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Сердце как центральный орган гемодинамики
изучается всеми доступными средствами со вре�
мен Гарвея уже более трех веков. Естественно, что
экспериментаторы и клиницисты всегда концен�
трировали свое внимание на структуре, функциях
и патологии самых гемодинамически нагружен�
ных отделов – желудочках, а правым предсердием
традиционно интересовались электрофизиологи
и аритмологи. Интерес научного сообщества к
особенностям строения и функциям предсерд�
ных миоцитов оживился 30 лет назад, когда было
обнаружено, что в их секреторных гранулах син�
тезируются и накапливаются биологически ак�
тивные пептиды, обладающие выраженным на�
трийуретическим, диуретическим и гипотензив�
ным действием (de Bold et al., 1981). Пик
исследований гормональной активности сердца
пришелся на 90�е годы прошлого столетия, когда
в модельных экспериментах и клинической прак�
тике преимущественно иммуно� и биохимиче�

скими методами были получены фундаменталь�
ные сведения об этом регуляторном звене, анта�
гонистичном прессорным системам. Все
достижения новейших молекулярных, генетиче�
ских и иммунологических технологий, предо�
ставляя ценную информацию по нокаутным ли�
ниям животных, по молекулярной структуре пеп�
тидов и их рецепторов, по фармакокинетике в
норме и патологии, остаются неполными без со�
ответствующего морфологического контроля и
привязки к определенным структурам. Морфоло�
гические исследования требуют применения
электронной микроскопии, поскольку диаметр
секреторных гранул в мышечных клетках пред�
сердий не превышает 500 нм. Морфологических
исследований натрийуретической системы серд�
ца на этапах онтогенеза практически нет, а имею�
щиеся молекулярно�генетические и биохимиче�
ские данные очень разрозненные (Deloof et al.,
1995; Cameron, Ellmers, 2003; Zhang, Pasumarthi,
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натрийуретических пептидов предшествуют генетически запрограммированному повышению ар�
териального давления. У взрослых гипертензивных крыс гипертрофические и дегенеративные из�
менения миоцитов сочетаются с избыточным накоплением секреторных гранул, часть которых под�
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2007). Достижения и проблемы современного со�
стояния знаний о натрийуретических пептидах
сердца и их взаимодействий с известными вазо�
констрикторными гормональными системами
регуляции гемодинамики обобщены в авторских
обзорах (Максимов, Коростышевская, 2011; Ко�
ростышевская, Максимов, 2012).

Растяжение предсердия повышенным давле�
нием и/или объемом крови – сильнейший специ�
фический стимул для выделения накопленных
натрийуретических пептидов из миоцитов и син�
теза их de novo. Установлено, что у взрослых крыс
в любой модели артериальной гипертензии
(спонтанная, вазоренальная, при солевой нагруз�
ке и аорто�кавальных анастомозах и др.) экспрес�
сия генов натрийуретических пептидов в сердце и
концентрация гормонов в крови повышены
(Avramovitch et al., 1995; de Bold et al., 1996; Na�
kayama, 2005; Рахчеева, Бугрова, 2010). Интерес к
проблеме поддерживается тем, что и у больных с
эссенциальной или вторичной гипертензией, за�
стойной сердечной недостаточностью, ишемиче�
ской болезнью сердца, хронической почечной не�
достаточностью, а также при других сердечносо�
судистых и гемодинамических нарушениях
концентрация сердечных натрийуретических
пептидов в плазме крови также значительно по�
вышена (Bonow, 1996; Kawakami et al., 1996). По�
чему у таких больных с высоким артериальным
давлением и отеками натрийуретические пепти�
ды избыточны, но неэффективны? Этот гормо�
нальный парадокс ждет своего объяснения (Vese�
ly, 2001, 2006, 2007). Является ли гиперсекреция
компенсаторной реакцией на нарушение гемоди�
намики, когда и как начинают реагировать пред�
сердные миоциты на гемодинамические наруше�
ния или другие стимулы – остается совершенно
неизвестным. Для решения этих проблем необхо�
димы исследования на ранних стадиях онтогенеза
с использованием адекватных эксперименталь�
ных моделей. 

Цель исследования – описать ультраструктур�
ные особенности становления и функционирова�
ния предсердных миоцитов на ключевых этапах
онтогенеза у крыс в норме и при наследственной
гипертензии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Крыс линии ВАГ (нормотензивный контроль)
и гипертензивной линии НИСАГ содержали в
стандартных условиях вивария с водой и пищей
без ограничения. Линия крыс НИСАГ с наслед�
ственной индуцированной стрессом артериаль�
ной гипертензией как модель эссенциальной ги�

пертонии была получена в Институте цитологии
и генетики СО РАН путем селекции на основе
аутбредной линии Вистар (Маркель, 1985). Мор�
фологические признаки гипертрофии левого же�
лудочка появляются в возрасте с 3�й по 5�ю неде�
ли постнатальной жизни (Шмерлинг и др., 1997),
когда генетически закрепленная гиперчувстви�
тельность к стрессу проявляется в стойком повы�
шении артериального давления (Маслова и др.,
1996). 

Ультраструктуру миокарда правого предсердия
изучали на 5 стадиях онтогенеза: у эмбрионов на
18�е сутки развития, у крысят в период молочного
вскармливания на 12�е и 21�е сутки жизни, у сам�
цов на 6�м и 13�м месяцах жизни (5–6 животных
в каждой группе). У половозрелых животных из�
меряли систолическое базальное артериальное
давление сфигмографическим методом на хвосте
(tail�cuff method) на фоне кратковременного
эфирного рауш�наркоза, что позволило избежать
влияния психического стресса, связанного с про�
цедурой измерения. Животных умерщвляли под
эфирным наркозом гильотинированием согласно
“Правилам проведения работ с использованием
экспериментальных животных” и директиве Ев�
ропейского Сообщества (86/609/ЕС). Определя�
ли массу тела и сердца.

Для электронно�микроскопического исследо�
вания ушко правого предсердия (у эмбрионов –
целиком предсердие) фиксировали в растворе
2.5% глутарового альдегида и 2% параформа, до�
фиксировали в 1.5% растворе OsO4, заливали в
смесь эпона с аралдитом. Ультратонкие продоль�
ные срезы миокарда контрастировали уранилаце�
татом и цитратом свинца, просматривали в элек�
тронном микроскопе JEM�1400 (Jeol, Япония),
фотографировали камерой Veleta 4 Mpx (Olympus,
Япония). В пакете iTEM 5.1 (Olympus, Япония)
измеряли размеры кардиомиоцитов в области яд�
ра и диаметры секреторных гранул в них. Не ме�
нее чем на 15 случайных полях зрения каждого
образца при увеличении ×10000 с помощью квад�
ратной тестовой решетки с шагом 1 мкм опреде�
ляли относительные объемы органоидов в цито�
плазме кардиомиоцитов, подсчитывали числен�
ную плотность секреторных гранул. Статис�
тическую обработку вариационных рядов и про�
верку их на нормальность распределения прово�
дили в пакете Statistica 6.0. Результаты представ�
лены в виде среднего и ошибки среднего (M ± m).
Достоверность различий с контролем определяли
t критерием Стьюдента для p < 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика предсердных миоцитов 
на ранних этапах онтогенеза

18�е сутки эмбриогенеза. У эмбрионов крыс ли�
нии ВАГ за три дня до рождения миокард правого
предсердия настолько тонкий, что иногда пред�
ставлен лишь 2–3�мя рыхлыми слоями мышеч�
ных клеток на разных стадиях дифференцировки.
В более дифференцированных кардиомиоцитах
вдоль длинной оси располагаются 1–2 пучка мио�
фибрилл с четкими саркомерами. Значительная
часть цитоплазмы заполнена скоплениями пыле�
видного гликогена с локусами резорбции. На сре�
зах обнаруживается достаточно много митохон�
дрий, встречаются фрагменты шероховатой сети,
часто попадает центриоль. Около полюсов ядра
располагаются 2–3 пластинчатых комплекса из
уплощенных цистерн. Секреторные гранулы со
средним диаметром 180 нм, содержащие натрий�
уретические пептиды, группируются преимуще�
ственно в околоядерной зоне (рис. 1a). Если гра�
нул в клетке много, то они встречаются и в зоне
миофибрилл, и под сарколеммой. Ультраструк�
турные морфометрические параметры таких
предсердных миоэндокринных клеток представ�
лены в табл. 1. В малодифференцированных клет�
ках секреторных гранул или нет совсем или они
единичные и очень мелкие. 

Секреторные гранулы представляют собой на
срезах строго округлые тельца с элетронноплот�
ной сердцевиной, окруженной одинарной мем�
браной. Такие гранулы обозначали как “зрелые”
формы. Если края гранул на срезе выглядели раз�
мытыми и неровными, сердцевина – неравномер�
ной и сниженной плотности без четкой ограничи�
тельной мембраны, то их относили к растворяю�
щимся формам. Электронно�плотное вещество
без четких границ в расширенных цистернах пла�
стинчатого комплекса рассматривали как форми�
рующиеся гранулы (рис. 1в). При подсчетах в эту
группу относили также мелкие гранулы с четким
светлым ободком под мембраной, располагаю�
щиеся в зоне Гольджи. Такая классификация ока�
залась достаточно информативной и успешно ис�
пользуется в морфологических исследованиях
(Avramovitch et al., 1995; Azizov, Muradova, 2003;
Tilkova et al., 2008; Рахчеева, Бугрова, 2010 и др.).

(а) 1 мкм

(б) 1 мкм

(в) 1 мкм

1

2

3

Рис. 1. Хорошо развитые пластинчатые комплексы и
разнообразные секреторные гранулы в дифференци�
рующихся миоэндокринных клетках правого пред�
сердия у 18�суточных эмбрионов крыс линий ВАГ
(а, в) и НИСАГ (б). Разновидности гранул: 1 – зре�
лые, 2 – растворяющиеся, 3 – формирующиеся.
Электронограммы. Масштаб 1 мкм.
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Рис. 2. Динамика численной плотности (на 1000 мкм2) и состава секреторных гранул в кардиомиоцитах правого пред�
сердия в онтогенезе у крыс линий ВАГ и НИСАГ.

Анализ гранулярного пула в клетках предсердия
эмбрионов линии ВАГ показал, что около поло�
вины их – это зрелые формы, а остальные состав�
ляют приблизительно поровну формирующиеся
и растворяющиеся формы (рис. 2).

Эмбрионы крыс линии НИСАГ на том же сро�
ке беременности отстают в росте. Их масса тела в
два раза меньше, чем в контроле, причем это не
связано с количеством плодов у конкретной сам�
ки. Самые яркие качественные и статистически
достоверные количественные различия в компо�
зиции миоэндокринных клеток у эмбрионов ги�
пертензивной линии по сравнению с контролем
касаются их секреторного аппарата (табл. 1). На
продольных срезах клеток около ядра можно на�
считать до 5–7 пластинчатых комплексов, фор�
мирующих обширную секреторную зону в два ра�
за большую по относительному объему, чем у эм�
брионов ВАГ. Цистерны Гольджи неравномерно
расширены, в них располагается рыхлое вещество
и более плотные скопления – формирующиеся
гранулы. Множество разнообразных пузырьков и
вакуолей, фрагменты шероховатой сети, обилие
свободных рибосом и полисом дополняют карти�
ну активных синтетических процессов. Хотя ко�
личество секреторных гранул сильно варьирует в
соседних клетках, в среднем их в полтора раза
больше, чем в контроле, они располагаются по
всей цитоплазме мышечных клеток и даже скап�
ливаются между миофибриллами и под сарко�
леммой (рис. 1б). По размеру они достоверно

мельче, чем у эмбрионов ВАГ, но суммарно зани�
мают в клетке такой же относительный объем
(табл. 1). При анализе качественного состава гра�
нул обнаруживается, что преобладают формиру�
ющиеся и зрелые формы, а растворяющихся гра�
нул относительно мало (рис. 2).

Можно заключить, что у эмбрионов крыс в
миокарде предсердий еще до полной дифферен�
цировки клеток происходит активный синтез, на�
копление и выделение секреторного продукта –
натрийуретических пептидов. О функциональ�
ной реактивности этой системы свидетельствует
то, что на тех же стадиях дифференцировки в
миоцитах крыс гипертензивной линии НИСАГ
накапливается больше секреторных гранул, чем в
контроле. Состав гранул свидетельствует о более
активном синтезе и очень быстром выделении
секреторного продукта, то есть о повышенной
потребности организма эмбриона в регуляторных
пептидах.

12�е сутки постнатальной жизни. На этом этапе
онтогенеза крысята находятся строго на молоч�
ном вскармливании, они еще слепые, но уже об�
растают шерстью. Исследование показало, что
миокард предсердия крысят линии ВАГ представ�
лен тонкими пластами мышечных клеток, доста�
точно плотно сцепленных друг с другом. Хотя
средний диаметр клеток в зоне ядра (около 6 мкм)
не меняется с конца эмбриогенеза, объем цито�
плазмы значительно увеличивается за счет изме�
нения формы клеток: клетки сильно вытянуты в



ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

ВОЗРАСТНЫЕ СТРУКТУРНО�ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 81

Та
бл

иц
а 

1.
П

ар
ам

ет
р

ы
 к

ар
ди

о
м

и
о

ц
и

то
в 

п
р

ав
о

го
 п

р
ед

се
р

ди
я 

к
р

ы
ся

т 
ли

н
и

й
 В

А
Г

 и
 Н

И
С

А
Г

 н
а 

р
ан

н
и

х 
эт

ап
ах

 о
н

то
ге

н
ез

а

П
ар

ам
ет

р

Э
м

бр
и

о
н

 1
8�

е 
су

тк
и

12
�е

 с
ут

к
и

 ж
и

зн
и

21
�е

 с
ут

к
и

 ж
и

зн
и

В
А

Г
 (

6)
Н

И
С

А
Г

 (
6)

В
А

Г
 (

6)
Н

И
С

А
Г

 (
6)

 
В

А
Г

 (
6)

 
Н

И
С

А
Г

 (
5)

М
ас

са
 т

ел
а,

 г
2.

7  
±

 0
.1

1
1.

2 
±

 0
.0

3*
20

.9
 ±

 0
.9

0
16

.2
 ±

 0
.9

0*
28

.4
 ±

 0
.7

8
34

.6
 ±

 0
.7

6*

М
ас

са
 с

ер
дц

а,
 м

г
–

–
10

9.
2 

±
 9

.9
12

5.
0 

±
 9

.6
14

1.
7 

±
 5

.5
8

19
1.

7 
±

 4
.7

7*

М
ас

са
 с

ер
дц

а/
те

ла
, 

м
г/

г
–

–
5.

2  
±

 0
.3

3
7.

7 
±

 0
.3

8*
5.

0 
±

 0
.2

4
5.

5 
±

 0
.0

3

Д
и

ам
ет

р
 к

ле
то

к
, 

м
к

м
6.

0 
±

 0
.0

9 
(1

95
)

5.
9 

±
 0

.0
7 

(1
95

)
6.

0 
±

 0
.0

9 
(2

69
)

7.
3 

±
 0

.1
* 

(2
77

)
6.

0 
±

 0
.1

0 
(2

16
)

7.
4 

±
 0

.1
5*

 (
17

8)

О
тн

о
си

те
ль

н
ы

й
 о

бъ
ем

, 
%

(6
0)

(6
0)

(6
0)

(6
0)

(6
0)

(6
1)

М
и

о
ф

и
бр

и
лл

ы
37

.5
 ±

 0
.6

4
36

.1
 ±

 0
.6

47
.9

 ±
 0

.3
8

47
.1

 ±
 0

.6
2

51
.2

 ±
 0

.4
1

50
.9

 ±
 0

.4
2

М
и

то
хо

н
др

и
и

19
.3

 ±
 0

.5
4

16
.7

 ±
 0

.5
8*

36
.8

 ±
 0

.4
35

.5
 ±

 0
.6

4
39

.5
 ±

 0
.4

2
35

.9
 ±

 0
.5

6*

Гл
и

к
о

ге
н

23
 ±

 0
.7

9
22

 ±
 0

.9
4.

5 
±

 0
.1

7
3.

0 
±

 0
.1

7*
1.

5 
±

 0
.1

5
1.

5 
±

 0
.1

4

К
о

м
п

ле
к

с 
Го

ль
дж

и
2.

9  
±

 0
.2

1
6.

0 
±

 0
.3

1*
1.

7 
±

 0
.2

2
3.

7 
±

 0
.2

8*
1.

7 
±

 0
.1

4
3.

7 
±

 0
.2

1*

Гр
ан

ул
ы

1.
9 

±
 0

.1
7

2.
0 

±
 0

.1
6

1.
1 

±
 0

.1
3

2.
8 

±
 0

.2
*

1.
3 

±
 0

.1
1 

3.
3 

±
 0

.1
9*

Д
р

уг
и

е 
о

р
га

н
о

и
ды

15
.8

 ±
 0

.5
4

17
.4

 ±
 0

.6
2*

8.
0 

±
 0

.2
9

7.
85

 ±
 0

.3
1

4.
8 

±
 0

.2
7

4.
7 

±
 0

.3
0

Д
и

ам
ет

р
 г

р
ан

ул
, 

н
м

18
0 

±
 2

.3
 (

38
2)

14
3 

±
 1

.9
*(

30
3)

22
9 

±
 5

.7
 (

29
3)

21
1 

±
 4

.4
 (

24
7)

*
22

7 
±

 3
.0

 (
29

3)
25

1 
±

 3
.2

*(
27

0)

зр
ел

ы
е

20
6  

±
 2

.1
 (

17
1)

17
3 

±
 1

.5
* 

(1
21

)
23

0 
±

 4
.5

 (
13

3)
25

5 
±

 4
.9

 (
75

)*
25

0 
±

 3
.9

 (
11

1)
27

4 
±

 4
.1

* 
(1

35
)

р
ас

тв
о

р
яю

щ
и

ес
я

17
0 

±
 3

.7
 (

11
5)

14
4 

±
 3

.6
* 

(4
9)

22
3 

±
 7

.6
 (

87
)

18
9 

±
 3

.9
 (

93
)*

22
7 

±
 4

.4
 (

12
9)

24
0 

±
 3

.9
* 

(1
04

)

ф
о

р
м

и
р

ую
щ

и
ес

я
14

4  
±

 3
.2

 (
96

)
11

5 
±

 2
.0

* 
(1

32
)

14
8 

±
 5

.9
 (

55
)

17
4 

±
 4

.5
 (

74
)*

17
9 

±
 5

.7
 (

53
)

17
6 

±
 6

.3
 (

31
)

ат
и

п
и

чн
ы

е
–

–
49

6 
±

 2
6 

(1
8)

52
0 

±
 3

3 
(5

)
–

54
7 

±
 4

3 
(7

)

В
 с

ко
бк

ах
 –

 ч
и

сл
о 

и
зм

ер
ен

и
й

, *
 м

еж
ли

н
ей

н
ы

е 
ра

зл
и

чи
я 

до
ст

ов
ер

н
ы

 п
ри

 p
 <

 0
.0

5.



82

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

КОРОСТЫШЕВСКАЯ, МАКСИМОВ

длину, сужены на концах, овальные ядра распола�
гаются в центре. Внутренняя композиция мы�
шечных клеток предсердия имеет свои особенно�
сти: сформированные миофибриллы заполняют
периферию клеток, а широкое пространство око�
ло полюсов ядра заполнено крупными митохон�
дриями с многочисленными кристами (табл. 1).
Часто встречаются разнообразные вакуоли, лизо�
сомы, миелиноподобные тельца. Количество сек�
реторных гранул в одной группе клеток варьирует
в очень широких пределах: в одних – гранулы в
срез не попадают, зато в них больше миофибрилл
и они потолще, а рядом могут располагаться клет�
ки с большим количеством гранул и крупным
пластинчатым комплексом. Складывается впе�
чатление, что клетки подразделяются на чисто со�
кратительные и миоэндокринные, но насколько
эта дифференцировка необратимая, судить не�
возможно. 

Секреторных гранул в миоэндокринных клет�
ках у крысят линии ВАГ мало. Они крупные (в
среднем около 230 нм в диаметре), часто непра�
вильной формы, даже в “зрелых” гранулах элек�
тронная плотность сердцевины под мембраной
снижена и приобретает зернистую структуру. Зре�
лые секреторные гранулы составляют половину
гранулярного пула, формирующихся гранул мало
(табл. 1, рис. 2). Кроме того, в цитоплазме обна�
руживаются “атипичные” структуры – крупные
тельца округлой или слегка неправильной формы

диаметром около 500 нм, похожие на очень круп�
ные гранулы или первичные лизосомы, или слив�
шиеся гранулы, или на гранулы, поглощенные
лизосомами (рис. 3). Возможно, это – отражение
внутриклеточного избытка и утилизации путем
аутофагии (кринофагии) накопленного и невыде�
ленного секрета.

У крысят линии НИСАГ на 12�е сутки жизни,
несмотря на низкую среднюю массу тела, относи�
тельный вес сердца и диаметр кардиомиоцитов
правого предсердия достоверно больше, чем у
крысят линии ВАГ (табл. 1). При этом внутренняя
композиция клеток по содержанию миофибрилл
и митохондрий у крысят обеих линий практиче�
ски не различается. Однако у крысят гипертен�
зивной линии относительный объем секреторных
структур (пластинчатого комплекса и гранул) в
два с лишним раза больше, чем у одновозрастного
контроля, при меньшем содержании в цитоплаз�
ме свободного гликогена. Детальное морфологи�
ческое и морфометрическое исследование секре�
торных гранул показало, что количество гранул в
миоэндокринных клетках в 3.5 раза больше, а их
средний диаметр меньше, чем у одновозрастного
контроля (табл. 1). Однако если проанализиро�
вать размеры гранул по морфологическим разно�
видностям, то видно, что в клетках у крысят ги�
пертензивной линии преобладают более мелкие
формирующиеся и растворяющиеся разновидно�
сти, которых в общей сложности около 70%.
Лишь 30% гранул составляют зрелые формы
(рис. 2), которые достоверно крупнее, чем у кон�
трольных животных (табл. 1). Кроме того, у кры�
сят линии НИСАГ в саркоплазме было обнаруже�
но значительно меньше (5 против 18) атипичных
гранул. Эти данные принято интерпретировать
как отражение активного синтеза и усиленного
(экстренного) выделения секрета.

21�е сутки жизни. К трехнедельному возрасту
крысята переходят на самостоятельное питание,
но еще не достигают половой зрелости.

У крысят линии ВАГ за 10 дней, прошедшие с
предыдущего срока исследования, увеличение
массы тела сопровождается пропорциональным
увеличением массы сердца и неизменным разме�
ром кардиомиоцитов правого предсердия. В клет�
ках сохраняется стабильное (на уровне 1.3) объ�
емное соотношение основных клеточных органо�
идов – миофибрилл и митохондрий. Насыщение
цитоплазмы клеток этими структурами сопро�
вождается закономерным уменьшением содержа�
ния в ней гликогена (табл. 1). Достаточно ста�
бильными остаются средние размеры и состав
секреторных гранул. Их количество в миоэндо�
кринных клетках на треть больше, чем у малень�

2 мкм

Рис. 3. Атипичные крупные гранулы (стрелки) и мие�
линоподобные тельца в цитоплазме миоэндокринной
клетки правого предсердия у 12�суточного крысенка
линии ВАГ. Электронограмма. Масштаб 2 мкм.
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ких крысят, но вдвое меньше, чем у эмбрионов
(рис. 2). 

Принципиально иная динамика рассмотрен�
ных параметров обнаруживается у крысят линии
НИСАГ за 10�дневный период с 12�е по 21�е сут�
ки жизни. Прежде всего, у них происходит очень
быстрый прирост массы тела (в 2.2 раза при 1.4 у
крысят ВАГ). Поскольку прирост массы сердца
не столь значительный (в 1.5 раза), межлинейных
различий по относительной массе органа на этом
этапе жизни нет. Сохраняются различия по диа�
метру миоэндокринных клеток и их внутренней
композиции. У крысят НИСАГ более крупные
клетки содержат много достаточно толстых мио�
фибрилл, между которыми относительно мало
митохондрий (табл. 1). Секреторные гранулы и
пластинчатые комплексы встречаются чаще и за�
нимают больший объем в цитоплазме миоэндо�
кринных клеток, чем у крысят нормотензивной
линии (суммарно 7 и 3% соответственно). Грану�
лы крупные (в среднем 250 нм, а зрелые – более
270 нм в диаметре), они часто имеют неправиль�
ные очертания за счет “растворения” с одной или
нескольких сторон, можно наблюдать гранулы и
их фрагменты в составе аутофагосом. В грануляр�
ном пуле обнаруживается подавляющее преобла�
дание крупных зрелых и растворяющихся разно�
видностей, лишь 11% составляют формирующие�
ся формы (рис. 2).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что у крысят НИСАГ к концу периода молочного
вскармливания гипертрофированные предсерд�
ные кардиомиоциты имеют ультраструктурные
признаки повышенной секреторной активности.
По сравнению с предыдущим этапом онтогенеза
(12�е сутки жизни) в клетках изменяется соотно�
шение процессов синтеза, накопления и выделе�
ния секреторного продукта. Пептиды накаплива�
ются в гранулах (их размер увеличивается), ин�
тенсивность синтетических процессов снижа�
ется, 2.5% от общего количества гранул составля�
ют атипичные крупные формы со средним диа�
метром более 500 нм, которые у контрольных жи�
вотных в этом возрасте отсутствуют.

