблюдали исследователи,
использующие жесткие условия ядерной синхро�
низации (Scherbaum, Zeuthen, 1954; Zeuthen,
1971). По�видимому, их появление обусловлено
нарушением верапамилом репликации ДНК, что
приводит к появлению аберрантных клеток, всту�
пающих в фазу G1 второго клеточного цикла с
удвоенным количеством ДНК. 

В клетках млекопитающих верапамил и Cd2+

инициируют значительно более выраженную за�
держку продвижения клеток по клеточному цик�
лу (Grier, Mastro, 1985; Paquet et al., 1990; Koo
et al., 2008; Singh et al., 2009). Объясняется это
тем, что в систему Ca2+�зависимой регуляции
программируемых клеточных процессов в клет�
ках позвоночных животных включены мембран�
ные белки и гены, предположительно отсутству�
ющие у протистов (Шемарова, Нестеров, 2005). В
частности, у большинства видов одноклеточных
микроорганизмов отсутствуют потенциалуправ�
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ляемые Са2+�каналы (Сa(v)), через которые в
электровозбудимые клетки позвоночных посту�
пают основные потоки внеклеточного кальция.
Однако у инфузорий такие каналы есть (Шемаро�
ва, Нес�теров, 2005), поэтому мы предполагаем
возможность их участия в регуляции Са2+�гомео�
стаза и, следовательно, в контроле программиру�
емых Са2+�зависимых процессов. Полученные в
этом эксперименте данные позволяют полагать,
что регуляция пролиферации у тетрахимен лишь
в незначительной степени зависит от Са2+, посту�
пающего через Ca(v)�каналы. По�видимому по�
ступающий через эти каналы Са2+ участвует пре�
имущественно в регуляции цилиарной активно�
сти, обеспечивающей специфический и
практически мгновенный ответ инфузорий на
механическое раздражение. 

Примечательно, что ионы Сd2+ в наших экспе�
риментах также не оказывали заметного действия
на пролиферацию тетрахимен. Сd2+ относится к
группе неорганических блокаторов неселектив�
ных ионных каналов плазматической мембраны и
модуляторов активности Са2+�каналов L�типа
(Guangqin et al., 2004). На клетки позвоночных
животных Сd2+ оказывает плейотропное дей�
ствие, а в высоких концентрациях вызывает за�
держку клеточного роста и апоптоз (El Azzouzi
et al., 1994; Singh et al., 2009). Мы предполагали
получить результаты, свидетельствующие о сход�
стве в механизмах действия Сd2+ на клетки выс�
ших и низших эукариот. Однако полученные дан�
ные не подтвердили наших предположений. Уче�
тывая результаты по действию на синтез ДНК
верапамила, можно предположить, что внекле�
точный Са2+, который поступает через ионные
каналы плазматической мембраны, используется
исключительно для регуляции мембранной ак�
тивности клеток. 

Интересный результат получен нами и при ис�
пользовании NiCl2, неселективного блокатора
электроуправляемых и емкостных Са2+�каналов.
Важно отметить, что в отличие от Cd2+ и верапа�
мила, Ni2+ в наших экспериментах оказал на син�
тез ДНК длительное ингибирующее действие.
При этом синтез ядерной ДНК снижался, по
крайней мере, на протяжении двух клеточных
циклов (до 4�х ч культивирования). Из представ�
ленных в таблице данных видно, что через 0.5 ч
после пролиферативной стимуляции в опытных
клетках, прединкубированных с Ni2+, содержание
ДНК в ядрах было значительно ниже, чем в кон�
троле. Низкая митотическая активность тетрахи�
мен, преднкубированных с Ni2+, сохранялась на
протяжении всего периода наблюдения (4 ч). По�
казательны и результаты анализа гистограмм рас�
пределения этих клеток по фазам клеточного
цикла. По клеточному циклу продвигалась лишь
незначительная часть популяции клеток (менее
10%), перешедшая в пререпликативный период в

фазе G2/M, (также как и при воздействии верапа�
милом), а остальная часть клеточной популяции
задерживалась на границе фаз G1/S. Особенно на�
глядно это видно из гистограммы, представлен�
ной на рис. 4, демонстрирующей распределение
клеток по содержанию ДНК через 2 ч культивиро�
вания. На момент окончания эксперимента (4 ч),
когда контрольные клетки вступали во второй
клеточный цикл, клетки, прединкубированных с
Ni2+, все еще содержали промежуточное количе�
ство ДНК (рис. 5). 

В литературе имеются примеры подавления
синтеза ДНК под действием Ni2+ (Fischer, Skreb,
2001; Moll et al., 2002; Wong et al., 2006). Большин�
ство авторов связывает это с его блокирующим
действием на Са2+�каналы (Yang et al., 2005; Wong
et al., 2006), хотя имеются доказательства и его
прямого воздействия на генетический аппарат
клетки (Wozniak et al., 2006; Caicedo et al., 2008;
Salnikow, Zhitkovich, 2008).

Считается, что Ni2+ – неселективный блокатор
Са2+�каналов (Wong et al., 2006). Эффективность
Ni2+ как блокатора установлена в отношении Ca2+�
каналов L� и T�типов, а также емкостных Са2+�ка�
налов, управляемых высвобождением Ca2+ из депо
(Clarson et al., 2003; Yang et al., 2005). Причем ин�
гибирующее действие Ni2+ в отношении емкост�
ных Са2+�каналов является наиболее выражен�
ным (Ng, Gurney, 2001; Padar et al., 2005; Yang et al.,
2005). В клетках Metazoa такие каналы локализу�
ются в мембране Са2+�депонирующих структур,
сопряженных с плазматической мембраной (Van�
nier et al., 1999). Важно подчеркнуть, что в их
структуру входят белки TRP, активируемые вре�
менным изменением мембранного потенциала
(Minke, Selinger, 1996; Vannier et al., 1999), поэтому
механизм их регуляции также носит потенциал�
зависимый характер. Последнее позволяет пред�
положить наличие функциональной связи между
изменением мембранного потенциала и ингиби�
рующим действием Ni2+ на синтез ДНК. Ранее мы
уже отмечали значительную роль мембранного
потенциала в сигнальной трансдукции у низших
эукариот и подчеркивали, что особо важное зна�
чение он играет в регуляции Са2+�зависимых про�
граммируемых процессов (Шемарова, 2007). В
этой связи полученные в эксперименте с Ni2+ ре�
зультаты представляется возможным объяснить
следующим образом. Ni2+ вызывает блокаду ем�
костных Са2+�каналов, вследствие чего кальцие�
вые депо, опустошенные в результате деполяри�
зации мембраны в СПС, не заполняются, и мито�
генный сигнал из�за отсутствия кальциевой
волны дальше по сигнальной цепочке не идет.
Исследования с использованием методов визуа�
лизации внутриклеточного Са2+ позволят прояс�
нить этот вопрос.
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Таким образом, на основании полученных ре�
зультатов и литературных данных представляется
возможным полагать, что в T. pyriformis митоген�
ный сигнальный путь носит Са2+�зависимый ха�
рактер. Этот путь активируется кофеином, кото�
рый стимулирует высвобождение Са2+ из внутри�
клеточных депо, и блокируется NiCl2, инги�
битором емкостных Са2+�каналов, которые
управляются высвобождением Са2+ из депо. 
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Influence of Activator and Inhibitors of Ca2+ Channels on Proliferative Activity
in Tetrahymena pyriformis Infusoria

