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Автономность – особое структурно-функциональное состояние зародыша, отражающее его спо-
собность к саморегуляции, независимость от окружающих тканей и проявляющееся в способности
завершить нормальный эмбриогенез вне материнского организма (полная автономность). Особый
интерес вызывает относительная автономность как одна из критических стадий эмбриогенеза, ко-
гда незрелый зародыш становится независимым от ряда физиологических факторов материнского
организма, в частности, гормонов (главным образом, ауксинов, цитокининов, АБК). В статье на
примере культурных злаков и в сравнении с представителями других семейств цветковых растений
приведен обзор литературных и собственных данных по выявлению как критической стадии отно-
сительной автономности зародыша в эмбриокультуре in vitro, так и морфологического, гистологи-
ческого и физиологического статуса относительно автономных зародышей. Обсуждаются перспек-
тивы исследования проблемы относительной автономности эмбриогенеза растений, а также ис-
пользования автономных зародышей в биотехнологических исследованиях.

Ключевые слова: зародыш, эмбриогенез, автономность зародыша (полная, относительная), культур-
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ВВЕДЕНИЕ
Многочисленными эмбриологическими ис-

следованиями различных видов растений уста-
новлено, что развитие зародыша (эмбриогенез)
представляет собой единый процесс, в результате
которого из исходной клетки – зиготы – формиру-
ется зрелый зародыш, обладающий всеми морфоге-
нетическими потенциями взрослого растения (об-
зоры и монографии: Поддубная-Арнольди, 1976;
Raghavan, 1976, 1997; Банникова, Хведынич, 1982;
Goldberg et al., 1994; Meinke, 1995; Plant Embryoge-
nesis, 1995; Терёхин, 1996; Эмбриология цветковых..,
1997, 2000; Reynolds, 1997; Батыгина, Васильева,
2002; Methods in Molecular Biology.., 2008; Harada
et al., 2010; Батыгина, 2014). Зародыш развивается
согласно определенным паттернам клеточных де-
лений, а выявленные эмбриогенетические законы
(закон происхождения, закон чисел, закон распо-
ложения, закон экономии, по: Шамров, 1997) отра-
жают сложность этого процесса.

В то же время, в своем морфогенезе зародыш
проходит ряд взаимосвязанных стадий (или, в тер-
минологии различных авторов, – периодов, фаз,
этапов), различающихся как по морфофизиологи-
ческим процессам, функциональной нагрузке,
продолжительности, так и значению для дальней-
шего развития. Каждая из стадий эмбриогенеза,
несмотря на все разнообразие происходящих в это
время процессов, направлена на реализацию мор-
фогенетического потенциала зародыша и онтоге-
нетической программы развития особи в целом, а
зародыш демонстрирует свойства динамичной
системы с пульсирующим характером функцио-
нирования своих элементов (Batygina, 2002, 2012;
Батыгина, 2014).

Стадийность эмбриогенеза тесно связана с раз-
работкой проблемы критических периодов (эта-
пов, фаз, стадий) в онтогенезе растений. Понятие
“критический период развития” широко исполь-
зуется в различных областях биологии развития
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растений, главным образом, сельскохозяйствен-
ных культур (Светлов, 1960; Сказкин, 1971; Баты-
гин, 1986, 1995, 2007; Лыкова, 2009; Терлецкая,
2012 и др.), при этом предлагаются различные
критерии выделения таких периодов. В частно-
сти, хорошо известен критерий выделения кри-
тических периодов в развитии растений, осно-
ванный на их повышенной чувствительности к
воздействию внешних факторов, впервые сфор-
мулированный П.И. Броуновым (1897, цит. по:
Светлов, 1960).

В литературе представлены различные мнения о
критериях выделения критических периодов (фаз,
стадий) эмбриогенеза растений. Так, В.П. Банни-
кова с соавт. (Основы эмбриогенеза…, 1991) счи-
тают критическими те фазы эмбриогенеза злаков,
которые характеризуются повышенной чувстви-
тельностью зародышей к экстремальным услови-
ям, вплоть до блокирования их развития. Т.Б. Ба-
тыгиной и В.Е. Васильевой (1983) в основу выделе-
ния критических стадий эмбриогенеза растений
положен системный подход к дифференциации за-
родыша с учетом морфогенетических и морфо-
физиологических корреляций в развитии эм-
бриональных структур; при этом критическими
стадиями авторы называют отрезки времени, ха-
рактеризующиеся сменой структурно-функцио-
нальных характеристик в развитии зародыша и
окружающих тканей семени и плода.

Идеи последних авторов получили развитие в
цикле работ И.И. Шамрова с соавт. (Шамров, Ни-
китичева, 1992; Шамров, Анисимова, 1993; Шам-
ров, 1995, 1997; Shamrov, Anisimova, 2003; Шамров,
2008), посвященным периодизации развития се-
мязачатка и семени цветковых растений. На осно-
вании морфогенетических и морфофизиологиче-
ских корреляций критическими стадиями авторы
называют относительно короткие отрезки време-
ни, связанные со структурно-функциональными
перестройками семязачатка и семени и назван-
ные по основной образующейся эмбриональной
структуре, тогда как более продолжительные ин-
тервалы времени с относительно постоянным
характером развития этих структур авторы отно-
сят к периодам (но не критическим). Как пола-
гают эти исследователи, при определении кри-
тических стадий немаловажное значение имеет
рассмотрение гистохимических аспектов: дина-
мики накопления белков, углеводов, танинов в
отдельных тканях. Сопоставление гистохимиче-
ских реакций с морфологическими изменениями
позволило оценить темпы дифференциации и
функциональную активность разных типов тка-
ней, уточнить последовательность развития се-
мязачатка и семени. Исследователи предлагают
выделять как общие стадии развития семязачат-
ков, отражающие общие принципы организации
этих структур и указывающие на пространствен-
но-временную детерминацию их основных эле-

ментов, так и специфические стадии, указываю-
щие на принадлежность семязачатка к опреде-
ленному типу; при этом одни и те же
специфические стадии развития семязачатков
данного типа могут отличаться у разных таксо-
нов, а виды с различными типами семязачатка
могут иметь одни и те же специфические стадии
(по: Шамров, 2008).

Как полагают F. Wareing и I. Phillips (1981), в
критические стадии эмбриогенеза происходит
переключение программы развития зародыша
растений на альтернативные пути, а те или иные
его части становятся “детерминированными” в от-
ношении их дальнейшей дифференциации. Эта
точка зрения во многом согласуется с понятием
эмбриональной индукции у животных – взаимо-
действием эмбриональных закладок, ведущем к
формообразовательному эффекту посредством
ткани-мишени, которая становится детерминиро-
ванной к определенному типу развития; затем де-
терминированное состояние ткани реализуется в
процессе дифференциации (по: Корочкин, 2002).
С этих позиций, автономность (независимость от
материнского организма) может рассматриваться
как одна из критических стадий эмбриогенеза рас-
тений, в ходе которой закрепляется жесткая детер-
минация пути развития зародыша как нового орга-
низма (по: Батыгина, 1987).

Проблема автономности зародыша и прогрес-
сивной автономизации развития хорошо изучена
И.И. Шмальгаузеном (1968) у позвоночных жи-
вотных на значительном сравнительно-эмбрио-
логическом и экспериментальном материале. Ис-
следователь пришел к выводу, что “гомеостазис”
(способность к саморегуляции, автономность) –
одна из наиболее ярких характеристик живого, а
автономизация онтогенеза – один из направлен-
ных процессов эволюции органического мира.
Согласно автору, “… Развитие регуляторных си-
стем и прогрессивная автономизация развития
означают полную перестройку онтогенеза со все-
ми его факторами. Основное значение имеет при
этом прогрессивное усложнение системы морфо-
генетических корреляций, создаваемых за счет
элементарных выражений плейотропизма и по-
степенно приобретающих все более выражен-
ный регуляторный характер. При этом достига-
ется максимальная эволюционная пластичность
организма, как за счет большого скрытого резер-
ва изменчивости и связанной с нею мобильно-
сти, так и за счет индивидуальной приспособляе-
мости и возможности быстрого фиксирования ее
важнейших результатов. Это обеспечивает макси-
мальные темпы эволюции высших животных с их
большой индивидуальной приспособляемостью и
автономным развитием, при высоко развитой си-
стеме регуляций.” (Шмальгаузен, 1968: с. 357).
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Понятие “автономность зародыша” по отно-
шению к растениям разработано в меньшей сте-
пени, хотя вопрос о самостоятельности зародыша
и его независимости от материнского организма
ставился в литературе, например, в связи с вопро-
сами систематики и филогении цветковых расте-
ний (Тахтаджян, 1966), физиологической способ-
ности семян к автотрофному существованию и
преждевременному прорастанию (Цингер, 1958;
Raghavan, 1976; Батыгин, 1986, 1995; Терёхин,
1996; Обручева, Антипова, 1997; Николаева и др.,
1999; Обручева, 2012, 2014).

Большой вклад в разработку проблемы авто-
номности зародыша растений как биологического
феномена внесли Т.Б. Батыгина и В.Е. Васильева
(Батыгина, Васильева, 1983, 1987, 2002; Батыгина,
1987; Batygina, Vasilyeva, 1987, 1988; Васильева, Ба-
тыгина, 1997; Vasilyeva, Batygina, 2006). Эти авторы
расценивают автономность как особое структур-
но-функциональное состояние развивающегося
зародыша, отражающее его способность к саморе-
гуляции, независимость от окружающих тканей и
проявляющееся в способности завершить нор-
мальный эмбриогенез вне материнского организ-
ма. Автономность зародыша, развивающегося в
семени в естественных условиях, рассматривает-
ся ими как важный критический этап автономи-
зации онтогенеза растений, характеризующийся
комплексом видоспецифичных морфофизиологи-
ческих показателей; с этапа автономизации заро-
дыш (новый спорофит) переходит на относитель-
но самостоятельный путь развития. Соглашаясь с
идеей И.И. Шмальгаузена о прогрессивной авто-
номизации эмбриогенеза как направленного про-
цесса эволюции живых систем, авторы предлагают
различать полную и относительную автономность
зародыша растений. Полная автономность дости-
гается по завершении прорастания семени и обра-
зования проростка (т.е. нового организма), когда
прекращаются все структурные и функциональ-
ные связи зародыша с материнским организмом
(плодом, семенем). У различных видов растений
эта связь прекращается в разное время, что обу-
словлено конкретным строением семени и плода.
Относительную автономность зародыш приобре-
тает, когда становится независимым от физиоло-
гических и биохимических факторов материнско-
го организма. Учитывая, что становление авто-
номности – сложный длительный процесс, авторы
полагают, что следует ввести и понятие “степень
автономности” как количественное и временное
выражение зависимости зародыша от материнско-
го организма.

Выделение понятия относительной автономно-
сти, на наш взгляд, методологически весьма пер-
спективно в теоретическом и особенно практиче-
ском отношениях. Действительно, относительная
автономность эмбриогенеза во многом обусловле-
на структурными особенностями зародыша, и тем

самым выявление этой критической стадии может
способствовать решению ряда проблем теоретиче-
ской морфологии и эволюции высших растений.
Особенно это касается злаков, зрелый зародыш
которых выделяется среди зародышей покрыто-
семенных растений своими специфическими
органами и Graminad-типом эмбриогенеза (Ба-
тыгина, 1968а, 1968б, 1974, 1987, 1997б; Поддубная-
Арнольди, 1978, 1982; Сравнительная эмбриоло-
гия…, 1990; Основы эмбриогенеза злаков, 1991;
Батыгина, 1997а; Батыгина, Васильева, 2002; Круг-
лова и др., 2019б).

В последние годы возрастает и практический
интерес к эмбриогенезу злаков при разработке
различных проблем эмбриокультуры in vitro (об-
зоры: Raghavan, 2003; Elhiti, Stasolla, 2011; Plant
Embryo Culture…, 2011; Hussain et al., 2012) как
способа биотехнологических исследований пред-
ставителей этого семейства (Круглова, Катасонова,
2009; Игнатова, 2011; Круглова, Сельдимирова,
2011; Круглова, 2012а; Rostami et al., 2013; Slesak
et al., 2013; Delporte et al., 2014; Zhang et al., 2015;
Huang et al., 2016; Сельдимирова и др., 2017б
и др.). На наш взгляд, данные об относительной
автономности зародыша могут иметь определен-
ное значение в оптимизации биотехнологических
исследований злаков как коммерчески ценной
группы растений. В этой связи важно выявить
физиологическую готовность относительно авто-
номных зародышей злаков к дальнейшему нор-
мальному развитию и прорастанию, главным об-
разом содержание и локализацию в них эндоген-
ных фитогормонов.

Цель данной работы – на примере злаков, в
сравнении с представителями других семейств
цветковых растений, провести анализ литератур-
ных и собственных данных, посвященных как
выявлению критической стадии относительной
автономности, во время которой зародыши ста-
новится независимым от гормонов материнского
организма, так и оценке морфологического, ги-
стологического и физиологического статуса от-
носительно автономных зародышей.

ВЫЯВЛЕНИЕ КРИТИЧЕСКОЙ СТАДИИ 
ОТНОСИТЕЛЬНОЙ АВТОНОМНОСТИ 

ЗАРОДЫША ЗЛАКОВ
Критическая стадия относительной автоном-

ности зародыша у представителей разных таксо-
нов цветковых растений различна, поскольку
определяется сложившимися в ходе эволюции
таксона морфогенетическими и морфофизиоло-
гическими корреляциями в развитии зародыша и
окружающих тканей материнского организм. На
уровне особи степень структурной и функцио-
нальной дифференциации относительно авто-
номного зародыша обусловлена генотипом не
только зародыша (тип эмбриогенеза, специфика
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развития), но и генотипом материнского орга-
низма (условия внутри развивающегося семени,
опосредованно связанного с материнским орга-
низмом в целом) (по: Васильева, Батыгина, 1997;
Батыгина, Васильева, 2002).

Предложен экспериментальный способ выяв-
ления критической стадии относительной авто-
номности зародыша, состоящий в использовании
метода эмбриокультуры in vitro, – по способности
разновозрастных изолированных зародышей за-
вершить эмбриогенез и дать нормальный проро-
сток на безгормональной питательной среде (Ба-
тыгина, Васильева, 1987). Такой подход вполне
оправдан. Действительно, с одной стороны, имен-
но культура in vitro позволяет создать условия для
наиболее полной реализации морфогенетических
программ (в том числе потенциальных) развития
зародыша, а значит, и особи в целом, поскольку
зародыш обладает всеми потенциями взрослого
организма. С другой стороны, именно в культуре
in vitro экспериментатор может моделировать усло-
вия материнского организма и выявить ту стадию
эмбриогенеза in vivo, когда незрелый зародыш спо-
собен к дальнейшей дифференциации и прораста-
нию в нормальное растение при отсутствии экзо-
генных гормонов питательной среды. Предложе-
но (Круглова, Катасонова, 2009) уточнение этого
экспериментального способа: давать оценку ста-
дии относительной автономности зародыша не
только по признаку формирования нормального
проростка на безгормональной питательной сре-
де in vitro, но и по формированию из такого про-
ростка полноценного растения далее, в условиях
ex vitro.

Для выявления относительной автономности
необходимо знать, на какой стадии (фазе, периоде,
этапе) эмбриогенеза находится инокулируемый не-
зрелый зародыш. Ситуация со злаками усложнена
тем, что для представителей этого семейства не раз-
работана единая периодизация эмбриогенеза. При-
чина этого, на наш взгляд, состоит в особенностях
как процесса эмбриогенеза, так и строения зрелого
зародыша злаков. Своеобразный дорсовентраль-
ный способ развития начиная с зиготы, специфика
органогенеза и уникальное строение высокодиф-
ференцированных органов зрелого зародыша (щи-
ток, колеоптиль, эпибласт, колеориза, мезокотиль,
эпикотиль с плюмулой, лигула) дали основание вы-
делить особый тип эмбриогенеза – Graminad (Ба-
тыгина, 1968а, 1974, 1987, 1997б). Правомочность
выделения Graminad-типа эмбриогенеза подтвер-
ждается исследованиями эмбриогенеза различных
видов злаков (обзор: Круглова и др., 2019б).

Предложено несколько периодизаций разви-
тия зародыша злаков. Наибольшей теоретической
обоснованностью отличается периодизация, разра-
ботанная Т.Б. Батыгиной (1987, 1997а). Исследова-
тель выделяет в развитии зародыша злаков две

фазы – бластомеризацию, или фазу первичной
дифференциации зародыша (начинается с фор-
мирования зиготы, продолжается образованием
многоклеточного зародыша, заканчивается обособ-
лением эмбриодермы) и органогенез (начинается с
дифференциации гистогенов в многоклеточном за-
родыше, продолжается обособлением зачатков ор-
ганов и заканчивается тканевой дифференциацией
органов). Во всех сложных преобразованиях, про-
исходящих в ходе эмбриогенеза, определяющую
роль, по мнению автора, играют последовательные
изменения ритма митотической активности и ори-
ентация клеточных делений в разных областях
(кластерах) зародыша, что и обусловливает как
дорсовентральность строения, так и формирование
специфических органов зрелого зародыша злаков.