Особенности миоэндокринных клеток
у половозрелых крыс

6�месячные самцы. Сердце самых распростра�
ненных лабораторных животных – белых крыс –
изучено подробно всеми возможными методами.
Что касается морфологии, то анатомия, гистоло�
гия, гистохимия и ультраструктура желудочков
сердца неоднократно описаны, их многочислен�
ные параметры измерены как в норме, так и при

патологии в клинике и эксперименте. Клетки
предсердий у взрослых животных исследованы
хуже, но их описания можно найти в соответству�
ющей литературе (Румянцев, 1982; Лапша и др.,
2005; Волкова и др., 2006, Chimenti et al., 2010). В
данном разделе мы остановимся лишь на особен�
ностях клеток правого предсердия у самцов�ги�
пертоников линии НИСАГ. Гипертрофия в сердце
у этих животных по сравнению с нормотензивны�
ми одновозрастными самцами проявляется на
всех уровнях: по относительной массе сердца, по
размеру клеток (в 1.5 раза больше средний диа�
метр), по содержанию миофибрилл. Во внутри�
клеточной архитектонике обнаруживаются те же
диспропорции, какие были отмечены у неполо�
возрелых животных в конце первого месяца жиз�
ни: в цитоплазме относительно мало митохон�
дрий (объемное отношение миофибрилл и мито�
хондрий 2.4 против 1.95 в контроле), а
секреторный аппарат (пластинчатые комплексы
и гранулы) занимает в 1.5 раза больший относи�
тельный объем, чем в контроле (табл. 2). Межли�
нейных различий по размеру гранул у взрослых
животных нет, но количество их у животных�ги�
пертоников почти вдвое больше, а потому они
располагаются не только в околоядерной зоне, но
и между миофибриллами и под сарколеммой
(рис. 2, 4а, 4б). Чаще чем в контроле среди гранул
встречаются различные атипичные разновидно�
сти. В некоторых клетках преобладают гранулы с
фрагментарным растворением (исчезновением)
элетронноплотной сердцевины, что придает гра�
нулам неправильные и причудливые очертания. В
крупных скоплениях гранул встречается мелко�
зернистое перерождение сердцевины гранул, их
слияние и превращение в конгломераты по типу
крупных лизосом. В части клеток наблюдается
равномерное снижение электронной плотности
сердцевины гранул с исчезновением подмем�
бранного ободка при сохранении целостности
окружающей мембраны. Миелиноподобных те�
лец вообще много в цитоплазме кардиомиоцитов,
но особенно их много около или в составе круп�
ных гранулярных скоплений. Все это выражается
в значительном преобладании растворяющихся
разновидностей гранул (более 50%) в общем гра�
нулярном пуле клеток на этом этапе онтогенеза,
что очевидно из рис. 2. 

Ранее нами было показано, что ядра в пред�
сердных кардиомиоцитах у взрослых крыс линии
НИСАГ содержат больше эухроматина и больше
пор в оболочке, чем у контрольных животных
(Максимов и др., 2004). Перечисленные морфо�
логические и морфометрические данные дают
возможность сделать заключение, что у крыс�ги�



84

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

КОРОСТЫШЕВСКАЯ, МАКСИМОВ

пертоников с повышенной стресс чувствительно�
стью в предсердных кардиомиоцитах имеется вы�
раженная стойкая секреторная гиперфункция. 

13�месячные самцы. У крыс линии ВАГ за вто�
рое полугодие жизни существенных изменений
артериального давления и массы тела не происхо�
дит. Абсолютная и относительная масса сердца
уменьшается, однако на размерах и композиции
предсердных миоцитов это не отражается. На
этом фоне морфологически и морфометрически
регистрируются ультраструктурные признаки
усиления секреторной активности клеток: более
развиты пластинчатые комплексы, достоверно
больше секреторных гранул в цитоплазме и они
крупнее (табл. 2). Как и у полугодовалых животных
преобладают зрелые формы гранул, меньше рас�

творяющихся и формирующихся разновидностей
(рис. 2). В цитоплазме, особенно в околоядерном
пространстве, встречаются крупные митохондрии
и конгломераты дегенерирующих гранул. Они
представляют собой элетронноплотные зернистые
образования без ограничительной мембраны не�
правильной формы. Иногда наблюдается тесный
контакт этих структур и их слияние с секреторны�
ми гранулами, имеющими, как правило, неодно�
родную зернистую сердцевину (рис. 5).

К  годовалому  сроку крысы�самцы линии
НИСАГ приобретают физиологические и пове�
денческие признаки глубокой старости, многие
до этого срока не доживают. При вскрытии –
сердце очень большое с расширенными камерами
и дряблое. Кардиомиоциты предсердия сильно

Таблица 2.  Параметры кардиомиоцитов правого предсердия взрослых крыс линий ВАГ и НИСАГ 

Параметр
6 месяцев 13 месяцев

ВАГ (6) НИСАГ (5) ВАГ (6) НИСАГ (5) 

Артериальное давление, мм рт.ст. 121 ± 4 179 ± 2.5* 120 ± 6 178 ± 1*

Масса тела, г 376 ± 6.1 362 ± 12 389 ± 4.2 407 ± 12

Масса сердца, мг 1228 ± 30 1365 ± 83 1023 ± 15 1476 ± 25*

Масса сердца/тела, мг/г 3.27 ± 0.08 3.78 ± 0.20* 2.63 ± 0.02 3.63 ± 0.08*

Диаметр клеток, мкм 7.8 ± 0.11 (227) 11.8 ± 0.40* (188) 8.1 ± 0.11 (142) 13.1 ± 0.18* (149)

Относительный объем, % (60) (57) (50) (50)

Миофибриллы 56.3 ± 0.48 61.5 ± 0.71* 55.4 ± 0.67 52.3 ± 0.77*

Митохондрии 29.0 ± 0.53 25.3 ± 0.57* 31.3 ± 0.57 29.6 ± 0.54*

Гликоген 2.8 ± 0.18 1.5 ± 0.18* – –

Комплекс Гольджи 1.3 ± 0.14 2.1 ± 0.15* 2.2 ± 0.22 3.3 ± 0.26*

Гранулы 2.7 ± 0.31 3.7 ± 0.28* 4.2 ± 0.33 8.6 ± 0.50*

Другие органоиды 8.2 ± 0.39 5.9 ± 0.47* 6.9 ± 0.42 6.2 ± 0.50

Диаметр гранул, нм 252 ± 5.3 (241) 255 ± 4.9 (249) 307 ± 4.3 (247) 306 ± 5.5 (264)

зрелые 269 ± 4.9 (122) 277 ± 7.0 (103) 334 ± 4.6 (147) 354 ± 4.6* (171)

растворяющиеся 241 ± 10 (109) 250 ± 6.4 (130) 283 ± 6.4 (84) 271 ± 8.8 (41)

формирующиеся 167 ± 12.7 (10) 149 ± 7.7* (16) 186 ± 9.1 (16) 176 ± 3.9 (52)

В скобках – число измерений, * межлинейные различия достоверны при p < 0.05.
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гипертрофированы с непараллельным ходом
миофибрилл по длинной оси клетки. Во многих
клетках имеются признаки вакуольной дистро�
фии. Митохондрий не много, но они очень круп�
ные. Значительно чаще, чем в контроле, встреча�
ются митохондрии с циркулярно закрученными
кристами. Многочисленные миелиноподобные
тельца располагаются в цитоплазме мышечных
клеток, встречаются под сарколеммой, иногда
видны свободно в интерстиции или в макрофа�

гальных клетках, обнаруживаются и в просвете
сосудов.

Некоторые миоэндокринные клетки крыс�ги�
пертоников на втором годе жизни просто пере�
полнены многочисленными секреторными гра�
нулами, которые образуют плотные скопления у
полюсов ядра, цепочками располагаются между
миофибриллами и под сарколеммой. В соседних
клетках гранул может быть меньше, они могут от�
личаться по размерам и распределению. Удиви�
тельно то, что в этом возрасте у крыс НИСАГ все
ультраструктурные признаки свидетельствуют об
активном синтезе секреторного продукта – в
клетках очень крупные комплексы Гольджи, око�
ло которых среди многочисленных пузырьков и
вакуолей обнаруживаются все последовательные
этапы формирования гранул. Подавляющее боль�
шинство гранул представлено зрелыми формами,
но имеются все ультраструктурные разновидно�
сти гранул по степени зрелости и по механизму
деградации, описанные выше (рис. 2). Особенно
характерно слияние гранул и их деградация in situ
в структуры, похожие на лизосомы или остаточ�
ные тельца. Такие формы внутриклеточной деге�
нерации секреторного продукта в клетках гипер�
тоников встречаются значительно чаще, чем у од�
новозрастного контроля – как правило, обнару�
живается три и более таких структур на срезе лю�
бого крупного скопления гранул. 

(а) 2 мкм

(б) 2 мкм

Рис. 4. Накопление разнообразных по форме и элек�
тронной плотности секреторных гранул в гипертро�
фированных предсердных миоцитах у 6�месячных ги�
пертензивных крыс линии НИСАГ (а) и у нормотен�
зивных контрольных крыс линии ВАГ (б). Электро�
нограммы. Масштаб 2 мкм.

1 мкм

Рис. 5. Крупные секреторные гранулы, их слияние и
внутриклеточная деградация в околоядерном про�
странстве миоэндокринной клетки правого предсер�
дия у крысы ВАГ на 13�м месяце жизни. Электроно�
грамма. Масштаб 1 мкм.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Прежде всего, логично обосновать примене�
ние морфологического метода для оценки функ�
циональных процессов, которыми являются син�
тез и выделение секреторных продуктов из мы�
шечных клеток предсердий. Ультраструктурное
исследование – трудоемкий, но общепризнан�
ный способ оценки активности внутриклеточных
процессов, имеющий свои преимущества (объек�
тивная привязка к конкретным органоидам) и
ограничения (отсутствие динамических характе�
ристик). Выделение морфологических разновид�
ностей гранул – формирующиеся, зрелые и рас�
творяющиеся формы – прием, позволяющий
оценивать активность различных этапов внутри�
клеточных процессов. Объективность результа�
тов обеспечивается одинаковыми условиями под�
готовки образцов, соблюдением правил стерео�
морфометрии, “слепым” способом подсчета и
достаточным объемом выборок для статистиче�
ской обработки. Дело в том, что современные мо�
лекулярные, биохимические и иммунологиче�
ские методы пока не дали общепризнанного точ�
ного и специфичного способа определения
концентрации натрийуретических пептидов в
биологических средах по причинам, подробно
обсуждаемым в специальной литературе и обзо�
рах (Bonow, 1996; Clerico et al., 2000). Еще меньше
в настоящее время ясности в процессах внутри�
клеточного синтеза, накопления и выделения
секреторного продукта, не определены пути регу�
ляции этих процессов, как на уровне организма,
так и внутри клеток (de Bold et al., 1996; Baertschi
et al., 2001; Goetze, 2010).

Если анализировать онтогенетическую дина�
мику содержания и состава секреторных гранул в
мышечных клетках предсердий на рис. 2, то мож�
но отметить некоторые общие закономерности. У
крыс обеих изученных линий большая концен�
трация секреторного продукта в миоэндокрин�
ных клетках наблюдается в эмбриогенезе, его ко�
личество снижается после рождения, особенно у
маленьких крысят, а затем он накапливается в
клетках, достигая максимума у животных на
13�м месяце жизни. Это соответствует данным,
полученным радиоиммунным методом, о содер�
жании натрийуретических пептидов в предсерди�
ях крыс в постнатальном онтогенезе (Navaratnam
et al., 1989). На всех изученных этапах онтогенеза
численная плотность гранул выше, а качествен�
ный состав более разнообразный у крыс гипер�
тензивной линии, чем в контроле. 

Мы показали, что у эмбрионов линии ВАГ
(контроль) на 18�е сутки развития в мышечных

клетках по мере дифференцировки активно фор�
мируется и начинает функционировать натрий�
уретическое звено поддержания водно�солевого
гомеостаза. На фоне незавершенной дифферен�
цировки клеток (митозы, большой объем глико�
гена и малый – миофибрилл, табл. 1) органоиды,
ответственные за синтез секрета, развиты очень
хорошо, гранул в клетках много, имеются все их
разновидности. Приблизительное соответствие
формирующихся и растворяющихся форм свиде�
тельствует об определенном стабильном или “ба�
зальном” уровне секреторной активности. Эти
находки соответствуют данным о том, что у эм�
брионов крыс первые клетки с иммунной реак�
тивностью к сердечному пептиду появляются
среди кардиомиоцитов предсердий очень рано –
на 10�й или 11�й день беременности (Deloof et al.,
1995). Ежедневное измерение и�РНК по ходу эм�
бриогенеза у мышей показало, что экспрессия ее
появляется на 8–9 день гестации с наибольшим
пиком на 12.5 день и меньшими пиками в период
14.5–16.5 суток развития (Cameron et al., 1996). 

У крыс гипертензивной линии НИСАГ уже на
18�е сутки эмбриогенеза в миоэндокринных клет�
ках предсердия обнаруживаются морфологиче�
ские признаки повышенной секреторной актив�
ности. Преобладание среди гранул формирую�
щихся форм (рис. 2) и мелкие размеры зрелых
гранул (табл. 1) могут отражать повышенную по�
требность в их продукции, которая не задержива�
ется в клетке и выделяется “с колес”. Это может
свидетельствовать о том, что уже на самых ранних
этапах онтогенеза эта депрессорная регуляторная
система реагирует на генетически закрепленные
отклонения в ходе индивидуального развития
и/или внешние стимулы. По�видимому, это до�
статочно универсальное явление и для других
классов позвоночных, поскольку, по нашим дан�
ным, у куриных эмбрионов уже на 14�е сутки раз�
вития в условиях гипоксии в клетках предсердий
наблюдаются аналогичные ультраструктурные
признаки гиперсекреции (Максимов, Коросты�
шевская, 2012). 

В литературе имеются отдельные эксперимен�
тальные данные о том, что натрийуретические
пептиды играют существенную роль в формиро�
вании и функционировании вне� и внутриэмбри�
ональной сосудистой системы, обмене жидкости
и солей, регуляции гемодинамики и других клю�
чевых процессов развития и роста организма.
Признается, что у эмбрионов особенно актуально
их выраженное действие на морфогенез сердца –
они сдерживают рост кардиомиоцитов, соедини�
тельнотканной стромы и утолщение сосудистых
стенок (Feng et al., 2003; D’Souza et al., 2004; Das
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et al., 2009; Scott et al., 2009). Возможно, на этом
этапе онтогенеза повышенная секреция натрий�
уретических пептидов у гипертензивной линии
НИСАГ сдерживает генетически запрограмми�
рованную гипертрофию миокарда и другие ти�
пичные для гипертоников перестройки в сердце. 

Нужно отметить, что высокое содержание сек�
рета в клетках миокарда может мало соотноситься
с содержанием активного пептида в крови эмбри�
она, поскольку количество таких клеток в мио�
карде на этой стадии развития эмбриона допод�
линно неизвестно. Кроме того, у эмбрионов су�
щественный вклад в секрецию пептидов вносят
кардиомиоциты желудочков, активность которых
прогрессивно снижается и сходит на нет в первые
дни после рождения (Navaratnam et al., 1989). По
данным Занг и Пасумарти (Zhang, Pasumarthi,
2007), у мышей на 11.5 сутки эмбриогенеза в мио�
карде желудочков только 14% зрелых миоцитов,
43% малодифференцированных и 43% недиффе�
ренцированных клеток. На стадии 16.5 суток по�
следних насчитывается около 20%, а на 18.5 сут�
ки – остается всего 7%. В постнатальном периоде,
когда в сердце завершаются морфогенетические
процессы, функциональная активность миоэндо�
кринных клеток в большой мере отражает поступ�
ление гормона в кровоток. 

У быстро растущих неполовозрелых крысят
линии ВАГ в первый месяц жизни в миоэндо�
кринных клетках содержится меньше гранул, чем
у эмбрионов, но они достоверно крупнее и по ме�
ре роста клеток и их окончательной дифференци�
ровки количество гранул в цитоплазме нарастает
(табл. 1, рис. 2). Характер секреции, оцененный
по соотношению типов гранул, не претерпевает
существенных изменений – он носит “спокой�
ный” характер. К сожалению, в литературе нет
пока сложившейся концепции регуляции выде�
ления и механизма секреции натрийуретических
пептидов. Высказывается мнение, что “базаль�
ная” секреция вне стимуляции происходит, ми�
нуя стадию секреторных гранул. При специфиче�
ской стимуляции сначала в острую стадию выде�
ляется секрет, накопленный в гранулах, а затем
начинается усиленный синтез пептидов de novo
для обеспечения потребностей и пополнения за�
пасов (de Bold et al., 1996; Ogawa et al., 1999). Мор�
фологический эквивалент этого механизма мож�
но наблюдать в клетках предсердий у крысят ли�
нии НИСАГ. В крупных миоэндокринных
клетках очень хорошо развиты пластинчатые
комплексы, много секреторных гранул, причем
среди них около половины составляют формиру�
ющиеся и растворяющиеся формы. В связи с
этим логично поставить вопросы: что является

стимулом для секреторной гиперактивности, и
почему натрийуретические пептиды не оказыва�
ют своего модулирующего влияния на рост мио�
цитов на этом этапе и развитие гипертензии на
последующих сроках жизни? Напомним, что уже
на 12�е сутки жизни мы наблюдаем выраженную
относительную гипертрофию сердца на фоне от�
ставания массы тела от контроля, и абсолютную
гипертрофию кардиомиоцитов предсердия, а на�
следственно обусловленная гипертензия прояв�
ляется у крыс НИСАГ только на втором месяце
жизни. Это принципиально отличает миоэндо�
кринные клетки предсердий у крысят НИСАГ
первого месяца жизни от сократительных миоци�
тов желудочков, диаметр которых на 21�е сутки
жизни даже не достигает величины одновозраст�
ного контроля (Шмерлинг и др., 2005). Функцио�
нальная несостоятельность при изобилии на�
трийуретических пептидов, получившая назва�
ние “гормональный парадокс”, начинает прояв�
ляться на очень ранних этапах постнатального
онтогенеза и сопровождается формированием
стойкой гипертензии со всеми регуляторными,
функциональными и морфологическими нару�
шениями на уровне тканей, органов и организма.

У взрослых полугодовалых животных в клетках
предсердий у крыс линии ВАГ гранул в клетках
больше, чем у крысят, они крупнее. При этом
формирующихся форм мало, зато встречаются
разные варианты внутриклеточной утилизации
секреторного материала: неравномерное растворе�
ние содержимого гранул, их слияние и зернистая
деградация. Однако все эти явления значительно
более ярко проявляются у крыс линии НИСАГ.
Для взрослых крыс�самцов линии НИСАГ харак�
терно повышение артериального давления как в
покое (до 180 мм рт.ст.), так и особенно значи�
тельное – в условиях эмоционального стресса (до
220 мм рт.ст.). Комплексное исследование выяви�
ло у этих животных изменения основных звеньев
регуляции гемодинамики – гипофизарно�надпо�
чечниковой, ренин�ангиотензин�альдостероно�
вой и инсулин�адреналовой систем. Параллельно
в сердце обнаруживаются все морфологические
изменения, характерные для гипертензивного
статуса: большая относительная масса, умерен�
ный кардиосклероз, гипертрофия желудочковых
кардиомиоцитов, утолщение стенки и уменьше�
ние просветов коронарных артерий (Шмерлинг
и др., 1997). В предсердных миоэндокринных
клетках гранул значительно больше, чем в контро�
ле, они более активно формируются, но еще более
активно деградируют – более половины всех гра�
нул имеют различные признаки растворения со�
держимого. Такая диспропорция между интенсив�
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ностью процессов синтеза и выделения дает воз�
можность предположить, что у гипертензивных
животных в покое в мышечных клетках предсер�
дий скапливается большое количество гранул, вы�
деление которых по потребности компенсируется
их активным синтезом в хорошо развитых ком�
плексах Гольджи. По�видимому, генетически за�
крепленная высокая стресс чувствительность этих
животных проявляется резким повышением арте�
риального давления в ответ на манипуляции, что
сопровождаются экстренным выделением накоп�
ленного в клетках секреторного продукта.

После года жизни в состоянии кардиомиоци�
тов предсердий у изученных линий крыс обнару�
живаются принципиальные различия. У нормо�
тензивных крыс ВАГ морфологических призна�
ков “старения” в миокарде предсердий не
наблюдается: ни размеры клеток, ни их внутри�
клеточная композиция, ни соотношение основ�
ных органоидов (миофибрилл и митохондрий) не
изменяются за прошедшие семь месяцев жизни
после предыдущего этапа исследования. Что ка�
сается секреторного аппарата клеток, то относи�
тельный объем гранул и аппаратов Гольджи, ко�
личество и размеры гранул увеличиваются, но со�
став не изменяется. Принципиально другая
ситуация обнаруживается в клетках предсердий у
одновозрастных гипертензивных крыс. Очень
крупные клетки имеют признаки дистрофии – в
них мало миофибрилл и митохондрий. Более 10%
цитоплазмы клеток занимают структуры синтеза,
и, прежде всего, огромные скопления крупных
секреторных гранул (табл. 2). В этих скоплениях
всегда присутствуют несколько гранулярных те�
лец неправильной формы по типу остаточных те�
лец – одна из форм внутриклеточной деградации
гранул. Состав гранул свидетельствует о накопле�
нии большого запаса секреторного продукта при
достаточно сбалансированных процессах синтеза
и выделения. Стимуляция секреторной активно�
сти кардиомиоцитов на фоне возрастной деграда�
ции миофибрилл и особенно митохондрий оста�
ется непонятной. Возможно, это наблюдение по
механизму соотносится с известными из литера�
туры данными о восстановлении секреторной ак�
тивности фетальных натрийуретических пепти�
дов в кардиомиоцитах желудочков взрослых осо�
бей при тяжелых декомпенсированных рас�
стройствах гемодинамики (Langenickel et al., 2000;
Cameron, Ellmers, 2003). 

Таким образом, ультраструктурное исследова�
ние кардиомиоцитов правого предсердия крыс
показало, что уже у 18�суточных эмбрионов на
фоне незавершенного морфогенеза предсердий в
миоэндокринных клетках активно формируются,

накапливаются и растворяются секреторные гра�
нулы, содержащие натрийуретические пептиды.
По ходу постнатального онтогенеза в клетках
предсердий происходит накопление секреторно�
го продукта, достигая максимума у 13�месячных
животных. На всех изученных этапах онтогенеза у
крыс НИСАГ с наследственной индуцированной
стрессом артериальной гипертензией в миоэндо�
кринных клетках численная плотность гранул
выше и качественный состав их более разнооб�
разный, чем в контроле. Морфологические при�
знаки гиперсекреции натрийуретических пепти�
дов, выявленные у эмбрионов и у 12� и 21�днев�
ных крысят линии НИСАГ, предшествуют
генетически запрограммированному повышению
артериального давления, которое регистрируется
на 2�м месяце жизни. У взрослых крыс НИСАГ на
фоне высокого артериального давления гипер�
трофические и дегенеративные изменения мио�
цитов сопровождаются избыточным накоплени�
ем крупных секреторных гранул, часть которых
подвергается внутриклеточной деградации.
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Age�Related Structural and Functional Characteristics of Cardiac Myoendocrine Cells 
of Rats in a Normal State and with Hereditary Hypertension

I. M. Korostyshevskaya and V. F. Maksimov
Institute of Physiology, ul. Timakova 4, Novosibirsk, 630117 Russia
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Abstract—A qualitative and quantitative ultrastructural study of right atrial cardiomyocytes in WAG (normo�
tensive control) and ISIAH (inherited stress�induced arterial hypertension) rats of different age (on day 18 of
embryogenesis, on days 12 and 21 after birth, and at an age of 6 and 13 months) was performed. It was shown
that, in embryos with an as yet incomplete atrial morphogenesis, secretory granules containing natriuretic
peptides are actively formed, accumulated, and dissolved. In postnatal ontogeny, the secretory product is accu�
mulated in atrial cells. In all ontogeny stages studied, the numerical density of secretory granules in the myoen�
docrine cells of hypertensive rats is greater and the qualitative composition of these granules is more diverse
than in the control. It was established that, in atrial myocytes of ISIAH rats, the morphological signs of natri�
uretic peptide hypersecretion precede the development of genetically programmed high blood pressure. In
adult hypertensive rats, hypertrophic and degenerative changes in myocytes are accompanied by excessive ac�
cumulation of secretory granules, some of which undergo intracellular degradation.

Keywords: natriuretic peptides, right atrium, cardiomyocyte, ontogeny, rat.
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В настоящее время накапливается все больше
данных об участии этилена в регуляции репродук%
тивного процесса растений (Kende, 1993; Woltering
et al., 1995; Liu et al., 1999; Bleecker, Kende, 2000; Al%
exander, Grierson, 2002; Butenko et al., 2006; Trusov,
Botella, 2006; Achard et al., 2007; Xue et al., 2008; Lin
et al., 2009).

Показано, что трансгенные растения петунии
со сниженной экспрессией гена PhEIN2 проявля%
ли низкую чувствительность к этилену при старе%
нии цветков и созревании плодов (Shibuya et al.,
2004), а сверхэкспрессия в трансгенных растениях
табака гена Cm
ETR1/H69A или Cm
ERS1/H70A
индуцировала стерильность пыльцы или снижала
ее фертильность (Ishimaru et al., 2006). 

LM%array (laser microdissection technique) анализ
профиля глобальной экспрессии генов в развива%
ющемся пыльнике риса выявил наличие синтеза и
сигналинга этилена в микроспорах, пыльцевых
зернах и тапетуме, в частности выявил экспрессию
АЦК
синтазы6 (ACS6), АЦК
оксидазы2 (ACO2) и
АЦК
оксидазы3 (ACO3) на последних стадиях раз%
вития пыльцевого зерна, что указывало на то, что
эти стадии характеризуются активным синтезом
этилена (Hirano et al., 2008). 

Опыление у многих растений инициирует кас%
кад событий, включающих в себя образование эти%
лена, способного координировать дальнейшее
развитие цветка (O’Neill et al., 1993). Исследова%
ния, проведенные на орхидее, гвоздике, табаке и
петунии, предполагают, что индуцированное опы%
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средних слоев стенки пыльника, второй – дегидратацию и созревание пыльцевых зерен. Пыльники
стерильного клона уже на стадии мейоза выделяли в 10 раз больше этилена, чем пыльники фертиль%
ных клонов, что приводило к разрушению тапетума и гибели микроспороцитов. Обработка этиле%
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зывала гибель генеративных клеток. Накопленная во время дегидратации и созревания в пыльцевых
зернах АЦК расходовалась на синтез этилена при их прорастании. Всплеск выделения этилена со%
провождал прорастание мужского гаметофита как на среде культивирования, так и на поверхности
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мужского гаметофита после совместимого опыления сопровождалось более высоким содержанием
АЦК, но менее интенсивным образованием этилена, чем после несовместимого опыления. Более
интенсивное образование этилена после самонесовместимого опыления вызывало торможение ро%
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лением образование и выделение этилена тканями
пестика необходимо для роста пыльцевых трубок и
успешного оплодотворения (Hoekstra, Weges, 1986;
Singh et al., 1992; Nadeau et al., 1993; Tang et al., 1994;
Tang, Woodson, 1996; Bui, O’Neill, 1998; Weterings
et al., 2002; Holden et al., 2003; Kovaleva, Zakharova,
2003). Однако вопрос о физиологической роли
этилена в гаметофитно%спорофитных взаимодей%
ствиях в прогамной фазе оплодотворения как при
нормальном развитии репродуктивного процесса,
так при наличии генетически детерминированных
барьеров самооплодотворения еще далек от своего
решения. 