       I. V. Schemarovaa, G. V. Selivanovab, and T. D. Vlasovab

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences 
pr. M. Toreza 44, St. Petersburg, 194223 Russia

      b Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, Tikhoretskii pr. 4, St. Petersburg, 194064 Russia

Abstract—It was determined that change in DNA content in macronuclei occurs in the T. pyriformis infuso�
ria under the influence of an activator (caffeine) and inhibitors of Ca2+ channels (verapamil), NiCl2, and
CdCl2. Caffeine (10 mM) stimulates DNA synthesis. Verapamil (5 µM), CdCl2 (125 µM), and NiCl2
(100 µM) decrease DNA content in macronuclei by 30 min after proliferative stimulation. By 4 h of incuba�
tion, there is, on average, 10% less DNA in macronuclei of Tetrahymena preprocessed with verapamil than
in the control cells. The cells preprocessed with CdCl2 and NiCl2 differ from the control cells by lower DNA
content almost at all studied periods, but they restore the level of nuclear DNA by 4 h. It is assumed that trans�
mission of proliferative signals in the T. pyriformis has a Ca2+�dependent character.

Keywords: Tetrahymena pyriformis, intracellular signaling, proliferation, Ca2+, caffeine, verapamil, Cd2+,
Ni2+, cell cycle.
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Половой диморфизм как частный случай поли�
морфизма привлекает внимание зоологов доволь�
но давно. Феномен различия размеров у самцов и
самок, в частности у млекопитающих, известен с
начала накопления подробных сведений о морфо�
логии отдельных видов. 

В классе млекопитающих Mammalia половой
диморфизм (ПД) в размерах – явление не всеоб�
щее, поскольку у некоторых представителей (се�
мейства землероек Soricidae, бобровых Castoridae,
мышиных Muridae, хомяковых Cricetidae, гиено�
вых Hyaenidae) различия между самцами и самка�
ми почти не выражены, а у некоторых китообраз�
ных (Cetacea) наоборот, самки крупнее самцов. В
то же время в ряде таксономических групп Mam�
malia самцы по размерам ощутимо превосходят са�
мок (отряды Pinnipedia, Carnivora). 

Среди куницеобразных (семейство Mustelidae)
явление размерного полового диморфизма (пре�
обладание самцов в размерах) имеет широкое рас�
пространение. Данной теме посвящено значитель�
ное количество исследований (Шубин, Шубин,

1975; Erlinge, 1979; Moors, 1980; Wiig, 1982; Гераси�
мов, 1983; Dayan, Simberloff, 1994; Holmes, Powell,
1994; Abramov, Tumanov, 2003; Abramov, Puzachen�
ko, 2005; Zalewski, 2007). Однако на примере важ�
ного в практическом отношении пушного вида –
соболя Martes zibellina L. – таких примеров немно�
го и практически все они сосредоточены в книж�
ных изданиях (Тимофеев, Надеев, 1955; Гептнер
и др., 1967; Монахов, Бакеев, 1981; Бакеев и др.,
2003; Монахов, 2006). Журнальных статей по дан�
ному вопросу практически нет (Шубин, Шубин,
1975; Монахов, 2009). Между тем, в последние де�
сятилетия накоплен значительный объем данных
по морфологии этого вида, позволяющий отразить
многие стороны его биологии. В частности, пул
данных по краниометрии, который накоплен на�
ми, охватывает практически весь ареал вида
(47 популяционных группировок от Сахалина и
Камчатки на востоке до Печоры на западе, от Юж�
ного Забайкалья на юге до р. Дудинка на севере.
Кроме того, ведутся исследования морфологии со�
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боля, разводимого специально для получения цен�
ных шкурок в условиях звероферм. 

Не так давно опубликован материал (Монахов,
2009) о географической и хронографической из�
менчивости размерного полового диморфизма,
хронодиморфизме, соболя в западной части ареа�
ла. В данном сообщении мы хотим огласить ре�
зультаты изучения возрастной изменчивости по�
лового диморфизма соболя на примере природных
популяций и зверьков, разводимых на звероферме.
Этот вопрос ранее не исследовался.

В отношении возрастной динамики различий
между самцами и самками предложено “онтогене�
тическое правило полового диморфизма”: “если
по какому�либо признаку существует популяци�
онный половой диморфизм, то в онтогенезе (с воз�
растом) этот признак меняется, как правило, от
женской формы к мужской” (Геодакян, 1983,
1991). Автор теории объясняет ее сущность, упо�
требляя термин “дихронизм” (дихрономорфизм),
понимая его как возрастное запаздывание в разви�
тии признака у женского пола, т. е. доминирование
женской формы диморфного признака в начале
онтогенеза и мужской в конце. Другими словами в
онтогенезе (с возрастом) половой диморфизм дол�
жен усиливаться. Проверку данного утверждения
В.А. Геодакян (1983) проводил на примере антро�
пометрических признаков. 

В литературе по диким хищным млекопитаю�
щим (Carnivora) крайне мало данных о динамике
размеров самцов и самок на протяжении всей жиз�
ни животных (Россолимо, Павлинов, 1974; Павли�
нов, 1977; Hartova et al., 2010), что напрямую связа�
но с точным определением их возраста методом
Клевезаль�Клейненберга (1967), который дает не�
обходимый результат, однако при значительном
объеме материала его применение связано с из�
вестными трудностями. В настоящее время мы
имеем возможность проанализировать такие дан�
ные на примере краниометрических признаков со�
боля в природе и неволе, оценить межполовые раз�
личия в размерах для разных возрастных групп, т.е.
возрастную динамику полового диморфизма. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Изучены значительные по объему выборки че�
репов соболя из региона Урала�Зауралья за 1979–
2002 гг. (n = 2127, хранится в зоологическом музее
ИЭРиЖ УрО РАН, Екатеринбург) и Западного Са�
яна, бассейн р. Кизир, 1977–1981 гг. (n = 211, хра�
нится в ВНИИ охотничьего хозяйства и зверовод�
ства, Киров). Для сравнений привлечена выборка
животных, разводимых на соболеферме Салты�
ковского племенного зверосовхоза Московской
области за 2001–2009 гг. (n = 516, коллекция зоому�
зея ИЭРиЖ УрО РАН, Екатеринбург). Всего ис�
следовано 1921 экз. сеголетков и 933 экз. зверьков
возраста 1–18 лет. Возраст животных из природ�
ных выборок определяли методами В.С. Смирнова

(1960) и Г.А. Клевезаль и С.Е. Клейненберга (1967),
возраст соболей зверосовхоза известен из племен�
ных книг. 

Каждый череп с помощью штангенциркуля с
точностью до 0.1 мм измеряли по 18 промерам:
1) основная длина; 2) кондилобазальная длина
(КБД); 3) общая длина; 4) длина мозговой части;
5) длина лицевой части; 6) длина зубного ряда
верхней челюсти; 7) длина ряда коренных зубов;
8) диаметр затылочного отверстия; 9) длина слухо�
вых барабанов; 10) ширина мозговой капсулы;
11) наибольшая ширина черепа (НШ); 12) ширина
затылочных мыщелков; 13) ширина хоан; 14) ли�
цевая ширина по линиии между скуловыми отвер�
стиями; 15) ширина ряда резцов верхней челюсти;
16) ширина слуховых барабанов; 17) высота в обла�
сти слуховых барабанов (наибольшая высота, НВ);
18) высота в области межглазничного сужения. 