В работе “Основы эмбриогенеза злаков” (1991)
выделены пять фаз эмбриогенеза представителей
этого семейства: зигота, двуклеточный зародыш,
глобулярный зародыш, видимая морфологиче-
ская дифференциация и инициальный органоге-
нез, созревающий зародыш. Авторы анализируют
происходящие во время каждой фазы процессы
морфологической, биохимической, физиологи-
ческой и ультраструктурной реорганизации кле-
ток, становление полярности и специализации
органов зародыша, а также дают оценку значения
каждой фазы для всего хода эмбриогенеза злаков.

Однако, несмотря на представленные в лите-
ратуре периодизации эмбриогенеза злаков, в
практике биотехнологических исследований с
применением эмбриокультуры in vitro, за редким
исключением (Zuraida et al., 2011; Голева и др.,
2014), абсолютное большинство исследователей
не сообщают, на какой именно стадии (фазе, пе-
риоде, этапе) развития находится инокулируе-
мый незрелый зародыш злаков. Как правило,
указывается время, прошедшее от опыления до
инокуляции, или длина инокулируемого зароды-
ша (Митич и др., 2009; Slesak et al., 2013; Никити-
на, Хлебова, 2014; Спивак и др., 2014; Zhang et al.,
2015; Бычкова, 2016; Noga et al., 2016 и др.); в ряде
публикаций в качестве экспланта указывается
“незрелый зародыш”, без детализации (Григо-
рьева, Шлецер, 2006; Carciofi et al., 2012). Подход
к определению стадии развития инокулируемого
зародыша по времени после опыления применяет-
ся и при других исследованиях злаков, например,
протеомном анализе зародышей риса (Xu et al.,
2011). Причина такого подхода, по-видимому, за-
ключается в отсутствии морфологических крите-
риев временных границ стадий (фаз, периодов,
этапов) эмбриогенеза злаков, удобных в биотех-
нологических исследованиях, особенно при мас-
совой сезонной работе. Решить эту проблему
предназначена периодизация эмбриогенеза пше-
ницы (Круглова, 2012в; Kruglova, 2013). Автор
предлагает оценивать стадии развития зароды-
шей пшеницы согласно временным (сутки после
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искусственного опыления) и морфологическим
критериям (в частности, длина зародыша), выде-
ляя при этом в эмбриогенезе этап недифферен-
цированного зародыша (стадии: зигота, двукле-
точный зародыш, четырехклеточный зародыш,
многоклеточный зародыш), этап морфологиче-
ской дифференциации зародыша (стадия орга-
ногенеза в трех подстадиях) и этап дифференци-
рованного зародыша (стадии сформированного
зародыша и зрелого зародыша).

Установлено, что для успешного культивиро-
вания in vitro незрелых изолированных зароды-
шей злаков на самых ранних стадиях (зигота, дву-
и четырехклеточный зародыш) необходимо их со-
культивирование с микроспорами в качестве кле-
ток-“нянек” (Bakos et al., 2003) или использова-
ние факторов кондиционирования (Zhang et al.,
2015), однако это придает биотехнологическим
экспериментам дополнительные затраты. Поэто-
му для оптимизации биотехнологических иссле-
дований злаков так важно выявить стадию отно-
сительной автономности, начиная с которой изо-
лированные незрелые зародыши разовьются в
нормальные проростки и растения в условиях как
in vitro, так и ex vitro.

Выявление стадии относительной автономно-
сти развивающихся зародышей злаков детально
проведено на примере ячменя и пшеницы. Ис-
следование незрелых зародышей культурных
форм ячменя Hordeum vulgare L. согласно крите-
рию формирования из таких зародышей нор-
мальных проростков в культуре in vitro на безгор-
мональной среде (по: Батыгина, Васильева, 1987)
показало, что зародыши этого злака становятся
относительно автономными на 10–12 сут (Игна-
това, 2011) или, у других генотипов, на 13–14 сут
(Лукьянюк, Игнатова, 1980) после опыления.
Исследованиями этой критической стадии эм-
бриогенеза у обширной коллекции сортов и ги-
бридных комбинаций яровой мягкой пшеницы
Triticum aestivum L. на основе более жесткого
критерия – формирования зародышами полно-
ценных регенерантов в условиях ex vitro (Кругло-
ва, Катасонова, 2009) – выявлена их относитель-
ная автономность, в зависимости от генотипа, на
12–15 сут после опыления (Круглова, Катасонова,
2009; Круглова, Сельдимирова, 2011; Круглова, 2012а,
2012б, 2013, 2014; Круглова и др., 2018б, 2018г).

Такое некоторое несоответствие временных
показателей становления относительной авто-
номности зародышей ячменя и пшеницы можно
объяснить климатическими условиями зон про-
израстания донорных растений (ячмень – Одес-
ская область, юг Украины, пшеница – Уфимский
район, Южный Урал) и погодными условиями
вегетационного сезона, что не могло не сказаться
в темпах развития зародышей. Однако главную
причину различия сроков наступления стадии от-

носительной автономности зародышей этих злаков
мы видим в таксоноспецифичности этой критиче-
ской стадии, которая характеризуется комплексом
морфогенетических и физиолого-биохимиче-
ских признаков зародыша у представителей кон-
кретного таксона (в данном случае – вида). Ана-
логичный таксоноспецифичный “разброс” про-
явления стадии относительной автономности
демонстрируют и исследованные в этом отноше-
нии зиготические/соматические зародыши дву-
дольных. Так, согласно сводке, приведенной в ра-
боте В.Е. Васильевой, Т.Б. Батыгиной (1997), у зи-
готических зародышей видов сем. Brassicaceae
это сердечковидная стадия (Arabidopsis thaliana,
Capsella bursa-pastoris) и стадия дифференциации
апекса побега (Raphanus sativus); у зиготических
зародышей видов сем. Fabaceae – сердечковидная
(Phaseolus coccineus), торпедовидная (Vicia faba) и
стадия дифференциации семядолей (Glycine max);
у соматических зародышей вивипарных видов ро-
да Bryophyllum (сем. Crassulaceae) – торпедовидная
стадия со сформированными семядолями и почеч-
кой c двумя примордиями листьев (B. daigremontia-
num) и торпедовидная стадия при выходе корней
из тканей материнского листа (B. calycinum).

Важно отметить, что использование биологи-
ческого феномена критической стадии автоном-
ности легло в основу успешной разработки био-
технологического приема embryo resque (“спасе-
ние зародыша”) (обзор: Kumari et al., 2018) по
отношению к гаплоидным зародышам, получен-
ным с помощью так называемого метода “bulbo-
sum” при межвидовом скрещивании культурных
форм ячменя Hordeum vulgare L. с гаплопродюсе-
ром – многолетней самостерильной луковичной
формой ячменя Hordeum bulbosum 2x (по: Devaux,
2003). Такие гаплоидные зародыши, обычно деге-
нерировавшие в гибридных зерновках из-за ран-
него прекращения развития эндосперма, нормаль-
но развивались на содержащих гормоны средах,
имитирующих эндосперм, будучи изолированны-
ми на 8–12 сут после опыления, хотя, строго гово-
ря, не проявляли при этом относительную авто-
номность согласно критерию прорастания на без-
гормональной среде в условиях in vitro. Метод
“bulbosum” позволил получить жизнеспособные
гибридные гаплоидные регенеранты ячменя, ко-
торые после диплоидизации активно использова-
лись в генетических и селекционных программах
в качестве гомозиготных линий (Лукьянюк, Иг-
натова, 1980; Лукьянюк, 1983; Игнатова, 2011).
Интересно, что успехи, достигнутые в биотехно-
логических исследованиях ячменя этим методом,
положили начало поиску эффективных гапло-
продюсеров для получения гаплоидов пшеницы.
Проводились эксперименты по скрещиванию
пшеницы и Hordeum bulbosum 4х (Snape et al., 1979
и др.), пшеницы и кукурузы (Laurie, Bennet, 1986
и др.), однако гаплоидные зародыши гибли на са-
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мых ранних стадиях развития. Такие результаты
лишний раз свидетельствуют о важности выявле-
ния стадии относительной автономности в био-
технологических исследованиях как каждого ви-
да злаков, так и их гибридов.

СТАТУС ЗАРОДЫША ЗЛАКОВ
В КРИТИЧЕСКОЙ СТАДИИ 

ОТНОСИТЕЛЬНОЙ АВТОНОМНОСТИ

Несмотря на важность проблемы, статус зароды-
ша растений именно в критической стадии относи-
тельной автономности изучен крайне недостаточ-
но. Большой интерес в этом плане вызывают един-
ственные пока детальные цитофизиологические и
биохимические исследования постепенного ста-
новления относительной автономности зародыша в
семени лотоса Nelumbo nucifera (сем. Nelumbona-
ceae). Исследователи выявили морфогенетические
(размер и степень дифференциации зародыша, со-
отношение размеров зародыша и окружающих тка-
ней, относительную скорость роста по сухой массе
и длине зародыша), биохимические (активность
определенных ферментов, содержание раствори-
мых сахаров и стадиеспецифичных белков, появ-
ление крахмальных зерен в семядолях) и морфо-
логические (позеленение почечки) показатели
зародыша лотоса в стадии относительной авто-
номности – торпедовидной стадии с хорошо раз-
витой почечкой (Васильева, Батыгина, 1981; Vasi-
lyeva et al., 1987).

Специальных исследований, посвященных
оценке гистологического статуса зародышей зла-
ков в критической стадии относительной авто-
номности, в литературе представлено также не-
много. В сводке, приведенной в работе В.Е. Васи-

льевой, Т.Б. Батыгиной (1997) со ссылкой на
работы по пшенице (Калинин, 1956; Sharma, Gill,
1982; Symons et al., 1983), рису (Давоян, Смета-
нин, 1979) и ячменю (Лукьянюк, Игнатова, 1980;
Лукьянюк, 1983), в качестве таковой указана ста-
дия дифференциации щитка и апекса побега. От-
метим, что стадия дифференциации щитка и
апекса побега зародыша злаков относится к более
общей фазе органогенеза (по периодизации: Ба-
тыгина, 1987, 1997а) или этапу морфологической
дифференциации зародыша (по периодизации:
Круглова, 2012в; Kruglova, 2013).

Выше были проанализированы работы по де-
тальному выявлению стадии относительной авто-
номности зародышей ячменя и пшеницы по вре-
мени после опыления: у ячменя – на 10–14 сут, у
пшеницы – на 12–15 сут. В своей монографии
С.А. Игнатова (2011) не указывает, на какой ста-
дии развития находятся относительно автономные
зародыши ячменя. Тем не менее, на приведенном в
этой монографии рисунке можно видеть, что в та-
ком зародыше уже заложились щиток, апекс побе-
га, колеоптиль, которые находятся в процессе ак-
тивного формирования, а также обособлена мери-
стема зародышевого корня. У зародыша пшеницы
в стадии относительной автономности на 12–15 сут
после опыления помимо формирующихся щитка,
апекса побега, колеоптиля и обособленной мери-
стемы зародышевого корня дифференцирован
также и эпибласт (рис. 1а, 1б). В целом, сравнение
гистологических показателей зародышей ячменя и
пшеницы в критическую стадию относительной
автономности свидетельствует об их принципиаль-
ном сходстве.

Отметим, что инокуляция незрелых зародышей
пшеницы на немного более ранней стадии разви-

Рис. 1. Зародыш пшеницы в стадию относительной автономности по данным сканирующей электронной (а) и свето-
вой (б) микроскопии. Условные обозначения: АП – апекс побега, Кл – колеоптиль, МЗКр – меристема зародышевого
корня, С – суспензор, Щ – щиток, Эб – эпибласт, Эн – эндосперм. Шкала: 200 мкм. (а) – по: Сельдимирова и др.,
2016; (б) – ориг. данные.
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тия (7–9 сут после опыления, начало дифферен-
циации органов) не приводила к формированию
нормальных проростков на безгормональной сре-
де in vitro, однако такие зародыши давали начало
морфогенным каллусам на гормон-содержащих
средах (Круглова, 2019; Круглова и др., 2019а).

В целом, уточненные гистологические данные
дают основание полагать, что критической стадией
относительной автономности зародышей злаков
следует считать стадию не только дифференциации
щитка, апекса побега, но и ряда других органов (ка-
ких именно – зависит от вида злака). В общем виде
такую стадию мы предлагаем называть стадией
дифференциации всех органов, свойственных заро-
дышу злаков.

В работе О.А. Сельдимировой и др. (2017б) при-
ведены данные ультраструктурных исследований
клеток формирующегося зародыша пшеницы на
15–17 сут после опыления (частично соответствует
стадии относительной автономности. – Авт.). Вы-
явлено, что клетки щитка такого зародыша содер-
жат липидные капли и крупные амилопласты, ак-
кумулирующие крахмал (рис. 2а). В клетках апек-
са побега имеются митохондрии и единичные
хорошо развитые хлоропласты (рис. 2б).

Представленные в этой работе данные о нали-
чии липидных капель и об аккумуляции крахмала
в клетках щитка зародыша пшеницы свидетель-
ствуют о синтезе в этих клетках конституционных
веществ, а в целом об их высокой метаболической
активности. Это подтверждается и наличием в
клетках апекса побега такого зародыша хорошо
развитых митохондрий и пластид в виде хлоро-
пластов.

Данные о впервые выявленных хорошо разви-
тых хлоропластах в клетках апексов побегов заро-
дышей пшеницы на 15–17 сут после опыления
вызывают большой интерес. По-видимому, эти
хлоропласты, как и все пластиды растительных
клеток, берут начало от пропластид меристемати-
ческих клеток (по: Кузнецов, 2018), в данном слу-
чае – клеток меристемы апекса побега. Представ-
ленные результаты позволяют охарактеризовать

такие зародыши пшеницы как обладающие свой-
ством хлорофиллоносности, а пшеницу отнести к
группе хлороэмбриофитов (Жукова, 1997а; Puthur
et al., 2013). Можно полагать, что выявленные уль-
траструктурные показатели “эмбрионального фо-
тосинтеза” в клетках апексов побегов зародышей
пшеницы связаны с началом формирования фото-
синтетической системы будущего проростка.

Безусловно, важно охарактеризовать структу-
ры, окружающие относительно автономный за-
родыш злаков. Из рис. 1а видно, что зародыш
пшеницы своим щитком входит в контакт с хоро-
шо развитым эндоспермом – гетерогенной тка-
нью, согласно классическому пониманию служа-
щей источником питания для развивающегося
зародыша и резервуаром запасных веществ, необ-
ходимых для прорастания зародыша (по: Жукова,
1997б). Заметим, что в условиях культуры in vitro
эндосперм заменяется специально подобранны-
ми питательными средами, способствующими
дальнейшему нормальному развитию незрелых
зародышей, изолированных и инокулированных
на стадии относительной автономности.

В целом, зародыш злаков, находящийся в кри-
тической стадии относительной автономности,
по своему морфологическому и гистологическо-
му статусу готов к самостоятельному (автоном-
ному) развитию, независимо от материнского
организма. Готовность таких зародышей к само-
стоятельному развитию характеризуется и рядом
физиологических признаков, главным образом
наличием в них эндогенных гормонов (незави-
симость от экзогенных гормонов подтверждается
успешным культивированием относительно ав-
тономных зародышей in vitro на безгормональной
среде).

Известно, что собственная гормональная си-
стема растений формируется постепенно в ходе
эмбриогенеза и активно участвует в регуляции
процессов роста и развития зародышей. Этот
важный вопрос изучается главным образом при
анализе последовательных стадий эмбриогенеза
двудольных (особенно у модельного растения –

Рис. 2. Клетки щитка (а) и апекса побега (б) зародыша пшеницы в стадию относительной автономности по данным
трансмиссионной электронной микроскопии. Условные обозначения: Ам – амилопласт, Гр – граны хлоропластов,
КЗ – крахмальное зерно, Л – липидные капли, M – митохондрия, Х – хлоропласт, Я – ядро. Шкала: (а) – 500 нм, (б) –
200 нм. По: Сельдимирова и др., 2017б.
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Arabidopsis thaliana) путем выявления содержания
в зародышах ауксинов и цитокининов – ведущих
гормонов морфогенеза растений, а также “гормо-
на стресса” – абсцизовой кислоты (АБК) (обзо-
ры: Jenik, Barton, 2005; Muller, Sheen, 2008; Möller,
Weijers, 2009; Finkelstein, 2010; Miransaria, Smithc,
2014; Robert et al., 2015). Установлено, например,
что градиент ауксинов способствует формирова-
нию апикально-базальной оси в зародыше (Ha-
mann, 2001; Friml et al., 2003) и влияет на специ-
фикацию апикальных меристем зародышевого
побега и корня (De Smet et al., 2010). Порядок и
поддержание локальной аккумуляции ауксинов и
цитокининов и их взаимодействие обеспечивает
не только ход эмбриогенеза (Sauer, Friml, 2008;
Rademacher et al., 2012; Cheng et al., 2013), но и
постэмбриональное развитие растений (обзоры:
Su et al., 2011; Schaller et al., 2015). Повышенное со-
держание АБК совпадает преимущественно с позд-
ними стадиями развития зародышей (обзор: Finkel-
stein, 2010), покоем и прорастанием семян (обзоры:
Nambara et al., 2010; Chaumont, Tyerman, 2014).