Цель данной работы составило изучение обра%
зования и действия АЦК и этилена в развиваю%
щихся пыльниках самосовместимого, стерильного
и самонесовместимого клонов петунии, а также в
in vitro прорастающем мужском гаметофите (на
среде культивирования) и in vivo в системе пыль%
ца–пестик. 

Полученные данные показали, что этилен
участвует в регуляции гаметофитно%спорофитных
отношений на всех этапах прогамной фазы опло%
дотворения у петунии. Изменение этой регуляции
на генетическом уровне у стерильного и самоне%
совместимого клонов или экзогенным этиленом и
ингибитором его действия NBD у самосовмести%
мого клона приводили к нарушению гаметофит%
но%спорофитных взаимодействий и в конечном
итоге к блокированию оплодотворения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Растительный материал. Вегетативно размно%
женные растения двух фертильных (самосовме%
стимого и самонесовместимого) и стерильного
клонов петунии (Petunia hybrida L.) выращивали в
почвенной культуре при естественном освещении
в оранжерее. 

Самонесовместимый клон характеризуется
тем, что при самоопылении его пыльца прорастает
на рыльце, но рост пыльцевых трубок останавли%
вается в проводниковых тканях столбика вслед%
ствие гаметофитной самонесовместимости. У сте%
рильного клона микроспорогенез останавливается
на стадии мейоза (Добровольская и др., 2009). 

Самоопыление кастрированных и изолирован%
ных накануне раскрытия цветков самосовмести%
мого и самонесовместимого клонов проводили
пыльцой, собранной из раскрытых цветков соот%
ветствующего клона. 

Стадии развития микроспор и пыльцевых зерен в
развивающихся пыльниках определяли в соответ%
ствии с общепринятой классификацией (Koltunow
et al., 1990) по методике Матвеевой и др. (1998).
Пыльники извлекали из бутонов длиной от 2.5 до
50 мм, раздавливали пестиком в фиксирующей
жидкости (ацетон : 96% этанол, 1 : 1). Полученную
взвесь клеток фильтровали через капроновую сет%

ку (поры 40 мкм), центрифугировали 3 мин при
200 g, ресуспендировали в 70% спирте, снова цен%
трифугировали и окрашивали флюоресцентным
красителем Hoechst 33258 (“Serva” Германия) для
идентификации стадий развития микроспор, ос%
нованной на специфичном связывании красителя
с ДНК ядер (Матвеева и др., 1998). Для определе%
ния каждой стадии использовали пыльники из
15 бутонов. Препараты анализировали под микро%
скопом Axio Imedger D1 (Carl Zeiss, Германия). 

Изучение влияния экзогенного этилена и 
ингибитора его действия 2,5
норборнадиена (NBD) 

на развитие мужского гаметофита петунии 
самосовместимого клона

 Обработка побегов с бутонами этиленом. За
0.5 ч до начала эксперимента побеги с бутонами,
находящимися на разных стадиях развития муж%
ского гаметофита, срезали с растений, ставили в
стаканы с 100 мл водопроводной воды и помещали
в герметичные стеклянные камеры объемом 20 л,
снабженные штуцерами для ввода этилена. С по%
мощью шприца вводили этилен, создавая в каме%
рах следующие концентрации: 1, 10 и 100 мкл/л.
Обработку побегов с бутонами этиленом проводи%
ли в течение трех суток, пробы брали каждые 24 ча%
са. После отбора бутонов и проветривания в каме%
рах создавали необходимые концентрации этиле%
на. В качестве контроля использовали пыльники
из бутонов, находившихся в камере без добавления
этилена. 

Обработку побегов с бутонами и прорастающую
на среде культивирования пыльцу NBD проводили в
5%литровых стеклянных камерах при температуре
26°С и 16%часовом фотопериоде с интенсивностью
освещения люминисцентными лампами ЛБ%80%
8000 люкс. Для создания в камерах концентрации
газообразного NBD 500, 2000 и 6000 мкл/л на по%
лоску фильтровальной бумаги, прикрепленной к
крышке сосуда, наносили соответственно 12, 48
или 144 мкл жидкого NBD, после чего сосуд не%
медленно закрывали и герметизировали. Камеры
ежедневно проветривали, после чего восстанавли%
вали концентрацию NBD. 

Ежедневные наблюдения за состоянием гене%
ративных клеток в пыльниках, обработанных эти%
леном и NBD, проводили на Hoechst%окрашенных
срезах с помощью микроскопа Axio Imedger D1.

Питательная среда для культивирования пыльцы
включала 0.4 М сахарозу и 1.6 мМ борную кислоту.
О степени прорастания судили по количеству про%
росших пыльцевых зерен, произвольно отобран%
ных и наблюдаемых в четырех полях микроскопа
(n = 200). Длину пыльцевых трубок определяли с
помощью микроскопа Axio Imedger D1 с камерой
Axio Cam MRc. Измерения выполняли в програм%
ме Axio Vizion 4.5 (Carl Zeiss, Германия). 
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Выделение этилена определяли газохроматогра%
фическим методом (Ракитин В., Ракитин Л., 1986).
По 30 пыльников из бутонов одного размера, 20 мг
пыльцы + 2 мл питательной среды, 5–7 неопылен%
ных или опыленных пестиков или их частей (ры%
лец, столбиков, завязей) помещали в отдельные
флаконы объемом 15 мл и герметично закрывали
резиновыми пробками (Septa, Red Rubber, O.D.
13 мм, Aldrich, США). Одновременно для контро%
ля исходного уровня этилена в воздухе закрывали
пустой флакон. Образцы инкубировали в темноте
при 26°С в термостате ТСН 100 (Laboratorni Pris%
tole, Прага) не более 30 мин до начала анализа.
Весь воздух из флакона использовали для опреде%
ления содержания этилена на газовом хроматогра%
фе Цвет 106 (Россия) с пламенно ионизационным
детектором и концентрирующей системой для уг%
леводородов, позволяющей в десятки раз повы%
шать чувствительность прибора, которая необхо%
дима для максимального сокращения времени ин%
кубации и проведения анализа до начала выде%
ления “раневого” этилена. 

Определение содержания АЦК проводили по ме%
тоду Лизада и Янга (Lizada, Yang, 1979) с модифи%
кациями. Свежесобранный материал (пыльники,
неопыленные и опыленные пестики) заморажива%
ли в жидком азоте и хранили при –70°С. Навески
образцов (50 мг) гомогенизировали в 1.2 мл 0.2 М
ТХУ. АЦК экстрагировали в течение 2 ч. Гомогенат
центрифугировали 5 мин при 2300 g. Затем во фла%
кон объемом 15 мл добавляли 1 мл экстракта АЦК
и 0.2 мл 0.01 М HgCl2. Флакон герметично закры%

вали резиновой пробкой, через которую шприцем
вводили 0.2 мл охлажденной смеси 5.25% гипохло%
рита натрия и насыщенного раствора NaOH (в со%
отношении 2 : 1). Все операции проводили при
4°С. Образующийся из АЦК этилен определяли на
газовом хроматографе (Ракитин В., Ракитин Л.,
1986). 

Статистическая обработка данных. Опыты
проводили в трех–пяти биологических повторно%
стях. Достоверность различий оценивали по t%кри%
терию Стьюдента при степени свободы 0.05. На
рисунках приведены средние значения и стандарт%
ные ошибки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Динамика содержания АЦК и образования этилена 
в развивающихся пыльниках 

Содержание АЦК и образование этилена ис%
следовали на девяти стадиях развития пыльника:
стадия материнских клеток пыльцы, археспорий
(Аp), мейоз (Ме), тетрады (Т), ранние микроспоры
(РМ), поздние микроспоры (ПМ), митоз (Ми),
ранние пыльцевые зерна (РПЗ), средние пыльце%
вые зерна (СПЗ), поздние пыльцевые зерна (ППЗ)
(рис. 1). Стадии определяли по экспериментально
выявленной корреляции между длиной бутона и
стадией развития мужского гаметофита (Добро%
вольская и др., 2009). 
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Рис. 1. Корреляция между длиной бутона и стадиями развития пыльника и мужского гаметофита петунии фертильного
клона. Ар – археспорий, Ме – мейоз, Т – тетрады, РМ – ранние микроспоры, ПМ – поздние микроспоры, Ми – митоз,
РПЗ – ранние пыльцевые зерна, СПЗ – средние пыльцевые зерна, ППЗ – поздние пыльцевые зерна. 
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Пыльники фертильного клона 

Развитие мужского гаметофита у обоих фер%
тильных клонов (самосовместимого и самонесов%
местимого) сопровождалось двумя периодами по%
вышения содержания АЦК и образования этилена
в тканях пыльника: первый происходил во время
развития микроспор, второй – при созревании
пыльцевых зерен (рис. 2). Поскольку динамика
выделения этилена у обоих клонов была идентич%
на, мы приводим данные только по самосовмести%
мому клону. 

Микроспоры являются первыми клетками га%
метофитной генерации, образующимися в микро%
спорангии в результате мейотического деления
материнских клеток микроспор. Развитие микро%
споры – наиболее длительный этап формирования
пыльцевого зерна, в ходе которого микроспоры и
стенка пыльника подвергаются структурным и
функциональным изменениям. 

Тапетум, внутренний слой стенки пыльника,
непосредственно прилегает к спорогенной ткани.
Запасные вещества тапетума гидролизуются и сек%
ретируются в гнездо пыльника, обеспечивая про%

хождение мейоза, развитие микроспор и созрева%
ние пыльцевых зерен (Резникова, 1984; Goldberg
et al., 1993). 

У петунии разрушение тапетума происходило
по мере созревания микроспор и завершалось к
моменту образования двуядерной пыльцы (Добро%
вольская, 2009). Так, средние слои стенки пыльни%
ка уже на стадии Т были в значительной степени
разрушены. На стадии РМ наблюдали полное раз%
рушение двух средних слоев стенки и дезорганиза%
цию тапетума. Полное разрушение тапетума про%
исходило перед стадией РПЗ. Трехкратное повы%
шение выделения этилена пыльниками, сопро%
вождавшее развитие микроспор на стадии Т
(рис. 2), по%видимому, и было причиной разруше%
ния тапетума и средних слоев стенки пыльника. 

Для подтверждения этого предположения ис%
следовали влияние различных концентраций
ингибитора действия этилена NBD (500, 2000,
6000 мкл/л) на состояние пыльников в бутонах
самосовместимого клона. Обработка NBD (во
всех концентрациях) бутонов длиной до 5 мм
уже на 2%й день приводила к полной остановке
развития пыльника и мужского гаметофита. 

Зрелые микроспоры вступают в дифференци%
рующий Ми, в результате которого образуются две
клетки мужского гаметофита: вегетативная и гене%
ративная. Период развития пыльцевых зерен на
стадиях РПЗ и СПЗ характеризовался низким
уровнем выделения этилена (рис. 2). 

Финальным этапом созревания пыльцы, без
которого она практически утрачивала способность
к прорастанию, являлась дегидратация пыльцы,
которая начиналась после разрушения тапетума, и
к моменту растрескивания пыльника пыльцевые
зерна были частично дегидратированы. Созрева%
ние и дегидратация пыльцевых зерен (стадия
ППЗ) сопровождались значительным повышени%
ем содержания АЦК и выделения этилена пыльни%
ками (рис. 2). Повышение содержания АЦК в
пыльниках на последней стадии созревания со%
пряжено с ее накоплением в созревающих пыльце%
вых зернах. Следует отметить, что выделение эти%
лена пыльниками на стадии позднего двуядерного
пыльцевого зерна возрастало приблизительно в
10 раз, а содержание АЦК в 100 раз. Содержание
АЦК в зрелой пыльце составляло 300 нмоль/г сы%
рого веса. Накопление АЦК при созревании пыль%
цы также было обнаружено у гвоздики (Whitehead
et al., 1983). 

Значительное увеличение образования и, сле%
довательно, содержания этилена запускает в стен%
ке пыльника механизмы программируемой кле%
точной смерти (ПКС), которая является частью
нормального развития флоральных органов,
включая завершающие стадии развития пыльника,
приводящие к его растрескиванию и высвобожде%

50.0

0

40.0

30.0

20.0

0.8
0.6
0.4
0.2

20

0

15

10

5

Длина бутона, мм
Стадия развития

Длина бутона, мм
Стадия развития

А
Ц

К
, 

н
м

о
ль

/г
С

2Н
4,

 н
л/

гч

2.5
Ар

3.0
Me

3.5
T

4.0
PM

4.5
ПМ

5.0
Ми

6.5
РПЗ

15.0 45
ППЗ

2.5
Ар

3.0
Me

3.5
T

4.0
PM

4.5
ПМ

5.0
Ми

6.5
РПЗ

15

СПЗ

45
ППЗ

СПЗ

(а)

(б)

Рис. 2. Динамика содержания АЦК (a) и выделения
этилена (б) в развивающихся пыльниках петунии са%
мосовместимого клона.
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нию пыльцы (Rogers, 2006; Goldberg et al., 1993).
Так растрескивание пыльников у табака задержи%
валось при обработке цветков ингибитором дей%
ствия этилена 1%метилциклопропеном (1%MCP) и
ускорялось при обработке этиленом (Rieu et al.,
2003). В наших опытах семидневная обработка бу%
тонов (длина 10–15 мм) петунии самосовместимо%
го клона ингибитором действия этилена NBD в
концентрации 6000 мкл/л предотвращала растрес%
кивание пыльников и прорастание полученной из
них пыльцы. Эффект от воздействия NBD в кон%
центрациях 2000 и 500 мкл/л был менее значите%
лен, и хотя бутоны продолжали свое развитие,
процент прорастания пыльцы из них составлял
50% от контроля (пыльца из бутонов, развивав%
шихся в сосудах без NBD), что указывало на уча%
стие этилена в развитии мужского гаметофита так%
же и на поздних стадиях развития. 

Пыльники стерильного клона 

У стерильного клона, разрушение тканей тапе%
тума наблюдали очень рано, уже в профазе Ме, од%
новременно с нарушениями в развитии спороген%
ной ткани (Добровольская и др., 2009). Гибель
микроспороцитов сопровождалась плазмолизом
тапетальных клеток. Однако, не смотря на гибель
микроспороцитов и разрушение тапетума, стенка
пыльника продолжала расти. Растрескивание
пыльников у стерильного и фертильных клонов
происходило в одно и то же время. 

Гибель микроспороцитов и дегенерация клеток
тапетума у стерильного клона сопровождались ак%
кумуляцией АЦК и высоким уровнем выделения
этилена на стадии материнских клеток пыльцы
(рис. 3). Следует отметить, что образование этиле%
на пыльниками стерильного клона, сопровождаю%
щее плазмолиз тапетума и гибель микроспороци%
тов было в 10 раз выше, чем у фертильного во вре%
мя разрушения тапетума и средних слоев стенки
пыльника (рис. 2). 

Влияние экзогенного этилена на развитие 
мужского гаметофита

Результат воздействия экзогенного этилена на
развивающийся мужской гаметофит петунии са%
мосовместимого клона зависел от концентрации
гормона и стадии развития генеративных клеток
(табл. 1). 

Наиболее чувствительными к действию этиле%
на оказались генеративные клетки на стадии Ме,
которые погибали через сутки воздействия этиле%
на в концентрациях 10 и 100 мкл/л и через двое су%
ток воздействия этилена в концентрации 1 мкл/л. 

Генеративные клетки на стадии Т погибали че%
рез 3 суток воздействия этилена в концентрациях
10 и 100 мкл/л, в то время как клетки на стадии РМ

только повреждались после 3%х суток воздействия
этилена в концентрации 10 мкл/л или после
2%х суток в концентрации 100 мкл/л. 

Каких%либо признаков деградации после воз%
действия экзогенного этилена на генеративные
клетки на стадиях ПМ и Ми, а также на последую%
щих стадиях созревания пыльцевых зерен не на%
блюдали. 

Таким образом, высокие концентрации этилена
(1–100 мкл/л) вызывали деградацию и гибель муж%
ских генеративных клеток, находящихся в момент
обработки на ранних стадиях развития, от начала
Ме до выхода микроспор из тетрад, так же, как это
происходило при высоком уровне выделения и,
следовательно, содержания эндогенного этилена у
стерильного клона. 

Образование и действие этилена в прорастающем 
in vitro мужском гаметофите 

Прорастающая in vitro пыльца практически сра%
зу же после начала культивирования интенсивно
выделяла этилен (рис. 4), возможно, за счет акку%
мулированной в пыльцевых зернах АЦК (рис. 2а). 
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Экзогенный этилен в концентрации 0.1 мкл/л
на 20% стимулировал, а в концентрациях 1 и
10 мкл/л на 20% ингибировал прорастание пыль%
цы петунии (рис. 5a). 

NBD в концентрациях 500 и 2000 мкл/л подав%
лял прорастание пыльцы на 30–40% и на 95% ин%
гибировал этот процесс в концентрации
6000 мкл/л (рис. 5б). 

Образование и действие этилена в системе 
мужской гаметофит–пестик самосовместимого

и самонесовместимого клонов

Ранее было показано, что опыление вызывает
усиление выделения этилена тканями пестика
(Sign et al., 1992; O’Neill et al., 1993; Kovaleva, Za%
kharova, 2003; Tang et al., 1994). В данной работе мы
исследовали динамику содержания предше%
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ственника этилена – АЦК и образования этиле%
на в тканях пестика при прорастании и во время
роста пыльцевых трубок после самоопыления
самосовместимого и самонесовместимого кло%
нов петунии. 

Опыление очень быстро запускало синтез АЦК
в системе пыльца–рыльце (рис. 6). Содержание
АЦК в тканях рыльца достигало максимума через
1.5–2 часа после опыления. После совместимого
опыления ее содержание в рыльцах было в 2.5 раза
больше, чем после несовместимого. Концентра%
ция АЦК в столбиках и завязях в течение 7 часов
после опыления менялась незначительно и была в
100 раз ниже, чем в рыльцах. 

Рыльце являлось основным местом синтеза
этилена после обоих типов опыления. Прораста%
ние пыльцы и рост пыльцевых трубок после несов%
местимого опыления сопровождались в 3 раза
большим образованием этилена в системе муж%
ской гаметофит–пестик, чем при совместимом
опылении (рис. 7). Полагаем, что повышенный
уровень этилена связан с функционированием ме%
ханизма самонесовместимости (de Nettancourt,
2001; Hua et al., 2008), вследствие которого рост
пыльцевых трубок останавливается в проводнико%
вых тканях столбика. В пользу такого предположе%
ния могут служить наши данные о том, этилен в
высокой концентрации (10 мкл/л) на 45% замед%
лял скорость роста пыльцевых трубок петунии на
среде культивирования (данные не представлены).
Как полагают, одной из причин ингибирования
роста пыльцевых трубок после самонесовместимо%
го опыления может быть ПКС (Wang et al., 2009;
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Serrano et al., 2010), индуцируемая этиленом (Wol%
tering et al., 1999; Rogers, 2006).

Таким образом, полученные результаты дают
основание заключить, что этилен участвует в регу%
ляции развития, прорастания и роста мужского га%
метофита в прогамной фазе оплодотворения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Развитие мужской гаметофитной генерации –
пыльцы полностью зависит от спорофитных тка%
ней стенки пыльника, в котором осуществляется
микроспорогенез, образуются и созревают пыль%
цевые зерна. Результаты настоящей работы пока%
зали, что этилен необходим для ранних стадий
микроспорогенеза. Структурные изменения в
стенке развивающегося пыльника у фертильных
клонов (разрушение тапетума и средних слоев
стенки пыльника) сопровождаются повышением
выделения этилена на стадиях формирования
микроспор и созревания пыльцевых зерен. Обра%
ботка бутонов петунии фертильного клона инги%
битором синтеза этилена NBD на ранней стадии
развития (до инициации Ме) приводила к полной
остановке развития пыльника и мужского гамето%
фита. Гибель мужского гаметофита у стерильного
клона происходила в профазе мейоза вследствие
преждевременного разрушения тапетума и сопро%
вождалась всплеском образования этилена. Высо%
кие концентрации экзогенного этилена приводи%
ли к деградации и смерти мужских генеративных
клеток фертильного клона на ранних стадиях раз%
вития (от мейоза до выхода микроспор из тетрад).

Полагаем, что этилен включается в координацию
последовательных событий в пыльнике, необходи%
мых для развития мужского гаметофита, участвуя в
инициации ПКС, прежде всего в клетках тапетума. 

Согласно полученным в работе данным, in vitro
прорастание мужского гаметофита петунии сопро%
вождается выделением этилена, образующимся из
АЦК, накопленной на завершающих стадиях со%
зревания пыльцевого зерна. Ингибитор синтеза
этилена NBD ингибирует прорастание пыльцы. 

После опыления пыльцевые зерна прорастают
на воспринимающей поверхности рыльца, пыль%
цевые трубки растут в межклеточном пространстве
проводниковой ткани столбика, входят в завязь,
доставляя спермии к семяпочке. Компоненты
межклеточного матрикса проводниковой ткани
пестика чрезвычайно важны для успешного поло%
вого воспроизведения. Синтез этилена сопровож%
дает прорастание и рост пыльцевых трубок в тка%
нях пестика. Полагаем, что этилен контролирует
рост пыльцевых трубок. Кроме этого, наши дан%
ные свидетельствуют о возможном участии этиле%
на в механизме гаметофитной самонесовместимо%
сти, одного из основных барьеров самооплодотво%
рения. 

Суммируя полученные данные, полагаем, что
этилен является регулятором гаметофитно%споро%
фитных взаимодействий в прогамной фазе опло%
дотворения. 

Работа выполнялась при поддержке Россий%
ского Фонда Фундаментальных Исследований
(гранты № 06%04%48870 и № 10%04%00356).
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Role of Ethylene in the Control of Gametophyte�Sporophyte Interactions
in the Course of the Progamic Phase of Fertilization

   L. V. Kovaleva, G. V. Timofeeva, G. B. Rodionova, E. V. Zakharova, and V. Yu. Rakitin
Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, ul. Botanicheskaya 35, Moscow, 127276 Russia 

e
mail: kovaleva_l@mail.ru

Abstract—We investigated dynamics of the content of 1%aminocyclopropane%1%carboxylic acid (ACC) and
ethylene production in male gametophyte development and germination in fertile (self%compatible and self%
incompatible) and sterile clones of petunia. Fertile male gametophyte development was accompanied by two
peaks of ethylene production by anther tissues. The first peak occurred during the microspore development
simultaneously with the degeneration of both the tapetal tissues and the middle layers of the anther wall. The
second peak coincided with dehydration and maturation of pollen grains. In the anther tissues of the sterile
line of petunia, tenfold higher ethylene production was observed at the meiosis stage compared with that in
fertile male gametophytes. This fact correlated with the degeneration of both microsporocytes and tapetal tis%
sues. Exogenously applied ethylene (1–100 ppm) induced a degradation of the gametophytic generation at
the meiosis stage. According to the obtained data, ethylene synthesis in germinating male gametophyte is
provided by a 100%fold ACC accumulation in mature pollen grains. The male gametophyte germination, both
in vitro, on the culture medium, and in vivo, on the stigma surface, was accompanied by an increase in eth%
ylene production. Depending on the type of pollination, germination of pollen on the stigma surface and the
pollen tube growth in the tissues of style were accompanied by various levels of ACC and ethylene release. The
male gametophyte germination after self%compatible pollination was accompanied by higher content of ACC
as compared with the self%incompatible clone, whereas, after the self%incompatible pollination, we observed
a higher level of ethylene production compared with compatible pollination. For both types of pollination,
ACC and ethylene were predominantly produced in the stigma tissues. Inhibitor of ethylene action, 2,5%nor%
bornadiene (NBN), blocked both the development and germination of the male gametophyte. These results
suggest that ethylene is an important factor in male gametophyte development, germination, and growth at
the progamic phase of fertilization.

Keywords: ethylene, male gametophyte, differentiation, germination, growth, sterility, self%incompatibility,
petunia. 
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ВВЕДЕНИЕ

Свет функционально необходим для фотосин�
тезирующих организмов, трансформирующих и
запасающих энергию солнечной радиации в хи�
мических связях органического вещества. Вместе
с тем, свет является агрессивным фактором спо�
собным, при определенном сочетании других
факторов среды, вызывать фотоингибирование,
фотодинамическое разрушение фотосинтетиче�
ского аппарата (ФСА) и даже гибель клеток
(Demmig�Adams, Adams, 1992; Long et al., 1994;
Рубин, 1995; Muraoka et al., 1998). Эта проблема
актуальна при выращивании растений в условиях
защищенного грунта, где увеличение фотоперио�
да и в т.ч. круглосуточное освещение является од�
ним из путей повышения продуктивности расте�
ний (Demers et al., 1998; Sysoeva et al., 2010; Velez�
Ramirez et al., 2011), особенно в зимнее время
(Dorais, Gosselin, 2002). Зимняя продукция теп�
личных культур полностью зависит от дополни�
тельного освещения. Чтобы минимизировать за�

траты на обогрев в ночной период, потери энер�
гии и СО2, необходимый интеграл света от
искусственных источников должен быть распре�
делен в течение как можно большего времени в
сутках. Однако, в литературе имеются многочис�
ленные данные о негативном влиянии длинных
фотопериодов (более 17–20 ч) на рост и продук�
тивность растений (Demers, Gosselin, 1999; Syso�
eva et al., 2010; Velez�Ramirez et al., 2011). Для рас�
тений огурца показано, что круглосуточное осве�
щение, применяемое в послерассадный период,
приводит к уменьшению площади ассимилирую�
щей поверхности, снижению хлорофилльного
индекса (Pettersen et al., 2010), развитию хлороза
листьев и снижению урожая плодов (Wolff,
Langerud, 2006). Несмотря на многочисленные
исследования, механизмы, участвующие в откли�
ке растения на длинные фотопериоды и в т.ч. не�
прерывное освещение, остаются непонятны. 

Целью настоящей работы было изучение вли�
яния длинных фотопериодов на рост, развитие и
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ПЕРИОД В УСЛОВИЯХ ДЛИННЫХ ФОТОПЕРИОДОВ

© 2013 г.   Т. Г. Шибаева, Е. Ф. Марковская*
Институт биологии Карельского научного центра РАН

185910 Петрозаводск, ул. Пушкинская, д. 11
*Петрозаводский государственный университет

195910 Петрозаводск, пр. Ленина, д. 33
E)mail: kharkina@krc.karelia.ru
Поступила в редакцию 13.03.12 г.

Окончательный вариант получен 01.11.12 г.