Для оценки величины полового диморфизма
применяли показатель ISD, предложенный Россо�
лимо и Павлиновым (1974): ISD = 100 (X  – X )/
X , где: ISD – величина (индекс) полового димор�
физма (ИПД), выраженный в процентах; X  и
X – средние величины признаков для самцов и
самок. Подобный показатель, апробированный
многими исследователями (Holmes, Powell, 1994;
Abramov, Tumanov, 2003; Рожнов, Абрамов, 2006),
использовался нами ранее (Монахов, 2009).

Для оценки интенсивности возрастных изме�
нений размеров черепа между двумя возрастно�
половыми группами применяли показатель
удельной скорости роста c по Шмальгаузену
(1935) для стандартных промежутков времени:
c = (lgv – lgv0)/lge; где: v0 и v – величины при�
знаков в начале и в конце наблюдаемого периода
роста, e – основание натурального логарифма. 

В работе для выявления различий и закономер�
ностей применяли статистические возможности
пакета STATISTICA 5.5 для Windows. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Вначале были высчитаны ИПД для всех живот�
ных приуральской выборки и определены величи�
ны межполовых различий. Оказалось, что эти ве�
личины не одинаковы для всех изученных призна�
ков. При цифровой обработке данных было
выявлено, что признак 8 (диаметр затылочного от�
верстия) варьирует в выборках хаотично. Подроб�
ное изучение показало, что это происходит по при�
чине разрушения краев затылочного отверстия
при очистке черепов после выварки. Вследствие
этого данный признак исключен из анализа. 

Исследованные краниометрические признаки
вносят разный вклад в межполовые различия. Так,
у приуральских взрослых соболей (рис. 1а; n =
= 788) наивысшие значения ИПД демонстрируют
не только промеры, имеющие наибольшие вели�
чины (1–5), но и характеризующие длину зубного
ряда (6–7) и высоту черепа (№ 18). Минимальные
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ISD отмечены для признаков 13 (ширина хоан), 10
(ширина мозговой части), 16 (ширина bullae) и 9
(длина bullae). Варьирование среднего ИПД
(8.67%) фиксируется в пределах от 5.34% (признак
16) до 11.49% (признак 18). Абсолютный минимум
показателя 2.49% (признак 13; группа 5+), абсо�
лютный максимум 14.98% (признак 7; группа 9+).

Наивысшие значения ИПД в совхозной попу�
ляции среди взрослых показали (рис. 1б; n = 145) те
же признаки, что и в приуральской (№ 1–7, 18).

Минимальными были значения признаков 16, 9,
15 и 13. Значения остальных – ниже среднего
уровня (7.60%). Варьирование среднего ISD нахо�
дится в пределах от 4.84% (признак 16) до 11.16%
(признак 6). 

Варьирование ИПД у сеголетков в Приуралье
(рис. 1, n = 1339) идет, в целом, также как среди
взрослых, однако у первых средний ИПД ниже
(ISD�JUV = 7.79%). Обратим внимание, что по двум
признакам 5 (длина мозговой части) и 13 (ширина
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Рис. 1. Значения индекса полового диморфизма (%) у сеголетков и взрослых соболей Приуралья (а) и клеточной попу�
ляции (б).
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хоан) показатель для сеголетков выше. В клеточ�
ной популяции средний ИПД у сеголетков выше
(7.90%, n = 371) и по 10 признакам из 17 их показа�
тели превосходят значения для взрослых, при ра�
венстве в трех случаях.

Что касается возрастных изменений размеров
черепа самцов и самок, то их можно оценить по
данным табл. 1. В ней представлены материалы по
всем изученным приуральским (бассейны рек
Лозьва, Демьянка, Юган) популяциям, за исклю�
чением ваховской, образованной байкальскими
интродуцентами, размеры которых существенно
меньше, чем в остальных. По представленным в
таблице данным хорошо различимо увеличение
размеров, в частности, КБД, с возрастом как у сам�
цов (r = 0.79; F1,12 = 20.54; p = 0.00069), так и у самок
(r = 0.65; F1,12 = 8.65; p = 0.0124). При этом соответ�
ствие величин КБД в возрастных группах самцов и
самок оказалось довольно высоким при r = 0.65
(F1,12 = 8.77; p = 0.011). По остальным признакам
статистически значимые положительные корреля�
ции размеров были отмечены (r = 0.56–0.91; p =
= 0.038–0.0003) по семи признакам. Наивысшим
коэффициент корреляции был по признаку 14
(ширина между скуловыми отверстиями, r =
= 0.907), а минимальным по признаку 5 (длина ли�
цевой части, r = 0.558). В одном случае вариация
размеров (признак 18, высота в области межглаз�
ничного сужения) по возрастным группам у сам�
цов и самок проявила статистически значимую от�
рицательную корреляцию r = –0.59 (p = 0.027).
Остальные признаки не показали значимых взаи�
мосвязей (r < 0.49; p > 0.05), т.е. динамика значений

признаков между полами, в основном, не проявля�
ет согласованности.

Различия между размерами черепа самцов и са�
мок высокозначимы (p < 0.001): величины крите�
рия t варьируют, к примеру, по КБД, в возрастных
группах: 6 мес. 41.99; 9 мес. 28.72; 1+ 25.46; до 5.05
в группе 12+. По признаку 11 (НШ) значения t бы�
ли: в группе 6 мес. 31.32; 9 мес. 23.24; 1+ года 19.78;
до 4.47 в группе 12+ (p < 0.001). По наибольшей вы�
соте черепа (№ 17) различия между половыми
группами также высокозначимы: значения t были
26.95; 17.7; 20.18 и 2.41 соответственно. 

Переходя к возрастной динамике ISD (табл. 1),
надо заметить, что его связь с возрастом в природ�
ной популяции оказалась достаточно тесной и зна�
чимой (r = 0.60; F1,12 = 6.78; p = 0.023), что можно
интерпретировать, как положительный возраст�
ной тренд величины ПД. Наивысших значений
ISD достигают в 9�м возрастном классе: 10.14%
(табл. 1).