Большое внимание уделяется выявлению ге-
нов, контролирующих гормональную регуляцию
эмбриогенеза Arabidopsis thaliana (обзоры: Wen-
drich et al., 2015; Творогова, Лутова, 2018). Уста-
новлено, например, что гены MONOPTEROS и
BODENLOS (Hamann et al., 2002; De Smet et al.,
2010), а также гены семейства PIN (Friml et al.,
2003) отвечают за ауксиновый сигналинг на
ранних стадиях эмбриогенеза, тогда как гены
LONELY GUY и DOF2.1 опосредуют синтез ак-
тивных форм цитокинина для формирования со-
судистой системы на поздних стадиях развития
зародыша этого растения (De Rybel et al., 2014;
Smet et al., 2019).

В результате многочисленных исследований
установлена стимулирующая роль эндогенных
гормонов и в соматическом эмбриогенезе in vitro
двудольных, включая экспрессию генов при этом
(обзоры: Jimenez, 2005; Harada et al., 2010; Rai et al.,
2011; Mahdavi-Darvari et al., 2015; Altamura et al., 2016;
Horstman et al., 2017; Круглова и др., 2018а, 2018в).

Отметим, что практически все указанные ра-
боты не связаны с выявлением роли эндогенных
гормонов в становлении автономности зародыша
двудольных, как относительной, так и полной.
Исключение составляет проанализированная вы-
ше работа, посвященная комплексному исследо-
ванию зародыша лотоса в стадии относительной
автономности – торпедовидной стадии с хорошо
развитой почечкой. Помимо морфогенетических,
биохимических, морфологических характеристик,
авторы выявили и гормональные показатели заро-
дышей этой стадии – появление в них АБК (Васи-
льева, Батыгина, 1981; Vasilyeva et al., 1987).

Можно косвенно дать оценку роли эндоген-
ных гормонов в становлении относительной ав-

тономности зародыша двудольных на примере
Arabidopsis thaliana на основе выборочного анали-
за литературных источников, посвященных ис-
следованию гормонов в развивающихся зароды-
шах этого растения. При этом необходимо учиты-
вать, что относительной автономности зародыша
A. thaliana соответствует сердечковидная стадия
(по: Meinke, 1994). Сам автор не использует поня-
тие “автономность зародыша”, однако отмечает,
что сердечковидные зародыши A. thaliana характе-
ризуются способностью прорастать на безгормо-
нальной среде in vitro. Как свидетельствует такой
выборочный анализ литературных данных, в сер-
дечковидную стадию сайты формирования при-
мордиев семядолей в зародышах A. thaliana марки-
руются ауксиновыми максимумами, которые со-
здаются главным образом с помощью транспортера
PIN1 (Benkova et al., 2003; Sieburth et al., 2006) при
участии гиббереллинов (Willige et al., 2011).

Что касается исследований гормональной си-
стемы зародышей злаков на разных стадиях эм-
бриогенеза, то они не так многочисленны, как у
двудольных, достаточно отрывочны и отражены в
единичных обзорах (например, Круглова и др.,
2019б). Кроме того, в литературе представлены ре-
зультаты сравнительно немногочисленных иссле-
дований эндогенных гормонов в целых завязях (Гу-
саковская и др., 2008) и зерновках (Rusmussen et al.,
1997; Banowetz et al., 1999; Hess et al., 2002; Сельди-
мирова и др., 2018б) злаков.

Данные по выявлению генов, контролирующих
гормональную регуляцию эмбриогенеза злаков,
также немногочисленны в сравнении с аналогич-
ными исследованиями двудольных. Так, у пшени-
цы (Zhao et al., 2014) и Aegilops tauschii (Zhao et al.,
2015) изолированы и охарактеризованы гены се-
мейства WOX, играющие роль координаторов тран-
скрипции в ходе раннего эмбриогенеза этих злаков.
В позднем эмбриогенезе у кукурузы выявлена инду-
цируемая АБК экспрессия генов глобулина GLB1 и
GLB2 (Paiva, Kriz, 1994), у риса – экспрессия гена
OSGH3-2 из семейства GH3, модулирующего
уровни ауксинов и АБК (Du et al., 2012).

У злаков, так же как и у двудольных, установ-
лена зависимость формирования и развития за-
родышей от ключевых гормонов морфогенеза
растений – ауксинов и цитокининов, а также уча-
стие АБК в процессах сравнительно позднего эм-
бриогенеза.

Эндогенный ауксин индолил-3-уксусная кис-
лота (ИУК) выявлен на всех последовательных
стадиях эмбриогенеза пшеницы (Hess et al., 2002;
Wilson et al., 2005; Fan et al., 2007; Сельдимирова
и др., 2017а) и кукурузы (Jimenez, Bangerth, 2001).
Установлено, например, равномерное распреде-
ление свободной ИУК в клетках проэмбрио куку-
рузы (Forestan et al., 2010); показана роль направ-
ленного полярного транспорта этого ауксина в
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становлении билатеральной симметрии, клеточ-
ной дифференциации и органогенезе зародышей
пшеницы (Fischer, Neuhaus, 1996; Fischer et al.,
1997; Fischer-Iglesias et al., 2001) и кукурузы (For-
estan et al., 2010); выявлено участие ИУК в форми-
ровании прокамбиального тяжа щитка на позд-
них стадиях эмбриогенеза пшеницы (Сельдими-
рова и др., 2017а). Аналогичные данные получены
при оценке гормонального статуса зародышей
при прямом/непрямом соматическом эмбриоге-
незе in vitro ряда злаков (Zhao et al., 2000; Przetak-
iewicz et al., 2003; Bouamama et al., 2011; Huang et al.,
2012; Титова и др., 2016; Seldimirova et al., 2016;
Сельдимирова и др., 2019). Выявление ИУК на
всех последовательных стадиях эмбриогенеза под-
тверждается данными иммуногистохимической
локализации этого гормона в клетках развиваю-
щихся и зрелых зародышей пшеницы (Сельдими-
рова и др., 2017а) и ячменя (Сельдимирова и др.,
2018б).

Цитокинины также выявлены в процессе все-
го зиготического эмбриогенеза злаков, например,
ячменя (Сельдимирова и др., 2018б), на всех ста-
диях развития зерновки пшеницы (Hess et al.,
2002) и ячменя (Сельдимирова и др. 2018б), а так-
же при прямом/непрямом соматическом эмбрио-
генезе in vitro пшеницы (Seldimirova et al., 2016;
Галин и др., 2018). Однако данные по исследова-
нию цитокининов в развивающихся зародышах
злаков не так многочисленны, в сравнении с ана-
логичными данными по ауксинам.

В целом, анализ литературных данных под-
тверждает определяющую роль ауксинов и цито-
кининов в развитии зародышей злаков – как зи-
готических in vivo, так и соматических in vitro.
Можно полагать, что ключевые гормоны морфо-
генеза – ауксины, влияющие на рост клеток, и
цитокинины, влияющие на клеточные деления
(по: Медведев, Шарова, 2011; Schaller et al., 2015),
присутствуют и на стадии относительной авто-
номности зародыша злаков (около 10–15 сут по-
сле опыления), хотя специальных исследований
не проводилось. Действительно, стадия относи-
тельной автономности характеризуется быстрым
ростом и активными клеточными делениями диф-
ференцированных органов и апекса побега разви-
вающегося зародыша, а значит, и несомненным
участием ауксинов и цитокининов в этих процес-
сах. Такое предположение подтверждается, напри-
мер, результатами гормональных исследований су-
хой массы развивающихся зерновок пшеницы: на
12 сут после опыления в них отмечено резкое уве-
личение содержания ИУК и цитокининов, соот-
ветствующее быстрому увеличению размера зер-
новки (Hess et al., 2002), а также максимальным
показателем содержания цитокининов в зернов-
ках ячменя на 14 сут после опыления (Сельдими-
рова и др., 2018б). Кроме того, интенсивное окра-
шивание на ИУК отмечено в клетках апикальной

части зародыша и в клетках развивающихся орга-
нов зародыша пшеницы в фазу органогенеза
(Сельдимирова и др., 2017а), включающую ста-
дию дифференциации апекса побега и органов
(по периодизации: Батыгина, 1987, 1997а).

Что касается АБК, то у злаков, как и двудоль-
ных, повышенное содержание этого гормона так-
же выявлено преимущественно в зародышах на
поздних стадиях эмбриогенеза и в зрелых зернов-
ках (Belefant-Miller et al., 1994; Paiva, Kriz, 1994;
Zocchi, de Nisi, 1996; Kawakami et al., 1997; Suzuki
et al., 2000; White et al., 2000; Hess et al., 2002; Fan
et al., 2007; An, Lin, 2011; Wu et al., 2011). Так, рез-
кий скачок содержания АБК отмечен в зрелых
зерновках ячменя на 35 сут после опыления
(Сельдимирова и др., 2018б). Такие данные мож-
но объяснить тем, что этот гормон предотвращает
преждевременное прорастание семян (обзор: Mi-
ransaria, Smithc, 2014), а также индуцирует синтез
дегидринов – белков, участвующих в обезвожи-
вании семян (обзоры: Аллагулова и др., 2003; Fin-
kelstein, 2010). Кроме того, АБК активирует фер-
менты, катализирующие распад цитокининов, и
ингибирует экспрессию генов биосинтеза цитоки-
нинов, что, в свою очередь, приводит к снижению
активности клеточных делений и торможению ро-
стовых процессов (обзор: Веселов и др., 2017).

Иммуногистохимическими исследованиями
подтверждено, что эндогенная АБК откладывает-
ся в клетках зародыша пшеницы (Сельдимирова
и др., 2017а) и ячменя (Сельдимирова и др., 2018а,
2018б) преимущественно на поздних стадиях эм-
бриогенеза, уже в сформированных органах; при
этом окрашивание на АБК отмечается во всех
клетках зародыша, но наиболее интенсивно – в
клетках колеоризы (корневого влагалища) и ниж-
ней части щитка, прилегающей к оси зародыша.
Выявлено, что на поздних стадиях эмбриогенеза
ячменя в колеоризе инициируются молекуляр-
ные изменения, связанные с метаболизмом АБК,
что приводит к разрушению колеоризы и прорас-
танию зародышевого корня (Barrero et al., 2009).
Высказано мнение (Сельдимирова и др., 2018а),
что АБК в позднем эмбриогенезе злаков участву-
ет в синтезе активных форм кислорода, разрыхляю-
щих клетки колеоризы, тем самым способствуя
прорастанию зародышевого корня/корней, как это
показано для клеток микропилярной части эндо-
сперма у некоторых двудольных (Müller et al., 2006).

Важно подчеркнуть, что максимальный уро-
вень эндогенной АБК отмечен также в зрелых со-
матических зародышах риса (Jiang et al., 2006;
Huang et al., 2012) и ячменя (Bouamama et al., 2011)
в условиях in vitro.

В целом, полученные данные подтверждают
важную роль АБК в созревании зародышей злаков и
переходе семян к покою, однако, согласно проана-
лизированным литературным данным, этот гормон
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не проявляет высокой активности в стадии относи-
тельной автономности зародышей злаков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Программа развития, характеризующаяся по-
ливариантной детерминированностью процессов
роста и развития, заложена уже на самых ранних
этапах онтогенеза растений, в зиготе. Примером
поливариантности полагают потенциальную спо-
собность зародыша к прорастанию, проявляющу-
юся не только в его нормальном прорастании и
так называемом преждевременном прорастании,
но и в автономности зародыша (полной и относи-
тельной. – Авт.) (по: Васильева, Батыгина, 1997).

На определенной таксоноспецифичной кри-
тической стадии эмбриогенеза незрелый заро-
дыш растений становится относительно авто-
номным, не зависимым от материнского орга-
низма. Выявление этой критической стадии у
злаков согласно критерию развития изолиро-
ванных зародышей на безгормональной пита-
тельной среде in vitro с формированием нормаль-
ных проростков (Батыгина, Васильева, 1987) по-
казало, что у пшеницы (Калинин, 1956; Sharma,
Gill, 1982; Symons et al., 1983), риса (Давоян, Сме-
танин, 1979) и ячменя (Лукьянюк, Игнатова, 1980;
Лукьянюк, 1983) в таких зародышах дифферен-
цированы щиток и апекс побега. В зародышах
некоторых генотипов ячменя кроме щитка и
апекса побега дифференцирован также ко-
леоптиль и обособлена меристема зародышевого
корня (Игнатова, 2011), а в зародышах ряда гено-
типов пшеницы дифференцирован и эпибласт
(оригинальные данные). Таким образом, в отно-
сительно автономных зародышах злаков наличе-
ствуют органы, необходимые и достаточные для их
дальнейшего нормального развития вне материн-
ского организма: щиток – семядоля, колеоптиль,
защищающий конус нарастания побега, и эпиб-
ласт, поставляющий воду развивающемуся заро-
дышу (по: Батыгина, 1997а), а также обособлены
апекс побега и меристема зародышевого корня.

Готовность относительно автономных зароды-
шей злаков к самостоятельному развитию подтвер-
ждается ультраструктурными характеристиками
клеток их органов, например, наличием липидных
капель и крахмальных зерен в клетках щитка, а так-
же хорошо развитых хлоропластов в клетках апекса
побега (Сельдимирова и др., 2017б).

Относительно автономные зародыши злаков
характеризуются и наличием эндогенной гормо-
нальной системы, представленной главным обра-
зом ауксинами и цитокининами как ключевыми
гормонами морфогенеза. Независимость от экзо-
генных гормонов материнского организма под-
тверждается успешным культивированием таких
зародышей in vitro на безгормональной среде, с

формированием из них нормальных проростков в
условиях in vitro и полноценных растений в усло-
виях ex vitro.

В целом, относительно автономные незрелые
зародыши злаков по своему морфологическому,
гистологическому и физиологическому статусу го-
товы к не зависимому от материнского организма
нормальному развитию и дальнейшему формиро-
ванию растений. Иначе говоря, с этой критиче-
ской стадии онтогенеза начинается переход за-
родыша (нового спорофита) на относительно са-
мостоятельный путь развития, т.е. происходит
автономизация онтогенеза (Батыгина, 1987; Ва-
сильева, Батыгина, 1997).

Использование таких незрелых зародышей
имеет несомненное практическое значение, по-
скольку может способствовать ускорению прямо-
го получения регенерантов биотехнологическим
методом эмбриокультуры in vitro. В данном слу-
чае, согласно собственным данным, за счет ино-
куляции незрелого зародыша достигается выиг-
рыш во времени не менее чем в 20 сут, в сравне-
нии с использованием зрелых зародышей. Кроме
того, при этом можно миновать использования
дорогостоящего и трудоемкого этапа формирова-
ния каллусов. Всe это особенно важно, когда цель
биотехнологии состоит в минимизации сомакло-
нальной изменчивости и образовании на конеч-
ном этапе ex vitro полноценных фертильных рас-
тений-регенерантов.

В то же время, несмотря на известную степень
теоретической изученности проблемы автоном-
ности зародышей растений и практическое ис-
пользование автономных зародышей в биотехно-
логических исследованиях, вопрос о механизмах
становления этого биологического феномена до
конца не решен. Далеки от окончательного реше-
ния и заслуживающие внимания эмбриологов во-
просы, поставленные Т.Б. Батыгиной и В.Е. Васи-
льевой еще в 2002 г.: как связана поливариантная
способность зародыша к прорастанию с эволюци-
онным процессом; почему автономность зароды-
ша возникает раньше его естественного созрева-
ния; какие гены экспрессируются на стадии авто-
номности (добавим: особенно – относительной
автономности. – Авт.).