При выращивании растений в условиях защищенного грунта увеличение фотопериода и в т.ч. круг�
лосуточное освещение является одним из путей повышения продуктивности растений и экономии
энергоресурсов. Однако, у ряда культур в условиях длинных фотопериодов развиваются признаки
светового повреждения листьев и снижается продуктивность. Изучали влияние фотопериода (8, 12,
16, 20 и 24 ч) и плотности потока фотонов (60, 120, и 160 мкмоль/м2 с ФАР) на растения огурца Cu)
cumis sativus L. в прегенеративный период. Показано, что в ответную реакцию растений огурца на
продолжительность фотопериода более 20 ч, включая круглосуточное освещение, в зависимости от
возраста растения и условий освещенности, могут быть включены эпинастическая реакция листьев,
активация механизма нефотохимического тушения флуоресценции хлорофилла и/или обратимое
фотоингибирование реакционных центров фотосистемы II, развитие обратимого хлороза, редук�
ция светособирающего комплекса и повышение содержания каротиноидов. Реакция имматурных и
виргинильных растений на длинные фотопериоды отличалась, что свидетельствует о необходимо�
сти экспериментального разделения прегенеративного периода развития по возрастным состояни�
ям и учета этого при составлении технологических программ выращивания.

Ключевые слова: Cucumis sativus L., имматурная, виргинильная фаза, фотопериод, круглосуточное
освещение, фотоингибирование, хлороз.
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состояние ФСА растений огурца в прегенератив�
ный период.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения огурца (Cucumis sativus L.) гибрид Зо�
зуля F1 проращивали в термостате при 28°С в те�
чение двух суток, затем высаживали в контейне�
ры и выращивали методом песчаной проливной
культуры в камерах искусственного климата
ВКШ�73 при температуре 23 ± 1°С, относитель�
ной влажности воздуха 60–70%. Растения поли�
вали полным питательным раствором Кнопа с до�
бавлением микроэлементов (pH 6.2–6.4). Расте�
ния выращивали при фотопериодах разной
продолжительности (8, 12, 16, 20 и 24 ч) и разной
плотности потока фотонов – 60, 120, и
160 мкмоль/м2 с ФАР. Далее в тексте данные уров�
ни плотности потока фотонов будем называть
“низким”, “средним” и “высоким”. Источник
света – лампы ДРЛ�400. 

Для анализа использовали растения в двух воз�
растных состояниях: имматурном (2–3 настоя�
щих листа, 14 день от посадки) и виргинильном
(6–8 настоящих листьев, 21 и 28 день от посадки).
Визуально определяли появление признаков хло�
роза. Определяли площадь листьев и сухую био�
массу растений (DW) (по фракциям корни, стеб�
ли, листья). Относительную скорость роста расте�
ний (ОСР, мг/г сут) рассчитывали по формуле:

ОСР = (lnW2 – lnW1)/(t2 – t1),

где W1 и W2 – сухая масса растения в периоды вре�
мени t1 и t2.

Рассчитывали удельную площадь листьев
(см2/мг), удельную поверхностную плотность ли�
стьев (УППЛ, мг/см2), отношение площади ли�
стьев к биомассе растения (см2/мг), чистую про�
дуктивность фотосинтеза (ЧПФ, мг/дм2 сут).
Пластохрон определяли как отрезок времени
между достижением двумя последовательными
листьями эталонной длины (10 см) (Марковская,
Харькина, 1997).

Для измерений флуоресценции хлорофилла
(Хл) использовали анализатор фотосинтеза с
импульсно�модулированным освещением
(MINI�PAM, Walz, Германия). Измерения про�
водили на активно растущих листьях (1–2 лист у
имматурных растений и 3–5 лист у виргиниль�
ных растений). Кроме того, на втором, третьем и
четвертом листьях измерения проводили каждые
7 дней. Определяли следующие параметры флу�
оресценции хлорофилла: потенциальный кван�
товый выход фотохимической активности фото�
системы II (ФС II) (Fv/Fm), относительную ско�
рость транспорта электронов (ETR), коэффи�
циенты фотохимического (qP) и нефотохимиче�
ского (NPQ) тушения.

Для исследования содержания фотосинтети�
ческих пигментов брали пробы из 1–2 листа у им�
матурных растений и 3–5 листьев у виргиниль�
ных растений. Содержание Хл a и b и каротинои�
дов (Кар) определяли с помощью спектро�
фотометра СФ�2000 (Спектр, Россия) в экстракте
96%�ным этиловым спиртом и рассчитывали по
известным формулам (Lichtenthaler, Wellburn,
1983). Долю хлорофиллов в ССК рассчитывали,
приняв что практически весь хлорофилл b нахо�
дится в ССК, а соотношение хлорофиллов а и b в
этом комплексе составляет 1.2 (Lichtenthaler,
1987). Измерения проводили в 4 биологических и
3 аналитических повторностях.

Все эксперименты, представленные в работе,
были проведены в 2�кратной повторности. В таб�
лицах представлены средние значения и их стан�
дартные отклонения. Разницу между средними
значениями считали значимой при P ≤ 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Феноменологические наблюдения

У растений огурца обоих возрастных состоя�
ний (имматурного и виргинильного) в условиях
фотопериодов 20 и 24 ч при всех уровнях плотно�
сти потока фотонов наблюдалась эпинастия ак�
тивно растущих листьев. Механизм эпинастиче�
ских движений связан с активизацией роста верх�
ней поверхности листа (за счет перерас�
пределения ауксина), что приводит к опусканию
листьев и уклонению их от прямого действия све�
та (парагелиотропизм). Это позволяет избегать
избыточного поглощения световой энергии ли�
стьями и предотвращать фототингибирование
ФСА растений (Powles, Björkman, 1981; Pastenes
et al., 2005). У виргинильных растений, выращи�
ваемых при длинных фотопериодах (20 и 24 ч)
при всех плотностях потока фотонов наблюда�
лись визуальные признаки фотоповреждения ли�
стьев – хлороз. Чем длиннее был фотопериод и
выше плотность потока фотонов, тем раньше и
сильнее проявлялись признаки хлороза. Хлороз
отмечался на активно растущих листьях. Со вре�
менем, у заканчивающих рост листьев наблюда�
лось частичное устранение признаков хлороза и
восстановление их зеленой окраски, в то время
как новые активно растущие листья приобретали
более выраженные признаки хлороза.

Показатели роста и развития

Анализ ростовых показателей выявил различ�
ную реакцию растений разного возрастного со�
стояния в прегенеративный период развития на
действие фотопериода и плотности потока фото�
нов. Так, у растений в имматурном возрастном
состоянии показано увеличение ОСР в условиях
длинных фотопериодов, включая круглосуточное
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освещение при более высоких значениях плотно�
сти потока фотонов (табл. 1). Анализ компонен�
тов ОСР показал, что отмеченный результат свя�
зан с компенсаторными взаимодействиями от�
дельных составляющих: с увеличением фото�
периода отмечено увеличение значений ЧПФ,
которые сочетались со снижением удельной пло�
щади листьев и, соответственно снижением отно�
шения площади листьев к биомассе растения.
Повышение ОСР за счет ЧПФ при круглосуточ�

ном освещении отмечалось и у других видов куль�
турных растений (Inada, Yabumoto, 1989). Накоп�
ление биомассы у имматурных растений возрас�
тало с увеличением плотности потока фотонов и
при увеличении фотопериода от 8 до 24 ч (табл. 1).
При этом наблюдалась и тенденция к увеличению
УППЛ c увеличением продолжительности фото�
периода (табл. 1). В условиях длинных фотопери�
одов в расчете на единицу поверхности листа син�
тезируется большая биомасса, что косвенно ука�

Таблица 1. Показатели роста и развития растений C. sativus разных возрастных состояний в зависимости от фо�
топериода и интенсивности освещения

Осве�
щенность, 

мкмоль/м2 с

Фотопериод, 
ч

ОСР, 
мг/г сут

DW, мг сухой 
массы 

ЧПФ, 
мг/дм2 сут

Площадь 
листьев, см2

УППЛ, 
мг/см2

Пластохрон, 
сут

Имматурные растения

60 8 0.15 ± 0.02 67 ± 2 16 ± 1 32 ± 2 1.3 ± 0.1 1.92 ± 0.07

12 0.19 ± 0.01 114 ± 4 15 ± 1 58 ± 6 1.3 ± 0.1 1.39 ± 0.05

16 0.20 ± 0.01 131 ± 4 16 ± 1 62 ± 3 1.5 ± 0.1 1.37 ± 0.05

20 0.21 ± 0.01 150 ± 7 17 ± 1 64 ± 8 1.7 ± 0.1 1.33 ± 0.04

24 0.22 ± 0.01 171 ± 12 19 ± 1 68 ± 7 1.8 ± 0.1 1.35 ± 0.04

120 8 0.23 ± 0.01 211 ± 7 16 ± 1 88 ± 9 1.6 ± 0.1 1.79 ± 0.12

12 0.28 ± 0.02 383 ± 13 17 ± 1 154 ± 11 1.8 ± 0.1 1.56 ± 0.04

16 0.29 ± 0.01 451 ± 18 17 ± 1 181 ± 14 1.9 ± 0.1 1.47 ± 0.04

20 0.30 ± 0.01 518 ± 23 18 ± 195 ± 24 2.1 ± 0.1 1.39 ± 0.04

24 0.32 ± 0.01 687 ± 29 24 ± 1 192 ± 19 2.3 ± 0.1 1.33 ± 0.05

160 8 0.29 ± 0.01 431 ± 17 23 ± 2 136 ± 21 2.0 ± 0.1 1.44 ± 0.03

12 0.34 ± 0.02 780 ± 33 24 ± 2 235 ± 25 2.2 ± 0.1 1.33 ± 0.03

16 0.35 ± 0.01 921 ± 43 24 ± 2 277 ± 37 2.4 ± 0.1 1.23 ± 0.04

20 0.36 ± 0.01 1105 ± 35 25 ± 2 319 ± 41 2.6 ± 0.1 1.20 ± 0.03

24 0.37 ± 0.01 1227 ± 42 26 ± 2 341 ± 38 2.7 ± 0.2 1.16 ± 0.04

Виргинильные растения

60 8 0.14 ± 0.03 156 ± 13 17 ± 1 83 ± 17 1.2 ± 0.1 1.43 ± 0.06

12 0.20 ± 0.02 371 ± 23 22 ± 2 194 ± 14 1.3 ± 0.1 1.05 ± 0.05

16 0.22 ± 0.02 505 ± 44 30 ± 2 207 ± 36 1.7 ± 0.2 0.93 ± 0.06

20 0.26 ± 0.02 723 ± 26 35 ± 2 276 ± 15 1.7 ± 0.1 0.78 ± 0.03

24 0.22 ± 0.02 628 ± 27 37 ± 2 208 ± 21 1.9 ± 0.2 0.71 ± 0.03

120 8 0.15 ± 0.02 516 ± 20 16 ± 1 271 ± 21 1.5 ± 0.1 1.00 ± 0.01

12 0.24 ± 0.01 1613 ± 42 37 ± 2 476 ± 35 1.7 ± 0.2 0.66 ± 0.02

16 0.24 ± 0.01 1898 ± 47 37 ± 2 560 ± 64 2.1 ± 0.2 0.68 ± 0.01

20 0.25 ± 0.01 2303 ± 110 48 ± 3 526 ± 58 2.6 ± 0.1 0.70 ± 0.01

24 0.18 ± 0.02 2048 ± 125 37 ± 3 526 ± 70 2.5 ± 0.1 0.70 ± 0.01

160 8 0.13 ± 0.01 925 ± 36 28 ± 2 249 ± 35 1.6 ± 0.1 1.20 ± 0.03

12 0.16 ± 0.01 2054 ± 72 44 ± 3 415 ± 47 1.7 ± 0.1 0.97 ± 0.03

16 0.22 ± 0.02 3423 ± 114 65 ± 6 551 ± 49 2.2 ± 0.1 0.80 ± 0.02

20 0.21 ± 0.01 3970 ± 102 83 ± 7 490 ± 47 2.5 ± 0.1 0.85 ± 0.02

24 0.18 ± 0.01 3686 ± 119 77 ± 7 454 ± 43 2.5 ± 0.1 0.91 ± 0.02
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зывает на большую эффективность процессов
фотосинтеза. Величина пластохрона у имматур�
ных растений уменьшалась с увеличением фото�
периода от 8 до 16 ч, но дальнейшее увеличение
фотопериода до 20 и 24 ч не приводило к досто�
верным изменениям (табл. 1), однако можно от�
метить тенденцию к ускорению развития в усло�
виях длинных фотопериодов.

У более взрослых растений, в виргинильном
возрастном состоянии, были получены несколь�
ко иные зависимости. Прежде всего, отмечалось
некоторое уменьшение значений ОСР по сравне�
нию с имматурными растениями, что связано с
онтогенетическими изменениями. Увеличение
фотопериода от 8 до 20 ч приводило к увеличению
накопления биомассы, повышая ОСР, но продле�
ние фотопериода до 24 ч не привело к дальнейше�
му увеличению накопления биомассы, т.к. значе�
ния ОСР снижались при всех уровнях плотности
потока фотонов (табл. 1). Анализ компонентов
ОСР показал, что снижение в условиях круглосу�
точного освещения вызвано снижением значе�
ний ЧПФ, более не компенсировавших снижение
отношения площади листьев к биомассе растения
и удельной площади листьев, как это происходи�
ло у имматурных растений. В условиях круглосу�
точного освещения значения УППЛ у виргиниль�
ных растений не отличались от таковых у расте�
ний, выращенных при фотопериоде 20 ч (табл. 1).
Реакция величины пластохрона на фотопериод у
виргинильных растений зависела от уровня плот�
ности потока фотонов. Так, при низкой плотно�
сти потока фотонов величина пластохрона умень�
шалась с увеличением фотопериода и достигала
минимальных значений при круглосуточном
освещении. При средней и высокой плотности
потока фотонов минимум достигался при фото�
периоде 16 ч и дальнейшее увеличение фотопери�
ода либо не изменяло достоверно величину пла�
стохрона (при средней плотности потока фото�
нов), либо приводило к некоторому замедлению
развития (при высокой плотности потока фото�
нов) (табл. 1). Т.к. круглосуточное освещение не
приводило к значительным изменениям величи�
ны пластохрона по сравнению с фотопериодом
20 ч, то уменьшение площади листьев у вирги�
нильных растений при круглосуточном освеще�
нии по сравнению с фотопериодом 20 ч происхо�
дило не за счет разного количества листьев на
растении, а за счет уменьшения площади индиви�
дуальных листьев.

Активность ФСА растений

У имматурных растений всех вариантов опыта
не было достоверных различий по значениям
Fv/Fm, которые находились в области от 0.79 до
0.81, что соответствует полноценно функциони�
рующей ФС II. Однако, в условиях круглосуточ�

ного освещения по сравнению с фотопериодом
20 ч при всех уровнях плотности потока фотонов
были отмечены более низкие значения ETR (на
13–20%) и qP (на 18–35%), но более высокие зна�
чения NPQ (на 30–70%) (табл. 2). Содержание
Хл a и b у имматурных растений было минималь�
ным при фотопериоде 8 ч, а при фотопериодах от
12 до 24 ч достоверно не отличалось, хотя и про�
слеживалась тенденция к снижению при кругло�
суточном освещении (данные не приведены). До�
стоверных изменений в содержании Кар отмече�
но не было.

В начале виргинильного периода у активно
растущих листьев в условиях средней и высокой
плотности потока фотонов при круглосуточном
освещении значения Fv/Fm начали снижаться, до�
стигая значений 0.62–0.74, что указывало на из�
менения в активности реакционных центров
ФСII. В условиях всех других фотопериодов зна�
чения Fv/Fm сохранялись в пределах 0.79–0.81.

У виргинильных растений в фазе 7–8 листьев в
условиях длинных фотопериодов (20 и 24 ч) при
средней и высокой плотности потока фотонов ве�
личина Fv/Fm у активно растущих листьев значи�
тельно снижалась, достигая самых низких значе�
ний (0.6–0.63) в условиях круглосуточного осве�
щения. У всех растений ETR была почти вдвое
ниже, чем у имматурных растений, а при фотопе�
риоде 24 ч и высокой плотности потока фотонов
это снижение составило более 50%. При всех
уровнях плотности потока фотонов у виргиниль�
ных растений, как и у имматурных, отмечалось
снижение значений ETR и qP в условиях кругло�
суточного освещения, однако, в отличие от имма�
турных растений, значительно снижались и зна�
чения NPQ (табл. 2). Следует отметить, что эти
значения NPQ соответствовали таковым у имма�
турных растений при более коротких фотоперио�
дах (16 и 20 ч).

У листьев, рост которых был уже замедлен или
прекращен, наблюдалось восстановление значе�
ний Fv/Fm. Так, например, в условиях фотоперио�
да 24 ч и высокой плотности потока фотонов на�
блюдалось снижение Fv/Fm на третьей неделе вы�
ращивания (рис. 1), что совпадало по времени с
наиболее выраженными признаками хлороза, од�
нако уже через неделю значения Fv/Fm возраста�
ли, что совпадало с визуальной оценкой частич�
ного устранения хлороза.

У виргинильных растений развитие хлороза
при круглосуточном освещении подтвердилось
данными о снижении общего содержания Хл а и b
(рис. 2). У растений в условиях фотопериода 20 ч
значительного снижения содержания зеленых
пигментов отмечено не было, хотя слабый хлороз
листьев наблюдался. Изменения в пигментном
комплексе происходили в основном за счет сни�
жения содержания Хл b, что привело к увеличе�
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нию соотношения Хл а/b в условиях длинных фо�
топериодов (табл. 2). Наряду с уменьшением об�
щего содержания Хл, наблюдалось некоторое
снижение доли Хл, принадлежащего ССК
(табл. 2). Также в условиях длинных фотоперодов
происходило некоторое увеличение содержания
Кар (рис. 3), в результате чего соотношение
Хл/Кар уменьшилось (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что рас�
тения огурца в обоих возрастных состояниях реа�
гируют на длинные фотопериоды при любой
плотности потока фотонов. Даже в условиях не�
высокой плотности потока фотонов при длине
фотопериода 20 ч и более у имматурных растений
наблюдались эпинастические движения листьев.
Известно, что эпинастические движения у расте�
ний связаны с избеганием избыточной освещен�
ности, а в наших опытах они наблюдались даже в
условиях невысокой освещенности. Учитывая,
что величина интеграла суточной радиации в

условиях фотопериода 24 ч для варианта с плот�
ностью потока фотонов 120 мкмоль/м2 с состав�
ляла 10.3 моль/м2 сут, варианта 160 мкмоль/м2 с –
13.8 моль/м2 сут, что значительно ниже уровня
интеграла суточной радиации, рекомендуемого
для культуры огурца – 25 моль/м2 сут (Moe et al.,
2006), можно предположить, что эпинастия ли�
стьев в данном случае является реакцией на дли�
тельный фотопериод, нежели на поступление из�
быточной световой энергии. В этих условиях рас�
тения вырабатывают защитные приспособления,
которые позволяют им уберечься от условий дли�
тельного поступления световой энергии. У вирги�
нильных растений в условиях длинных фотопе�
риодов развивались признаки светового повре�
ждения листьев – хлороза. Ранее также было
показано, что хлороз листьев появлялся у расте�
ний огурца после смены фотопериода 18 ч в по�
слерассадном периоде на круглосуточное освеще�
ние (Wolf, Langerud, 2006).

В настоящей работе показано увеличение на�
копления биомассы у имматурных растений в

Таблица 2.  Параметры флуоресценции хлорофилла и отношение фотосинтетических пигментов у растений C. sa)
tivus разных возрастных состояний в зависимости от фотопериода и интенсивности освещения

Осве�
щенность, 

мкмоль/м2 с

Фотопе�
риод, ч  Fv/Fm ETR qP NPQ Хл а/b ССК, % Хл/Кар

Имматурные растения

16 0.79a 89a 0.83a 0.44a 2.6а 61а 6.8а

60 20 0.81b 95a 0.82a 0.44a 2.3a 65а 5.5а

24 0.81b 79b 0.67b 0.72b 2,2a 69а 7.0а

16 0.79a 76a 1.02a 0.38a 2.8a 58а 5.0a

120 20 0.79a 81a 0.96a 0.30a 2.6a 61а 4.8а

24 0.79a 65b 0.62b 0.51b 2.3a 71b 4.7а

16 0.80a 75a 0.78a 0.40a 1.8a 88a 7.9a

160 20 0.80a 80a 0.68a 0.46a 1.9a 87a 6.5b

24 0.79a 70a 0.56b 0.60b 1.9a 85a 6.6b

Виргинильные растения

16 0.81a 47a 0.63a 0.86a 2.1a 72a 7.8a

60 20 0.79a 45a 0.62a 0.70b 2.5b 67b 5.8b

24 0.79a 41b 0.61a 0.58c 2.7b 60c 3.6c

16 0.74a 54a 1.00a 0.59a 2.1a 83a 5.9a

120 20 0.71b 47b 1.14b 0.46b 2.6b 74b 4.6b

24 0.63c 35c 0.98a 0.35c 2.7b 74b 3.7c

16 0.78a 68a 0.78a 0.82a 2.0a 84a 5.8a

160 20 0.71b 50b 0.60b 0.38b 2.5b 80b 5.2b

24 0.60c 29c 0.32c 0.27c 3.1c 71c 3.1c

Разные буквы указывают на достоверные различия (Р ≤ 0.05).
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условиях длинных фотопериодов, которое проис�
ходило за счет повышения ЧПФ на фоне умень�
шения размеров ассимилирующей поверхности.
Возможно, снижение удельной площади листьев
с увеличением фотопериода в наших опытах свя�
зано с увеличением интеграла света, что согласу�
ется с ранее полученными для огурца данными
(Lorenz, 1980), в т.ч. при круглосуточном осве�
щении (Warrington, Norton, 1991). Увеличение же
накопления биомассы может быть связано с уве�
личением скорости фотосинтеза, обусловлен�
ным развитием палисадной ткани и соответ�
ственно увеличением УППЛ, которое наблюда�
ли у имматурных растений в условиях длинных
фотопериодов.

Феномен эпинастии, который отмечали у им�
матурных растений в условиях круглосуточного
освещения, сопровождался значительным повы�
шением NPQ, что хорошо укладывается в суще�
ствующие представления о механизме защиты
фотосинтезирующих клеток с помощью тепловой
диссипации избытка поглощенной антенными
Хл световой энергии (Adams et al., 2006), что
предотвращает фотоинактивацию и фотоповре�
ждение ФСII. Процесс нефотохимического туше�
ния возбужденных состояний Хл восстанавливает
энергетический баланс на уровне ФСА, что при�
водит к отсутствию стрессовой реакции организ�
ма, о чем можно судить по величине Fv/Fm, кото�
рая у имматурных растений оставалась близкой к
норме (около 0.8) и стимуляции процессов роста
и развития в условиях длинных фотопериодов.

У виргинильных растений, наряду с эпинасти�
ческой реакций отмечалось развитие хлороза.
Снижение значений Fv/Fm при средней и высокой
плотности потока фотонов на длинных фотопе�
риодах 20 и 24 ч свидетельствовали о значимых
нарушениях в работе ФСА (фотоингибировании)
(Lichtenthaler et al., 2004). Значения NPQ сохра�
нялись высокими во всех вариантах опыта, за ис�
ключением круглосуточного освещения с высо�
кой плотностью потока фотонов, т.е. как и у им�
матурных растений, ликвидация избыточно
поглощенной световой энергии происходила за
счет активации механизмов NPQ. В условиях же
круглосуточного освещения при высокой плот�
ности потока фотонов происходило снижение
значений ETR, qP и NPQ. В условиях круглосу�
точного освещения происходило снижение со�
держания Хл, что, по�видимому, и привело с од�
ной стороны к уменьшению NPQ почти вдвое, а с
другой – к снижению показателей функциональ�
ной активности – ETR и qP и развитию хлороза.
Снижение концентрации зеленых пигментов в
листьях направлено на уменьшение эффективно�
сти абсорбции света ФСА на единицу площади
растений (Öquist, Huner, 2003) и может служить
одним из способов защиты от избыточной инсо�
ляции. Такой механизм был обнаружен у листьев
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Рис. 1. Динамика изменения потенциального кванто�
вого выхода фотохимической активности ФС II
(Fv/Fm) второго листа в условиях высокой плотности
потока фотонов при разных фотопериодах.
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Рис. 3. Содержание каротиноидов в листьях вирги�
нильных растений Cucumis sativus в условиях низкой,
средней и высокой плотности потока фотонов и раз�
ной продолжительности фотопериода.
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зимнелетних растений, произрастающих на пол�
ном солнечном свету (Adams et al., 2002; Дымова,
Головко, 2007). Наряду с уменьшением общего
содержания фотосинтетических пигментов, на�
блюдалось увеличение соотношения Хл a/b и ре�
дукция ССК, что для С3�видов характерно при
адаптации к высокой освещенности (Björkman,
Holmgren, 1963).

Известно, что фотоингибирование реакцион�
ного центра (РЦ) ФС II, вызванное действием ви�
димого света высокой интенсивности на ФСА,
может быть обратимым (“динамическим”) и не�
обратимым (“хроническим”) (Gomez et al., 1998).
В наших экспериментах, судя по восстановлению
значений Fv/Fm у листьев закончивших активный
рост, процесс фотоингибирования ФС II связан
только с инактивацией РЦ ФС II, а не его повре�
ждением при круглосуточном освещении и ока�
зался обратимым. По всей видимости, у растущих
листьев в условиях избыточной радиации усили�
ваются деструктивные процессы в ФСII, которые
по мере завершения роста листа уравновешива�
ются репаративными процессами, в результате
чего величина Fv/Fm приближается к норме.

Наблюдаемое снижение соотношения зеленых
и желтых пигментов при круглосуточном освеще�
нии, свидетельствующее об относительно более
высоком содержании Кар в фонде фотосинтети�
ческих пигментов, вероятно, связано с их протек�
торной функцией при адаптации ФСА растений к
избыточной радиации (Demmig�Adams, Adams,
1992; Demers, Gosselin, 2002).