Обратившись к материалу по клеточной попу�
ляции (данные по возрастным классам, из�за ма�
лого количества животных в каждом из них, при�
шлось объединить в группы, включающие по два–
пять возрастов) заметили динамику размерных по�
казателей, отличную от наблюдавшейся в природ�
ных группировках вида. Оказалось, что увеличе�
ние размеров совхозных соболей происходит у
самцов до возраста 3–5 лет, у самок – 6–9 лет, а в
последующих возрастных группах идет законо�
мерное снижение размеров черепа (табл. 2,
рис. 2б). Корреляции динамики размеров (КБД) с
возрастом: у самцов r = –0.54, у самок r = –0.079,
т.е. процесс уменьшения размеров превалирует над

Таблица 1. Размеры самцов и самок приуральского аборигенного соболя и их различия

Возраст, 
годы

КБД, мм
ИПД %

Число зверьков (n = 1601)

±SE ± SE Всего 

6 мес. 83.43 0.12 76.99 0.10 7.48 334 344 678

9 мес. 83.97 0.19 77.10 0.15 8.03 143 142 285

1 84.25 0.20 77.60 0.17 8.21 111 116 227

2 84.54 0.28 77.34 0.28 8.73 57 35 92

3 85.42 0.33 77.85 0.60 9.25 28 19 47

4 84.75 0.40 78.08 0.41 7.90 27 27 54

5 84.38 0.44 77.46 0.29 8.14 23 31 54

6 85.47 0.33 77.87 0.42 9.30 33 29 62

7 84.85 0.50 77.99 0.41 8.68 14 13 27

8 85.56 0.55 77.99 0.34 8.99 14 15 29

9 86.14 0.60 77.35 0.60 10.14 12 6 18

10 85.32 0.60 77.33 0.52 8.86 6 6 12

11 85.05 0.79 78.60 0.78 8.44 6 2 8

12 87.18 1.46 78.85 0.77 9.77 4 4 8
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увеличением, наблюдаемым в первые годы жизни.
По данным этой же табл. 2, у клеточных соболей
значение ISD (12.18%) наивысшее в 3–5 лет. При�
чем, что совсем не характерно для диких соболей,
наименьшие величины показателей межполовых
различий в совхозной популяции отмечаются не у
сеголетков, а в возрастных группах 6–9 и 13–14 лет
(ISD, < 7.36). Взаимосвязь индекса ПД с возрастом
низкая отрицательная (r = –0.287; F1,4 = 0.36; p =
= 0.581).

Имеющийся у нас материал позволил провести
сравнения размеров черепа среди сеголетков раз�
ных сроков добычи, а значит, и возраста. В табл. 3
для примера используются только три размерных
признака из восемнадцати изученных. Оказалось,
что тренды увеличения размеров характерны в
большей степени самцам. Самки же демонстриру�
ют либо уменьшение, либо хаос. Мы оценили со�
ответствие показателей размеров прибылых между
половыми группами. По признаку 2, КБД, корре�
ляция размеров самок и самцов высокая (r = 0.92;

Таблица 2. Размеры самцов и самок соболя в клеточной популяции и их различия

Возраст, 
годы

КБД, мм
ИПД %

Число зверьков (n = 509)

±SE ± SE Всего 

0 83.31 0.16 76.28 0.14 7.92 197 170 367

3–5 85.53 0.60 75.95 0.39 12.18 16 4 20

6–9 84.02 0.37 78.24 0.71 7.31 14 10 24

10–12 83.55 0.39 76.84 0.32 8.02 16 30 46

13–14 83.00 0.61 76.62 0.29 7.36 8 29 37

15–19 82.73 0.51 75.70 0.54 8.68 12 3 15

 
Таблица 3.  Изменения размеров черепа у сеголетков разных популяций соболя в период с октября по февраль

Месяц года 
(возраст 
в мес.)

Самцы Самки

n КБД ±SE НШ ±SE НВ ±SE n КБД ±SE НШ ±SE НВ ±SE

Зап. Саян (р. Кизир) 1977–1981  N = 99/112

10 (6) 15 78.83 0.59 36.47 0.28 31.63 0.27 25 73.73 0.34 34.83 0.25 29.83 0.18

11 (7) 27 79.05 0.41 36.64 0.16 31.61 0.25 20 74.19 0.73 35.04 0.33 29.99 0.26

12 (8) 20 79.43 0.18 36.58 0.18 31.71 0.20 10 73.21 0.49 34.32 0.21 29.53 0.20

1 (9) 32 80.07 0.33 36.59 0.13 31.38 0.15 45 73.45 0.18 34.60 0.20 29.36 0.10

2 (10) 5 80.18 0.82 36.86 0.19 31.28 0.42 12 73.49 0.53 34.61 9.27 29.61 0.26

р. Вах 1979–1989  N = 100/101

10 (6) 10 81.81 0.55 37.67 0.22 32.07 0.21 10 75.48 0.39 34.09 0.23 30.23 0.22

11 (7) 78 81.40 0.22 36.87 0.12 32.11 0.11 83 74.93 0.19 34.09 0.10 30.06 0.08

12 (8) 3 81.95 0.04 36.33 0.40 30.87 0.31 6 74.43 0.29 33.90 0.28 30.40 0.21

1–2(9–10) 9 82.34 0.39 36.67 0.39 30.71 0.26 2 75.05 1.80 34.25 0.25 28.90 0.42

Приуралье 1979–1989  N = 228/259

10 (6) – – – – – – 7 76.46 0.50 34.73 0.34 30.57 0.29

11 (7) 98 83.41 0.23 36.93 0.11 32.35 0.11 108 77.01 0.18 34.47 0.09 30.47 0.08

12 (8) 54 83.45 0.27 36.91 0.13 32.23 0.13 63 76.51 0.23 34.18 0.12 30.42 0.10

1 (9) 34 84.77 0.33 37.21 0.16 32.57 0.15 41 77.29 0.24 34.70 0.13 30.38 0.13

2 (10) 42 83.63 0.27 37.35 0.17 32.26 0.12 40 77.00 0.27 34.53 0.14 30.18 0.16

Зверосовхоз 2001–2007  N = 197/170

10 (6) 197 83.31 0.16 36.41 0.07 32.65 0.07 170 76.28 0.14 34.49 0.07 30.71 0.07
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R2 = 0.86; F1,12 = 64.95; p = 0.00001). По ширине че�
репа корреляция между полами оказалась низкой
и отрицательной (r = –0.094; p = 0.76), что свиде�
тельствует об отсутствии связи в возрастной дина�
мике признака у самцов и самок. Сравнения по
высоте черепа показало положительную и значи�
мую корреляцию (r = 0.67; R2 = 0.45; F1,12 = 8.85; p =
= 0.0126) между размерами черепа самцов и самок
(табл. 3). 

Если сравнить размеры одновозрастных самцов
и самок прибылых из природных популяций, то
самыми мелкими оказываются зверьки Зап. Сая�
на, самыми крупными – приуральские, а интроду�

центы Ваха имеют промежуточные показатели
(табл. 3). Сеголетки в клеточной популяции (забой
зверьков на товарную продукцию производится
только в октябре, когда возраст прибылых равен
6 месяцам) по размерам ближе к приуральским.

После вычислений ИПД (ISD) сравнили его ди�
намику у сеголетков в трех природных выборках. В
целом выраженность показателя в них различает�
ся: средний ISD выше в Приуралье (7.7%), немного
ниже в бассейне Ваха (7.5%) и самый низкий
(6.6%) в Западном Саяне. Это заметно и по диа�
граммам рис. 3. Во всех трех выборках возрастную
тенденцию к увеличению показателя ПД демон�
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Рис. 2. Соотношение размеров черепа (КБД, мм) и возраста самцов и самок в природных (a) и клеточной (б) популяциях.
Тренды обозначены прерывистыми линиями.
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стрирует признак длины (КБД, № 2) черепа. Такую
же тенденцию, но только для саянской и при�
уральской выборок, показали ширина (НШ, № 11)
и высота (НВ, № 17), но ваховские сеголетки про�
явили тенденцию к уменьшению ISD по ширине и
нечеткую – по высоте черепа. 