К этим важным вопросам следует добавить и
вопрос о функциональном взаимодействии эн-
догенных гормонов на стадии относительной ав-
тономности зародыша. Действительно, способ-
ность гормонов влиять друг друга – одна из важных
особенностей гормональной системы растений
(Plant Hormones…, 2010). Хотя эта закономерность
не вызывает сомнений, информация о влиянии од-
них гормонов на другие в развивающихся зароды-
шах довольно противоречива. Особенно важно,
на наш взгляд, проанализировать данные об од-
новременном накоплении и распределении эндо-
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генных гормонов в относительно автономных за-
родышах, когда дочерний организм гормонально
уже не зависит от материнского.

Способствовать решению этих и других важ-
ных вопросов, связанных с полной и относитель-
ной автономностью зародыша растений, могут
дальнейшие цитофизиологические и молекуляр-
но-генетические исследования последователь-
ных стадий зиготического эмбриогенеза in vivo,
особенно в сравнении с аналогичными исследова-
ниями соматического эмбриогенеза в модельных
условиях культуры in vitro. Несомненный интерес
представляет дальнейшее изучение относительной
автономности зародышей злаков в эксперимен-
тальных условиях эмбриокультуры in vitro, срав-
нение стадий развития зиготического и сомати-
ческого зародыша (эмбриоида) выявление об-
щих закономерностей и специфических черт
этих процессов.

Работа выполнена в рамках договора о творче-
ском сотрудничестве между УИБ УФИЦ РАН и
БИН РАН на 2018–2023 гг. по темам № АААА-
А18-118022190099-6 (лаборатория физиологии
растений УИБ УФИЦ РАН, государственное за-
дание Минобрнауки России № 075-00326-19-00)
и № АААА-А18-118051590112-8 (лаборатория эм-
бриологии и репродуктивной биологии БИН РАН,
а также частично поддержана грантом РФФИ № 17-
04-01477).
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Autonomy is the special structural and functional state of the embryo, reflecting its ability to self-regulation,
independence from the surrounding tissues and manifested in the ability to complete normal embryogenesis
outside the mother’s organism (full autonomy). Of particular interest is the relative autonomy of the embryo
as one of the critical stages of embryogenesis, when the immature embryo becomes independent of a number
of physiological factors of the maternal organism, in particular hormones (mainly auxins, cytokinins, ABA).
In the article on the example of cereals and in comparison with representatives of other families of f lowering
plants the review of literature and own data on identification as a critical stage of relative embryo autonomy
in embryo culture in vitro such as morphological, histological and physiological status of relatively autono-
mous embryos is given. Prospects of research of the problem of relative autonomy of embryogenesis of plants,
and also use of autonomous embryos in biotechnological researches are discussed.

Keywords: embryo, embryogenesis, embryo autonomy (full, relative), cereals
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В обзоре рассматривается роль окислительного стресса (ОС) в первичном ответе клеток нейраль-
ных тканей глаза на повреждение и дегенеративные процессы. В основе развития ОС лежит нару-
шение равновесия (гомеостаза) редокс-системы в сторону окислительных процессов. ОС может ис-
пользоваться как часть защитного механизма, инициирующего процессы заживления и регенера-
ции поврежденных тканей. Нарушение редокс-гомеостаза и развитие ОС запускает в сетчатке
воспалительную реакцию и иммунный ответ. Основные реакции на стресс – высвобождение АТФ,
ионов кальция и активных форм кислорода (АФК) во внеклеточное пространство, привлечение эк-
зогенных иммунных клеток, активация эндогенных макро- и микроглии, апоптоз нейронов – уни-
версальны и консервативны у всех позвоночных. Тем не менее, при сходстве некоторых звеньев клеточ-
ных и молекулярных процессов, существуют эволюционно закрепленные функциональные различия
регенерационного ответа клеток сетчатки, и финальный результат у разных видов позвоночных не рав-
нозначен. Это определяет выбор стратегий регенерации: активация эндогенных стволовых/прогенитор-
ных клеток и/или репрограммирование дифференцированных клеток (пигментный эпителий сетчатки,
глия Мюллера). Выявление ключевых сигнальных путей, через которые реализуется влияние ОС на ре-
генерационные ответы при повреждении и патологии нейральных тканей глаза позвоночных, будет
способствовать выбору оптимальных стратегий клеточной и/или генной терапии для активации внут-
реннего регенерационного потенциала нейральных тканей сетчатки у человека.

Ключевые слова: редокс-гомеостаз, окислительный стресс, активные формы кислорода, регенера-
ция сетчатки позвоночных, эндогенные стволовые/прогениторные клетки, стратегии регенерации
DOI: 10.31857/S0475145020010048

В норме в клетках поддерживается баланс меж-
ду окислительными и восстановительными про-
цессами (окислительно-восстановительный ба-
ланс, редокс-баланс или редокс-гомеостаз), кото-
рые активно изучаются на протяжении многих лет
в связи с ролью окислительного стресса (ОС) и ан-
тиоксидантной защиты в регуляции метаболизма
клеток и канцерогенеза. Эти процессы обеспечи-
вают реализацию основных функций клеток (про-
лиферация, миграция, дифференцировка, апо-
птоз), а также поддерживают их жизнеспособность
(Trachootham et al., 2008; Moldogazieva et al., 2018;
Borquez et al., 2016). На молекулярном уровне ре-
докс-система регулирует синтез ДНК, экспрессию
целого ряда генов, активность ферментов и сиг-
нальных белков, проницаемость мембранных кана-
лов и многие другие процессы (Ray et al., 2012; Bin-
doli, Rigobello, 2013; Sies et al., 2017). Редокс-система
обеспечивает поддержание равновесной концен-
трации АФК и антиоксидантов и, соответствен-
но, состоит из двух основных частей: проокси-

дантной и антиоксидантной. Прооксидантная си-
стема представлена низкомолекулярными АФК
(гидроксильный радикал OH•, синглетный кисло-
род 1O2, супероксид  перекись водорода, оксид
азота NO и др.), которые генерируются в качестве
побочных продуктов в дыхательной цепи мито-
хондрий или синтезируются специализирован-
ными ферментами (НАДФ-оксидаза, синтаза ок-
сида азота) (Bindoli, Rigobello, 2013; Emanuele et al.,
2018). Молекулярные пути регуляторного дей-
ствия АФК все еще недостаточно изучены, одна-
ко показана их ведущая роль во многих физиоло-
гических процессах. АФК и взаимодействующие
с ними антиоксиданты рассматривают как функ-
ционально связанные редокс-активные молекулы,
которые являются ключевыми компонентами
окислительно-восстановительных процессов (Че-
ренкевич и др., 2009; Moldogazieva et al., 2018). Ан-
тиоксидантная система включает низкомолеку-
лярные антиоксиданты (витамин C, глутатион,
таурин, мочевая кислота, цистеин, бета-каротин

−
2O ,
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и др.) и ферментные системы, которые нейтрали-
зуют АФК (супероксиддисмутаза, каталаза, пе-
роксиредоксины) или восстанавливают окислен-
ные белки и липиды (например, глутатионовая
система ферментов) (Tokarz et al., 2013). Наруше-
ние равновесия в сторону окислительных процес-
сов ведет к ОС, в сторону восстановительных – к
восстановительному стрессу (Perez-Torres et al.,
2017). В основе ОС лежит накопление АФК, веду-
щее к преобладанию прооксидантов (окислите-
лей) над антиоксидантами (восстановителями).
АФК неустойчивы, но влияют на активность ряда
ферментов (протеиназы, фосфатазы, фосфоли-
пазы) и модулируют экспрессию факторов тран-
скрипции, обеспечивая тем самым глобальные
устойчивые изменения активности генов и кле-
точного метаболизма. Низкие концентрации
АФК индуцируют экспрессию антиоксидантных
ферментов и оказывают стимулирующее действие
на пролиферацию и жизнеспособность клеток,
средние – стимулируют воспалительные реакции, а
высокие – вызывают разрушение мембран мито-
хондрий и приводят к активации апоптоза и гибели
клеток (Lushchak, 2011). Деструктивная активность
АФК заключается в окислении белков, липидов и
ДНК (Sies et al., 2017). Окисленные формы белков
при избыточном накоплении могут агрегировать и
вызывать дополнительный эндоплазматический
стресс и реакцию на неструктурированный белок
(Unfolded Protein Response, UPR) (Zhang et al., 2014).

Известно, что различные органы и ткани демон-
стрируют различную устойчивость к действию ком-
понентов ОС. Считается, что это связано именно с
особенностями работы антиоксидантных систем и
метаболизма тканей, характером экспрессии общих
ключевых ферментов защиты клеток и особенно-
стями метаболизма тканей. В свою очередь, особен-
ности метаболизма различных типов клеток связа-
ны с устойчивостью к ОС через поддержание внут-
риклеточного редокс-потенциала (Kortuem et al.,
2000; Isenmann et al., 2003).

Важное место редокс-система занимает в нор-
мальном функционировании сетчатки глаза. Эта
ткань, являясь производной частью нервной систе-
мы, высокочувствительна к развитию свободно-ра-
дикальных реакций. Сетчатка обладает повышен-
ной метаболической активностью, подвержена по-
стоянному воздействию света, характеризуется
высоким уровнем полиненасыщенных жирных
кислот на фоне низкой активности антиокси-
дантных ферментов, что обуславливает ее пред-
расположенность к постоянной генерации ак-
тивных форм кислорода (Leveillard, Sahel, 2017).

Сетчатка имеет у разных представителей жи-
вотного царства свои морфофункциональные осо-
бенности, однако общий план строения схож у
всех позвоночных животных и человека (Kolb
2012; Lamb, 2013). Эта высокоорганизованная

ткань, которая у позвоночных включает шесть ос-
новных типов нейронов (фоторецепторы, биполяр-
ные клетки, горизонтальные клетки, амакриновые
клетки, гаглиозные клетки, интерплексиформные
нейроны) и четыре типа клеток радиальной глии
(клетки Мюллера, астроциты, микроглия, олиго-
дендроциты), выстилающих дно и боковую поверх-
ность глазного бокала в виде радиальных слоев
(Tsukamoto, 2018, Hoon et al., 2014) (рис. 1). Различа-
ют три ядерных слоя, состоящих из различных ти-
пов сенсорных нейронов, и двух сетчатых слоев, на-
ружного и внутреннего, представляющих собой
синаптические связи между нейронами сетчатки
пограничных ядерных слоев. Наружный ядерный
слой сетчатки состоит из светочувствительных
клеток – палочек и колбочек фоторецепторов,
участвующих в фототрансдукции. Наружные сег-
менты фоторецепторов находятся в тесном кон-
такте с ретинальным пигментным эпителием
(РПЭ) – однорядным слоем интенсивно пигмен-
тированных эпителиальных клеток. Клетки РПЭ
находятся между фоторецепторами и сосудистой
оболочкой и выполняют ряд физиологических
функций – участвуют в защите фоторецепторов от
избытка света, трансдукции зрительного сигнала,
гомеостазе сетчатки (секреция факторов роста, ре-
гуляция баланса ионов в субретинальном простран-
стве), фагоцитозе слущивающихся дисков наруж-
ных сегментов фоторецепторов (Strauss, 2005; Maz-
zolini et al., 2015). РПЭ подстилает мембрана Бруха,
которая состоит из компонентов эндотелия сосу-
дистой оболочки, богатой капиллярами, и уплот-
ненного фибриллярного слоя собственно базаль-
ной пластинки РПЭ (Amram et al., 2017).

Второй ядерный слой сетчатки – внутренний –
сформирован интернейронами (биполяры, амак-
риновые и горизонтальные клетки). Благодаря би-
полярам осуществляется передача зрительного сиг-
нала от фоторецепторов в слой ганглиозных кле-
ток. Горизонтальные и амакриновые клетки,
осуществляют горизонтальную связь между всеми
клеточными элементами сетчатки (Tsukamoto, 2018;
Kolb, 2013). Ядра ганглиозных клеток – нейроны
второго порядка, образуют третий ядерный слой –
ганглиозный, а их аксоны участвуют в формирова-
нии зрительного нерва (Sanes, Masland, 2015).

В наружном сетчатом слое осуществляются
синаптические контакты между палочками и кол-
бочками и вертикально ориентированными би-
полярными нейронами, во внутреннем сетчатом
слое сигнал трансдукции переключается с бипо-
ляров на ганглиозные и амакриновые нейроны, в
вертикальном и горизонтальном направлении.
Наружный сетчатый слой образован синаптиче-
скими контактами между палочками/колбочками
и биполярными клетками, а внутренний сетчатый
слой осуществляет связь между биполярными и
ганглиозные нейронами, а также горизонтальную
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связь между амакриновыми и горизонтальными
нейронами (Kolb, 2007a, 2007b).

Во внутреннем ядерном слое сетчатки локали-
зуются тела клеток глии Мюллера, которая прони-
зывает всю сетчатку, от наружной до внутренней
пограничных базальных мембран (сформирован-
ных отростками этих клеток), локализованных на
границе сетчатых слоев ткани. Глия Мюллера от-
носится к макроглии сетчатки, осуществляет кон-
такты со всеми типами составляющих нейронов,
выполняя структурную и нейротрофическую
функции (Subirada et al., 2018). В сетчатке различа-
ют и другие элементы макроглии, такие как аст-
роциты, основные функции которых связаны с
поддержанием структуры и метаболической ак-
тивности нейронов сетчатки. В ответ на нейраль-
ную активность, астроциты способны выделять
вазоактивные вещества (оксид азота, простаглан-
дины), которые регулируют тонус сосудов сетчат-
ки (Kimelberg, 2010). В сетчатке присутствует так-
же микроглия, которая представлена резидент-
ной популяцией иммунокомпетентных клеток
(Genini et al., 2014).

Кровоснабжение сетчатки осуществляется из
центральной артерии сетчатки, питающей ее внут-
ренние клеточные слои, и хориокапиллярами,
обеспечивающими кровоснабжение наружных
слоев (слой фоторецепторов, наружный ядерный и
наружный сетчатый слои) (Selvam et al., 2018).
Нейроны сетчатки, макроглия и микроглия, а
также клетки стенок микрососудов (эндотелио-
циты и перициты) взаимодействуют между собой
и формируют гематоретинальный барьер, кото-
рый регулирует поступление кислорода и трофи-
ческих факторов к нейронам сетчатки и участвует
в рециркуляции нейротрансмиттеров и продук-
тов метаболизма (Cunha-Vaz et al., 2011; Diaz-
Coranguez et al., 2017; Trost et al., 2019).

Сетчатка чувствительна к ОС из-за высокого
уровня потребления кислорода и воздействия
света. В литературе накоплено немало данных о
том, что ОС является одним из основных звеньев
в развитии возрастной макулярной дегенерации
(ВМД) и нейродегенерации при глаукоме, явля-
ясь причиной первичного повреждения клеток
РПЭ и повреждения ганглиозных клеток, соот-

Рис. 1. Строение сетчатки глаза позвоночных (модифицировано по Newman, 2015). ИП нейрон – интерплексиформ-
ный нейрон, НСС – наружный сетчатый слой, НЯС – наружный ядерный слой, ВСС – внутренний сетчатый слой,
ВЯС – внутренний ядерный слой.
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ветственно (Beatty et al., 2000). Наиболее чув-
ствительными к изменению редокс-потенциала
являются РПЭ и фоторецепторы. АФК в фоторе-
цепторах возникают в результате активности
митохондрий (как побочный продукт цепи окис-
лительного фосфорилирования) и в процессе
фототрансдукции при действии света на свето-
чувствительные пигменты палочек и колбочек
(Masutomi et al., 2012; Roehlecke et al., 2013). В свою
очередь, под действием АФК происходит перекис-
ное окисление полиненасыщенных липидов (доко-
загексаеновая кислота и др.), которыми обогащены
плазматические мембраны дисков фоторецепторов
(Simon et al., 2016). Антиоксидантная система РПЭ
представлена низкомолекулярными антиоксидан-
тами (альфа-токоферол, ретинол, аскорбиновая
кислота, глутатион) и ферментами (супероксиддис-
мутаза, глутатион-пероксидаза) (Strauss, 2005). Ан-
тиоксидантная система фоторецепторов пред-
ставлена каротиноидами, лютеином и зеаксанти-
ном, которые поглощают часть световых лучей и
частично нейтрализуют АФК (Tokarz et al., 2013),
а также рядом ферментов (глутатионпероксидаза,
супероксиддисмутаза и др.) (Usui et al., 2011; Ueta
et al., 2012) (рис. 2).