Результаты настоящей работы показали, что у
имматурных растений во всех вариантах опыта
работа ФСА коррелировала с ростовыми процес�
сами и с увеличением плотности потока фотонов
и фотопериода накопление биомассы увеличива�
лось. В случаях, когда поглощение ФСА световой
энергии превышало ее использование для асси�
миляции CO2 (в условиях круглосуточного осве�
щения) ФСА этих растений проявлял устойчи�
вость к избыточной ФАР, в основном, за счет ак�
тивации механизмов NPQ. У виргинильных
растений в условиях длинных фотопериодов так�
же происходило поглощение избыточной свето�
вой энергии и для обеспечения процессов нор�
мальной жизнедеятельности работал механизм
NPQ, однако растения в условиях круглосуточно�
го освещения оказались в стрессовой ситуации,
сопровождаемой фотоингибированием, о чем
свидетельствовали низкие значения Fv/Fm. У этих
растений отмечалось снижение общего содержа�
ния Хл, редукция ССК, что привело, соответ�
ственно, к снижению ETR, qP и NPQ и, как след�
ствие, должно было привести к снижению про�
дуктивности. Однако в наших опытах сущест�
венного снижения продуктивности у растений в
условиях круглосуточного освещения по сравне�
нию с другими длинными фотопериодами не

произошло. Возможно, это связано со способно�
стью листьев переходить в состояние “временно�
го функционального хлороза”, который прохо�
дит, когда лист прекращает рост. Этот процесс
можно рассматривать как один из путей адапта�
ции растений защищенного грунта к круглосу�
точному освещению. Из литературы известно,
что одним из путей снижения суммарного погло�
щения световой энергии у растений Крайнего се�
вера в условиях круглосуточного освещения явля�
ется уменьшение содержания Хл (Любименко,
1963; Шмакова, Марковская, 2010), но оно в при�
роде не приводит к понижению функциональной
активности. Кроме того, вопрос о том, является ли
фотоингибирование стресс�реакцией или это ре�
гуляторный процесс, направленный на согласова�
ние световых реакций фотосинтеза со сложной и
разветвленной последовательностью реакций ме�
таболизма, остается дискуссионным (Osmond,
Forster, 2006).

Полученные в настоящей работе данные дают
основание для гипотезы о системной ответной
реакции, которая может формироваться при вы�
ращивании растений огурца при фотопериодах
длиннее 20 ч, в т.ч. при круглосуточном освеще�
нии. В ответную реакцию огурца на длинные фо�
топериоды, в зависимости от возраста растения
(нельзя исключить фактор длительности воздей�
ствия) и условий освещенности, могут быть
включены эпинастическая реакция листьев для
избегания поглощения избыточной радиации,
активация механизма NPQ для рассеивания из�
быточно поглощенной энергии, и/или обратимое
фотоингибирование РЦ ФС II, развитие обрати�
мого хлороза, редукция ССК, повышение содер�
жания Кар. Сочетание всех этих процессов фор�
мирует динамическую системную реакцию орга�
низма на длинный фотопериод у сельско�
хозяйственных растений, чувствительных к не�
прерывному освещению, выращиваемых в защи�
щенном грунте в условиях высоких широт.

Проведенные исследования показали, что ис�
пользование фотопериодов более 20 ч в техноло�
гии выращивания растений огурца в прегенера�
тивный период имеет определенные ограниче�
ния. Для имматурных растений, т.е. в предрас�
садный период, распределение интеграла света в
течение 20–24 ч может быть выгодным как с точ�
ки зрения экономии энергоресурсов, так и спо�
собствовать увеличению продуктивности. Для
виргинильных растений такой световой режим с
очень длинными фотопериодами не будет приво�
дить к увеличению продуктивности, но, в случае
каких�либо технических ограничений или необ�
ходимости (напр., для избегания резких сниже�
ний температуры в зимний период), этот прием
возможен в течение ограниченного времени. На�
стоящие опыты показали разную реакцию расте�
ний огурца на разных этапах онтогенеза, что сви�
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детельствует о необходимости эксперименталь�
ного разделения прегенеративного периода
развития по возрастным состояниям и включение
этого в технологические программы выращива�
ния.

Авторы выражают благодарность И.И. Слобо�
дяник за помощь в проведении экспериментов.
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Growth and Development of Cucumber Cucumis sativus L. in the Prereproductive Period 
under Long Photoperiods

 T. G. Shibaevaa and E. F. Markovskayab

a Institute of Biology, Karelian Research Center, Russian Academy of Sciences,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910 Russia

b Petrozavodsk State University, pr. Lenina 33, Petrozavodsk, 195910 Russia
e)mail: kharkina@krc.karelia.ru

Abstract—When plants are grown in a greenhouse, an increase in the photoperiod, as well as continuous
lighting, is one of the ways to improve plant productivity and energy savings. However, a number of crops un�
der long photoperiods develop signs of light damage to leaves, and productivity is reduced. We studied the ef�
fect of the photoperiod (8, 12, 16, 20, and 24 h) and photon flux densities (60, 120, and 160 µmol/m2 with
PAR) on cucumber plants Cucumis sativus L. in a prereproductive period. We show that the response of the
cucumber plants to a photoperiod duration of more than 20 h, including continuous lighting, depending on
the plant age and lighting conditions, may include epinastic reaction of the leaves, activation of a mechanism
of nonphotochemical chlorophyll fluorescence quenching, and/or reversible photoinhibition of a reaction
center of photosystem II, development of reversible chlorosis, reduction of a light�harvesting complex, and
increase in the content of carotenoids. Reaction of immature and virginile plants to long photoperiods was
different, which highlights the need for experimental separation of the prereproductive period of develop�
ment in terms of age states and consideration of this when preparing programs of cultivation.

Keywords: Cucumis sativus L., immature, virginile phase, photoperiod, continuous lighting, photoinhibition,
chlorosis.
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ВВЕДЕНИЕ

Создание трансгенных растений с увеличен�
ными размерами органов представляет большой
интерес для сельского и лесного хозяйств. Одним
из перспективных методов получения таких рас�
тений являются манипуляции с уровнем экспрес�
сии различных транскрипционных факторов,
участвующих в регуляции роста и развития расте�
ний. Ген AINTEGUMENTA (ANT) кодирует тран�
скрипционныpvй фактор, относящийся к семей�
ству AP2/ERF, подсемейству АР2, к группе ANT
(Kim et al., 2006). Одной из мишеней ANT являет�
ся ген СYCLIND3;1, который регулирует клеточ�
ное деление и способствует поддержанию клеток
органа на стадии S (Mizukami, Fischer, 2000).
Транскрипция гена ANT стимулируется белком
ARGOS, экспрессия которого, в свою очередь,
индуцируется ауксином (Hu et al., 2003). Было по�
казано, что трансгенные растения, сверхэкспрес�
сирующие ген ANT под контролем 35S промото�
ра, характеризуются несколько большими разме�
рами не только генеративных (Krizek, 1999), но и
вегетативных органов (Mizukami, Fischer, 2000). У
рапса обнаружены два гена�кандидата ANT с на�
званиями BnaX.ANT.a (DQ211969) и BnaX.ANT.b
(DQ211970) (Chen et al., 2010). Исходя из литера�
турных данных следует, что повышение уровня
экспрессии гена ANT вполне может стать одним
из методов создания трансгенных растений с уве�
личенными размерами листьев, стеблей, цветков,
плодов и семян (Mizukami, Fischer, 2000). Для по�

вышения уровня экспрессии целевых генов в
трансгенных растениях чаще всего применяют
35S промотор, однако на практике применение
данного промотора часто оказывается неэффек�
тивным (Mitsuhara et al., 1996). В связи с этим, на�
ми ранее был выделен промотор вируса мозаики
георгина (ВМГ), который в трансгенных растени�
ях табака оказался немного сильнее 35S промото�
ра (Кулуев и др., 2010). В данной работе с целью
получения трансгенных растений с увеличенны�
ми размерами органов нами был использован
полноразмерный ген ANT рапса, а именно
BnaX.ANT.b, в сочетании как с 35S промотором,
так и с промотором вируса мозаики георгина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Участок ДНК, содержащий ген BnaX.ANT.b,
был амплифицирован из геномной ДНК рапса
при помощи праймеров ANTRapF ACAATG�
GAGTCTTTTTGTGATAATG и ANTRapR ACAT�
CAAGAATCAGCCCAAGCAG. Затем ген
BnaX.ANT.b выщепили из вектора pKRX по сайту
BsePI и осуществили его ненаправленное клони�
рование в бинарных векторах pCambia 2201 с 35S
промотором и pCambia 2301 (CAMBIA, Австра�
лия) с промотором вируса мозаики георгина (Ку�
луев и др., 2011). Для поиска целевых клонов со�
держащих ген BnaX.ANT.b в смысловой ориента�
ции при лигировании в векторе pCambia 2201,
использовали праймер 35SCambF: AGAGGAC�
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CTAACAGAACTCG, а при лигировании в векторе
pCambia 2301  использовали  праймер DMVF
ATCAACGGAGAAACAAAGAT. После полной
проверки, полученные в ходе работы две генно�
инженерные конструкции с геном BnaX.ANT.b
под контролем 35S промотора и промотора ВМГ
(рис. 1а) были введены в клетки A. tumefaciens.

Трансгенные формы табака (Nicotiana taba%
cum L. Petit Havana SR�1) получали методом агро�
бактериальной трансформации листовых дисков
(Кулуев и др., 2011). Растения трансгенных линий
и контрольные растения культивировали в веге�
тационных сосудах объемом 450 мл, заполненных
универсальным грунтом (Гера, Россия) на свето�
площадке при температуре 26°С с фотопериодом
16/8 часов (свет/темнота) и освещенностью око�
ло 10 клк. Проростки выращивали в течение
20�ти дней на агаризованной среде МС, затем
определяли длину гипокотиля и корешков и пе�
ресаживали их на почву. Замеры величины ли�
стьев производили только после пересадки в поч�
ву, через 30, 45 дней и в период цветения, в итоге
было осуществлено 3 замера. По каждому вариан�
ту было отобрано по 5 растений, у которых опре�
деляли среднюю длину, площадь трех нижних ли�
стьев и высоту стебля. Отмечали время перехода к
цветению, определяли длину цветка, начиная от
цветоножки и заканчивая краем желобка венчи�
ка. Измеряли длину 3�х цветков с каждого расте�
ния начиная от цветоножки и заканчивая краем
желобка венчика и вычисляли среднее значение.
У трансгенных растений собирали семена, рас�
пределяли их по 30 штук, измеряли их массы и
определяли среднее значение, при этом выборка
состояла из 10�ти групп семян. Для изучения вли�

яния конститутивной экспрессии целевого гена
на размеры клеток, проводили измерения площа�
ди клеток нижнего эпидермиса листьев одного
возраста при помощи универсального флуорес�
центного микроскопа модели Axio Imager M1
(Carl Zeiss, Германия). В качестве контроля ис�
пользовали трансгенные растения табака, транс�
формированные Т�ДНК бинарного вектора
pCambia 2301 без вставки целевого гена. Для ОТ�
ПЦР гена BnaX.ANT.b использовали праймеры
GTTTCTCTAGGGGTGCTTCCATCT и AGCG�
GTTTCCTCGTCGTTATTGT. Для ОТ�ПЦР
мРНК гена, кодирующего α�тубулин табака ис�
пользовали праймеры tubAF CAAGGTG�
CAAAGGGCTGTATGTATGA и tubAR GCAC�
CAACTTCCTCGTAATCCTTTTC.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Целевой генно�инженерной конструкцией ге�
на BnaX.ANT.b в векторе pCambia 2201 были про�
ведены две агробактериальные трансформации
листовых дисков табака и на селективной среде
отобрано 90 первичных трансформантов. Из них
укоренились на среде МС с канамицином 12 рас�
тений, из которых лишь три показали активность
репортерного гена GUS в листьях. Эти три расте�
ния были акклиматизированы к условиям почвы,
доведены до цветения с целью получения семян.
Таким образом, были получены три линии транс�
генных растений с номерами 11, 21 и 23. Из этих
отобранных растений табака была выделена ге�
номная ДНК и проведен ПЦР�анализ на наличие
гена BnaX.ANT.b и 35S промотора. Было показа�
но, что все три растения содержат в своем геноме
как целевой ген, так и 35S промотор.

GUSNPTII 35S ВМГ BnaX.ANT.b polyA polyApolyA 35S

(а)

1 2 3 4

BnaX.ANT.b

α�тубулин

(б)

Рис. 1. а – Генно�инженерная конструкция Т�ДНК бинарного вектора pCambia 2301, состоящая из селективного и ре�
портерного генов, а также целевого гена BnaX.ANT.b под контролем промотора вируса мозаики георгина. 35S – 35S
промотор; ВМГ – промотор вируса мозаики георгина; NPTII – ген неомицинфосфотрансферазы II; GUS – ген β�глю�
куронидазы; polyA – сайт полиаденилирования вируса мозаики цветной капусты. б – Электрофореграмма результатов
ОТ�ПЦР гена BnaX.ANT.b в исследуемых линиях трансгенных растений: 1 – контрольное растение; 2 – трансгенное
растение линии 2201/BnANT № 21; 3 – трансгенное растение линии 2201/BnANT № 23; 4 – трансгенное растение ли�
нии 2301/BnANT № 67.
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В ходе агробактериальной трансформации та�
бака конструкцией гена BnaX.ANT.b в векторе
pCambia 2301 на селективной среде было отобра�
но 67 первичных побегов. Из них 6 трансформан�
тов укоренилось на среде с канамицином, при
этом лишь последнее во всей группе растение под
номером 67 показало высокую активность репор�
терного гена GUS. Данное растение было доведе�
но до цветения, а семена были отобраны для даль�
нейшей работы.

Семена трех линий трансгенных растений
2201/BnANT второго поколения были высеяны
на селективную среду, где только растения линий
№ 21 и 23 показали классическое соотношение
выживших и погибших 3 : 1, что косвенно пред�
полагает наличие единичной копии встроенного
трансгена. Семена трансгенных растений pCam�
bia 2301/BnANT № 67 на селективной среде МС
также показали расщепление 3 : 1. По длине кор�
ня и гипокотиля между опытными и контрольны�
ми растениями разница была обнаружена лишь
для линии № 67, причем было отмечено их удли�
нение на 55 и 56% соответственно (таблица). Да�
лее по 5 растений трех отобранных линий № 21,
23 и 67 были акклиматизированы к условиям поч�
вы для проведения дальнейших экспериментов
по их морфологической характеристике. В каче�
стве контроля использовали линию трансгенных

растений, содержащих Т�ДНК бинарного векто�
ра pCambia 2301 без целевого гена. Через 30 и
45 дней после акклиматизации опытные и кон�
трольные растения практически не отличались по
длине листьев (табл.). В то же время в период цве�
тения листья у опытных растений были длиннее,
чем у контрольных на 14–25% (таблица), что мо�
жет говорить о пролонгировании времени роста
листьев под влиянием эктопической экспрессии
гена BnaX.ANT.b. По площади листьев лишь
трансгенные растения 2301/BnANT №67 характе�
ризовались небольшим их увеличением (таб�
лица). По высоте стебля опытные растения были
выше контрольных, и разница составляла у ли�
нии № 23 – 19%, у линии № 21 – 25%, а у линии
№ 67 – 28%. По длине цветка различия между
опытными и контрольными растениями были не�
большими и в целом составили от 6% у линии
№ 21 до 9% у линий № 67 (таблица). По форме ли�
стьев, стебля и цветков опытные и контрольные
растения не различались. Большинство растений
были фертильными, пропорции между размерами
чашелистиков, лепестков, тычинок и плодолисти�
ков по сравнению с контролем оставались в преде�
лах нормы. Было показано влияние эктопической
экспрессии гена BnaX.ANT.b на массу семян
(таблица), причем наибольшая разница была ха�
рактерна для линии 2301/BnANT № 67. Для выяс�

Морфологические параметры контрольной группы, содержащей Т�ДНК бинарного вектора pCambia 2301 и
трансгенных растений табака поколения Т1, экспрессирующих ген BnaX.ANT.b рапса

Параметр
Линия контроль�

ных растений 
pCambia 2301

Линии трансгенных растений табака, 
экспрессирующих ген BnaX.ANT.b

2201/BnANT № 21 2201/BnANT № 23 2301/BnANT № 67

Длина листьев, см

через 30 дней 3.9 ± 0.3 4.8 ± 0.2 3.4 ± 0.1 3.0 ± 0.1

через 45 дней 9.1 ± 0.8 9.9 ± 0.2 9.4 ± 0.2 9.1 ± 0.4

В период цветения 15.7 ± 0.7 18.2 ± 0.5 17.9 ± 0.5 19.6 ± 0.3

Средняя площадь трех нижних
листьев, см2

137 ± 10 143 ± 5 143 ± 10 151 ± 4

Площадь клеток эпидермиса 
листьев, мкм2

18271 ± 624 17029 ± 620 14609 ± 515 19564 ± 135

Высота стебля, см 82.5 ± 1.9 103.3 ± 4.5 98.0 ± 6.2 110.7 ± 4.3

Длина цветка, см 4.46 ± 0.02 4.74 ± 0.05 4.75 ± 0.04 4.85 ± 0.09

Длина корней через 20 дней после 
посева на среду МС, см

1.10 ± 0.06 1.20 ± 0.11 1.03 ± 0.09 1.70 ± 0.12

Длина гипокотилей через 20 дней 
после посева на среду МС, мм

1.8 ± 0.1 2.0 ± 0.2 1.6 ± 0.1 2.8 ± 0.2

Масса 30%ти семян, г 1.6 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.8 ± 0.2 2.3 ± 0.4
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нения возможных причин увеличения размеров
листьев, нами были проведены микроскопиче�
ские исследования клеток эпидермиса листьев.
Размеры органов трансгенных растений могли
увеличиваться как за счет возрастания размеров
отдельных клеток, так и за счет увеличения коли�
чества клеток. Оказалось, что размеры клеток эпи�
дермиса листьев у опытных растений не только не
увеличивались, но у линий № 21 и 23 даже немного
уменьшились (таблица). Это означает, что длина
листьев опытных растений, вероятнее всего, уве�
личивалась за счет стимулирования клеточного де�
ления, а не процессов клеточного роста.

Методом полуколичественной ОТ�ПЦР было
проведено исследование экспрессии гена
BnaX.ANT.b в трех линиях трансгенных растений.
Было показано, что уровень экспрессии трансге�
на наиболее высок у растений линии № 67
(рис. 1б), которые содержат в качестве регулятора
транскрипции целевого гена промотор вируса
мозаики георгина. Таким образом, повышение
уровня экспрессии гена BnaX.ANT.b отражалось в
трансгенных растениях в виде увеличения разме�
ров листьев, стебля и цветков.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ген ANT кодирует один из важнейших тран�
скрипционных факторов, принимающих участие
в росте и развитии, обнаруживается у всех иссле�
дуемых высших растений и является одним из
претендентов на использование в качестве уни�
версального гена для создания хозяйственно важ�
ных трансгенных растений с увеличенными раз�
мерами органов (Mizukami, Fischer, 2000). Однако
влияние повышенного и пониженного уровня
экспрессии этого гена на размеры органов было
достаточно хорошо исследовано лишь на модель�
ном объекте A. thaliana, а изучение данного гена у
каждого растения требует много времени и может
представлять определенные трудности. В связи с
этим вызывает интерес исследование эктопиче�
ской экспрессии ортологов гена ANT, нуклеотид�
ные последовательности которых известны, в ге�
терологичных условиях. В данной работе для со�
здания трансгенных растений нами были
использованы модельные растения табака и ген
BnaX.ANT.b рапса, который до этого не использо�
вался для трансформации растений. Предполага�
лось, что если целевой ген BnaX.ANT.b будет эф�
фективно работать в табаке, то он вполне может
быть использован для создания других хозяй�
ственно важных растений с увеличенными разме�
рами органов. Эктопическая экспрессия гена
BnaX.ANT.b способствовала увеличению разме�

ров ряда органов табака (таблица), причем в отли�
чие от A. thaliana (Mizukami, Fischer, 2000), боль�
шинство полученных растений были фертильны�
ми. Как и в случае с A. thaliana (Mizukami, Fischer,
2000), нами получены данные, свидетельствую�
щие о влиянии продукта гена ANT на клеточное
деление, что, видимо, способствует пролонгиро�
ванию времени роста листьев. В отличие от
A. thaliana, где сверхэкспрессия гена ANT наибо�
лее сильно влияла на размеры органов цветка
(Krizek, 1999), в случае с табаком разница в вели�
чине цветков составила лишь 6–9%. При этом
наибольшие изменения нами были зафиксирова�
ны при измерении высоты стебля и массы семян
(таблица). Поэтому, предполагается, что исследо�
ванный нами ген может быть применен на прак�
тике, прежде всего с целью увеличения размеров
данных органов. Степень изменения величины
органов был больше в случае использования вме�
сто 35S промотора его гомолога, выделенного на�
ми ранее из вируса мозаики георгина (Кулуев
и др., 2010).
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Morphological Features of Transgenic Tobacco Plants Expressing the 
AINTEGUMENTA Gene of Rape under Control of the Dahlia Mosaic Virus Promoter

 B. R. Kuluev, A. V. Knyazev, A. V. Chemeris, and V. A. Vakhitov
Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Scientific Center, Russian Academy of Sciences, 

ul. Prospekt Oktyabrya 71, Ufa, 450054 Russia
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Abstract—Transgenic tobacco plants expressing the AINTEGUMENTA gene of rape under control of the 35S
promoter and the promoter of dahlia mosaic virus were obtained. The transgenic plants were characterized
by increase in the length of the leaves, flower sizes, stem height, and weight of seeds; at the same time, the
degree of increase was greater in the case of use of the dahlia mosaic virus promoter as a regulator of transcrip�
tion. Ectopic expression of the AINTEGUMENTA gene promoted prolongation of leaf growth, while sizes of
epidermal cells of the leaves remained unchanged.

Keywords: organ sizes, AINTEGUMENTA, transgenic plants, Brassica napus, Nicotiana tabacum.
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Вслед за Беклемишевым (1964) принято счи�
тать, что повышение уровня колониальной орга�
низации у беспозвоночных животных зависит,
прежде всего, от степени физиологической инте�
грации колонии (Марфенин, 1993). Поскольку у
большинства колониальных организмов единая
нервная система отсутствует (в т.ч. в колониях гид�
роидов), а формирование большинства общеколо�
ниальных аппаратов слабо выражено, их физиоло�
гическое единство обеспечивается главным обра�
зом функцией распределения (Беклемишев, 1964). 

У колониальных гидроидов распределительная
система базируется на перемещениях гидроплаз�
мы в гастроваскулярной полости с переносом пи�
щевых частиц и дедифференцированных клеток
рассасывающихся тканей по всей колонии. На
гидроиде Gonothyraea loveni (Allm., 1859) было по�
казано, что гидроплазматические течения в коло�
нии никак не синхронизированы, а их совокуп�
ность представлена огромным разнообразием сме�
няющих друг друга вариантов, что указывает на
отсутствие каких�либо регуляторных механизмов
в работе распределительной системы и свидетель�
ствует, очевидно, об отсутствии физиологической
интеграции колонии (Бурыкин, 2008, 2010). Уста�
новленный при этом гидравлический принцип,
определяющий постепенное перераспределение

объемов гидроплазмы (Бурыкин, 2010), позволяет,
вместе с тем, оценивать с помощью ряда критериев
эффективность проводящей системы в колониях с
разным строением. В данной работе изучена си�
стема течений гидроплазмы у гидроидных поли�
пов, имеющих наиболее просто устроенные коло�
нии, и сделана сравнительная оценка эффектив�
ности проводящей (распределительной) системы у
разных видов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследования выполнены на Беломорской
биостанции им. Н.А. Перцова (МГУ им. М.В. Ло�
моносова) на двух видах колониальных гидроидов,
состоящих из растущих по субстрату столонов и
сидящих на них полипов (гидрантов). 

Perigonimus abyssi G.O. Sars, 1874
1
впервые для

Белого моря идентифицирован Маргулис (1982) в
материале проб, взятых из верхней сублиторали в
проливе Великая Салма вблизи островов Еремеев�
ских. В дальнейшем, этот вид был обнаружен на
Еремеевском пороге, на бурых водорослях в зоне
нижней литорали (Марфенин, Карлсен, 1983). Там
же, на Ascophyllum nodosum, был взят материал для

1 Названия видов даны по Наумову (1960).
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сит от уровня сложности колониального строения. Полученные данные подтверждают отсутствие об�
щеколониальных процессов интеграции и саморегуляции у гидроидных полипов.
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настоящих исследований. Мелкие полипы без вы�
раженной ножки, высотой 0.4–0.5 мм, имели 8 ни�
тевидных щупалец (у молодых 2–4) и морщини�
стую “псевдогидротеку” (термин Наумова, 1960),
закрывавшую бóльшую часть их тела. После расса�
сывания полипов их пустые “псевдогидротеки”
легко отваливаются от столона, а новые гидранты
образуются всегда в новых местах, причем не толь�
ко на концах растущих столонов, но и в междоуз�
лиях между полипами на произвольном удалении
от каждого из них. Расстояние между гидрантами
на столоне колебалось от 0.4 до 7.8 мм при средних
значениях 2.3 ± 0.3 мм (n = 135). 

Полипы Stauridia producta Wright, 1858 долгое
время были известны для Белого моря лишь по
двум находкам (Mereschkowsky, 1879 – цит. по:
Перцова, 1979; Шидловский, 1902). В 1973 году
они снова были найдены Бурыкиным в пробах,
взятых из верхней сублиторали пролива Великая
Салма (Перцова, 1979). В последние годы полипы
этого вида неоднократно находили в районе уже
упомянутого Еремеевского порога в зоне нижней
литорали. Здесь же взяты и колонии, использован�
ные в настоящем исследовании, на тех же талломах
A. nodosum, что и предыдущий вид. Полипы крас�
новатого цвета, высотой 2–2.5 мм, имеют в рас�
правленном состоянии цилиндрическое тело, пе�
реходящее в покрытую перисарком ножку. По телу
разбросаны короткие головчатые щупальца, под
которыми расположен базальный венчик из 4 ни�
тевидных щупалец. Новые гидранты образуются
на концах растущих столонов и ножек рассосав�
шихся полипов, реже в междоузлиях столонов.
Верхушка столона непосредственно дифференци�
руется в зачаток полипа, в основании которого че�
рез несколько часов образуется новая верхушка.
Расстояние между гидрантами 2.8 ± 0.1 мм (1.2–
5.0 мм, n = 92).