Мы вслед за Россолимо и Павлиновым (1974),
сделавшим это для лесной куницы, имеем возмож�
ность оценить возрастные изменения удельной
скорости роста в природных группировках соболя.
Рис. 4 отображает средние удельные скорости из�
менения размеров по 17 краниометрическим при�
знакам для каждой группы возраста до 12+ лет у
самцов и самок соболя, а также их разности (c  –
– c ). Среди сеголетков от 6 до 9 месяцев удельная
скорость роста значительно выше у самцов. В сле�
дующем интервале (от 9 мес. до 1 года) она резко
снижается, причем у самцов значительнее, а у са�
мок снижение продолжается до 2 лет. Далее у сам�
цов идет повышение темпов роста черепа до 3 лет�
него возраста, у самок же до 4 лет. В последующих
возрастных интервалах в скорости роста для обоих
полов фиксируются чередующиеся положитель�
ные и отрицательные тренды, совпадающие лишь
в интервалах 5–6 и 7–8 (повышения), 6–7 и 8–
9 лет (понижения).

Также нами были рассчитаны средние для две�
надцати возрастных групп темпы изменений от�
дельных краниометрических признаков (рис. 5) у
самцов и самок соболя Приуралья. Самцы демон�
стрируют положительную направленность изме�

�

�

нений (рост) по всем признакам, за исключением
наибольшей высоты черепа (которая с возрастом
непрерывно уменьшается), единственный при�
знак, демонстрирующий (также и у самок) посто�
янно отрицательный средний тренд. Наибольшие
коэффициенты роста (более 0.003) показали при�
знаки 1, 2, 3, 4 (длин черепа и мозгового отдела),
14 (ширина между скуловыми отверстиями) и
15 (ширина ряда резцов). Низкие (но положитель�
ные) скорости изменений у самцов отмечены для 7
(длина ряда коренных), 10 (ширина мозговой кап�
сулы) и 18 (высота в области межглазничного
сужения) признаков.

У самок картина возрастных изменений при�
знаков в значительной мере отлична от самцов
(рис. 5). Для шести признаков фиксируются отри�
цательные тренды: по трем из них (№№ 7, 10, 18)
минимальные скорости имеют также и самцы (см.
выше). Признаки 9 (длина bullae) и 12 (ширина
мыщелков) показали самые низкие отрицатель�
ные тренды. В список признаков с наибольшими
коэффициентами роста (более 0.003) у самок попа�
дают лишь два: 5 (длина лицевого отдела) и 13 (ши�
рина хоан). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Для изучаемого в данной работе региона из�
вестно исследование Павлинина (1963), который
нашел межполовые различия у тобольских (M. zi#
bellina zibellina) соболей, равными 8.7%. В моно�
графии Г. Монахова и Бакеева (1981) показано, что
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Рис. 3. Динамика индекса полового диморфизма (ISD, %) по трем краниометрическим признакам у сеголетков разного
срока добычи в западном Саяне, бассейне реки Вах, Приуралье, а также совхозной популяции.
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в трех урало�приобских популяциях вида межпо�
ловые различия варьировали от 6.6 до 9.8%. Сведе�
ния о ПД в двух приуральских популяциях соболя
есть также в статье Павлинова и Россолимо (1979):
для Печоры межполовые различия составили
9.8%, для Свердловской области – 10.0%.

По результатам наших исследований (Монахов,
2009) межполовые различия по КБД в 10 приураль�
ских выборках соболей варьировали от 8.58 до
10.26%, а в шести выборках лесных куниц Martes
martes L. – от 7.64 до 9.11%. Усредненные по десяти

признакам различия ISD по всем изученным вы�
боркам равнялись соответственно 9.03% у соболя и
8.39% у куницы лесной. 

Анализ полученных разными авторами данных
о проявлениях ПД у соболя, позволил предполо�
жить также и многолетнюю временну~ю (хроногра�
фическую) изменчивость ПД, которую можно на�
звать проявлением хронодиморфизма, а также и
возрастную изменчивость феномена. Многолет�
няя динамика ПД была показана нами на примере
ряда десятилетних выборок ХХ в.: большинство
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Рис. 4. Возрастные различия в удельной скорости изменения размеров черепа (c) у самцов и самок соболя в природе. В
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хронотрендов имели возвратно�поступательную
динамику (Монахов, 2009). В отношении возраст�
ных различий в показателях ПД у соболя сведений
в литературе не найдено.

Имеются сведения о размерном ПД у другого
представителя рода – куницы лесной, обитающей
в Приуралье в зоне трансгрессии ареалов совмест�
но с соболем. Так, в упоминавшейся работе Павли�
нина (1963) различия в кондилобазальной длине у
самцов и самок куниц составили 5.7% для шалин�
ской, 7.2% – тобольской, 8.9% – башкирской и
9.7% – для челябинской популяций. В этом же ис�
точнике имеются данные для расчета ИПД по со�
болям тобольского подвида: басс. Сев. Сосьвы –
7.24%, Тапсуя – 9.57%, Кондо�Сосьвинского запо�
ведника – 9.03%, Ивдельского (8.88%) и Гаринско�
го районов Свердловской области (8.52%). 

Межполовые различия размеров черепа у
зверьков разного возраста изучали на примере пе�
чорских куниц Россолимо и Павлинов (1974). Они
установили, что возрастная динамика ПД по КБД
демонстрировала слабую тенденцию к уменьше�
нию, по лицевой длине – уменьшение и снова рост
к возрасту 2+ с дальнейшей стабилизацией. Поло�
вой диморфизм по большинству остальных при�
знаков имел тенденцию к возрастанию до 5 лет со
снижением в старших возрастных группах. Дан�
ные о различиях ИПД по кондилобазальной длине
для печорских куниц представлены в работе Пав�
линова (1977), который обнаружил их наибольши�
ми у сеголетков (9.41%), а у взрослых животных ва�
рьирующими от 8.03 до 8.71%.

Для сравнения с результатами Россолимо и
Павлинова (1974), уточним данные по возрастной
динамике показателей полового диморфизма
(рис. 6) у соболя, полученные нами. В природных
выборках заметен общий тренд к увеличению ПД с
возрастом. Однако он не равномерен: самые высо�
кие значения показателей ПД приходятся на груп�
пы возраста 3, 6, 9 и 12 лет. Значительное увеличе�
ние ПД идет до возраста 3 года, далее динамика на�
поминает циклический процесс с повторением
максимальных значений на каждый 4�й год. При�
чем каждый последующий максимум больше
предыдущего, исключая последний (рис. 6а). Эта
динамика весьма сходна с возрастным трендом
КБД самцов на рис. 2а. Сходные результаты полу�
чены при исследовании краниометрии и ПД лиси�
цы обыкновенной Vulpes vulpes в Чехии (Hartova
et al., 2010).

Зависимость ПД от возраста соболей в совхоз�
ной популяции в корне иная. К сожалению, мы не
можем оценить размеры зверьков возрастов 1 и
2 года, поскольку в преднамеренный забой на то�
варную продукцию они не попадают и остаются на
племя до выявления их репродуктивных способ�
ностей. Если по воспроизводству (или другим па�
раметрам) они дисквалифицируются, то на забой
пойдут уже в возрасте 3 и более лет. В результате, к

трем годам зверьки демонстрируют увеличение
ПД, но оно сменяется уменьшением до уровня, да�
же более низкого, чем у сеголетков. В последую�
щих возрастных группах показатели ПД колеблют�
ся в пределах 1.3% (рис. 6б) при общем тренде
уменьшения ИПД. 