РПЭ также подвержен воздействию света, ко-
торый вызывает окисление (обесцвечивание) ме-
ланина (Zareba et al., 2007), принимающего ак-
тивное участие в “нейтрализации” АФК (прежде
всего синглетного кислорода) (Seagle et al., 2005;
Wang et al., 2006). Кроме того, РПЭ фагоцитирует
диски фоторецепторов, обогащенные АФК и ли-
пофусцином (основной продукт окисления поли-

ненасыщенных липидов) (Hunter et al., 2012). Та-
ким образом, высокий уровень продукции АФК в
клетках РПЭ и фоторецепторах, наряду с посто-
янным воздействием агрессивных экзогенных
факторов (кислород, свет), определяют повы-
шенный риск этих клеток к развитию ОС (Seagle
et al., 2005; Wang et al., 2006). Активация реакций
свободнорадикального окисления вызывает по-
вреждение липидов биологических мембран, бел-
ков и нуклеиновых кислот, в результате чего на-
капливаются специфические маркеры окисления,
такие как малоновый диальдегид, 4-гидроксино-
неналь, конечные продукты гликолиза, что приво-
дит к патологической активации иммунной систе-
мы (Tate et al., 1995; Sun et al., 2006; Jacobs, Marnett,
2010; Keeling et al., 2018). Развитие этих процессов
нарушает взаимодействие между фоторецепторами
и РПЭ, ведет к накоплению продуктов распада кле-
ток и липофусциновых гранул и образованию мно-
гочисленных друз и атипичных утолщений в мем-
бране Бруха, что снижает центральное зрение (Bla-
siak et al., 2014).

На сегодняшний день выделяют несколько ме-
ханизмов, которые могут привести к нейродеге-
неративному процессу в сетчатке: накопление
внеклеточного глутамата, ОС, снижение уровня
нейропротекторных факторов, которые синтези-
руются сетчаткой (Simo, Hernandez, 2014). В свете
современных представлений о патогенезе нейро-
дегенеративных заболеваний повреждение ней-
ральных клеток протекает в виде каскада внутри-
клеточных реакций, включающих глутаматную
эксайтотоксичность; повышение внутриклеточ-

Рис. 2. Факторы генерации активных форм кислорода (АФК) и основные внутриклеточные последствия окислитель-
ного стресса (модифицировано по Tokarz et al., 2013). ГТП – глутатионпероксидаза; РПЭ – ретинальный пигментный
эпителий, СОД – супероксиддисмутаза. Фиолетовые метки – прооксидантные факторы, зеленые метки – антиокси-
дантные факторы.
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ного уровня кальция и, соответственно, актива-
цию кальций-зависимых ферментов; повышение
продукции АФК, локальную воспалительную ре-
акцию, и, в конечном итоге, развитие ОС. Окис-
ление глутамата приводит к усиленному образо-
ванию супероксида в митохондриях (Fukui, Zhu,
2010), что имеет большое значение для генерации
АФК в преимущественно глутаматергических ней-
ральных сигнальных путях сетчатки (Williams,
Dexter, 2014). На ранних этапах развития патологий
сетчатки (дисплазия, ретинопатия) связанных с на-
рушением функций клеток, изменения в сетчатке
еще носят обратимый характер. Поздние этапы
характеризуются полной дегенерацией сетчатки,
связанной с массовой гибелью специализирован-
ных нейронов и/или глии.

Интенсивные исследования последних лет
убедительно продемонстрировали, что ОС нельзя
однозначно рассматривать как негативный про-
цесс для клеток, тканей и организма в целом. На-
против, он используется как часть защитного ме-
ханизма, который, в частности, инициирует про-
цессы заживления и регенерации поврежденных
тканей (Roy, Levesque, 2006; Kozakowska et al.,
2015; Galluzzi et al., 2016; Wan, Goldman, 2016).
Повреждение сетчатки может быть следствием
действия различных внешних и внутриклеточных
факторов, которые могут затрагивать отдельные
типы клеток и отдельные области сетчатки (такие
как макула). Различают такие типы повреждения
сетчатки как: 1) дегенерация клеток сетчатки из-
за наследственных мутаций (Kumaramanickavel,
2016); 2) механическое повреждение (Zhao et al.,
2014); 3) отслоение сетчатки (разобщение слоя
РПЭ с фоторецепторами) (Nakazawa et al., 2006;
Fisher et al., 2007); 4) повреждение сетчатки
(прежде всего фоторецепторов и РПЭ) под воз-
действием света (ультрафиолетовое излучение,
лазер) (Nakanishi-Ueda et al., 2013); 5) поврежде-
ние зрительного нерва (Sharma et al., 2014; Sato
et al., 2018); 6) повреждение сетчатки как след-
ствие системных заболеваний (диабет, гипертен-
зия, болезнь Альцгеймера и др.) (Iqbal et al., 2014;
2019; Werdich et al., 2014). В результате перечис-
ленных воздействий нарушается тканевой гомео-
стаз, и клетки испытывают стресс.

В процессе регенерации ткани можно выде-
лить три основных этапа (модуля): 1) первичный
ответ ткани на повреждение (заживление раны);
2) индукция регенерационного ответа и форми-
рование бластемы; 3) восстановление структуры
ткани за счет дифференцировки клеток бластемы
(Galliot, Chera, 2010; Galliot, Ghila, 2010) (рис. 3).
На первом этапе в ответ на стрессовую ситуацию
наблюдается активная миграция в поврежденную
ткань фагоцитов, активация эндогенных микро-
и/или макроглии (глия Мюллера), нарушение ге-
маторетинального барьера и дегенеративные из-
менения в фоторецепторах и ганглиозных клет-

ках (Wan et al., 2012; Langhe et al., 2017). На втором
этапе происходит активация эндогенных стволо-
вых/прогениторных плюрипотентных клеток
и/или репрограммирование дифференцирован-
ных клеток с их последующей пролиферацией и
формированием бластемы (Chiba, Mitashov, 2007;
Chiba, 2014). На последнем этапе в недифференци-
рованных клетках бластемы происходит активация
программ дифференцировки, в большей или мень-
шей степени сходных с аналогичными эмбриональ-
ными программами, и восстанавливается (полно-
стью или частично) нормальная структура ткани
(Inami et al., 2016). В настоящем обзоре мы оста-
новимся на первых двух этапах, которые в сово-
купности и обеспечивают инициацию регенера-
ционного ответа ткани.

На первом этапе, независимо от рода повре-
ждающего воздействия, повреждение и гибель
клеток (прежде всего, фоторецепторов и гангли-
озных клеток) запускает в сетчатке воспалитель-
ную реакцию и иммунный ответ, которые спо-
собствуют восстановлению тканевого гомеостаза
и заживлению раны. В зоне повреждения запус-
кается каскад защитных реакций, медиаторами
которых выступают ионы кальция, АТФ и АФК,
высвобождающиеся в межклеточное простран-
ство из поврежденных клеток (Mitchell et al., 2008;

Рис. 3. Этапы (модули) регенерационного ответа сет-
чатки на повреждение (модифицировано по Meda
et al., 2018). АФК – активные формы кислорода;
РПЭ – ретинальный пигментный эпителий.
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Cordeiro, Jacinto, 2013). АТФ стимулирует увели-
чение концентрации внутриклеточного кальция
и перекиси водорода посредством пуринергиче-
ских рецепторов P2X7 (Mitchell et al., 2008). Про-
тивоположным эффектом обладает аденозин, ко-
торый возникает при гидролизе АТФ под дей-
ствием экзонуклеозидаз. Аденозин действует на
A3-аденозиновые рецепторы и останавливает
возрастание внутриклеточной концентрации
кальция (Zhang et al., 2006). Внеклеточный каль-
ций активирует окислительные ферменты (Duox,
НАДФH-оксидазы) и стимулирует быстрый вы-
брос перекиси водорода (Vriz et al., 2014). АФК, в
основном относительно стабильная перекись во-
дорода, диффундируют в соседние участки сет-
чатки. В результате создается градиент концентра-
ции перекиси водорода, который выступает в каче-
стве паракринного сигнала (Cordeiro, Jacinto, 2013).
Усиление продукции внутриклеточных АФК ведет
к интенсификации свободнорадикального окис-
ления и развитию ОС (Suzuki, Mittler, 2012; Na-
kanishi-Ueda et al., 2013).

Повреждение нейральных тканей, сопровож-
даемое ОС, в совокупности с факторами воспале-
ния, активирует ряд регуляторных факторов (Erler,
Monaghan, 2015). На генном уровне после травмы
тканей наблюдается активация вовлеченных в
иммунный ответ генов и протоонкогенов (Zacks
et al., 2006; Zacks, 2009). Повреждение сетчатки
приводит к активации эндогенной микроглии, ко-
торая представляет популяцию первичных имму-
нокомпетентных клеток сетчатки (Akhtar-Schafer
et al., 2018), и одновременно, вследствие наруше-
ния проницаемости гематоретинального барьера,
ведет к инфильтрации сетчатки иммунными клет-
ками крови (моноциты/макрофаги) (Ma et al.,
2017). Макрофаги продуцируют большие количе-
ства перекиси водорода, которая обеспечивает
неспецифическую защиту за счет антисептиче-
ского эффекта и модулирующего влияния на им-
мунные реакции в области повреждения ткани
(Winterbourn, Kettle, 2013). Кроме того, перекись
водорода привлекает в область повреждения до-
полнительные макрофаги, являясь для них хемо-
аттрактантом (Wang et al., 2015), а также вызывает
апоптоз и гибель перицитов (Amano et al., 2005),
тем самым еще больше разрушая гематоретиналь-
ный барьер. РПЭ играет при этом двоякую роль: с
одной стороны, он секретирует экзосомы, кото-
рые содержат ангиогенный фактор VEGFR
(Atienzar-Aroca et al., 2016) с другой стороны, в его
клетках формируются инфламмасомы, принима-
ющие участие в иммунной защите сетчатки
(Akhtar-Schafer et al., 2018). Наиболее стабильные
АФК (перекись водорода, оксид азота) служат по-
средниками в межклеточной передаче сигнала
(van der Vliet, Janssen-Heininger, 2014; Reczek,
Chandel, 2015). Очевидно, что согласованная ра-
бота молекулярных факторов, усиленно продуци-

рующихся в клетках при повреждении, направле-
на на восстановление клеточного и метаболиче-
ского гомеостаза сетчатки (Cuenca et al., 2014). В
результате ОС часть клеток поврежденной сетчат-
ки подвергается апоптозу, даже если в последствие
происходит инициация пролиферации и репро-
граммирование клеток. Однако существует точка
зрения, согласно которой продукция и ингибирова-
ние продукции АФК являются процессами, задей-
ствованными для стимуляции нейрогенеза (Ha-
meed et al., 2015), и могут быть использованы для
активации программы замещения утраченных
нейронов.

АФК оказывают свое влияние на общий мета-
болизм клеток и, в частности, через обратимое
окисление остатков цистеина в ключевых регуля-
торных белках, активируют сигнальные пути,
специфичные для ОС, такие как JNK и MAPK, а
также вызывают гибель клеток путем апоптоза
(Zacks et al., 2006; Zacks, 2009; Vriz et al., 2014). По-
вреждение сетчатки (особенно при воздействии
интенсивного света или токсинов) сопровожда-
ется массовой гибелью клеток в результате апо-
птоза и/или некроза (Nakanishi et al., 2013). Для
успешной регенерации необходимо удалить остат-
ки клеток, поэтому важную роль на начальных эта-
пах регенерации играют процессы фагоцитоза.
Утилизация апоптотических фрагментов клеток –
одна из основных функций макрофагов, а также
эндогенной микроглии, активированной под
действием АФК. В условиях ОС микроглия ми-
грирует во внешние слои сетчатки, где участвует в
утилизации фрагментов фоторецепторов и РПЭ
(Cuenca et al., 2014). Следует отметить, что мигро-
глия способна фагоцитировать и нефрагментиро-
ванные палочки, в случае пигментного ретинита
(Zhao et al., 2015). Фагоцитарной активностью об-
ладают и клетки РПЭ, которые утилизируют “от-
работанные” диски фоторецепторов в интакт-
ной сетчатке, а в условиях ОС активность клеток
РПЭ возрастает, что проявляется в фагоцитозе
апоптотических фрагментов других типов кле-
ток (Sun et al., 2006).

Первичная реакция сетчатки на повреждение
сменяется этапом репарации ткани, в результате
которого происходит фиброзное заживление или
полноценная регенерация ткани. Анализ репара-
ции повреждений сетчатки у разных видов жи-
вотных позволяет сделать вывод, что основные
реакции (высвобождение АТФ, ионов кальция и
АФК во внеклеточное пространство, привлече-
ние иммунных клеток, активация макро- и мик-
роглии, апоптоз нейронов) универсальны и кон-
сервативны у всех позвоночных (Bely, Nyberg,
2010; Ferretti, 2011; Neves et al., 2016). Однако в од-
них случаях они способствуют успешной регене-
рации (у рыб и амфибий), а в других (у млекопи-
тающих) – ведут к массированной гибели клеток
и фиброзному перерождению сетчатки (Murawa-
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la et al., 2012; Erler, Monaghan, 2015). Совокуп-
ность данных, полученных на разных моделях,
свидетельствует о том, что независимо от харак-
тера и степени повреждения сетчатки, основной
реакцией составляющих ее клеток является раз-
витие ОС. Все остальные процессы (фагоцитоз,
апоптоз, аутофагия, глиоз), которые происходят в
сетчатке и в норме, резко усиливаются на фоне
ОС. В то же время факторы (клетки, регулятор-
ные белки, сигнальные пути), которые обеспечи-
вают переход от заживления раны к регенерации
ткани, остаются до конца невыясненными (Gal-
liot et al., 2017). Предполагается участие врожден-
ной иммунной системы, в частности, Толл-по-
добных рецепторов (Toll-like receptors, TLR) и
АФК в репрограммировании и трансдифферен-
цировке клеток при заживлении раны (Anders,
Schaefer, 2014; Zhou et al., 2016).

Какой вклад вносит в процесс регенерации
первичный ответ ткани на повреждение? Элими-
нация экзогенных макрофагов не влияет на реге-
нерацию сетчатки рыб после ее повреждения,
тогда как элиминация микроглии приводит к
подавлению регенерации (Conedera et al., 2019).
Очевидно, микроглия не только участвует в ути-
лизации отмерших клеток, но и оказывает сти-
мулирующее действие на процесс регенерации.
Дополнительным активирующим фактором яв-
ляется гибель части клеток сетчатки в результате
апоптоза, который запускается под действием
перекиси водорода (Kaneko et al., 1999). Предпо-
лагают, что каспазы, активация которых ведет к
апоптозу, одновременно усиливают секрецию
факторов роста и простагландинов отмирающи-
ми клетками (Li et al., 2010) и в итоге активируют
компенсационную пролиферацию оставшихся
клеток и регенерацию ткани (так называемый
“путь возрождения феникса”, “Phoenix Rising”
pathway). С другой стороны, в результате апоптоза
могут быть элиминированы клетки, которые под-
держивают клеточный гомеостаз ткани путем
ограничения пролиферации (Vriz et al., 2014). Та-
ким образом, существует несколько типов крити-
ческих воздействий на клетки сетчатки, которые
могут стимулировать как чрезмерную пролифера-
тивную активность клеток глии, так и приводить
к гибели нейронов и дегенерации ткани.

Ранние молекулярно-генетические и клеточ-
ные процессы при повреждении или отслойке
сетчатки позвоночных направлены, прежде все-
го, на защиту клеток от стресса, воспаления и де-
генеративных изменений, но приводит у разных
видов к разному финальному результату (Chiba,
2014). Реакция на повреждение сетчатки, разоб-
щение межклеточных связей собственно ней-
ральной сетчатки и РПЭ, при существовании
сходства в некоторых звеньях клеточных процес-
сов, проявляется в разном регенеративном ответе
клеток у разных позвоночных. Разобщение связи

РПЭ с сетчаткой и утрата межклеточных связей
РПЭ с мембраной Бруха у некоторых хвостатых
амфибий, как известно, активирует цепь молеку-
лярных и клеточных событий, приводящих к
инициации процесса регенерации и полноценно-
му восстановлению сетчатки (Grigoryan, 2012;
Grigoryan, Markitantova, 2016). В основе процесса
регенерации сетчатки у этих животных лежит яв-
ление трансдифференцировки (естественного ре-
программирования) специализированных клеток
РПЭ, которое проходит через этапы дедифферен-
цировки клеток, их конверсии в нейробласты,
пролиферации и возникновения клеток-предше-
ственников, восполняющих все типы нейронов и
глии, присущие полноценной сетчатке (Mitashov,
1996, 1997). У млекопитающих и человека при на-
рушении связи РПЭ с нейральной сетчаткой про-
исходит активация пролиферации и конверсия
клеток РПЭ по пути эпителиально-мезенхимной
дифференцировки, что приводит к дегенератив-
ным процессам в нейральной части сетчатки
(Kirchhoff, Sorgente, 1989; Chiba, 2014). В этом су-
щественное отличие поведения клеток РПЭ мле-
копитающих, которое лежит в основе развития
патологий сетчатки и РПЭ человека in vivo, от
естественного репрограммирования клеток РПЭ
тритона по нейральному пути дифференцировки,
приводящего к полноценному восстановлению
сетчатки (Salero et al., 2012; Chiba, 2014). Помимо
этого, в отличие от низших позвоночных, для сет-
чатки млекопитающих типично явление реактив-
ного глиоза, проявляющегося в усиленной про-
лиферации клеток глии Мюллера и увеличении
числа их отростков, как в ответ на повреждение,
так и при ряде патологических состояний (Bring-
mann et al., 2009; de Hoz et al., 2016).