Материал содержали в проточном аквариуме
при 11.8–16.6°С; опыты проводили при темпера�
туре около 20°С с кормлением свежевылупивши�
мися науплиусами Artemia salina. Колонии для
опытов выращивали на предметных стеклах из
прикрепленных к ним ниткой фрагментов коло�
ний, снятых с талломов A. nodosum. Эти фрагменты
вместе с нитками удаляли после образования на
стеклах растущих столонов с несколькими гидран�
тами (Бурыкин и др., 1984). В опытах использова�
ны однолучевые колонии с (4)5 гидрантами на сто�
лоне. Регистрацию гидроплазматических течений
(ГПТ) осуществляли под микроскопом ЛОМО
МИКМЕД�1 (окуляр 10×, объектив 8×): пластико�
вую чашку Петри (с колонией на предметном стек�
ле в морской воде) закрепляли на препаратоводи�
теле подвижного столика и перемещали ее во вре�
мя наблюдений ГПТ в двух взаимоперпен�
дикулярных направлениях двумя винтами под сто�
ликом. Направление и протяженность ГПТ отме�

чали на схемах колоний, а их продолжительность
фиксировали по секундомеру электронных часов.
Через 1.5 часа после кормления и позже отмечали
плотность окраски тканей различных областей ко�
лонии, которая указывала на степень захвата пи�
щевых частиц гастродермой. Скорость ГПТ изме�
ряли в середине колонии (второе или третье меж�
доузлие столона), на участке длиной 1.3–1.4 мм.
Время прохождения контрольного участка части�
цами средних размеров регистрировали с помо�
щью ручного секундомера, проводя подряд по не�
скольку измерений для каждого очередного тече�
ния. Вычисленную затем максимальную скорость
каждого ГПТ условно принимали за скорость дан�
ного потока гидроплазмы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Perigonimus abyssi G.O. Sars, 1874. В первые
1.5–2 часа после кормления, когда гастродерма
ценосарка захватывает наибольшее количество
пищевых частиц (Бурыкин, 1998), сквозные те�
чения гидроплазмы в колониях этого гидроида
практически отсутствуют. Поэтому для выявле�
ния общей направленности в перераспределе�
нии ее объемов необходимо рассмотреть всю со�
вокупность локальных течений, выходящих из
разных гидрантов и конца столона. Как и в слу�
чае с G. loveni (Бурыкин, 2010), проглотившие
добычу полипы преимущественно выталкивают
гидроплазму в полость ценосарка, а остальные
гидранты и конец столона преимущественно ее
принимают (рис. 1).

После кормления проксимального полипа гид�
ранты принимают гидроплазму, идущую в основ�
ном от проксимального конца колонии, а вытал�
кивают ее преимущественно в дистальном направ�
лении. Редкие сквозные течения также имеют, как
правило, дистальную направленность (рис. 1а).
Поскольку средняя скорость идущих по столону
течений в обоих направлениях одинакова (рис. 3),
избыточный объем гидроплазмы, насыщенный
пищевыми частицами, постепенно перемещается
от проксимального конца колонии к дистальному
(рис. 1а). При этом более половины всех ГПТ в ко�
лониях не распространяются за пределы одного
междоузлия столона, а еще 29% охватывают лишь
два междоузлия (рис. 6а). Следовательно, гидро�
плазма с пищей перемещается эстафетно: из прок�
симального гидранта в соседний, из него, частич�
но возвращаясь обратно, – в следующий за ним
и/или через него в еще более дистальный гидрант
и т.д. Временами, этот эстафетный способ переме�
щения гидроплазмы в колонии можно наблюдать в
пределах одного цикла (рис. 2а). В связи с мелкими
размерами гидрантов проксимальному полипу, пе�
регруженному пищей, затруднительно вытолкнуть
гидроплазму далее ближайшего гидранта, которо�



ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

ЭСТАФЕТНЫЙ СПОСОБ ПЕРЕМЕЩЕНИЯ ГИДРОПЛАЗМЫ 117
6.

77
(3

.6
5)

0.
83

(0
.8

9)
0.

66
(0

.7
9)

0.
55

(0
.8

2)
9.

23
(5

.8
4)

0.
87

(0
.8

8)
0.

74
(0

.8
8)

0.
66

(0
.8

2)
0.

52
(0

.7
1)

0.
69

(1
.0

0)
0.

63
(0

.7
2)

1.
29

(1
.4

0)
0.

72
(0

.6
7)

0.
60

(0
.6

7)
0.

72
(0

.8
1)

4.
25

(2
.0

9)

1.
40

(1
.3

6)
0.

82
(0

.7
1)

1.
43

(1
.1

6)
0.

75
(0

.6
8)

1.
66

(1
.5

0)
1.

60
(1

.1
4)

1.
23

(1
.2

5)
1.

07
(1

.1
0)

0.
85

(0
.6

5)
1.

90
(1

.7
4)

0.
50

(0
.7

7)

0.
56

(0
.7

1)
0.

97
(1

.1
3)

87
%

75
%

85
%

76
%

72
%

90
%

84
%

65
%

69
%

62
%

80
%

74
%

74
%

74
%

61
%

56
%

67
%

84
%

60
%

52
%

76
%

81
%

63
%

63
%

69
%

50
%

58
%

61
%

51
%

88
%

52
%

62
%

56
%

55
%

56
%

65
%

51
%

60
%

10
0%

 (
10

0%
)

10
0%

 (
10

0%
)

13
%

 (
33

%
)

88
%

 (
77

%
)

10
0%

 (
10

0%
)

(а
')

(а
'')

(б
)

(в
')

(в
'')

Р
ис

. 1
. С

оо
тн

ош
ен

и
е 

п
ро

до
лж

и
те

ль
н

ос
ти

 (
чи

сл
á)

 г
и

др
оп

ла
зм

ат
и

че
ск

и
х 

те
че

н
и

й
 (

Г
П

Т
) 

в 
од

н
ол

уч
ев

ы
х 

к
ол

он
и

ях
 P

. a
by

ss
i ч

ер
ез

 0
.5

–
1.

5 
ча

са
 п

ос
ле

 к
ор

м
ле

н
и

я:
н

ад
 г

и
др

ан
та

м
и

 и
 в

оз
ле

 в
ер

ху
ш

к
и

 с
то

ло
н

а 
–

 с
оо

тн
ош

ен
и

е 
п

ро
до

лж
и

те
ль

н
ос

ти
 (

чи
сл

á)
 в

ы
хо

дя
щ

и
х/

вх
од

ящ
и

х 
Г

П
Т,

 з
н

ач
ен

и
я 

вы
ш

е 
1 

вы
де

ле
н

ы
 ж

и
рн

ы
м

; н
ад

 с
то

�
ло

н
ом

 –
 с

оо
тн

ош
ен

и
е 

п
ро

до
лж

и
те

ль
н

ос
ти

 Г
П

Т,
 в

ы
хо

дя
щ

и
х 

в 
ст

ол
он

 и
з 

со
се

дн
и

х 
ги

др
ан

то
в 

н
ав

ст
ре

чу
 д

ру
г 

др
уг

у 
(в

 %
 д

ля
 п

ре
об

ла
да

ю
щ

и
х 

Г
П

Т
 в

оз
ле

 ж
и

рн
ой

ст
ре

лк
и

);
 п

од
 с

то
ло

н
ом

 –
 с

оо
тн

ош
ен

и
е 

п
ро

до
лж

и
те

ль
н

ос
ти

 Г
П

Т,
 в

хо
дя

щ
и

х 
в 

со
се

дн
и

е 
ги

др
ан

ты
 (

то
 ж

е)
; д

ли
н

н
ы

м
 п

ун
к

ти
ро

м
 с

о 
ст

ре
лк

ам
и

 п
ок

аз
ан

о 
ре

зу
ль

ти
�

ру
ю

щ
ее

 п
ер

ем
ещ

ен
и

е 
об

ъе
м

ов
 г

и
др

оп
ла

зм
ы

 в
 к

ол
он

и
и

; 
вн

и
зу

 –
 с

оо
тн

ош
ен

и
е 

п
ро

до
лж

и
те

ль
н

ос
ти

 (
чи

сл
á)

 с
кв

оз
ны

х 
Г

П
Т

 с
 у

к
аз

ан
и

ем
 д

ол
и

 д
и

ст
ал

ьн
ы

х 
те

че
н

и
й

(п
ре

об
ла

да
ю

щ
и

е 
те

че
н

и
я 

п
ок

аз
ан

ы
 с

п
ло

ш
н

ой
 л

и
н

и
ей

);
 г

и
др

ан
ты

, 
п

ол
уч

и
вш

и
е 

п
и

щ
у 

(1
/2

 н
ау

п
ли

ус
а 

A
. 

sa
lin

a)
 –

 з
ач

ер
н

ен
ы

, 
дл

я 
ос

та
ль

н
ой

 к
ол

он
и

и
 п

ок
аз

ан
а

п
ло

тн
ос

ть
 о

к
ра

ск
и

 т
к

ан
ей

 ч
ер

ез
 1

.5
–

2 
ча

са
 п

ос
ле

 к
ор

м
ле

н
и

я.
а 

–
 П

ро
к

си
м

ал
ьн

ое
 к

ор
м

ле
н

и
е 

(а
': 

чи
сл

о 
к

ол
он

и
й

 N
 =

 5
, а

'':
 N

 =
 5

);
 б

 –
 д

и
ст

ал
ьн

ое
 к

ор
м

ле
н

и
е 

(N
 =

 5
);

 в
 –

 р
ав

н
ом

ер
н

ое
 к

ор
м

ле
н

и
е 

(в
': 

N
 =

 3
, в

'':
 N

 =
 2

).



118

ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

БУРЫКИН

му, в свою очередь, легче протолкнуть ее в направ�
лении дистальной части колонии, где давление ни�
же, нежели обратно, в зону высокого давления и

т.д. Эффективность такого способа перемещения
гидроплазмы вдоль колонии при почти отсутству�
ющих сквозных течениях, очевидно, довольно
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Рис. 2. Эстафетный способ перемещения гидроплазмы в колониях P. abyssi после кормления проксимального (а) и ди�
стального (б) гидрантов (фрагменты регистрации ГПТ в опыте): слева – продолжительность течений, с.
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низкая: через 1.5–2 часа после кормления ткани в
дистальной части колонии остаются почти про�
зрачными, в то время как наибольшая плотность
их окраски, связанная с активным захватом пище�
вых частиц гастродермой, регистрируется в ее
проксимальной половине (рис. 1а).

После кормления дистального полипа наблю�
дается, по существу, обратная картина. Отличие за�
ключается лишь в том, что еще более мелкий, по
сравнению с остальными, дистальный гидрант с
проглоченной добычей еще слабее выталкивает
гидроплазму с пищей, чем проксимальный в
предыдущем случае; а в проксимальном полипе
выходящие из него течения преобладают, в сред�
нем, над входящими, противодействуя тем самым
встречным проксимальным потокам. В результате,
при почти одинаковой средней скорости ГПТ в
обоих направлениях (рис. 3) результирующее пе�
ремещение избыточного объема гидроплазмы с
пищевыми частицами охватывает, в основном,
лишь дистальную половину колонии, слабо про�
никая в проксимальную, ткани которой через
1.5–2 часа после кормления остаются почти про�
зрачными, т.к. почти вся пища за это время уже
захвачена гастродермой дистальной половины

(рис. 1б). Как и в предыдущем случае, время от
времени можно наблюдать эстафетное переме�
щение гидроплазмы в пределах одного цикла
(рис. 2б).

После равномерного кормления избыточная
гидроплазма, насыщенная пищевыми частицами,
постепенно перемещается, заполняя столон, из
проглотивших добычу полипов в непитавшиеся
гидранты (рис. 1в'). В случае, когда все гидранты
получают пищу, перераспределение объемов гид�
роплазмы в колонии выражено слабо, что находит
отражение в незначительной разнице суммарной
продолжительности противоположно направлен�
ных локальных течений (рис. 1в''). Ну а редкие
сквозные течения в обоих случаях имеют, тем не
менее, дистальную направленность, т.к. при пери�
одических расслаблениях зоны пульсаций на кон�
це столона проникновение сюда сквозных ГПТ
все�таки более вероятно, чем в забитый пищей же�
лудок проксимального гидранта. Плотность
окраски тканей при этом у всех колоний равно�
мерно высокая.

Stauridia producta Wright, 1858. Схема перерас�
пределения объемов гидроплазмы в колониях
этого гидроида принципиально та же, что и у
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Рис. 3. Средняя скорость проксимальных (слева) и дистальных (справа) течений гидроплазмы в колониях с различным
способом кормления через 0.5–1.5 часа после кормления:

 – P. abyssi,  – S. producta.
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предыдущего вида (рис. 4). Отличия же связаны
с более крупными размерами гидрантов, кото�
рые в 4–5 раз превышают по высоте гидрантов
P. abyssi и, вследствие этого, во время своих сжа�
тий с большей силой выталкивают гидроплазму
в столон: средняя скорость ГПТ, примерно оди�
наковая у потоков противоположной направлен�
ности, в целом существенно выше, чем в колониях
предыдущего гидроида (рис. 3); доля более протя�
женных и сквозных течений тоже выше (рис. 6),
хотя эстафетный способ перемещения гидроплаз�
мы все так же является основным, однако менее
выраженным (рис. 4а, 4б'). При том же строении
колонии эффективность проводящей системы яв�
но более высокая: через 1.5–2 часа после прокси�
мального кормления окраска тканей конца столона
и молодого дистального гидранта имеет такую же
плотность, как и в проксимальной части колонии
(рис. 4а), что свидетельствует об активном транс�
порте в эту зону пищевых частиц, а после дисталь�
ного кормления зона потемневшей гастродермы с
захваченными частицами пищи, в отличие от
предыдущего вида (рис. 1б), охватывала значи�
тельно бóльшую часть колонии (рис. 4б'). Если при

этом рассасывался проксимальный полип, его
клеточный материал, поступая в гидроплазму, со�
здавал в проксимальной зоне колонии также ее из�
быточный объем; в результате, под действием по�
вышенного давления на обоих концах колонии из�
быточная гидроплазма, обогащенная пищей или
дедифференцированными клетками (т.н. “вторич�
ная пища”), перемещалась в ее срединную часть
(рис. 4б'').

Через 2–3.5 часа после кормления параметры,
характеризующие соотношение противоположно
направленных ГПТ в гидрантах и столоне, в значи�
тельной мере выравниваются, доля протяженных
и сквозных течений (сохраняющих преимуще�
ственно дистальную направленность) и их средняя
скорость существенно увеличиваются, сквозные
ГПТ становятся более ритмичными, а плотность
окраски тканей становится почти одинаковой по
всей колонии при любом способе кормления
(рис. 5, 6, таблица). Т.е. эффективность проводя�
щей системы в это время резко возрастает у обоих
гидроидов. Ранее выяснено (Бурыкин, 2010), что в
условиях периодического кормления колониаль�
ных гидроидов протяженные ГПТ в них до начала

Рис. 5. Соотношение продолжительности (числá) ГПТ в однолучевых колониях через 2–3.5 часа после проксимального
кормления:
а – P. abyssi (N = 1) ; б – S. producta (N = 3); обозначения – см. рис. 1.
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кормления, как правило, отсутствуют. Поэтому
“прокачка” стоячего столба гидроплазмы в ко�
лониях, обусловленная активизацией сжатий
пульсаторов, все более удаленных от мест по�
ступления в колонию пищи, что сопровождается
увеличением протяженности и скорости ГПТ,
происходит постепенно. В результате, столб гид�
роплазмы в колонии “раскачивается” (Бурыкин,
2010), а течения становятся более быстрыми и
протяженными (рис. 6).

Поскольку, однако, большинство пищевых ча�
стиц к этому времени уже захвачено гастродермой
полипов и ценосарка, то при небольшом количе�
стве пищи преимущество в питании получают те
участки колонии, которые находятся вблизи мест
поступления в нее пищи и вблизи верхушек роста,
где молодая гастродерма обладает наибольшей
способностью к захвату пищевых частиц (Hale,

1964; Braverman, 1971, 1974; Бурыкин, 1998). По�
этому наибольший интерес представляет собой
оценка эффективности колониального распреде�
лительного аппарата как проводящей системы
именно в первые 1.5–2 часа после кормления. По�
лученные данные показывают отсутствие корреля�
ций между протяженностью и скоростью ГПТ у
разных видов гидроидов и отсутствие зависимости
этих параметров от степени архитектонической
сложности колоний: наибольшая средняя протя�
женность течений гидроплазмы наблюдалась в ко�
лониях G. loveni, имеющих побеги, а наибольшая
их скорость – в колониях S. producta с наиболее
крупными среди этих видов гидрантами, сидящи�
ми на столоне (рис. 6). 

Ранее на гидроиде G. loveni установлено, что те�
чения гидроплазмы в колонии никак не синхрони�
зированы, а их совокупность представлена огром�

 Период сквозных ГПТ в однолучевых колониях с 5 гидрантами (побегами)

а) в течение двух часов после кормления

Число колоний 
со сквозными ГПТ

Средние 
значения, мин

Лимиты
(min–max), мин

n – число 
измерений

CV – коэффици�
ент вариации

Perigonimus abyssi 10 из 21 29.3 2–92 19 101%

Stauridia producta 4 из 10 10.9 3–45 15 94%

Gonothyraea loveni* 18 из 19 17.6 5–98 55 95%

б) через два–три часа после кормления

Число колоний 
со сквозными ГПТ

Средние 
значения, мин

Лимиты
(min–max), мин

n – число 
измерений

CV – коэффици�
ент вариации

Perigonimus abyssi 4 из 4 10.7 3–27 11 65%

Stauridia producta 4 из 4 3.4 1–11 33 66%

Gonothyraea loveni* 8 из 8 10.1 5–19 70 33%

* По: Бурыкин, 2010, дополнительно полученные данные.

Рис. 6. Доля различных по протяженности ГПТ и их средняя скорость в однолучевых колониях с (4)5 гидрантами (побе�
гами) на столоне: 
протяженность течений: сквозные (через всю колонию), протяженные (более 2 междоузлий столона), средние (2 междо�
узлия столона), короткие (в пределах 1 междоузлия столона):
а – P. abyssi: N = 20, число всех ГПТ: n = 1237, их суммарная продолжительность T = 417 мин; S. producta: N = 11, n = 558,
T = 162 мин; G. loveni: N = 16, n = 659, T = 768 мин; б – P. abyssi: N = 5, n = 147, T = 56 мин; S. producta: N = 4, n = 121, T =
= 41 мин; G. loveni: N = 8, n = 455, T = 282 мин;
средняя скорость ГПТ обоих направлений:

 – P. abyssi;  – S. producta;  – G. loveni (по: Бурыкин, 2010, дополнительные данные)

а – P. abyssi: 0.26 ± 0.01 (0.07–0.68) мм/с, n = 185; S. producta: 0.51 ± 0.02 (0.09–1.08) мм/с, n = 148; G. loveni: 0.28 ± 0.01
(0.08–1.00) мм/с, n = 260; б – P. abyssi: 0.56 ± 0.02 (0.22–1.00) мм/с, n = 70; S. producta: 0.82 ± 0.03 (0.47–1.15) мм/с, n = 52;
G. loveni: 0.30 ± 0.01 (0.07–0.70) мм/с, n = 146.

4
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ным разнообразием неповторяющихся вариантов
(Бурыкин, 2008, 2010). Это в полной мере относит�
ся и к колониям двух исследованных в данной ра�
боте видов. Период сквозных ГПТ у всех гидрои�
дов колеблется в очень широких пределах и имеет
крайне высокие значения коэффициента вариа�
ции (таблица). Все это указывает, очевидно, на от�
сутствие в работе распределительной системы ка�
ких�либо интеграционных процессов и регулятор�
ных механизмов, что противоречит утверждениям
Марфенина (1993, 1997, 2002, 2009 и др.) о наличии
у гидроидов общеколониальной интеграции и са�
морегуляции. Единственным физиологическим
механизмом общеколониальной интеграции автор
считает “взаимоподстраивание независимых
пульсаторов (гидрантов и верхушек роста)” (Мар�
фенин, 2002). Однако, экспериментальные факты
свидетельствуют о прямо противоположном (Hale,
1960; Бурыкин, 2006): независимые друг от друга
сжатия многочисленных пульсаторов – движите�
лей гидроплазмы в колониях – являются главным
дезинтегрирующим фактором единственного об�
щеколониального аппарата гидроидных полипов.

Наличие очевидной кормидиальной интегра�
ции у гидрозоев (сифонофоры, гидрокораллы) и
возможность проявления локальных регуляций не
обеспечивают, однако, существование этих явле�
ний на общеколониальном уровне. Видимо, гид�
равлический принцип функционирования рас�
пределительной системы – единственного коло�
ниального аппарата у гидроидов – направляет у
них развитие колониальности, в противополож�
ность мнению Беклемишева (1950, 1964), по неме�
тазойному пути. При полном отсутствии в неинте�
грированных колониях беспозвоночных живот�
ных регуляторных органов и регуляторных систем
(Беклемишев, 1964) неметазойный (“раститель�
ный”) тип организации колониального организма
(разумеется, на основе животной природы проте�
кающих в нем процессов) сочетается с метазойной
организацией входящих в него интегрированных
зооидов. В этом дуализме, очевидно, – суть коло�
ниальной организации беспозвоночных.
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RelayBRay Way of Hydroplasm Movement in Hydroid Colonies 
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Abstract—In this study, we continued the investigation of the distribution system of colonial hydroids in the
course of its development, starting with its emergence during the planula metamorphosis and ending with the
formed colony. The hydroplasmic stream system of two species of colonial hydroids—Perigonimus abyssi
G.O. Sars, 1874, and Stauridia producta Wright, 1858—was studied. We found that the main principle by
which hydroplasma moves in these colonies, which form no shoots, is the relay�race from one hydranth to
another through a stolon fragment connecting them or directly from one hydranth to the next one, etc. We
show that the efficiency of the conducting (distribution) system does not depend on the level of complexity
of the colonial structure. The results of this study confirm the absence of general colonial processes of inte�
gration and self�regulation in hydroid polyps. 

Keywords: colonial hydroids, distribution system, hydroplasmic flow, general colonial processes. 
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Уздечка (Habenula) это парная структура про�
межуточного мозга, локализованная в дорсаль�
ной части таламуса. Вместе с шишковидным те�
лом уздечка образует эпиталамус (Paxinos, 2004;
Савельев, Негашева, 2005). В соответствии с тер�
минологией Паксиноса (Paxinos, Watson, 1998) и
на основе сведений о цитоархитектонике уздеч�
ки в ее составе было выделено медиальное и ла�
теральное ядра (Andres et al., 1999). В свою оче�
редь медиальное ядро уздечки включает в себя
пять субъядер, а латеральное ядро уздечки де�
лится на медиальную и латеральную части,
включающие в себя до пяти субъядер.

Уздечка является важным звеном переключе�
ния в составе дорзальной проводящей системы
мозга, связывающим посредством двух компакт�
ных трактов – медуллярной полоски (МП) и ха�
бенуло�интерпедункулярного тракта (ХИТ),
лимбические структуры переднего мозга и ба�
зальные ганглии со средним мозгом. Причем,
если МП является строго афферентным путем к
уздечке, то в состав ХИТ входят, как афферент�
ные, так и эфферентные волокна. С помощью

метода прижизненного транспорта пероксидазы
хрена, было установлено, что большинство ней�
ронов медиального ядра уздечки посылает аксо�
ны в интерпедункулярное ядро (ИПЯ) среднего
мозга (Herkenham, Nauta, 1979). Было показано
существование определенной топографической
организации хабенулоинтерпедункулярных про�
екций: дорсальная часть медиального ядра уз�
дечки дает эфферентные волокна, оканчиваю�
щиеся в вентральной части ИПЯ, латеральная
часть медиального ядра уздечки иннервирует
дорсальный регион ИПЯ (Contestabile, Flumer�
felt, 1981; Sutherland, 1982). Несмотря на то, что
основные проекции на ИПЯ происходят из ме�
диального ядра уздечки (Herkenham, Nauta,
1977), существуют данные, указывающие на то,
что и латеральное ядро уздечки так же посылает
аксоны в ИПЯ. Возможность связи латерального
ядра уздечки с ИПЯ была показана косвенным
методом разрушения латерального ядра уздечки
с последующим измерением уровня ацетилхо�
линтрансферазы и ацетилхолинэстеразы в ИПЯ
(McGeer et al., 1979). Изменения концентрации
этих ферментов в ИПЯ свидетельствовали о сня�
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тии влияния латерального ядра уздечки, которое
было бы возможно только при наличии прямых
связей между латеральным ядром уздечки и
ИПЯ. В многочисленных работах было показа�
но, что эфферентые волокна латерального ядра
уздечки преимущественно идут в структуры
ствола мозга в составе ХИТ, их главными целями
являются ядра, содержащие моноаминэргиче�
ские нейроны, такие как дофаминсодержащая
вентральная тегментальная область (ВТО) и чер�
ная субстанция (Beckstead et al., 1979; Phillipson,
Pycock, 1982), а также серотонинсодержащие
дорсальное и медианное ядра шва (Herkenham,
Nauta, 1977; Klemm, 2004).

ХИТ также содержит и афферентные волок�
на, идущие из дорсального и медианного ядер
шва к ядрам уздечки (Pasquier et al., 1976; Kalen
et al., 1989). Также было установлено, что неко�
торые нейроны в ВТО проецируются назад в ла�
теральное ядро уздечки (Gruber et al., 2007).

Несмотря на большое количество работ о свя�
зях уздечки с ИПЯ и структурами ствола, карти�
на развития проводящих систем уздечки отсут�
ствует, тогда как исследование ранних постна�
тальных этапов развития внутримозговых связей
представляет большой интерес и может внести
существенный вклад в представления о развитии
нервной системы в целом. 