Отличия в динамике размерного ПД у куницы
(по данным Россолимо и Павлинова, 1974) и собо�
ля в природе существенны: у куницы ISD по КБД
резко снижается к 1 году и выходит на “плато”, у
соболя же имеет общую тенденцию роста вплоть
до возраста 12 лет, со снижениями в группах воз�
раста 4, 7 и 11 лет.

В большинстве случаев направленность изме�
нений размеров между полами рассогласована (см.
рис. 5), что видно также по результатам оценки
корреляции размеров самцов и самок по отдель�
ным признакам (см. выше). Для ряда видов Mam�
malia исследователи отмечали 3, 4 и более фаз
постнатального роста (Мина, Клевезаль, 1976). У
самцов и самок соболя также видны подобные фа�
зы, но, как указывали Мина и Клевезаль (1976), та�
кие проявления “фазовости” в росте биологически
трудно интерпретируемы. Возможно, на наш
взгляд, они связаны с принадлежностью соболей к
поколениям животных, родившихся на разных фа�
зах популяционных циклов. 

Сравнивая возрастную динамику размеров че�
репа у куницы (по данным Россолимо и Павлино�
ва, 1974) и соболя, отметим, что кунице свойствен
высокий темп роста сеголетков (вдвое выше у са�
мок), который у самцов снижается в 2 раза в интер�
вале 1–5 лет, а у самок в 6 раз к 4 годам, далее у обо�
их полов наблюдаются тренды роста со скоростя�
ми 0.002–0.013. У соболя также самый высокий
прирост у сеголетков, но от 6 до 9 месяцев, причем
у самцов в 5 раз выше, чем у самок (рис. 4). В по�
следующие интервалы у самцов он продолжается
со скоростями от 0.0007 (1 год) до 0.0044 (3 года),
чтобы смениться уменьшением в 4 и 5 лет (–0.0043;
–0.0036). У самок же в группах 1–3 и 5 лет наблю�
дается деградация размеров, прерывающаяся в
4 года значительным ростом (0.0081). В последую�
щие возрастные интервалы до 12+ лет у соболей
обоего пола наблюдается смена положительных и
отрицательных трендов, иногда значительных (c =
= ±0.0100–0.0150, рис. 4). Средние удельные ско�
рости роста у самцов 0.0009; у самок 0.0005.

По нашим данным, момент окончания роста
черепа у соболя нами не установлен, увеличение
КБД происходит вплоть до последней, 12�й воз�
растной группы (табл. 1, рис. 1). Возможно, это
происходит и в возрастных группах старше 13 лет.
Но поскольку у нас данная группа составная, т.е.
включает зверьков нескольких возрастов (8 самцов
12–17 лет, 9 самок 12–18 лет), то достоверно об
этом говорить нельзя: нужно иметь репрезентатив�
ное количество зверьков в возрастных классах по�
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сле 12�го, чего достичь трудно – их в популяциях
крайне мало. 

Для соболя, как хорошо видно по рис. 6, прояв�
ление ПД отмечается уже с 6�месячного возраста,
хотя Мина и Клевезаль (1976) указывают на отсут�
ствие либо слабую выраженность его на более ран�
них стадиях постнатального онтогенеза, что также
можно было бы предположить из теоретических
положений Геодакяна (1991) о дихронизме. По
комплексу из 17 краниометрических признаков
самцы Приуралья превосходят самок на 8.71%.
С 6 месяцев до престарелого возраста межполо�

вые различия ярко выражены, однако, им прису�
ща возрастная динамика (от –1.23 до 2.66%), ко�
торая между полами во времени практически не
согласована.

Таким образом, исследовав межполовые разли�
чия краниометрических признаков у соболя, мы
можем заключить следующее.

1. Превосходство в размерах черепа самцов над
самками отмечено по признакам длины, имею�
щим наибольшие величины (№№ 1–7 и в высоте
черепа в области межглазничного сужения. Мини�
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Рис. 6. Возрастная динамика показателя полового диморфизма ISD (%) соболя в природных (а) и совхозной (б) популя�
циях. На графике (а) в интервале 0–1 указаны значения точек для групп возраста 6 и 10 месяцев и 1+ лет. Тренды обозна�
чены прерывистыми линиями.
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мальные значения показали признаки 9, 16 (длина
и ширина bullae) и 13 (ширина хоан). 

2. Различия между размерами черепа у природ�
ных самцов и самок, как правило, высокозначимы
(p < 0.001). Динамика размеров (по КБД) хорошо
коррелирует с возрастом. В совхозной популяции
межполовые различия в размерах черепа также
статистически значимы (p < 0.01), однако корреля�
ция размеров с возрастом у них отрицательная:
r = –0.54; r  = –0.079 (p > 0.05). Размеры клеточ�
ных самцов увеличиваются до возраста 3–5 лет, а
самок до 6–9 лет, далее идет снижение размеров.

3. Для природной популяции характерна поло�
жительная связь показателей ПД с возрастом, наи�
высшие их значения регистрируется в 9�м возраст�
ном классе, а минимальные – у сеголетков. Значи�
тельное увеличение ПД идет до возраста 3 года,
далее динамика напоминает циклический процесс
с повторением максимальных значений на каждый
4�й год при общем тренде к росту показателя. По�
ложение В.А. Геодакяна (1991) о том, что с возрас�
том межполовые различия должны усиливаться,
подтверждается на примере природных популя�
ций соболя. Наоборот, в совхозном стаде связь ПД
с возрастом отсутствует. Наивысшие значения ISD
у клеточных соболей отмечаются в 3–5 лет, а мини�
мальные – в возрастных группах 6–9 и 13–14 лет.

4. Сеголеткам 6–10 месяцев возраста в природе
свойственна общая тенденция к росту, однако
практически не выраженная в интродуцированной
популяции бассейна р. Вах. В саянской и при�
уральской выборках у сеголетков отмечается чет�
кая тенденция к увеличению ИПД с возрастом, а в
ваховской – тренд к уменьшению.

5. Средняя удельная скорость роста черепа у се�
голетков 6–9 месяцев значительно выше у самцов.
Она резко снижается в следующем интервале
(9 мес. – 1+ лет), но увеличивается к 3 летнему воз�
расту. У самок в группах 1–3 года скорости отрица�
тельные, но в 4 года сменяются увеличением тем�
па. В дальнейшем скорости роста для обоих полов
испытывают положительные и отрицательные
тренды, меняющиеся у самок через год, у самцов с
периодичностью 2–4 года. Средняя удельная ско�
рость роста у самцов 0.0009; у самок 0.0005. В боль�
шинстве случаев направленность изменений раз�
меров самцов и самок не согласована. 