Потенциальными клеточными источниками
для регенерации сетчатки у позвоночных могут
служить резидентные стволовые/прогенитор-
ные клетки или дифференцированные клетки,
такие как РПЭ и глия Мюллера (Bi et al., 2009;
Barbosa-Sabanero et al., 2012; Ail, Perron, 2017). В
первом случае происходит активация пролифе-
рации недифференцированных клеток с их по-
следующей дифференцировкой. Во втором слу-
чае, когда источником регенерации служат РПЭ
или глия Мюллера, пролиферации предшествует
этап дедифференцировки – потеря клетками спе-
циализированных внутриклеточных структур и
приобретение ими плюрипотентности (Wan et al.,
2012; Reichenbach, Bringmann, 2013; Islam et al., 2014;
Sifuentes et al., 2016). Дедифференцировка, про-
лиферация и приобретение плюрипотентности
являются ключевыми процессами, обеспечиваю-
щими второй этап – инициацию регенерации
сетчатки, тогда как успешное ее завершение (тре-
тий этап) требует наличия дополнительных фак-
торов, обеспечивающих программирование (в
случае стволовых/прогениторных клеток) или ре-
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программирование (в случае дифференцирован-
ных клеток) пролиферирующих клеток и их диф-
ференцировку с восстановлением нормальной
морфологической структуры сетчатки.

В процессе дедифференцировки клеток ак-
тивно участвуют макрофаги и микроглия, а так-
же задействованы внутриклеточные процессы
аутофагии и митофагии. Погибшие клетки вы-
свобождают во внеклеточную среду АТФ и АФК,
а макрофаги дополнительно секретируют про-
воспалительные цитокины – фактор некроза
опухоли альфа (TNF-alpha) и интерлейкин IL-1beta.
Эти факторы способны стимулировать активность
эндогенной микроглии сетчатки. TNF-alpha обес-
печивает дальнейшее усиление ОС, запуская экс-
прессию индуцибельной синтазы оксида азота
(iNOS) и НАДФН-оксидазы в микроглие и глие
Мюллера (Stevenson et al., 2010). Активированная
микроглия сетчатки, в свою очередь, также секре-
тирует провоспалительные цитокины, которые
вызывают гибель ганглиозных клеток (Dvoriant-
chikova, Ivanov, 2014). Предполагается, что в нор-
ме в ткани поддерживается равновесие между
провоспалительной/прооксидантной и антивос-
палительной/антиоксидантной системами, ко-
торое нарушается в сторону первой при повре-
ждении ткани (Fischer, Maier, 2015).

На молекулярном уровне прослеживается
сходство ответа клеток сетчатки на стресс, возни-
кающий у хвостатых амфибий и млекопитающих
при разных типах повреждений, вызванных от-
слоением сетчатки или повреждением зрительно-
го нерва. Это сходство проявляется в ремоделиро-
вании внеклеточного матрикса (Nabeshima et al.,
2013; Lenkowski, Raymond, 2014), активации генов
воспаления и клеточного стресса (Jarrett, Boulton,
2005; Haynes et al., 2013), усилении экспрессии
белков теплового шока (HSPs) (Nagashima et al.,
2011), активации протоонкогенов с-fos, c-myc, c-jun
и AP-1 комплекса, вовлеченных в иммунный от-
вет (Isenmann et al., 2003; Lu et al., 2003; Delyfer
et al., 2011; Belin et al., 2015; Mitra et al., 2019). Как
у амфибий, так и у млекопитающих, в РПЭ про-
исходит раннее блокирование экспрессии генов-
маркеров зрительного цикла (Rpe65, Lrat, Rdh5,
Rdh10, Rbp1) под действием провоспалительных
цитокинов TNFα и IL-1β (Chiba et al., 2006; Naka-
zawa et al., 2006; Kang et al., 2018).

Среди сигнальных белков, опосредующих ран-
ний клеточный ответ на повреждение (пролифера-
ция, фенотипические изменения) – продуцируе-
мые клетками сосудистой сети и РПЭ факторы ро-
ста FGF2, PEDF и VEGF, соотношение которых
важно для нормального функционирования сосу-
дистой сети, регуляции дифференцировки РПЭ,
поддержания пролиферации клеток-предшествен-
ников при регенерации сетчатки амфибий, а также
поддержания дифференцировки клеток РПЭ мле-

копитающих. У последних, вскоре после отслойки
нейральной части сетчатки от РПЭ, также усилива-
ется экспрессия гена FGF2 и соответствующих ре-
цепторов FGFR (Geller et al., 2001; Nakazawa et al.,
2006). Известна роль сигнальных путей IGF-1,
CNTF и TGFβ в процессе репрограммирования
клеток РПЭ у Urodela. IGF-1, как и FGF2, уско-
ряет пролиферацию и проявление пронейраль-
ной дифференцировки в клетках РПЭ (Bringmann
et al., 2009). В то же время TGFβ выполняет функ-
цию запрещающего фактора в отношении репро-
граммирования клеток РПЭ, а также ингибирует
пролиферацию РПЭ после отслойки сетчатки у
человека (Dieudonne et al., 2004).

Перечисленные регуляторные факторы в боль-
шей или меньшей степени зависят от состояния ре-
докс-системы клеток, а, следовательно, чувстви-
тельны к ОС. В частности, показано, что в условиях
стресса FGF2 перемещается в цитоплазму и ядра
клеток, что, по-видимому, обеспечивает их защиту
от апоптоза (Kostas et al., 2018). Миграцию белка
FGF2 в цитоплазму и ядра клеток наблюдали так-
же на ранних стадиях регенерации сетчатки у хво-
статых амфибий P. waltl (Маркитантова и др.,
2016). В условиях гипоксии и сопутствующего ей
ОС секреция клетками РПЭ ангиогенного факто-
ра VEGF-A увеличивается при одновременном
снижении секреции ангиогенного ингибитора
PEDF, что ведет, в частности, к неоваскуляриза-
ции при ВМД (Schlingemann, 2004; Solberg et al.,
2013). Перекись водорода индуцирует секрецию
TGFbeta в РПЭ и вызывает старение этих клеток
(Yu et al., 2009).

Помимо сходства в работе ряда сигнальных
путей, действие которых направленно на защиту
клетки от стресса, существуют эволюционно за-
крепленные функциональные различия страте-
гий клеточных процессов и морфогенеза у отда-
ленных видов позвоночных, объясняемые раз-
личиями в генетических программах регуляции
дифференцировки клеток сетчатки на уровне
транскриптома, генома, эпигенома и метаболо-
ма (см.: Bely, Nyberg, 2010; Cvekl, Mitton, 2010;
Fuhrmann, 2010; Solberg et al., 2013; Chung, 2016;
Sato et al., 2018; Dvoriantchikova et al., 2019). С по-
мощью технологии Cre-lox показано, что при реге-
нерации сетчатки у взрослого тритона активация
фактора транскрипции Pax6 определяет выбор
клетками РПЭ нейрального пути дифференци-
ровки с формированием полноценной сетчатки.
В то же время, выключение гена Pax6 в РПЭ три-
тона является причиной нарушений регенерации
сетчатки и возникновения структур мезенхимно-
го типа, аналогичных тем, которые наблюдаются
при повреждении сетчатки и последующем разви-
тии витреопролиферативной патологии у человека
in vivo (Casco-Robles, 2016). Существующие разли-
чия связаны не только с особенностями регуляции
дифференцировки клеток, но, прежде всего, нахо-
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дят объяснение в особенностях структурной орга-
низации генома у позвоночных (Abdullayev et al.,
2013; Nakamura et al., 2014; Bennis et al., 2015; Inami
et al., 2016; Elewa et al., 2017; Nowoshilow et al., 2018).

Процесс регенерации регулируется как на ло-
кальном (тканевом, внутриклеточном, генетиче-
ском), так и на системном (органном, организ-
менном) уровне (Бабаева, 1999; Aurora et al., 2014).
Таким образом, в одних случаях (рыбы, амфи-
бии), молекулярно-генетические и клеточные
процессы при повреждении или отслойке сетчат-
ки способствуют успешной регенерации, в других
(млекопитающие) – ведут к массовой гибели кле-
ток и фиброзному перерождению тканей (Chiba,
2014; Lenkowski, Raymond, 2014). Изучение меха-
низмов эндогенного контроля регенерации сет-
чатки и регенерационных ответов при ее повре-
ждении и патологиях нейральных тканей глаза у
разных позвоночных, а также дальнейшее накоп-
ление информации о ключевых регуляторах, зве-
ньях и генах-мишенях в системах регуляции, име-
ет фундаментальное значение. Понимание меха-
низмов восстановительных процессов в сетчатке
способствует развитию оптимальных стратегий
прикладного характера применительно к возмож-
ностям регенерации этой ткани у человека. Основ-
ные направления исследований возможностей ре-
генерации сетчатки позвоночных состоят в поиске
экзогенных и эндогенных клеточных источников
для восполнения пула клеток и разработке фарма-
кологических препаратов для лечения/восстанов-
ления сетчатки, в тех ситуациях, когда это может
быть осуществимо. Использование клеточных тех-
нологий заключается в попытках эксперименталь-
ного репрограммирования клеток-источников (ма-
лодифференцированных клеток, эмбриональных
стволовых, эмбриональных прогениторных клеток
сетчатки, индуцированных плюрипотентных (iPS)
клеток), получения на их основе органоидов и раз-
работки способов трансплантаций (Chen et al.,
2016; DiStefano et al., 2018; Llonch et al., 2018; Singh
et al., 2018). Различные экспериментальные подхо-
ды к регуляции пролиферации и активации про-
граммы нейрогенеза в клетках глии Мюллера ос-
нованы на стимуляции пролиферации экзоген-
ными факторами из числа сигнальных белков
Wnt, Notch, Hedgehog (Hamon et al., 2016), ис-
пользовании стратегий редактирования генома с
помощью CRISPR/Cas9 или за счет активации
внутриклеточных факторов транскрипции (Boda
et al., 2017; Campbell, Hyde, 2017). Клетки глии
Мюллера сетчатки взрослого человека, также как
РПЭ, проявляют свойства латентных нейральных
прогениторных клеток и в системе in vitro характе-
ризуются активностью факторов транскрипции –
маркеров характерных для ретинальных прогени-
торных клеток PAX6, SOX2, CHX10, NOTCH и
белка цитоскелета нестина (Bhatia et al., 2010).
Pax6 участвует в процессе нейродегенерации,

оказывая прямое влияние на сигнальные пути p53
и TGFbeta и косвенное – на редокс-чувствитель-
ные сигнальные пути. Нокаут гена Pax6 приводит
к усилению экспрессии антиоксидантных фер-
ментов каталазы и супероксиддисмутазы (Mishra
et al., 2015). В качестве факторов, поддерживаю-
щих регенерацию, рассматриваются некоторые ро-
стовые факторы, как например, CNTF (Leaver et al.,
2006), фактор пигментного эпителия (PEDF)
(Vigneswara et al., 2015), фактор роста гепатоцитов
(HGF) (Tonges et al., 2011), фактор гипоксии
(HIF-1α) (Cho et al., 2015), или их комбинации
(Logan et al., 2006). В сетчатке взрослых рыб в от-
вет на повреждение наблюдается усиление экс-
прессии ряда факторов роста – CNTF, EGF, FGF,
Notch-Delta, WNT (Hamon et al., 2016). Показана
возможность активации процесса регенерации
сетчатки у эмбрионов кур в результате перепро-
граммирования клеток РПЭ, под влиянием ком-
племента C3a, действующего через STAT3 путь. В
свою очередь, в ответ на повреждение и воспале-
ние под действием сигналов STAT3 в сетчатке за-
пускается цепь молекулярных событий, включаю-
щая возрастание экспрессии генов немедленного
реагирования IL-6, IL-8 и Tnf, генов сигнального
пути Wnt2b, факторов транскрипции Six3 и Sox2,
повышенная активность которых свойственна
стволовым и прогениторных клеткам (Haynes et al.,
2013). Среди основных факторов, инициирующих
пролиферацию и репрограммирование клеток
глии Мюллера в нейральном направлении: рас-
сматриваются интерлейкины (IL-6), TNF, метал-
лопротеазы внеклеточного матрикса (MMPs)
(Hamon, 2016). В сетчатке мышей, поврежденной
в результате действия нейротоксина, удается сти-
мулировать деление клеток глии Мюллера и ней-
рогенез в результате гиперэкспрессии гена Ascl1
(Jorstad et al., 2017). Данные о гипометилирован-
ном статусе ДНК в нативных высокоспециализи-
рованных клетках глии Мюллера рыб свидетель-
ствуют о возможности изменения фенотипа этих
клеток под действием внутренних и внешних
факторов, а также о роли эпигенетических меха-
низмов перепрограммирования клеток и регене-
ративных ответов клеток-источников тканей гла-
за (Powell et al., 2013).

Сигнальные пути FGF2, WNT, Delta-Notch во-
влечены в сеть взаимодействий, регулирующих
поведение клеток глии Мюллера в зависимости
от характера повреждения ткани сетчатки и воз-
раста позвоночных (Das et al., 2006; Lenkowski,
Raymond, 2014). Известно действие FGF2 в сти-
мулировании пролиферации и фенотипических
изменений клеток глии Мюллера у эмбриона кур
(Fischer, Reh, 2002). Активация сигнального пути
ретиноевой кислоты стимулирует регенерацион-
ные ответы (пластичность и пролиферацию) кле-
ток глии Мюллера и клеток краевой области сет-
чатки глаза у птиц (Todd et al., 2018). Добавление
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ингибитора WNT-рецепторов Frizzled-1 (CRD,
богатого цистеином домена) приводит к снятию
митогенного эффекта WNT3a на пролиферирую-
щие клетки глии Мюллера в эксплантатах сетчат-
ки взрослой крысы (Osakada et al., 2007). Приме-
нение блокатора сигнального пути Notch – DAPT
позволяет ингибировать изменения клеточного
фенотипа после повреждения сетчатки (Nakamu-
ra, Chiba, 2007). При использовании агонистов
ретиноевой кислоты в клетках глии Мюллера на-
блюдается возрастание уровня экспрессии ряда
маркерных для малодифференцированных кле-
ток генов транскрипционных факторов (Pax6,
Klf4, c-Fos), а при использовании соответствую-
щих антагонистов уровень экспрессии этих генов
снижается. В другой работе, на моделе поврежде-
ния фоторецепторов сетчатки у рыб Danio rerio
показано, что снижение уровня в сетчатке gam-
ma-аминомасляной кислоты (ГАМК) – главного
тормозного нейромедиатора центральной нерв-
ной системы, – с помощью антагониста ГАМКа-
рецепторов габазина является одним из пусковых
звеньев в инициации пролиферации клеток глии
Мюллера (Rao et al., 2017). Дедифференцировка и
индукция плюрипотентности клеток глии Мюл-
лера in vitro при их инкубации с внеклеточными
везикулами, полученными от эмбриональных
стволовых клеток, позволяют предполагать воз-
можность их активации для восстановления сет-
чатки и в условиях in vivo (Katsman et al., 2012).

Другая стратегия, заключающаяся главным
образом в нейропротекции, основана на актива-
ции потенциальных эндогенных механизмов, за
счет использования нейротрансмиттеров, их ан-
тагонистов, таргеттинга соответствующих рецеп-
торов (Williams, Dexter, 2014). Так, антагонисты
пуринэргических P2X рецепторов и агонисты ре-
цепторов аденозина A3R используются в качестве
нейропротекторов и регуляторов регенерации
сетчатки (Zhang et al., 2006). В основе такого под-
хода лежит блокирование поступления кальция в
клетки (Reichenbach, Bringmann, 2016), поскольку
избыток (дисбаланс) внутриклеточного кальция
является одной из причин усиленного образова-
ния АФК. Стимуляция клеток РПЭ агонистом
никотиновых ацетилхолиновых рецепторов акти-
вирует пролиферацию глии Мюллера и ее ней-
ральную дифференцировку у взрослых мышей
(Webster et al., 2019).