Цель настоящей работы – подробное иссле�
дование формирования основного проводящего
пути, связывающего уздечку со средним моз�
гом – ХИТ, в процессе раннего постнатального
развития у крыс. В работе использован метод анте�
роградной и ретроградной диффузии липофиль�
ного карбоцианинового красителя 1,1'�диоктаде�
цил�3,3,3',3'�тетраметилиндокарбоцианина пер�
хлората по липидному слою мембран нейронов
(Vercelli et al., 2000) – один из немногих, позво�
ляющих изучать внутримозговые связи у плодов
и неонатальных животных.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на крысах Вистар получен�
ных из Научного центра Биомедицинских тех�
нологий Российской Академии Медицинских
Наук (поселок Столбовая), содержавшихся в
условиях вивария ИБР РАН с естественным
освещением. Для получения датированной бере�
менности самцов подсаживали на ночь в клетку
к самкам. День обнаружения спермы во влагали�
ще самки считали нулевым днем эмбрионально�
го развития (Э0), а день рождения – нулевым
днем постнатального развития (П0). Для иссле�
дования использовали животных на разных сро�
ках развития Э21 (n4), П0 (n2), П2 (n3), П4 (n1),

П6 (n4), П9 (n1). Крысят перед перфузией нар�
котизировали введением внутрибрюшинно рас�
твора нембутала в физиологическом растворе
(0.9%�ный раствор хлористого натрия в дистил�
лированной воде) из расчета 4 мг на 100 г веса
животного. Животных перфузировали через ле�
вый желудочек сердца сначала физиологиче�
ским раствором для удаления крови из крове�
носных сосудов, а затем 4% раствором парафор�
мальдегида в 0.1 М фосфатном буфере (ПФА),
декапитировали, мозг извлекали из черепа и по�
мещали в ПФА при комнатной температуре на
12–20 часов. Далее на фиксированный мозг на�
носили кристаллы липофильного карбоциани�
нового красителя 1,1'�диоктадецил�3,3,3',3'�тет�
раметилиндокарбоцианина перхлората (Ди�Ай,
DiI “Molecular Probes” Inc., США). Поскольку,
структуры мозга, на которые планировалось на�
носить маркер, располагаются в толще мозга
близко к средней линии мозга, то в большинстве
случаев мозг разрезали пополам сагиттально.
Ди�Ай наносили в проколы на поверхности сре�
за в области уздечки (разная глубина апплика�
ции кристаллов позволяла метить избирательно
медиальное ядро уздечки или оба ядра уздечки
одновременно), ИПЯ и область ядер шва сред�
него мозга (рис. 1а, 1б). Мозг с маркером храни�
ли в ПФА в темноте при комнатной температуре
от 6 до 12 месяцев, в течение которых происхо�
дила диффузия липофильного маркера по ли�
пидному слою мембран нейронов в ретроград�
ном и антероградном направлениях от места на�
несения. Наложения маркера на уздечку и
интерпедункулярное ядро приводили к четкому
мечению ХИТ, который был виден даже под лу�
пой на всех использованных сроках развития.
Дальнейшее исследование проводили на сериях
вибратомных коронарных или сагиттальных
срезов, толщиной 80–100 мкм, натянутых ки�
сточкой на предметные стекла и заключенных в
полимеризующуюся среду мовиол (“Calbio�
chem”, Германия). Препараты анализировали в
фотомикроскопе Leica DM RXA2 (Германия) с
системой фильтров для выявления оранжево�
красной родаминовой флуоресценции, харак�
терной для Ди�Ай. После оценки распределения
кристаллов маркера в месте введения с исполь�
зованием ультрафиолетового фильтра серии сре�
зов мозга последовательно просматривали, опи�
сывая локализацию окрашенных Ди�Ай нерв�
ных волокон и нейронов. Фотосъемку
препаратов проводили с помощью цифровой
фотокамеры Olympus DP70 (Япония) и специ�
альной компьютерной программы для съемки,
поставляемой вместе с ней (DP controller и DP
manager). Обработку и монтаж цифровых изоб�
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ражений для иллюстрации полученных резуль�
татов осуществляли при помощи компьютерной
программы Photoshop 7.0 (“Adobe”, США).
Идентификацию отделов и ядер мозга проводи�
ли с использованием атласов развивающегося
мозга (Altman, Bayer, 1986; Paxinos et al., 1991) и
мозга взрослой крысы (Paxinos, Watson, 1998). 

 РЕЗУЛЬТАТЫ 

Распределение Ди#Ай в месте его нанесения 

Исследование каждого мозга начиналось с
анализа распространения маркера в области его
нанесения. Степень диффузии Ди�Ай в местах
нанесения кристаллов варьировала в зависимо�
сти от области мозга и возраста животного. Так,
помещение кристаллов Ди�Ай в ядра уздечки
приводило к распространению маркера по всему
объему уздечки, но на пренатальных и ранних
постнатальных стадиях (Э21 и П2) наблюдалась
незначительная диффузия красителя в прилежа�
щие к уздечке с вентральной стороны отделы та�
ламуса (рис. 1в). Позже на П6 и П10 точечные
нанесения маркера в толщу медиального ядра
уздечки такой диффузии за ее пределы не давали
и Ди�Ай распространялся строго в пределах ядер
уздечки (рис. 1г). Нанесение Ди�Ай на ИПЯ на

Э21 и П0 приводило к распространению маркера
по всему ядру с диффузией в прилежащую дор�
сальнее вентральную тегментальную область. На�
чиная с П2, поскольку кристаллы маркера наноси�
ли на медиальный срез ИПЯ, то в случае локаль�
ных нанесений распределение Ди�Ай происхо�
дило преимущественно в медиальных отделах. 

Распределение структур меченых Ди#Ай 
при нанесении маркера на уздечку

На  всех исследованных сроках нанесение
Ди�Ай на уздечку приводило к мечению нервных
волокон в обоих трактах уздечки (рис. 1в), причем
они были видны даже под лупой на сагиттально
разрезанном мозге (рис. 1a). На Э21, П0–П2 мно�
гочисленные меченые волокна ХИТ были ориен�
тированы параллельно и прослеживались в виде
компактного пучка вплоть до ИПЯ, где они вееро�
образно расходились, врастая в ядро. На Э21 и П2,
когда количество волокон в ХИТ еще не очень ве�
лико, в ИПЯ выявлялись многочисленные тон�
кие волокна ветвящиеся в ядре (рис. 2а). Скани�
рование в конфокальном микроскопе показало,
что часть этих волокон пересекала ИПЯ и про�
слеживалась в дорсокаудальном направлении
(рис. 2б). Позже, начиная с П6, из�за обилия ме�
ченых структур иннервацию ИПЯ выявить было

500 мкм

(а)

Э21

(б)

(в) (г)

3Ж

МП

П2

ХИТ

У

П6

П6

ЛУ

МУ 3Ж

200 мкм

Рис. 1. Распределение Ди�Ай в области его нанесения на уздечку (а) и на интерпедункулярное ядро (б) сагиттально
разрезанного фиксированного мозга, а также на сагиттальном (в) и коронарном (г) вибратомных срезах при нанесе�
нии маркера на уздечку. МП – медуллярная полоска, МУ – медиальное ядро уздечки, ЛУ – латеральное ядро уздечки,
У – уздечка, ХИТ (черная стрелка) – хабенулоинтерпедункулярный тракт, 3ж – полость третьего желудочка, белая
стрелка – нанесение на уздечку, звездочка – нанесение на интерпедункулярное ядро. Масштаб а–б – 5 мм.
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сложнее, поскольку сплетение меченых волокон
заполняло весь объем ядра. Кроме того в той части
среднего мозга, где ХИТ пронизывал ВТО, наблю�
дались волокна ориентированные перпендикуляр�
но основному тракту и распределялись в среднем
мозге параллельно его вентральному изгибу. Дру�

гая часть волокон вентрального отдела ХИТ изги�
балась в дорсокаудальном направлении в области
вентральных отделов ВТО и прослеживалась до об�
ласти ядер шва (рис. 2в, 2г). 

После нанесения Ди�Ай в ядра уздечки на
Э21–П2, кроме волокон были обнаружены ме�

(а) 200 мкм

Э21 П2

П6П2

Э21 П6

(б) 100 мкм

(в) 500 мкм (г) 500 мкм

200 мкм 250 мкм(д) (е)

ИПЯ

ЯШ

ЯШ

ЯШ

ЯШ

ХИТ

ИПЯ

ХИТ

Рис. 2. Меченые структуры выявленные в среднем мозгу после наложения Ди�Ай на уздечку на разных сроках пери�
натального развития. Меченые волокна ХИТ врастающие в ИПЯ на сагиттальных срезах мозга (а–г) прослеживаются
параллельно вентральному изгибу среднего мозга достигая области ядер шва (в, г). Терминальная сеть меченых воло�
кон и единичные нейроны на коронарном срезе среднего мозга на уровне ядер шва после  обширного нанесения
Ди�Ай на уздечку (д). Мечение в области ядер шва после локального нанесения маркера на медиальное ядро уздечки (е).
ИПЯ – интерпедункулярное ядро; ХИТ – хабенулоинтерпедункулярный тракт; ЯШ – Ядра шва; наконечник стрелки –
отдельные меченые волокна прорастающие из ИПЯ в направлении ЯШ на конфокальном изображении сагиттального
среза мозга (б); белые стрелки – меченые нейроны (д).

ХИТ

ИПЯ
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ченые тела нейронов без отростков в ВТО, где их
выявление было затруднено большим числом
меченых волокон, проходящих через эту область
(рис. 2а, 2в). В области ядер шва среднего мозга
нейроны и сплетение меченых нервных волокон
выявлялись уже на E21, причем мечеными
структурами охватывалась вся область ядер шва,
включающая как дорсальное, так и медианное
ядра. В ядрах шва при этом выделялось заметное
сплетение меченых волокон, среди которых с
трудом просматривались немногочисленные ме�
ченые тела нейронов (рис. 2д). Позже были об�
наружены различия в характере распределения
меченых структур в ядрах шва, в зависимости от
топографии распределения маркера в ядрах уз�
дечки. Так на П6 при мечении в области обоих ядер
уздечки в медианном ядре шва обнаруживалась
четкая группа клеток с развитыми дендритами,
ориентированными перпендикулярно вентраль�
ной поверхности среднего мозга (рис. 2г). В тех
случаях (П6), когда Ди�Ай был преимущественно
локализован в медиальном ядре уздечки, в медиан�
ном ядре шва было обнаружено только сплетение
терминальных волокон (рис. 2е).

Распределение структур меченых Ди#Ай 
при нанесении маркера на интерпедункулярное 

ядро, вентральную тегментальную область 
и ядра шва 

Для выявления меченых тел нейронов в ядрах
уздечки использовались нанесения Ди�Ай на
ИПЯ на мозг, разрезанный сагиттально по сред�
ней линии. На Е21–П0 ретроградно меченые
нейроны выявлялись в обоих ядрах уздечки но
весьма неравномерно. На коронарных срезах
было заметно, что в латеральном ядре уздечки
концентрация нейронов значительно выше, чем
в медиальном ядре уздечки, в котором выявля�
ются лишь единичные тела нейронов (рис. 3а,
3б). Начиная с П2 в медиальном ядре уздечки
было выявлено значительное количество мече�
ных нейронов с четким топографическим рас�
пределением внутри ядра, что на коронарных
срезах имело вид дорсальной и более многочис�
ленной вентромедиальной групп (рис. 3в). На
сагиттальных срезах было выявлено, что обнару�
женные группы не обособлены, а соединяются
между собой в узкой медиальной зоне медиаль�
ного ядра уздечки, где наблюдается максималь�
ная концентрация тел нейронов (рис. 3г). Дор�
сальный слой клеток медиального ядра уздечки,
посылающих аксоны в ИПЯ, расширяется в ро�
стральном и каудальном отделах ядра (рис. 3д).
Такое распределение нейронов в медиальном яд�

ре уздечки обнаруживалось и на всех последую�
щих сроках развития. 

В отличие от медиального ядра уздечки в ла�
теральном ядре уздечки уже на Э21 было выявле�
но значительное количество нейронов (рис. 4а).
Они располагались преимущественно в дорсока�
удальной и в меньшей степени вентрокаудаль�
ной областях ядра, в центральной же части лате�
рального ядра уздечки меченые структуры прак�
тически не выявлялись. В ростральной области
латерального ядра уздечки меченых структур вы�
явлено не было. В тех случаях (П4), в которых
при нанесении Ди�Ай на ИПЯ наблюдалась
диффузия в ВТО, в латеральном ядре уздечки до�
полнительно выявлялась группа нейронов, со�
средоточенная в ростральной части (рис. 4б). 

Исходя из того, что в составе ХИТ афферент�
ные волокна к уздечке идут не только из ИПЯ,
но и из ядер шва были проанализированы допол�
нительные нанесения Ди�Ай на эти структуры
на П6 и П9. В результате были выявлены много�
численные меченые нейроны в вентральной и
дорсокаудальной частях латерального ядра уз�
дечки, распределение которых в значительной
степени совпадало с таковым при нанесении на
ИПЯ (рис. 4в). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В последние несколько десятилетий основ�
ным подходом к исследованию внутримозговых
связей у взрослых животных являются методы
прижизненного транспорта различных марке�
ров, таких как пероксидаза из хрена, флюоро�
голд, холерный цитотоксин Б и др., вводимых в
мозг стереотаксически (Klemm, 2004). Однако
данные маркеры неприменимы для исследова�
ния внутримозговых связей на пренатальных и
ранних постнатальных сроках. Как было показа�
но нами ранее, использование липофильного
карбоцианинового красителя Ди�Ай, дает хоро�
шие результаты для решения подобных задач,
что описано в литературе (Villani, 1996) и под�
тверждено нами на примере исследования раз�
вития ряда проводящих систем гипоталамуса
(Makarenko et al., 2000, 2001; Makarenko, 2008).

В настоящей работе нанесение Ди�Ай осу�
ществлялось на поверхность или в проколы уз�
дечки на мозге, разрезанном пополам сагитталь�
но. Это обеспечивало мечение либо медиального
ядра уздечки, либо обоих ядер. Наличие диффу�
зии маркера за пределы ядер уздечки на прена�
тальных и ранних постнатальных сроках разви�
тия крыс объясняется формированием волокни�
стой капсулы, окружающей данную структуру
(Andres et al., 1999), которая на более поздних



ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

РАЗВИТИЕ ХАБЕНУЛО�ИНТЕРПЕДУНКУЛЯРНОГО ТРАКТА У КРЫС 131

постнатальных сроках является барьером, пре�
пятствующим распространению красителя за
пределы уздечки. Подобная картина описана ра�
нее в случаях с нанесением Ди�Ай в маммилляр�

ные ядра гипоталамуса (Алпеева, Макаренко,
2007; Alpeeva, Makarenko, 2009). Диффузия Ди�
Ай за пределы медиального и латерального ядер
уздечки на сроках Э21–П2 не может оказать вли�

100 мкм
(а)

200 мкм

200 мкм 250 мкм

100 мкм

МУ

ЛУ

3Ж 3Ж

МУ

ЛУ

МУ
МУ

ЛУ

3Ж

Э21 П0

П6 П2

П6

(б)

(в) (г)

(д)

Рис. 3. Распределение меченых тел нейронов и волокон в медиальном и латеральном ядрах уздечки при нанесении
Ди�Ай на ИПЯ на разных сроках развития: а – конфокальное изображение коронарного среза уздечки на Э21; б–в –
коронарные срезы уздечки на П0, П6; г – сагиттальный срез медиального ядра уздечки на П2; д – конфокальное изоб�
ражение медиального ядра уздечки на П6. МУ – медиальное ядро уздечки, ЛУ – латеральное ядро уздечки, 3Ж – по�
лость третьего желудочка.
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яние на результаты выявления проекций на
ИПЯ, поскольку связи прилежащих к уздечке
ядер таламуса с интерпедункулярным ядром не
описаны (Paxinos, 2004). 

Использованный методический подход поз�
волил впервые описать перинатальное развитие
различных проводящих систем, образующих
ХИТ, подробно изученный у взрослых животных
(Araki et al., 1988; Contestabile, Flumerfelt, 1981).
Поскольку меченые волокна были обнаружены в
ХИТ на всех исследованных сроках развития, и
учитывая особенность данного маркера, диф�
фундировать как ретроградно, так и антероград�
но, потребовался специальный анализ для того

чтобы установить, какие именно нейроны явля�
ются источниками этих волокон. 

Известно, что ХИТ является основным трак�
том, связывающим уздечку с интерпедункуляр�
ным ядром, и источником этих проекций явля�
ются преимущественно именно нейроны меди�
ального ядра уздечки (Herkenham, Nauta, 1979).
Однако наши нанесения на ИПЯ на Э21 и П0
выявляли в медиальном ядре уздечки лишь еди�
ничные меченые клетки, тогда как в латераль�
ном ядре уздечки меченых нейронов и волокон
было обнаружено довольно много. Проекции из
латерального ядра уздечки в ИПЯ были ранее
описаны лишь в единичных работах, где авторы

(а)
100 мкм 200 мкм

Э21 П4

П9

(б)

(в)
100 мкм

Рис. 4. Меченые тела нейронов, выявляемые в латеральном ядре уздечки после нанесения Ди�Ай на ИПЯ (а), ИПЯ и
ВТО (б), область ядер шва (в): а – конфокальное изображение сагиттального среза уздечки на Э21; б – сагиттальный
срез латерального ядра уздечки на П4; в – конфокальное изображение латерального ядра уздечки на П9. ХИТ – хабе�
нулоинтерпедункулярный тракт.
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подчеркивали их малочисленность (Contestabile,
Flumerfelt, 1981; Kim, 2009). По нашим данным
распределение нейронов меченых Ди�Ай в лате�
ральном ядре уздечки при нанесениях на ИПЯ
было неравномерным. Максимальная концен�
трация клеток наблюдалась в дорсо� и вентрока�
удальных отделах латерального ядра уздечки, а
ростральные и центральные области ядра не со�
держали меченых нейронов. Следовательно,
встал вопрос, куда кроме ИПЯ следуют обнару�
женные волокна из латерального ядра уздечки.
Мы обнаружили, что с самых ранних из исследо�
ванных сроков в вентральной части ХИТ на
уровне ВТО и ИПЯ часть меченых волокон отде�
лялись от основного тракта и прослеживались
дорсокаудально в направлении ядер шва, где
ветвились и образовывали сплетение. Обнару�
женная нами локализация нейронов в латераль�
ном ядре уздечки, посылающих аксоны в меди�
анное ядро шва, совпадает с данными (Behzadi
et al., 1990), полученными с помощью транспор�
та холерного цитотоксина Б из медианного ядра
шва к уздечке у взрослых крыс. Наши контроль�
ные случаи (П6, П9) с нанесением маркера на
медианное ядро шва выявили аналогичную кар�
тину распределения нейронов в латеральном ядре
уздечки. Таким образом, результаты с выявлением
нейронов в латеральном ядре уздечки, полученные
нами в случае наложения на ИПЯ, можно тракто�
вать как выявление не только проекций собствен�
но на ИПЯ, но и в большей степени как мечение
аксонов латерального ядра уздечки, иннервирую�
щих ядра шва. 

Кроме волокон в медианном ядре шва уже на
Э21 выявлялись меченые тела нейронов. На бо�
лее поздних постнатальных сроках (П6), когда
удалось сделать локальные нанесения в отдель�
ные ядра уздечки, было обнаружено, что нейро�
ны в медианном ядре шва выявляются лишь в
том случае, когда маркер был нанесен в лате�
ральное ядро уздечки, являющееся по данным
литературы основной мишенью нейронов меди�
анного ядра шва (Vertes et al., 1999). Полученные
данные свидетельствуют о том, что реципрокные
связи латерального ядра уздечки с медианным
ядром шва формируются уже в перинатальном
периоде развития.

Что касается медиального ядра уздечки – ос�
новной структуры, иннервирующей ИПЯ у
взрослых животных (Herkenham, Nauta, 1977), то
первые волокна, врастающие в область этого яд�
ра, обнаруживаются уже на сроках Э21–П2, пол�
ностью занимая объем ИПЯ к П6. Соответствен�
но, возникает закономерный вопрос, когда об�
наруживаются и как распределяются нейроны в
медиальном ядра уздечки при нанесении Ди�Ай

на ИПЯ. Согласно данным литературы, в меди�
альном ядре уздечки выявляют 4 группы нейро�
нов, иннервирующих разные отделы ИПЯ (Con�
testabile, Flumerfelt, 1981). Мы обнаружили, что
на Э21 и П0 при нанесении Ди�Ай на область
ИПЯ, при котором маркер распространялся по
всему ядру, в медиальном ядре уздечки обнару�
живались лишь единичные тела нейронов. Од�
нако нельзя утверждать, что они посылают аксо�
ны именно в ИПЯ, поскольку описаны также
немногочисленные проекции медиального ядра
уздечки на медианное ядро шва у взрослых крыс
(Behzadi et al., 1990), и по нашим данным на этих
сроках развития в медианном ядре шва обнару�
живаются меченые аксоны от нейронов уздечки.

Начиная с П2 и далее на П6 в медиальном яд�
ре уздечки уже выявлялось значительное коли�
чество меченых тел нейронов с характерным то�
пографическим распределением внутри ядра. При
обширном мечении ИПЯ, в котором затрагива�
лись как центральная, так и латеральные отделы
этого ядра, в медиальном ядре уздечки выявлялись
нейроны, которые образовывали на коронарных
срезах 2 заметных скопления: крупное – вентраль�
ное, занимавшее всю вентральную часть медиаль�
ного ядра уздечки, и дорзальное с меньшим чис�
лом клеток. На сагиттальных срезах нами так же
было обнаружено, что дорсальное скопление ней�
ронов не является непрерывным, а делится на две

ЯШ

ИПЯ

ХИТ

МУ ЛУ

Постанатально
с П2

Пренатально к Э19

Рис. 5. Схема развития отдельных проекционных си�
стем в составе ХИТ. ИПЯ – интерпедункулярное яд�
ро; МУ – медиальное ядро уздечки; ЛУ – латеральное
ядро уздечки; ХИТ – хабенулоинтерпедункулярный
тракт; ЯШ – ядра шва; толстая непрерывная линия –
эфферентные волокна из МУ в ИПЯ; толстая пунк�
тирная линия – эфферентные волокна из МУ в ЯШ;
тонкая непрерывная линия – эфферентные волокна
из ЛУ в ЯШ; тонкая пунктирная стрелка – афферент�
ные волокна в ЛУ из ЯШ.
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группы, сосредоточенные в ростральном и ка�
удальном отделах медиального ядра уздечки. Эти
данные свидетельствуют о том, что все основные
группы нейронов медиального ядра уздечки, ин�
нервирующие разные отделы ИПЯ, обнаружива�
ются лишь со второго дня постнатального разви�
тия.

Таким образом, настоящая работа впервые
описывает гетерогенное формирование отдель�
ных проекционных систем, входящих в состав
ХИТ у крыс в процессе перинатального онтоге�
неза. Реципрокные связи латерального ядра уз�
дечки с ядрами шва формируются пренатально.
Проекции медиального ядра уздечки на интер�
педункулярное ядро обнаруживаются лишь
постнатально с П2. Полученные результаты о
сроках развития суммированы в виде схемы
(рис. 5).
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Development of the Habenulointerpeduncular Tract of Rats
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Abstract—Development of the habenulointerpeduncular tract has been carried out on fixed brain prepara�
tions obtained from 21 day rat embryos and from neonatal animals on the 0 and 9 days of postnatal develop�
ment by diffusion of lipophilic fluorescent carbocyanine dye DiI (1,1'�dioctadecyl�3,3,3',3'�tetramethylin�
docarbocyanine perchlorate) through neuron membranes. The marker was introduced into the nuclei of the
habenula, the interpeduncular nucleus, and into the area of raphe nuclei. Neurons and fibers that contained
DiI were identified on vibratome sections by fluorescent and confocal microscopy. We have found that recip�
rocal links between the lateral habenula nucleus and raphe nuclei are formed in the prenatal period by
stage E21. Raphe nuclei innervating neurons were located in dorso� and ventrocaudal parts of the lateral ha�
benula nucleus. Projections of the medial habenula nucleus onto interpeduncular nucleus were found only in
the postnatal P2 period. Neurons that provide a source of these projections form characteristic assemblies in�
side the medial habenula nucleus. Therefore, the present study for the first time describes heterogenic forma�
tion of different projection systems that are involved in the habenulointerpeduncular tract of rats at perinatal
ontogenesis.

Keywords: habenula, midbrain, raphe nuclei, interpeduncular nucleus, habenulointerpeduncular tract, ax�
onal links, carbocyanine dye DiI, ontogenesis, rats.
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Предыдущими исследованиями мы выявили
неизвестный ранее феномен – индукцию реаран�
жировки генов Т�клеточного рецептора (T Cell Re�
ceptor, TCR) в периферических Т�лимфоцитах при
беременности (Ширшев и др., 2007). В частности,
мы показали экспрессию ключевого маркера реа�
ранжировки, рекомбиназы RAG�1 (Recombination
Activating Genes), в Т�клетках периферических
лимфоидных органов беременных мышей. Теоре�
тически, такой процесс должен сопровождаться
появлением на мембране Т�лимфоцита нового ан�
тигенного рецептора, с измененной специфично�
стью (Куклина, 2006). А поскольку на периферии
отсутствуют условия, обеспечивающие эффектив�
ную клональную селекцию вновь образующихся
Т�клеток (как это в норме происходит в тимусе),
реаранжировка генов TCR в периферических лим�
фоидных органах неизбежно должна сопровож�
даться изменением антигенраспознающего репер�
туара Т�лимфоцитов, в частности, появлением
аутореактивных Т�клеточных клонов. 

Целью настоящей работы было сопоставление
антигенраспознающей активности αβТ�лимфо�
цитов беременных мышей с таковой для небере�
менных, с одновременной оценкой рекомби�
назной активности в этих клетках, при разных ва�
риантах скрещивания – нормальном аллогенном,
сингенном и в склонной к аборту комбинации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В работе использовались линейные самки мы�
шей CBA, которых скрещивали с самцами разных
линий – BALB/c (нормальная аллогенная бере�
менность), CBA (нормальная сингенная беремен�
ность) и DBA/2 (склонная к аборту комбинация)
(Chaouat et al., 1983; Lin et al., 2004). Животные бы�
ли получены из питомника РАМН (“Рапполово”,
Санкт�Петербург). Беременность фиксировали по
появлению вагинальной пробки. Срок беременно�
сти у животных (9�е сутки) подбирался в соответ�
ствии с тем, что у самок CBA × DBA/2 аборты про�
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исходят, как правило, на 10–14 день беременности
(Chaouat et al., 1983; Lin et al., 2004).

Объектами исследования служили тимоциты и
фракционированные периферические Т�лимфо�
циты, выделенные из лимфоузлов трех разных ти�
пов – парааортальных (дренирующих матку), а
также мезентериальных и подмышечных (не дре�
нирующих матку) (Lin et al., 2004). В основной се�
рии экспериментов при фракционировании
Т�лимфоцитов из клеточной суспензии, получен�
ной в результате гомогенизации лимфоузлов, уда�
ляли В�лимфоциты, способные в норме реаран�
жировать цепи антигенного рецептора на перифе�
рии (Hikida et al., 1996), – с помощью специ�
фической антисыворотки к иммуноглобулинам
мыши (“Медгамал”, Россия). В заключительной
серии экспериментов для исключения влияния на
результат минорной субпопуляции γδТ�лимфоци�
тов, традиционно дифференцирующихся вне ти�
муса и также экспрессирующих белки RAG на пе�
риферии (Mincheva�Nilsson et al., 1997; Robey,
Fowlkes, 1998) из клеточной суспензии направлен�
но выделялись αβТ�лимфоциты – иммуномагнит�
ным фракционированием с помощью монокло�
нальных антител H57�597 к β�цепи ТCR мыши
(“Caltag”, США).

В клетках оценивали экспрессию мРНК реком�
биназы RAG�1, а также β�актина (положительный
контроль на наличие мРНК в пробе).