6. Практически по всем признакам (за исклю�
чением наибольшей высоты, которая с возрастом
непрерывно уменьшается) у самцов удельные ско�
рости изменений черепа положительны. Наиболь�
шие коэффициенты роста (более 0.003) у них фик�
сируются для длин черепа и мозгового отдела, ши�
рине между скуловыми отверстиями и ширине
ряда резцов (№№ 1–4, 14, 15). У самок наивысшие
темпы отмечены для трех признаков: длины лице�
вого отдела, ширины хоан и ширины между скуло�
выми отверстиями (№№ 5, 13, 14). У них отрица�
тельные скорости роста получены по шести при�

� �

знакам: оба признака высоты показали самые
низкие значения, <–0.002; выше этого порога (но
отрицательными) были темпы изменений у при�
знаков: длина коренных, длина bullae, ширина
мозговой части и ширина мыщелков.

7. Различия в возрастных проявлениях постна�
тального роста черепа и полового диморфизма в
природных и совхозной популяциях соболя обу�
словлены, на наш взгляд, различной направленно�
стью отбора. В природных популяциях Приуралья
естественный отбор выступает, в аборигенных
группировках, как стабилизирующий, а в интроду�
цированной – как движущий, благодаря чему в
ней сохраняются мелкие (по сравнению с обски�
ми аборигенами) размеры прибайкальских пере�
селенцев�основателей. В совхозном стаде чело�
век поддерживает особую структуру производ�
ственного поголовья (на одного самца при�
ходится 4–5 самок, в природе 1 : 1). При этом
формирование его сочетается с отбором на пло�
довитость и темный мех. 
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Age Changes in the Sexual Size Dimorphism in Sables in Nature and Captivity

       V. G. Monakhov

      Institute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, 620144 Russia

      e#mail: mon@ipae.uran.ru

Abstract—Inter�sexual differences in craniometric parameters were studied in sables of varying sex and age
in natural (n = 2338) and farm (n = 516) populations. In nature, the differences between the skull size in
males and females are, as a rule, high (p < 0.001) and the size dynamics correlate well with age. In the cell
population, the difference in the skull size between the sexes is statistically significant (p < 0.01), but the cor�
relation of sizes with age is absent. In natural populations, parameters of sexual dimorphism (SD) correlate
positively with age, with a maximum correlation found in the animals aged nine and a minimum found in
yearlings. The index of sexual dimorphism grows considerably until three years of age, after which the dynam�
ics resemble a cyclical process with a repetition of maximum values each fourth year with a general trend of
growth in the parameter. The highest values of SD in cell sables are registered at 3–5 years of age, while the
minimum ones are noted in the age groups of 6–9 and 13–14 years of age. In nature, yearlings aged 6–
10 months are characterized by a tendency to general growth (which is not manifested in the introduced pop�
ulation from the basin of the Vakh River) and increase in the SD index with age. The Vakh population is char�
acterized by a decrease in the SD index. The specific rate of skull growth in males is 1.8�fold higher than in
females. The age dynamics of the sizes and the vectors of rates between the sexes are not in accordance, as a
rule. The results of our study correspond to the theory by Geodakyan (1991) about dichronomorphism. In
our opinion, the differences in age manifestations of sexual dimorphism and postnatal skull growth in natural
and farm sable populations are determined by the different directions of selection.

Keywords: age groups, craniometry, sexual dimorphism, commercial samplings, farm population, Martes.
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Эмбриональная смертность у млекопитающих,
включая человека, составляет не менее 50%, при�
чем основная доля эмбриональных потерь прихо�
дится на ранний доимплантационный период
(Brambell, 1948; Wilson, 1980; Edmonds et al., 1982;
Wasser, Barash, 1983). Спектр нарушений раннего
развития отличается у разных видов животных. В
матке мыши Mus musculus через 3.5 дней после спа�
ривания встречались погибшие яйцеклетки и
остановка дробления зародыша (Титенко, 1977).
Среди 6–7�дневных зародышей норки Mustela vi
son находились погибшие и неоплодотворенные
яйцеклетки и резорбирующиеся зародыши (Беля�
ев и др., 1981). У соболя Martes zibellina один из
восьми диапаузных зародышей был на стадии двух
бластомеров, в то время как остальные содержали
~500–1000 клеток (Исакова, 2004). При изучении
раннего эмбрионального развития серебристо�
черной лисицы Vulpes vulpes (Беляев и др., 1986) на�
блюдались неоплодотворенные яйцеклетки и
остановка дробления зародышей.

Водяная полевка (Arvicola terrestris L.) обитает на
большей части Евразии. Благодаря способности
адаптироваться к совершенно разным условиям
внешней среды, а также наличию полиморфизма
по окраске шерстного покрова этот вид широко
используется в эколого�генетических (Евсиков,
Мошкин, 1994; Евсиков и др., 1997) и генетико�
физиологических (Бажан, 2000) исследованиях.
Кроме того, в природе встречаются особи водяной
полевки с трисомией по самой малой аутосоме, что
похоже на трисомию у людей с синдромом Дауна.

Это значит, что Arvicola terrestris может быть цен�
ным лабораторным животным для выяснения ме�
ханизмов возникновения этого типа хромосомной
патологии у человека (Fredga, 1968). Еще одной
особенностью водяной полевки является высокая
частота спонтанного прерывания беременности в
периимплантационном периоде. В природной по�
пуляции в разные фазы популяционного цикла до�
ля самок с резорбцией всех имплантирующихся
эмбрионов варьировала от 8.6% на пике ее числен�
ности до 33.5% на спаде (Евсиков и др., 1999). У са�
мок, разводимых в лаборатории, это свойство фи�
зиологии репродукции сохраняется (Bazhan et al.,
1999; Назарова, Евсиков, 2010). Поэтому водяная
полевка может быть также полезным лаборатор�
ным животным для решения проблем медицины
репродукции. Таким образом, водяная полевка за�
служивает всестороннего изучения, и в особенно�
сти – ее эмбрионального развития. Документация
хронологии событий эмбриогенеза разных видов
животных необходима также для оценки терато�
генного воздействия факторов внешней среды
(Evans, Sack, 1973).

В природе период размножения водяной полев�
ки длится с марта по август, число щенков в помете
может быть от 1 до 10 (в среднем – 4.2), а продол�
жительность жизни не превышает двух лет (Панте�
леев, 1968). Введение водяной полевки в лабора�
торное разведение позволило установить, что про�
должительность ее беременности составляет 20–
22 дня, причем сезон размножения в неволе не из�
менялся, а продолжительность жизни составляет
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2.5 года (Blake, 1982; Наследова и др., 1984; Бажан,
2000; Weigl, 2005). Как и у других грызунов с сезон�
ным ритмом размножения, наступление половой
зрелости у водяной полевки в основном определя�
ется не ее возрастом, а сезоном года. Щенки, ро�
дившиеся в марте–апреле, уже в мае�июне могут
спариваться и дважды в течение этого же сезона
дать потомство. Щенки же, родившиеся во второй
половине лета, становятся половозрелыми на сле�
дующий год и могут принести до 5 пометов за дан�
ный сезон. Кроме того, половое созревание у водя�
ных полевок зависит от физического состояния
матери во время беременности (Назарова, Евси�
ков, 2007). 