Роль редокс-системы (и в частности, роль
АФК) в инициации процесса регенерации сетчат-
ки не охарактеризована, а имеющиеся данные по
тканям глаза далеко не полны (Slack et al., 2004;
Love et al., 2013). Анализ транскриптома на на-
чальных стадиях регенерации хрусталика у трито-
на выявил повышение уровня экспрессии генов,
вовлеченных в регуляцию окислительно-вос-
становительного баланса – hmox1, fam213a, irg1,
serpin-b10 (Sousounis et al., 2013, 2014). На модели

повреждения зрительного нерва мыши обнару-
жено, что введение “перехватчика” свободных
радикалов спермидина снижает уровень апоптоза
и активность микроглии в зоне повреждения,
способствуя поддержанию регенерации нерва
(Noro et al., 2015).

Проблемы использования для регенерации
сетчатки у млекопитающих, в том числе челове-
ка, латентных экзогенных клеток со свойствами
“стволовости” все еще далеки от разрешения,
что обусловлено, во-первых, сложностью высо-
коорганизованной структуры сетчатки, во-вто-
рых, устойчивой тенденцией к формированию
рубцовой ткани (как, например, в случае проли-
феративной витреоретинопатии). Подходы, свя-
занные с трансплантацией клеток и рядом фар-
макологических воздействий, способны в тече-
ние какого-то времени после повреждения
сетчатки поддержать жизнеспособность клеток у
реципиента, тем самым отсрочив гибель, но не поз-
воляют восстановить структуру сетчатки у взрос-
лых млекопитающих и человека in vivo (Llonch
et al., 2018; Singh et al., 2018; Gasparini et al., 2019).
Существующие стратегии использования фарма-
кологических антиоксидантов при патологиях
нейральных тканей направлены на активацию
собственного регенеративного потенциала и ан-
тиоксидантных систем клеток, поддержание ней-
рогенеза. Использование эндогенного регенера-
ционного потенциала представляется наиболее
перспективным для регенеративной медицины. В
связи с этим особого внимания для регенерации и
нейропротекции сетчатки позвоночных заслужи-
вают исследования роли эндогенных редокс-си-
стем. В исследованиях этого направления модель
совершенной регенерации de novo сетчатки у хво-
статых амфибий является также одной из наибо-
лее удачных для выяснения роли эндогенных си-
стем ОС и антиоксидантной защиты в активации
процессов репрограммирования и поддержания
регенерации нейральной ткани.

При наличии видовых особенностей в страте-
гиях регенерации у разных позвоночных, консер-
ватизм ключевых сигнальных молекул, поддер-
живающих жизнеспособность клеток и баланс
между их гибелью и пролиферацией, а также ак-
тивирующих репрограммирование клеток-источ-
ников, позволяет предполагать общность ключе-
вых звеньев регенерационного ответа. Однако сто-
ит еще раз подчеркнуть существование возможных
различий в генетической регуляции сигнальных
путей, задействованных в активации/блокирова-
нии ответов клеток нейральных тканей глаза на
стресс у разных видов позвоночных. Так, показано
существование глобальных различий в экспрессии
большого числа генов в РПЭ млекопитающих при
моделировании ВМД сетчатки и при ее развитии у
человека, что обуславливает различия в работе
сигнальных путей, вовлеченных в патогенез этого
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заболевания (Bennis et al., 2015). Это подчеркива-
ет актуальность сравнительных исследований
влияния эндогенных систем ОС и антиоксидант-
ной защиты на процессы репрограммирования
клеток-источников, на их поведение и пластич-
ность, на поддержание жизнеспособности и реге-
нерации нейральных тканей глаза у объектов, с не-
равноценными регенеративными способностями
(хвостатые амфибии, млекопитающие). Развитие
этого направления будет способствовать выявле-
нию факторов успешной регенерации сетчатки у
хвостатых амфибий и использованию полученных
данных в разработке эффективных биомедицин-
ских подходов для активации эндогенных регене-
рационных ресурсов сетчатки у высших позво-
ночных (млекопитающих).

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы Президиума РАН “Биоразнообразие
природных систем” в рамках темы НИР № ИНГЗ
0108-2018-0005 и гранта РФФИ № 16-04-01114.
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The review examines the role of oxidative stress (OS) in the primary cell response of the neural eye tissues to
damage and degenerative processes. The shift of the redox balance (homeostasis) in the direction of oxidative
processes is the basis of OS. OS may be used as a part of the protective mechanism that initiates the processes
of healing and regeneration of damaged tissues. Disruption of the redox homeostasis and development of OS
trigger an inflammatory and immune responses in the retina. Release of ATP, calcium ions and reactive ox-
ygen species (ROS) into the extracellular space, attraction of exogenous immune cells, activation of endoge-
nous macro- and microglia, apoptosis of neurons are the main universal and conservative stress reactions in
all vertebrates. However, with the similarity of some elements of cellular and molecular processes there are
evolutionarily stable functional differences in the regenerative response of retinal cells, and the final result is
not equivalent in different species of vertebrates. It is determines the choice of the regeneration strategies: acti-
vation of endogenous stem/progenitor cells and/or reprogramming of differentiated cells (retinal pigment epi-
thelium, Müller glia). The identification of the key signaling pathways involved in OS realization of regenerative
responses of the damaged or pathological neural tissues contributes to the selection of optimal strategies for cell
and/or gene therapy to activate the endogenous regenerative potential of the neural retina in human.

Keywords: redox homeostasis, oxidative stress, reactive oxygen species, retina regeneration in vertebrates, en-
dogenous stem/progenitor cells, strategies of regeneration
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В обзоре, с использованием литературных и собственных данных, приведена информация о прове-
денных в разное время экспериментах с применением органотипического культивирования сетчат-
ки позвоночных животных и человека. Метод позволяет сохранять структуру и жизнеспособность
сетчатки, моделировать ряд ее патологических состояний, наблюдать за процессами развития, ре-
генерации и реконструкции, гибелью и ростом отростков нейронов. Помимо этого, органотипиче-
ское культивирование дает возможность воздействовать на все указанные процессы различными
регулирующими факторами, а также защитными/повреждающими агентами в строго заданных
концентрациях и при контролируемых условиях. Особое внимание уделено поведению клеток ре-
тинального пигментного эпителия, фоторецепторных клеток, глиальных клеток Мюллера, гангли-
озных клеток и их аксонов, то есть тем клеточным популяциям, которые чаще всего затрагиваются
в случаях различных патологических состояний и заболеваний сетчатки. Отдельный раздел посвя-
щен активно развиваемым сегодня производству и культивированию так называемых органоидов
сетчатки. Направление сулит возможности для трансплантации клеток сетчатки, проведения экс-
периментов по генотерапии, а также тестированию офтальмологических фармакологических пре-
паратов.

Ключевые слова: позвоночные, сетчатка, культивирование, регенерация, реконструкция, органоиды
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ВВЕДЕНИЕ
Клеточные культуры in vitro являются важным

инструментом в исследованиях отдельно взятых
клеточных популяций в условиях их изоляции, и
существенным дополнением к экспериментам,
проводимым in vivo. Клеточные культуры позволя-
ют изучать жизнеспособность, морфологию, пове-
дение, функцию клеток и их популяций, а также
влияние на эти процессы различных субстанций,
обладающих токсическим, защитным или регуля-
торным действием. Помимо этого, клеточное куль-
тивирование – незаменимый инструмент в изуче-
нии молекулярных факторов регуляции пролифе-
рации и дифференцировки клеток, изменений или
конверсий клеточного фенотипа. Ну и, наконец,
культивирование клеток in vitro – инструмент про-
изводства и накопления популяций стволовых
или малодифференцированных клеток для самых
различных нужд современной биомедицины.

Несмотря на все преимущества клеточного
культивирования, изолированные, высаженные
in vitro клетки, лишены привычного окружения и

влияний со стороны прилежащих тканей. Это,
как известно, является определенным препят-
ствием для экстраполяции получаемых сведений на
ситуацию in situ. В этой связи в последние два деся-
тилетия большое внимание уделяется органотипи-
ческому культивированию, являющемуся более
адекватным для симуляции условий целого орга-
низма, поэтому часто в литературе эта технология
расценивается как “in vivo-like in vitro technology”
(Schutgens et al., 2016), а культивируемая ткань как
“in vivo-like in vitro model” (Cho et al., 2018). В значи-
тельной степени это касается нейральной ткани,
при изучении которой очень важно сохранение
существующей исходно сложной структурной и
синаптической организации (Humpel, 2015).

Сетчатка глаза позвоночных животных явля-
ется сложным сенсорным органом, в обеспече-
нии функции которого принимают участие раз-
личные типы нейронов, глиальные клетки, а так-
же ретинальный пигментный эпителий (РПЭ)
(Hoon et al., 2014). Основные типы клеток сетчат-
ки имеют широкий ряд подтипов, организован-

УДК 57.085.23

ОБЗОРЫ



36

ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 1  2020

НОВИКОВА и др.

ных в сложный, формирующийся в развитии кле-
точный ансамбль, где взаимодействие осуществля-
ется благодаря большому числу нейральных и
межклеточных связей (Amini et al., 2018). Это об-
стоятельство требует от исследователей использо-
вания в работе ткани сетчатки целиком (“whole-
mount”), без клеточного разобщения и разрушения
ее нативной структуры. Этому условию соответ-
ствует органотипическое культивирование сетчат-
ки, привлекающее в настоящее время большое
внимание.

МЕТОД ОРГАНОТИПИЧЕСКОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА

Термин “органотипический” впервые был ис-
пользован в 1954 г. при описании дифференциров-
ки развивающейся сетчатки глаза цыпленка in vitro
(Reinbold, 1954). В ходе развития метода помимо
стационарной культуры целой сетчатки или ее
срезов стали использовать технику ротационного
органотипического культивирования во вращаю-
щихся трубках или культуральных флаконах
(Gähwiler, 1988; Braschler et al., 1989; Gähwiler et al.,
1997, 2001; Victorov et al., 2001). Такой способ, бла-
годаря перманентному поступлению при враще-
нии свежей порции среды к ткани, обеспечивал
большую ее сохранность, а также увеличение сро-
ков культивирования (рис. 1).

Органотипическое культивирование является
незаменимым инструментом в исследованиях ме-

ханизмов развития, регенерации сетчатки и со-
ставляющих их процессов – клеточной пролифе-
рации, миграции, дифференцировки, а также
морфогенеза (Amini et al., 2018). В ходе исследова-
ний оказалось возможным культивировать цели-
ком глазные бокалы 2–5-ти дневных куриных и
перепелиных эмбрионов в течение двух суток
(Halfter, Deiss, 1986). На протяжении шести суток
культивировали сетчатки 5–6-ти дневных эмбри-
онов кур вместе с РПЭ и без него (Liu et al., 1988).
Сетчатку неонатальных кроликов культивирова-
ли на протяжении двух недель (Germer et al., 1997;
Pinzon-Duarte et al., 2000), а эксплантаты сетчат-
ки неонатальных мышей, помещенные в бессы-
вороточную среду – четыре недели (Caffe et al.,
1993; Ogilvie et al., 1999). Часто применяли куль-
тивирование радиальных срезов сетчатки различ-
ной толщины, полученных как от высших, так и
низших позвоночных животных (Mack, Fernald,
1991; Feigenspan et al., 1993; Sassoe-Pognetto et al.,
1996).

Сегодня органотипическое культивирование
сетчатки wholemount широко используется для
самых различных целей, в том числе для морфо-
логических, биохимических и фармакологиче-
ских исследований этой ткани (см. обзор Li et al.,
2018). Условия органотипического культивирова-
ния применяют для проведения генно-инженер-
ных манипуляций (Moritoh et al., 2010), в частности
переноса генов, способных транзитно экспресси-
роваться в клетках культивируемой сетчатки

Рис. 1. Этапы органотипического ротационного культивирования сетчатки глаза. 1 – микрохирургическое выделение
сетчатки: а – изоляция переднего сектора глаза, б – сетчатка в составе задней стенки глаза и ее изоляция (стрелка); 2 –
помещение образцов в холодную среду культивирования; 3 – экспозиция изолированных сетчаток в среде при посто-
янном вращении; 4 – замкнутая сфера сетчатки крысы по окончании экспозиции.

1
а б

3

2

4
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(Moritoh et al., 2013). И, наконец, органотипиче-
ское культивирование позволяет проводить мно-
гочисленные фармакологические испытания, в
ходе которых можно строго контролировать усло-
вия тестирования препаратов, обладающих про-
текторным, либо токсическим эффектом.

Здесь следует напомнить, что офтальмологи-
ческие препараты чаще всего тестируются in vivo
на кроликах, кошках, собаках, свиньях и обезья-
нах (Shafaie et al., 2016). Органотипические куль-
туры являются незаменимой альтернативой этим
экспериментам, экономичны в отношении объе-
мов тестируемых веществ, позволяют значитель-
но снизить число используемых в эксперименте
животных. В экспериментах на сетчатке позво-
ночных удалось выявить эффективность различ-
ных факторов в увеличении жизнеспособности и
снижении риска повреждения нейронов. Среди
таких веществ отмечены ростовые факторы, ней-
ротрофины, цитокины (LaVail et al., 1998), белки
клеточной адгезии (Rattner et al., 2001), а также
антиокисиданты (Grigoryan et al., 2012).

Как указано выше, во многих работах на сет-
чатке позвоночных был использован материал,
полученный от развивающихся животных, фор-
мирование сетчатки глаза у которых еще не завер-
шено. В экспериментах, проведенных с помощью
органотипического ротационного культивирова-
ния, мы использовали изолированную сетчатку
wholemount взрослых животных, c целью изуче-
ния ее способности к регенерации и/или рекон-

струкции (Новикова и др., 2010; Grigoryan et al.,
2016), а также факторов, потенциально способ-
ных увеличивать клеточную жизнеспособность
(Новикова, 2010; Grigoryan et al., 2012, 2013).

СТРОЕНИЕ СЕТЧАТКИ И КЛЕТКИ 
ИСТОЧНИКИ ЕЕ ВОССТАНОВЛЕНИЯ

В контексте данной статьи необходимо коротко
остановится на строении сетчатки глаза. Сетчатка
является частью ЦНС, обеспечивает получение,
обработку зрительной информации и передачу ее в
соответствующую область мозга (Dowling, 2012).
Для выполнения подобных функций сетчатка вы-
соко организована. У позвоночных она инверти-
рована: свет должен пройти через все слои сетчат-
ки для того чтобы достичь фоторецепторов – ос-
новных акцепторов света. В эволюционном ряду
позвоночных животных сетчатка имеет общий и
универсальный план строения. Схематично по-
слойная организация сетчатки выглядит следую-
щим образом (рис. 2). Снаружи она выстлана сло-
ем пигментированных эпителиальных клеток –
РПЭ, взаимодействующих с фоторецепторами
сетчатки и обеспечивающих совместно с ними
восприятие света и его обработку для передачи по
зрительному каскаду. Каскад, в свою очередь,
обеспечивается клетками ядерных (наружный и
внутренний, НЯС и ВЯС) и сетчатых (наружный и
внутренний, НСС и ВСС) слоев, а также ганглиоз-
ными клетками, отсылающими свои отростки (ак-
соны) в зрительный нерв. НЯС представлен тела-

Рис. 2. Строение сетчатки на гистологическом срезе (а) и в схематическом изображении основных клеточных типов (б).
Из: Gramage, Hitchcock, 2014 (с модификациями).
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ми фоторецепторных клеток, а ВЯС – телами ин-
тернейронов – биполярами и амакриновыми
клетками, а также рядом горизонтальных клеток.
НСС содержит отростки фоторецепторов, взаи-
модействующие с отростками интернейронов, а
ВЯС состоит из отростков интернейронов во вза-
имодействии с отростками ганглиозных клеток.

Мюллеровская глия является единственной по-
пуляцией макроглиальных клеток в составе сетчат-
ки. Клетки Мюллера пронизывают толщу сетчат-
ки, обеспечивают механическую ее поддержку, по-
сылая свои длинные отростки наружу и вовнутрь,
участвуют в формировании наружной и внутрен-
ней пограничных мембран сетчатки (MacDonald
et al., 2015). Помимо этого, клетки Мюллера обес-
печивают трофическую поддержку всех без исклю-
чения ретинальных нейронов (Reichenbach, Bring-
mann, 2013) и служат световосприятию (Franze et al.,
2007).