Выделение РНК, обратную транскрипцию и
амплификацию проводили с помощью соответ�
ствующих наборов (“Лаборатория Изоген”, Рос�
сия): для выделения тотальной РНК (Trizol RNA
Prep 100), для обратной транскрипции (GenePak
RT Core) и для амплификации (GenePak PCR
Core). В работе использовались следующие спе�
цифические праймеры и соответствующие ре�
жимы амплификации: для RAG�1 – 5'�CATC�
GAGACAGTCCCTTCC�3' и 5'�CGATAGAGC�
CATCCCTTTC�3' (Vaitaitis et al., 2003), 92°С ×
× 30 с, 60°С × 30 с, 72°С × 60 с, 35 циклов; для
β�актина – 5'�TGTTACCAACTGGGACGACA�3'
и 5'�TTTGATGTCACGCACGATTT�3' (подобра�
ны с  помощью программы Primer 3: http://
frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi),
92°С × 30 с, 60°С × 30 с, 72°С × 60 с, 30 циклов. 

Электрофорез проводили стандартным мето�
дом в 1.5% геле агарозы (“Serva”, Германия).

Антиегнраспознающую активность Т�клеток
при беременности оценивали по пролиферативно�
му ответу фракционированных αβТ�лимфоцитов
лимфатических узлов беременных мышей (2 ×
× 105 на пробу) на антигены самцов соответствую�
щих линий и небеременных самок, в однонаправ�
ленной смешанной культуре лимфоцитов. В каче�
стве стимулирующих клеток использовали клетки
селезенки мышей, а также, в ряде экспериментов,
фракционированные αβТ�лимфоциты подмы�
шечных и мезентериальных лимфатических узлов

(2 × 105 на пробу), предварительно обработанных
митомицином С (25 мкг/мл). Клетки культивиро�
вали 72 часа. Результаты оценивали в МТТ�тесте,
основанном на определении количества жизне�
способных клеток в пробе (Wei et al., 2005). Для
этого за 4 часа до окончания культивирования в
пробы вносили МТТ (водорастворимая соль тетра�
золия, полное название – (3�[4,5�Dimethylthiazol�
2�yl]�2,5)�diphenyltetrazolium bromide) в конечной
концентрации 0.5 мг/мл. После культивирования
пробы центрифугировали (1500 об./мин × 10 мин),
удаляли супернатант и вносили изопропанол для
солюбилизации формазана, образующегося из
МТТ при разрезании тетразолиевого кольца де�
гидрогеназами и откладывающегося в клетке в ви�
де гранул. Количество образовавшегося формаза�
на оценивалось спектрофотометрически при дли�
не волны 570 нм. Индекс пролиферации опре�
делялся как отношение соответствующих показа�
телей оптической плотности для стимулирован�
ной (клетками самца) и не стимулированной проб. 

Статистический анализ проводился с использо�
ванием t�критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ пролиферативного ответа αβТ�лимфо�
цитов беременных самок СВА на антигены самцов
соответствующих линий показал, что при нор�
мальной беременности (и сингенной, и аллоген�
ной) индекс пролифереции Т�клеток, определяе�
мый как отношение показателей пролифератив�
ной активности в стимулированной и нести�
мулированной пробах, выше, чем у небеременных
животных (табл. 1), но зависит от происхождения
Т�клеток – конкретно, от типа лимфатических уз�
лов, из которых они получены. Наиболее выра�
женным этот эффект был при нормальной алло�
генной беременности (СВА × BALB/c) для Т�лим�
фоцитов парааортальных лимфоузлов (дрени�
рующих матку), существенно меньшим, но стати�
стически значимым – для подмышечных, тогда
как для Т�клеток мезентериальных лимфатиче�
ских узлов ответ на антигены самца не отличался
от такового для небеременных самок СВА. Более
того, достоверные различия в индексах пролифе�
рации были выявлены и в пределах одной группы
животных: ответ Т�клеток у беременных самок
СВА × BALB/c был выше в парааортальных лим�
фатических узлах по сравнению с мезентериаль�
ными (табл. 1). В отличие от нормальной беремен�
ности, в комбинации СВА × DBA/2, характеризу�
ющейся высоким уровнем спонтанных абортов,
ответа периферических Т�клеток на антигены сам�
цов DBA/2 не выявлено (табл. 1). Возможно, от�
сутствие ответа в данной модели и является одной
из причин предрасположенности к абортам, по�
скольку, согласно современным представлениям,
для успешной имплантации и плацентации необ�
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ходим достаточный уровень иммунореактивности
материнского организма в отношении отцовских и
фетальных антигенов – цитокины, секретируемые
в ходе иммунного ответа, оказывают трофическое
действие на плаценту и плод (Wegmann et al., 1993).

В целом, вычленяя из всего многообразия вы�
явленных эффектов данные, соответствующие це�
лям и задачам настоящей работы, можно сказать,
что при нормальной аллогенной беременности
(СВА × BALB/c) αβТ�лимфоциты дренирующих
матку (парааортальных) лимфатических узлов от�
вечают на антигены самца достоверно эффектив�
нее Т�клеток лимфоузлов, не дренирующих
матку, – мезентериальных и подмышечных. Воз�
можно, данный эффект связан с локальным изме�
нением антигенраспознающего репертуара этих
клеток. Однако, строго говоря, он может иметь и
альтернативное объяснение, основанное на суще�
ствовании характерного для беременности фено�
мена – фетального микрохимеризма, т.е. перси�
стенции фетальных клеток в материнском орга�
низме (Bianchi et al., 1996; O’Donoghue et al., 2004).
Следствием микрохимеризма является примиро�
вание материнских лимфоцитов антигенами пло�
да, которое происходит преимущественно в лим�
фатических узлах, дренирующих матку. Именно с
этим феноменом связан, по�видимому, показан�
ный в настоящей работе более высокий Т�клеточ�
ный ответ на антигены самца у беременных самок

по сравнению с небеременными. Им же можно
объяснить и различия в ответе на антигены самца
Т�лимфоцитов разных лимфатических узлов при
нормальной аллогенной беременности. 

Чтобы нивелировать влияние эффекта прими�
рования при беременности Т�клеток лимфатиче�
ских узлов фетальными антигенами, мы определи�
ли пролиферативный ответ Т�лимфоцитов бере�
менных самок СВА × BALB/c на клетки селезенки
небеременных самок СВА. В результате были вы�
явлены следующие закономерности: индекс про�
лиферации Т�клеток парааортальных лимфатиче�
ских узлов у этих животных был достоверно выше
такового для Т�лимфоцитов мезентериальных
лимфатических узлов, а также Т�лимфоцитов па�
рааортальных лимфоузлов небеременных самок
(рисунок). Поскольку в данной модели возмож�
ность предварительного примирования Т�клеток
существенно снижена, появление реактивности
Т�лимфоцитов парааортальных лимфоузлов в от�
ношении собственных клеток связано, вероятнее
всего, именно с изменением антигенраспознаю�
щего репертуара, в частности, с появлением новых
аутореактивных Т�клеточных клонов. 

Одновременная оценка наличия процессов ре�
аранжировки генов TCR в периферических
Т�лимфоцитах беременных самок СВА в целом
подтвердила полученные нами ранее результаты
(Ширшев и др., 2007). Как видно из таблицы 2,

Таблица 1. Пролиферативный ответ периферических αβТ�лимфоцитов самок СВА на антигены самца в однона�
правленной смешанной культуре лимфоцитов

Отвечающие клетки 
(αβТ�лимфоциты самки)

Индекс стимуляции (M ± m)

Стимулирующие клетки (клетки селезенки самца)

BALB/c СВА DBA/2

Небеременные самки 
СВА

парааортальные ЛУ 1.47 ± 0.081

н.д.

1.19 ± 0.074

мезентериальные ЛУ 1.39 ± 0.089 1.18 ± 0.062

подмышечные ЛУ 1.37 ± 0.109 1.21 ± 0.048

Беременные самки 
СВА × BALB/c

парааортальные ЛУ 2.09 ± 0.222*

мезентериальные ЛУ 1.49 ± 0.124

подмышечные ЛУ 1.69 ± 0.196*

Беременные самки 
СВА × CВА

парааортальные ЛУ 1.72 ± 0.183

мезентериальные ЛУ 1.66 ± 0.178

подмышечные ЛУ 1.46 ± 0.138

Беременные самки 
СВА × DBA/2

парааортальные ЛУ 1.083 ± 0.042a, b

мезентериальные ЛУ 1.11 ± 0.045 b

подмышечные ЛУ 1.01 ± 0.035*, a, b

Примечания: в каждой группе 8–10 животных; ЛУ – лимфатические узлы; н.д. – нет данных; индекс пролиферации опреде�
лялся как отношение соответствующих показателей оптической плотности для стимулированной (клетками селезенки сам�
ца) и не стимулированной проб.
* p < 0.05 (сопоставление с ответом Т�клеток соответствующих лимфатических узлов небеременных самок).
a p < 0.05 (сопоставление с соответствующим показателем для беременности СВА × BALB/c).
b p < 0.05 (сопоставление с соответствующим показателем для беременности СВА × СВА).
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экспрессия мРНК рекомбиназы RAG�1, ключево�
го фактора и маркера реаранжировки генов в клет�
ке, наиболее стабильно выявлялась в Т�клетках
парааортальных лимфатических узлов – как в мо�
делях нормальной беременности (и сингенной, и
аллогенной), так и в склонной к аборту комбина�
ции. Поскольку характер распределения рекомби�
назной активности аналогичен появлению ауторе�
активных реакций Т�клеток, эти процессы, по�ви�
димому, взаимозависимы.

В целом, полученные данные позволяют пред�
полагать, что ассоциированная с беременностью
экстратимическая реаранжировка генов TCR при�
водит к появлению на периферии αβТ�лимфоци�
тов с измененной специфичностью антигенного
рецептора, которые, по�видимому, не подвергают�
ся клональной селекции. Биологическое значение
этого феномена на настоящий момент неизвестно.
С одной стороны, он может быть важен для фор�
мирования толерантности материнского организ�
ма к генетически чужеродному плоду. С другой
стороны, появление потенциально аутореактив�
ных Т�клеточных клонов в результате реаранжи�
ровки генов TCR на периферии может быть при�
чиной развития аутоиммунных заболеваний, кото�
рые, как известно, довольно часто провоцируются
беременностью (Куклина, 2010).
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Источник αβТ�клеток

Парааортальные ЛУ Мезентериальные ЛУ Подмышечные ЛУ
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Пролиферативный ответ периферических αβТ�лим�
фоцитов беременных самок СВА × BALB/c на антиге�
ны небеременных самок СВА в однонаправленной
смешанной культуре лимфоцитов.
Примечания: индекс пролиферации определялся как
отношение соответствующих показателей оптической
плотности для стимулированной (клетками селезенки
небеременных самок СВА) и не стимулированной
проб; незаштрихованные столбцы – небеременные
самки СВА, заштрихованные – беременные самки
СВА × BALB/c.
* p < 0.05 (сопоставление с ответом Т�клеток соответ�
ствующих лимфатических узлов небеременных са�
мок);
а p < 0.05 (сопоставление с ответом Т�клеток мезенте�
риальных лимфатических узлов беременных самок
СВА × BALB/c).
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Extrathymic Differentiation and Antigen Response of αβT Lymphocytes in Pregnancy
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ul. Goleva 13, Perm, 614081 Russia
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Abstract—We studied reactivity of αβT lymphocytes in CBA pregnant females toward male antigens and the
presence of gene rearrangement in T�cells antigen receptor in peripheral lymphoid organs of mice in the case
of three breeding variants: CBA × BALB/c (normal allogenic pregnancy), CBA × CBA (syngenetic pregnan�
cy), and CBA × DBA/2 (prone to abortion combination). It was shown that proliferative response of
αβT lymphocytes in pregnant CBA females to male spleen cells was the most marked at normal allogenic
pregnancy, the least marked at syngenic pregnancy, and was not observed at the combination CBA × DBA/2.
In addition, cells of paraaortic lymphatic nodes (draining uterus) respond to male antigen reliably more ef�
fectively than lymphocytes in mesenterial and axillary lymphatic nodes. Simultaneous estimation of recom�
binase RAG�1, the key enzyme in rearrangement of T�receptor genes, revealed similar principles: predomi�
nant activity of recombinase in T lymphocytes in paraaortal lymphatic nodes of CBA pregnant females. This
points to the relationship between extrathymic rearrangement of antigen receptor genes and change in the an�
tigen�detecting repertoire of these cells. The possible biological significance of the discovered phenomenon
is discussed.

Keywords: αβT lymphocytes, extrathymatic differentiation, TCR gene rearrangement, antigen�detecting
repertoire, combined lymphocytes culture, pregnancy.
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 Очередная  конференция  Европейского
Общества  Эволюционной Биологии Развития
(http://evodevo.eu/conferences/2012) – самое авто�
ритетное собрание биологов развития, проводи�
мое один раз в два года, – состоялась в Лиссабоне,
Португалия с 10 по 13 июля 2012 г. на базе Лисса�
бонского Университета. В конференции приняли
участие ведущие европейские и американские
биологи развития, эволюционисты, специалисты
по системной биологии и биоинформатике, всего
около 500 человек. На съезде обсуждались акту�
альные вопросы клеточных и молекулярных ме�
ханизмов раннего эмбриогенеза, морфогенеза,
регенерации, становления плана строения в раз�
витии и эволюции животных и растений. В тор�
жественной обстановке была вручена медаль
А.О. Ковалевского, ежегодно присуждаемая
Санкт�Петербургским Обществом Естествоис�
пытателей (см. Ereskovsky, 2012). Лауреатом 2011 г.
стал Детлев Арендт (D. Arendt, European Molecu�
lar Biology Laboratory Heidelberg, Germany), кото�
рого поздравили глава международного комитета
по награждению А.В. Ересковский, председатель
секции Биологии Развития СПбОЕ Р.П. Костю�
ченко и другие участники съезда.

Всего на прошедшей конференции в рамках
более 20�ти секций было заслушано около 400 до�
кладов, чуть более половины из которых – уст�
ные. Секция “Эволюция органов и клеточных ти�
пов” стала одной из центральных и привлекла
внимание подавляющего большинства участни�
ков съезда. В ее рамках доклады были сгруппиро�
ваны таким образом, чтобы отразить разнообра�
зие и возможные пути эволюции программ разви�
тия как отдельных производных эктодермы,
мезодермы и энтодермы, так и зародышевых
листков в целом. Д. Арендт посвятил свой доклад
механизмам развития и эволюционным связям
нейроэктодермы и мезодермы у животных. Про�

демонстрированный консерватизм генетических
основ регионализации нервной ткани и строения
нейронных сетей ЦНС у первично� и вторично�
ротых позволил автору сделать вывод о гомологии
и едином происхождении зачатка нервной систе�
мы всех Bilateria (Denes et al., 2007; Steinmetz et al.,
2011). В свою очередь, сравнивая билатеральных
животных с радиально�симметричными, доклад�
чик рассказал о новых данных по экспрессии гоме�
обокс�содержащих генов и элементов Delta/ Notch
сигналинга в развитии актиний и полихет. Эти
данные говорят о поразительном сходстве молеку�
лярного паттернирования радиальных каналов га�
стральной полости у полипов и мезодермальных
полосок у трохофор, что можно считать современ�
ным подтверждением теории энтероцелии Седж�
вика. Основываясь на методически близкой аргу�
ментации (сравнении паттернов экспрессии кон�
сервативных регуляторных генов) Г. Балуа
(G. Balavoine, Institut Jacques Monod – CNRS, Par�
is, France) выдвинул гипотезу, согласно которой
параподии полихет имеют общее эволюционное
происхождение с нейральными валиками заро�
дышей позвоночных.

Вопрос происхождения и эволюции мышеч�
ных клеток был поднят в сообщении У. Технау
(U. Technau, University of Vienna, Austria). Путем
широкомасштабного биоинформационного скри�
нинга в секвенированных геномах ряда проти�
стов, растений, грибов и многоклеточных живот�
ных были идентифицированы гены ключевых
элементов сократительного аппарата мышечных
клеток (Steinmetz et al., 2012; Hejnol, 2012). Оказа�
лось, что среди этих генов общим для многокле�
точных животных, грибов и некоторых протистов
является набор из актина, тяжелой и легкой цепи
миозина, тропомиозина и кальмодулина. На ос�
нове этого консервативного набора генов и нача�
лась эволюция мышечных клеток. Кроме того,
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авторы установили, что дивергенция “мышечно�
го” и “немышечного” типа тяжелой цепи миози�
на произошла еще до появления Metazoa. Нако�
нец, было показано, что в разных линиях много�
клеточных животных, несмотря на сходство
поперечно�исчерченных мышц на ультраструк�
турном уровне, набор ключевых белков в составе
саркомеров сильно варьирует, что, несомненно,
указывает на независимую эволюцию этих мы�
шечных элементов у Radiata, Protostomia и Deu�
terostomia. С интереснейшим докладом о после�
довательных генерациях кишечного эпителия в
развитии дрозофилы и разнообразии механизмов
обновления этой ткани у животных выступил
Ф. Хартенштайн (V. Hartenstein, University of Cali�
fornia Los Angeles, USA).

Большое внимание на конференции было уде�
лено проблеме формирования паттерна вдоль пе�
редне�задней оси. На заседании секции “Гомео�
зисные трансформации” Л. Холланд (L. Holland,
Scripps Institution of Oceanography, University of
California San Diego, USA) выступила с докладом
о роли ретиноевой кислоты (RA) и секретируе�
мых белков из суперсемейств Wnt и TGF�β в раз�
витии переднего отдела тела ланцетника. Осно�
вываясь на комплексном анализе влияния акти�
ваторов и ингибиторов этих путей сигналинга (Yu
et al., 2007; Koop et al., 2010; Onaia et al., 2010), был
сделан вывод о существовании чрезвычайно
сложно устроенной системы взаимодействия кас�
кадов Wnt, BMP, Nodal, Vg1 и RA, разбалансиров�
ка которой ведет к гомеозисным трансформаци�
ям (развитии, например, головных структур на
месте туловищных). Подобные нарушения могут
быть обусловлены сдвигом молекулярных границ
вдоль передне�задней оси. По всей вероятности,
сигнальные сети Wnt, TGF�β и RA создают мно�
гоуровневую систему молекулярных координат, в
подчинении у которой находятся, в том числе, и
Hox гены. Передняя граница экспрессии этих
кластерных генов, однако, не распространяется
дальше задних отделов головы у хордовых (задне�
го мозга у позвоночных), указывая на то, что го�
меозис в пределах головного отдела ланцетника
происходит вследствие активности секретируе�
мых лигандов, которые в данном случае являются
регуляторами развития более высокого порядка,
чем Hox гены. Таким образом, благодаря деятель�
ности систем клеточного сигналинга и устанавли�
вается идентичность разных частей и отделов тела
по передне�задней оси, что, по�видимому, спра�
ведливо для весьма широкого круга объектов и
процессов развития.

Об интересной и перспективной модели фор�
мирования паттерна при дупликации передне�
задней оси в ходе поперечного деления у аннелид
рассказал Р.П. Костюченко (Санкт�Петербург�
ский государственный университет, Россия). При
развитии зоны деления (паратомии) происходят

значительные клеточные и тканевые перестрой�
ки, посередине тела червя формируется новый
головной и хвостовой отдел дочерних особей. За�
кладка зоны паратомии происходит не случайно,
а подчиняется статистическим закономерностям,
говоря о существовании некой системы коорди�
нат вдоль передне�задней оси (Kharin et al., 2006).
Экспрессия ряда тканеспецифичных маркеров и
генов региональных спецификаторов (Hox, six3,
otx, dpp/BMP) существенно изменяется или появ�
ляется в зоне деления de novo. Паттерн экспрес�
сии этих генов соответствует таковому во время
эмбрионального и личиночного развития билате�
ральных животных, что является несомненным
свидетельством эволюционного консерватизма
регуляторных генных сетей развития при поло�
вом и бесполом размножении (Steinmetz et al.,
2010). Поняв и научившись управлять подобны�
ми молекулярными системами, можно получать,
к примеру, планарий, регенерировавших после
ампутации вместо “хвоста” еще одну “голову”, о
чем говорил Й. Ринк (J. Rink, Max Planck Institute
of Molecular Cell Biology and Genetics, Dresden,
Germany).

Как и у планарий, гены Wnt у губок играют не�
маловажную роль в паттернировании главной оси
тела. В докладе М. Адамской (M. Adamska, Sars
International Centre for Marine Molecular Biology,
Bergen, Norway) этот вопрос рассматривался в
сравнительном аспекте, с целью реконструиро�
вать трансформации плана строения и главной
оси тела в ходе эволюции низших многоклеточ�
ных. Согласно высказанной гипотезе, предок
Metazoa мог быть похож на губку с асконоидной
организацией, единственная ось тела которого
(как и у ныне живущих губок) паттернируется с
помощью Wnt и TGF�β (dpp/BMP) путей сигна�
линга (Adamska et al., 2007, 2011). Производные
этой предковой формы дали начало как совре�
менным асконоидным, сиконоидным и более
сложно устроенным губкам, так и полипоидной
форме кишечнополостных, уже использующих
т.н. Wnt код (за неимением Hox кода) для регио�
нализации тела вдоль орально�аборальной оси и
белки dpp/BMP каскада для создания вторичной
(поперечной) оси. Эти исследования тесно связа�
ны с проблемой анимально�вегетативной поляр�
ности и ее соответствия осям тела у губок, кишеч�
нополостных и билатерально�симметричных жи�
вотных. Хочется верить, что с применением
современных подходов в скором времени удастся
прояснить справедливость классических эмбрио�
логических теорий происхождения многоклеточ�
ных животных и дивергенции их планов строе�
ния. Решение проблем именно такого масштаба
ставят перед собой эволюционные биологи раз�
вития.

Появлению сложных, комплексных призна�
ков, своего рода эволюционных инноваций были



ОНТОГЕНЕЗ  том 44  № 2  2013

IV СЪЕЗД ЕВРОПЕЙСКОГО ОБЩЕСТВА ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОЛОГИИ РАЗВИТИЯ 143

посвящены все четыре пленарные лекции и мно�
гие приглашенные доклады прошедшей конфе�
ренции. Как указывает А. Минелли (A. Minelli,
University of Padova, Italy), закрепление в эволю�
ции даже на первый взгляд неадаптивных и зача�
стую экстравагантных признаков может быть
объяснено исключительно в контексте развития
(см. Minneli, Fusco, 2008). Ярчайшим примером
морфологической инновации, приобретшей ис�
ключительное функциональное значение, явля�
ется возникновение рогов в некоторых семей�
ствах жуков (включая жуков�носорогов), о чем
поведал А. Моцек (A. Moczek, Indiana University
Bloomington, USA). Хотя природа рогов на голове
у жесткокрылых до сих пор остается загадкой, ин�
тересные данные были получены относительно
дорсальных грудных выростов у жуков сем. Scara�
baeidae (Moczek et al., 2006; Kijimoto et al., 2012).
Оказывается, развитие зачатка грудного рога на�
чинается у поздней личинки и связано с необхо�
димостью сбросить головную капсулу во время
линьки на куколку. У многих видов жуков�скара�
беев был обнаружен зачаток грудного рога, исче�
завший после окукливания. Это объясняет изна�
чальное появление рога как провизорной струк�
туры, подобной яйцевому зубу рептилий. В
нескольких докладах рассматривались изменения
программы развития, которые привели к возник�
новению уникального плана строения тела чере�
пах (см. Moustakas, 2008; Kuratani et al., 2011). К
вопросу появления и эволюции цветка на пленар�
ной лекции обратилась П. Радэл (P. Rudall, Kew
Royal Botanic Gardens, UK).

Оживленная дискуссия о детерминантах поло�
вой плазмы – эволюционно новых генах oskar и
bucky ball (см. Bontems et al., 2009; Ewen�Campen
et al., 2010) – развернулась на заседании секции,
посвященной клеткам полового пути. Г. Вессел
(G. Wessel, Brown University, USA) рассказал об
эволюционных связях мультипотентных стволо�
вых и первичных половых клеток. Было отмече�
но, что белок Vasa может индуцировать мультипо�
тентное состояние клеток в раннем развитии иг�
локожих. Этот механизм обеспечивает возмож�
ность повторной сегрегации ППК после их удале�
ния (Voronina et al., 2008; Yajima, Wessel, 2011).

Г. Мюллер (G. Müller, University of Vienna, Aus�
tria) в своем докладе подвел некоторые итоги до�
стижений Evo�Devo, которые принципиальным
образом должны изменить синтетическую тео�
рию эволюции (Pigliucci, Müller, 2010). В новом
эволюционном синтезе следует рассматривать
взаимодействие факторов среды не отдельно с
фенотипом или генотипом, а с динамичными
процессами развития, протекающими на молеку�
лярном, клеточном и организменном уровне. Но�
вый смысл приобретает и естественный отбор,
материалом которого теперь служат не дефини�
тивные признаки, а элементы и механизмы раз�

вития. Эволюционные инновации в таком случае
могут быть объяснены за счет уникальных свойств
развивающихся систем, среди которых эмер�
джентность, способность к самоорганизации и не�
линейным взаимодействиям. Все это расширит
эволюционную теорию за пределы только лишь
градуальных и адаптивных изменений.

Одной из отличительных черт съезда следует
назвать необычайное разнообразие объектов ис�
следований. Широкомасштабный сравнитель�
ный анализ процессов развития охватил большое
число представителей каждого из известных ти�
пов животных (см. Martin�Duran, Egger, 2012).
Стремительное развитие технологий секвениро�
вания, 3D микроскопии и обработки данных
in silico сделало возможным проводить такой ана�
лиз на молекулярно�генетическом и клеточном
уровне в режиме реального времени. Концепции
сравнительной эмбриологии теперь могут быть
подкреплены или опровергнуты сведениями о
динамике экспрессии целых семейств гомологич�
ных генов, найденных в секвенированных гено�
мах и транскриптомах широкого ряда близко� и
дальнеродственных организмов (см. Martindale,
Hejnol, 2009; Hejnol, 2010). Необходимость и да�
лее расширять число объектов и вести тщатель�
ный отбор видов�кандидатов подчеркнул А. Хай�
ноль (A. Hejnol, Sars International Centre for Marine
Molecular Biology, Bergen, Norway), в лаборатории
которого уже ведутся сравнительные исследова�
ния на гребневиках, бескишечных турбелляриях
(Acoela), приапулидах, коловратках, мшанках и
брахиоподах. Такой широкий подход не всегда
подтверждает весьма смелые ранние Evo�Devo
гипотезы касательно эволюции клеточных типов,
органов и планов строения тела, но ведет к истин�
ному пониманию причин биоразнообразия и
обосновывает самоценность изучения процессов
развития.

Участие в конференции было поддержано Рос�
сийским фондом фундаментальных исследова�
ний (проект № 12�04�09366).
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