У самок, выловленных из природной популя�
ции, доимплантационная смертность, оценивае�
мая по разнице между числом желтых тел беремен�
ности и числом мест имплантации, в среднем была
3.6%, а постимплантационные потери (доля эм�
брионов, находившихся в состоянии резорбции,
по отношению к числу мест имплантации) – 3.2%
(Евсиков и др., 1999). Что касается раннего эмбри�
онального развития и ранней эмбриональной
смертности у водяной полевки, то таких данных
пока нет. В данном сообщении представлены по�
лученные нами предварительные данные о разви�
тии и смертности зародышей в раннем эмбрио�
нальном периоде у водяной полевки лабораторно�
го разведения.

Колония водяных полевок Arvicola terrestris,
поддерживающаяся при институте систематики и
экологии животных (Новосибирск), была основа�
на в 1984 г. Первые выводки были получены от бе�
ременных самок, отловленных в подтаежной зоне
Западной Сибири (Новосибирская область). Жи�
вотные содержались индивидуально в металличе�

ских клетках 30 × 25 × 50 см при свободном доступе
к воде и корму (вареное зерно, морковь, проростки
пшеницы, сено) и при естественном фотопериоде.
В период размножения клетки соединяли с помо�
щью трубки�перехода диаметром 5 см и длиной
7 см. Коэффициент родства брачных партнеров не
превышал 0.125. У самок от 10 до 12 ч ежедневно
брали вагинальные мазки. День обнаружения
сперматозоидов считался как 0 день беременно�
сти. При данной использованной системе разведе�
ния погрешность в определении возраста эмбрио�
нов могла быть от нескольких минут до 24 часов.

Всего было исследовано 8 беременных самок в
возрасте от 8 до 15 мес, все вступили в спаривание
с самцами в апреле–мае. Через 72 часа после обна�
ружения сперматозоидов, что предполагает срок
беременности от 3 до 4 суток, самку умерщвляли
путем смещения шейных позвонков, вынимали и
взвешивали матку и яичники. В яичниках подсчи�
тывали число желтых тел, указывающее число ову�
лировавших яйцеклеток. Каждый рог матки про�
мывали физиологическим раствором под контро�
лем микроскопа, измеряли диаметр зародышей,
определяли число погибших и развивающихся эм�
брионов и стадию развития развивающихся эм�
брионов. Наличие полости, разделяющей эмбри�
област и трофобласт, рассматривалось как признак
перехода от стадии морулы к стадии бластоцисты.
Один малый эмбрион и три эмбриона среднего
размера были зафиксированы в охлажденной сме�
си метанола и ледяной уксусной кислоты (3 : 1). За�
тем их окрашивали 2%�ным ацетоуксусным орсеи�
ном, приготавливали тотальные давленые препа�
раты и подсчитывали число клеток в зародыше.

В таблице представлены данные о возрасте и ве�
се тела каждой самки, а также морфологические

Вес тела и половых органов матери и состояние эмбриогенеза у водяной полевки в интервале времени от 3 до
4 дней после спаривания

Номер 
cамки

Вес Число
Диаметр раз�
вивающихся 
эмбрионов, 

мм

тела 
самки, 

г

рогов 
матки 

(пара), мг 

яичников 
(пара), 

мг

желтых 
тел

эмбрионов

всего развиваю�
щихся

резорби�
рованных

1 (358)* 159.0 290 20 7 1 1 0 0.15

2 (383) 134.0 280 14 5 5 5 0 0.15

3 (233) 111.2 143 18 6 5 2 3 0.10

4 (402) 136.5 240 21 8 8 7 1 0.1–0.125

5 (338) 108.6 190 11 5 4 3 1 0.125

6 (313) 138.7 230 17 6 6 5 1 0.1–0.125

7 (365) 137.0 200 23 5 5 5 0 0.1–0.12

8 (435) 136.4 226 30 6 6 2 2 0.125

M ± SE 132.5 ± 6.6 226.0 ± 17.5 19.2 ± 2.0 6.0 ± 0.4 5.0 ± 0.7 4.0 ± 0.7 1.0 ± 0.4  0.12 ± 0.07

* В скобках обозначен возраст самки, дни.
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данные о состоянии их репродуктивной системы и
эмбриогенеза. Очевидно, что по данным столь ма�
лой выборки нельзя судить о закономерностях
функционирования репродуктивной системы жи�
вотного. Тем не менее, следует отметить, что
самка 3, самая молодая в данной группе, имела
наименьший вес тела и матки, наименьший раз�
мер эмбрионов и наиболее высокую эмбриональ�
ную смертность по сравнению с остальными.

Размер зародышей варьировал от 0.1 до
0.125 мм в диаметре. Эмбрионы, выглядевшие здо�
ровыми, находились на стадии поздней морулы
или бластоцисты. Число клеток, подсчитанное в
четырех из них, было 16, 48, 54 и 72. Приблизи�
тельно такие же размеры, число клеток и стадию
развития имели 3.5�дневные эмбрионы лаборатор�
ной мыши (McLaren, Bowman, 1973; Дыбан и др.,
1975; Титенко, 1977). Интересно отметить, что од�
ноклеточный эмбрион японской луговой полевки
Microtus montebelli значительно меньше в диаметре
по сравнению с одноклеточными эмбрионами
других млекопитающих (Makayama et al., 1994).
Этот обнаруженный факт указывает на то, что раз�
нообразие в тайминге эмбриогенеза и в морфоло�
гии эмбрионов может проявляться на самых ран�
них стадиях развития и определяться таксономи�
ческой принадлежностью животного.

20% вымытых зародышей были в состоянии ре�
зорбции. Они были правильной круглой формы,
значительно меньшего размера по сравнению с
развивающимися эмбрионами�сибсами, с тонкой
прозрачной оболочкой и бесструктурным неокра�
шивающимся содержимым. Вполне вероятно, что
это были овулировавшие аномальные яйцеклетки.
Других нарушений раннего развития эмбрионов
(фрагментация бластомеров, неоплодотворенные
яйцеклетки, остановка дробления) не встречалось.

Всего у 8 исследованных самок овулировало
48 яйцеклеток. Из них 32 (~67%) выглядели
успешно развивающимися зародышами. Осталь�
ные ~17% яиц не были обнаружены в матке. Это
может означать, что они погибли в яйцеводе или
же были нежизнеспособны уже в фолликуле яич�
ника, хотя были вовлечены в процесс овуляции.
Овуляция нежизнеспособных яиц наблюдалась у
мыши (McLaren, Bowman, 1973) и норки (Беляев
и др., 1981), причем увеличение ранней эмбрио�
нальной смертности, вызванное мутацией по
окраске меха у норок, происходит как раз за счет
овуляции аномальных яйцеклеток (Беляев и др.,
1981). То же самое мы наблюдали у лисиц, селек�
ционированных на ручной тип поведения (не�
опубликованные данные). Резорбция в матке по
отношению к числу желтых тел составила 16.7%, а
общие эмбриональные потери на данной стадии –
33.4%.

Таким образом, результаты данной работы
предполагают сходство в хронологии событий ран�

него эмбриогенеза у водяной полевки и мыши.
Можно полагать также, что ранние эмбриональ�
ные потери у водяной полевки составляют 30–
35%, а основным причинным фактором этих по�
терь являются аномалии оогенеза. 
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Abstract—A morphological study of forty�eight 3–4�day embryos from eight females of the water vole
(Arvicola terrestris L.) was conducted. The Data obtained demonstrated that early embryonic losses in the wa�
ter vole can be 30–35%, and the main cause of these losses is anomalies of oogenesis.
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