Отдельно необходимо остановиться на клетках –
источниках восстановления сетчатки. Вопрос –
существенный в аспекте наших исследований с
использованием органотипического культивиро-
вания, однако слишком широкий для подробного
изложения в данной статье. Спектр эндогенных
клеток источников восстановления сетчатки опи-
сан в литературе последних лет (Jeon, Oh, 2015;
Chohan et al., 2017; Григорян, 2018, 2019). В сетчат-
ке глаза к категории клеток, которые в зависимо-
сти от вида и возраста животных потенциально
могут или реально участвуют в восстановлении
сетчатки, относят клетки цилиарной области гла-
за. У низших позвоночных животных это – цили-
арная маргинальная зона – ЦМЗ, а у высших –
область края сетчатки и цилиарного тела. Поми-
мо этого, регенерационный ресурс представляют
РПЭ и клетки Мюллера. Последние расценива-
ются как наиболее перспективные для регенерации
сетчатки высших позвоночных и человека (см. об-
зор: Григорян, 2019). Еще одним важным меха-
низмом восстановления сетчатки является рост
нейральных отростков и восстановление синап-
тических связей между различными типами ней-
ронов в поврежденной сетчатке. Изучению этого
механизма также значительно способствует ме-
тод органотипического культивирования сетчат-
ки (Al-Ali et al., 2017).

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ СЕТЧАТКИ НИЗШИХ 

ПОЗВОНОЧНЫХ ЖИВОТНЫХ
В исследованиях, применявших органотипи-

ческое культивирование сетчаток низших позво-
ночных, в качестве объектов использовали рыб,
хвостатых и бесхвостых амфибий. Работ таких не-
много, что, по-видимому, обусловлено легкой
доступностью этих животных для исследований
in vivo. Тем не менее, как мы увидим ниже, и они

вносят свой существенный вклад в изучение вос-
становительных возможностей сетчатки.

Культивирование срезов сетчатки взрослых
костистых рыб в течение 5 дней позволило обна-
ружить, что in vitro сохраняются не только основ-
ные морфологические свойства ткани, в частно-
сти стратификация, но и присущие нормальной
сетчатке основные, выявляемые иммунохимиче-
ски, клеточные типы. Более того, были обнаружены
признаки регенерации сетчатки – рост клеток ЦМЗ
с периферии, а также пополнение фоторецепторно-
го слоя за счет клеток предшественников, локали-
зующихся во ВЯС. Динамика пролиферации кле-
ток ЦМЗ по результатам тимидиновой радиоавто-
графии оказалась сходной с наблюдаемой in vivo,
также, как и появление в НЯС имеющих фоторе-
цепторный иммунофенотип новых клеток. Они
были потомками клеточного источника, локализу-
ющегося в ВЯС (Mack, Fernald, 1991, 1992). Позже,
органотипическое культивирование изолирован-
ной сетчатки рыб Danio rerio позволило изучить не-
которые детали восстановления сетчатки за счет
глиальных клеток Мюллера (Lahne et al., 2017). Ре-
генерация поврежденной ярким светом сетчатки
происходила благодаря входу клеток Мюллера в
клеточный цикл, производству ими клеток-по-
томков и их последующей дифференцировке в
утерянные при облучении светом фоторецепто-
ры. При этом имела место интеркинетическая
миграция клеток-потомков Мюллеровских клеток
из ВЯС в НЯС. Проследить за этим интересным
процессом, являющимся важным, но до последне-
го времени малопонятным этапом регенерации,
удалось благодаря предварительному мечению
клеток флуоресцентной меткой (Tg[gfap:nGFP]), а
также использованию мультифотонной прижиз-
ненной микроскопии. В этом же эксперименте на
основании полученных данных прижизненной ре-
гистрации миграции клеток Мюллера была оце-
нена динамика их движения вдоль наружной и
внутренней ограничивающих мембран сетчатки
(Lahne et al., 2017). На эксплантатах сетчатки золо-
той рыбки (Carassius auratus), находящихся in vitro в
течение 5 сут, протестировано действие на рост
аксонов ганглиозных клеток таурина и серотони-
на. Отметим, что рост аксонов – один из важных,
постоянно исследуемых механизмов восстанов-
ления сетчатки. Результаты показали увеличение
скорости процесса при добавлении таурина и
снижение в присутствии в среде культивирова-
ния серотонина (Matus et al., 1997).

Примеров органотипического культивирова-
ния сетчатки бесхвостых амфибий немного. При
использовании в культуре сетчатки шпорцевой
лягушки Xenopus laevis, удалось установить, что
после разобщения нейральной сетчатки и РПЭ в
течение 3 часов происходит возвращение утра-
ченных при выделении ткани взаимодействий
фоторецепторных и клеток РПЭ. Это происходи-



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 1  2020

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЕ 39

ло благодаря быстрому восстановлению, имею-
щих место in situ нативных свойств РПЭ, в част-
ности адгезивных, ключевых при взаимодей-
ствии апикальных отростков РПЭ с наружными
сегментами фоторецепторов (Defoe, Easterling,
1994). Органотипическое культивирование сет-
чатки Xenopus laevis в составе задней стенки глаза,
т.е. вместе с подстилающими сетчатку РПЭ, хо-
роидальной и склеральной оболочками, позволи-
ло подтвердить пригодность этой модели для ана-
лиза процесса восстановления взаимодействия
клеток РПЭ и фоторецепторов. В результате были
оценены не только жизнеспособность клеток на-
ружной сетчатки, но и поведение белков свето-
трансдукции аррестина и трансдуцина (Reidel et al.,
2006).

Мы проводили органотипическое роллерное
культивирование сетчатки тритона Pleurodeles
waltl (Urodela) (Новикова и др., 2010). Исследова-
ние было направлено на выяснение способов ре-
генерации и участие в ней внутренних источни-
ков сетчатки у этих животных в отсутствие РПЭ.
Последний при этом хорошо известен как основ-
ной источник клеток сетчатки для восстановле-
ния у тритонов после ее удаления, перерезки зри-

тельного нерва и отслойки сетчатки in vivo (Keefe,
1973; Mitashov, 1996, 1997, Grigoryan, 2012). Оказа-
лось, что выбранные условия длительного куль-
тивирования (в пределах одного месяца) индуци-
руют активацию, пролиферацию и миграцию
клеток – внутренних источников регенерации
нейральной сетчатки, а также рост нейральных
отростков жизнеспособных нейронов. Поскольку
сетчатку выделяли без РПЭ, восстановление мог-
ло происходить только за счет собственного кле-
точного ресурса нейральной сетчатки – клеток
ЦМЗ, биполяро-подобных клеток и, возможно,
клеток Мюллера (Григорян, 2019). Детали выде-
ления нейральной сетчатки и длительного процесса
культивирования как такового описаны в статьях
(Новикова и др., 2010; Grigoryan et al., 2016).

При ротационном органотипическом культи-
вировании in vitro вначале в результате смыкания
краев (периферии) сетчатки тритона формирова-
лись замкнутые структуры – сфероиды с обращен-
ным наружу фоторецепторным слоем (рис. 3). Че-
рез 2 недели, несмотря на гибель отдельных фото-
рецепторов и клеток внутренней сетчатки, в
образованных сфероидах сохранялась послойная
организация. Вблизи зоны смыкания сфероида в

Рис. 3. Сетчатка тритона, экспонированная в условиях ротационного органотипического культивирования. Общий
вид через две (а) и четыре (б) недели культивирования. Стрелки указывают на область смыкания сфероида и область
выхода зрительного нерва (а), масштабный отрезок: 500 мкм; в – митозы во внутреннем ядерном слое сетчатки (стрел-
ки), масштабный отрезок – 20 мкм; г – клетки, имеющие фенотип нейробластов, среди исходных нейронов внутрен-
ней части сетчатки (стрелки), масштабный отрезок – 10 мкм.

(а) (б)

(в) (г)
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НЯС и ВЯС обнаруживались многочисленные
митозы. В НЯС митотические клетки располага-
лись среди тел фоторецепторов, а в ВЯС – часто
вблизи длинного отростка клеток Мюллера (Но-
викова и др., 2010; Grigoryan et al., 2016).

На полутонких срезах была очевидной гипер-
трофия клеток Мюллера, выражающаяся в значи-
тельном увеличении размеров ядер, числа ядры-
шек и толщины длинных отростков этих клеток. В
этой популяции отдельные клетки также находи-
лись в митотической фазе. Через 2 нед. культиви-
рования в центральной области сетчатки, далекой
от периферии, были видны потоки мигрирующих
из ВЯС в НЯС клеток, и также многочисленные
митозы. Все это явилось свидетельством активного
участия внутреннего резерва регенерации сетчатки
тритона – клеток ЦМЗ, а также, возможно, лока-
лизующихся в ВЯС потомков клеток Мюллера и
биполяро-подобных клеток (Новикова и др., 2010).

Через 4 нед. культивирования сетчатки трито-
на происходило смешение ВЯС и НЯС, прораста-
ние нейральных отростков клеток в полость сфе-
роида. Клетки в митотической фазе встречались
чаще, чем через 2 нед. В результате значительная
часть клеток в таких сфероидах, проанализиро-
ванных на сериях полутонких срезах, имела ха-
рактерные признаки нейробластов (рис. 3г).

Таким образом, в процессе длительного органо-
типического культивирования in vitro, неизбежно
сопровождающегося ограниченной клеточной ги-
белью, в частности в популяции фоторецепторных
клеток, имеют место восстановительные процессы
и реконструкция взрослой нейральной сетчатки
(вне РПЭ), использующая у тритона внутренние
клеточные источники и механизмы для восстанов-
ления.

Исследование сетчатки тритона в ходе органо-
типического культивирования с помощью моле-
кулярных методов подтвердило полученные нами
морфологические сведения. О наличии значитель-
ного числа малодифференцированных клеток в
культивируемой в течение 4-х нед. сетчатке трито-
на свидетельствовали данные исследования, вы-
полненного с помощью ПЦР. Была обнаружена
высокая экспрессия генов, кодирующих ßII тубу-
лин (ßII-tub) и нуклеостемин (Ns) (белков – мар-
керов низкого уровня дифференцировки). Парал-
лельно были выявлены транскрипты регуляторно-
го фактора Fgf2, ответственного за клеточную
дедифференцировку и пролиферацию (Новикова,
2010; Маркитантова и др., 2014).

На данной модели было проведено также опре-
деление эффективности митохондриального ан-
тиоксиданта SkQ1 в поддержании жизнеспособно-
сти, пролиферативной активности и способности
к изменению фенотипа клеток. Отличия от кон-
троля (без внесения фактора в среду) выражались
не только в увеличении численности жизнеспо-

собных клеток, но и общем уровне пролифератив-
ной активности, и дедифференцировки клеток
культивируемых сетчаток. Через 30 дней культи-
вирования число дедифференцированных кле-
ток, в присутствии SkQ1 в среде, в некоторых слу-
чаях достигало 80% от общего числа клеток (Но-
викова, 2010).

С использованием органотипического культи-
вирования изучен еще один аспект регенерации
сетчатки у тритонов (Cynops pyrrhogaster), а имен-
но роли взаимодействия РПЭ с подлежащими
тканями – хороидальной и склеральной оболоч-
ками, входящими с состав задней стенки глаза, в
регенерации нейральной сетчатки не из соб-
ственного внутреннего резерва, а из клеток РПЭ
(Mitsuda et al., 2005). Обнаружено, что хороидаль-
ная (сосудистая) оболочка необходима для осу-
ществления процесса регенерации. Изолирован-
ный от хороида РПЭ не пролиферировал, но в
присутствии сосудистой оболочки, даже будучи
отделенным от нее мембранным фильтром, мог
проявить свои регенераторные возможности –
пролиферацию и трансдифференцировку в клет-
ки сетчатки. Исследование роли ростовых факто-
ров, источником которых мог быть хороид – Fgf2
и Igf1, указало на ведущую роль Fgf2, а Igf1 мог
воздействовать на инициацию и прогресс регене-
рации сетчатки из РПЭ только совместно с Fgf2.
По данным ПЦР в реальном времени, имело ме-
сто увеличение экспрессии в тканях задней стен-
ки глаза генов, кодирующих оба этих фактора,
вскоре после удаления сетчатки. Это подтвержда-
ло предположение о роли хороида, как источника
факторов, в регенерации сетчатки у тритона за
счет клеток РПЭ (Mitsuda et al., 2005).

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ СЕТЧАТКИ ПТИЦ
Модели культивированной сетчатки птиц в

основном применяли для решения вопросов, свя-
занных с развитием этой ткани. При этом часто
использовали срезы и реагрегационные (форми-
рующиеся из клеточной суспензии) культуры сет-
чатки эмбрионов цыпленка. Так, работа на срезах
эмбриональной сетчатки цыпленка в условиях
ротационного культивирования определила, что
модель полностью удовлетворяет задачам иссле-
дования – изучению дифференцировки нейро-
нов и глиальных клеток сетчатки. Более того на
модели было успешно изучено дозо-зависимое
действие на ретиногенез блокатора Na+ каналов,
мексилетина, подтверждающее пригодность мо-
дели также для токсикологических исследований
(Hoff et al., 1999). Изолированную сетчатку цып-
ленка (Е6) культивировали органотипически при
постоянном вращении, что обеспечило хорошую
ее жизнеспособность и позволило провести дроб-
ную фиксацию образцов в течение трех недель для
иммунохимического изучения хода развития. Ин-



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 1  2020

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЕ 41

тересным наблюдением явилось развитие фоторе-
цепторов в отсутствие РПЭ. С помощью электрон-
ной микроскопии был обнаружен рост наружных
отростков фоторецепторных клеток вне контакта с
пигментированным эпителием сетчатки (Thangaraj
et al., 2011).

Прицельное исследование роли ростовых фак-
торов в развитии сетчатки цыпленка было прове-
дено с помощью использования блокатора их
действия сурамина (suramin) (Cirillo et al., 2001).
Культивирование эмбриональной сетчатки цып-
ленка в течение суток в присутствии сурамина
(50–200 мкM) приводило к подавлению проли-
ферации, клеточной дезинтеграции и нарушению
формирования наружной пограничной мембра-
ны. Проявление эффекта сурамина оказалось до-
зозависимым и могло быть нивелировано присут-
ствием в среде FGF-2, что подтверждало ведущую
роль этого ростового фактора в развитии сетчатки
позвоночных.

Широкая серия работ проведена на реагрега-
ционных культурах сетчатки цыпленка с целью
выявления закономерностей развития и восста-
новления сетчатки, а также влияния на этот про-
цесс различных факторов (Layer, Willbold, 1989;
Wolburg et al., 1991, Willbold, Layer, 1992). При та-
ком подходе реагрегационные культуры могли
быть получены, элиминируя (или напротив, со-
храняя), те или иные области сетчатки при ее вы-
делении (брались только центральная область
сетчатки, сетчатка с краевой (ЦМЗ) зоной, сет-
чатка вне и с РПЭ). Так, при сохранении при вы-
делении сетчатки ЦМЗ вместе с прилежащими
пигментированными клетками, в формирующих-
ся ретинотипических стратифицированных сфе-
роидах при реагрегации клеток сетчатки цыплен-
ка стадии Е9 были обнаружены скрытые регене-
рационные возможности этой ростовой области
глаза. В течение длительного времени наблюда-
лась пролиферация и дифференцировка клеток
ЦМЗ, тогда как процесс пополнения сетчатки за
счет этого источника in vivo подавляется уже на
стадии Е4 (Willbold, Layer, 1992). При этом клетки
ЦМЗ в пролиферативной фазе с образованием
нейронов сетчатки de novo находились долго. Этот
период сопровождался присутствием в ЦМЗ бу-
тирилхолинэстеразы – фермента, экспрессия ко-
торого находится в корреляции с фазой перехода
клеток от пролиферации к дифференцировке. В
результате был сделан важный вывод, что потен-
ции клеток ЦМЗ к пролиферации и пополнению
клеточного состава сетчатки цыпленка сохраня-
ются как минимум до стадии Е9 (Willbold, Layer,
1992). Роль периферической части РПЭ в гистоге-
незе ретинотипических стратифициованных сфе-
роидов была исследована в работе (Wolburg et al.,
1991). Авторам удалось выяснить, что корректная,
сопоставимая с нормальной in vivo послойная ор-
ганизация, а также рост отростков клеток глиаль-

ных клеток Мюллера и формирование при их уча-
стии ограничивающих наружной и внутренней
мембран, зависят от наличия в реагрегационных
культурах клеток РПЭ.

Так же как это было показано в отношении ро-
ли хороидальной оболочки в регенерации сетчат-
ки из клеток РПЭ у тритона, существенная роль
этой структуры была установлена в стимуляции
роста отростков нейральных клеток при культи-
вировании диссоциированных клеток экспланта-
тов сетчатки цыпленка. Действие экстракта хоро-
ида глаза цыпленка (Е18) сравнивали с действием
хорошо известного нейротрофического фактора
CNTF. Для обоих факторов был обнаружен как
стимулирующий эффект, так и дозовая зависи-
мость роста аксонов от концентраций факторов в
среде (Carri et al., 1994). Это дало основание пред-
полагать, что сосудистая оболочка обладает ши-
роким набором факторов, имеющих сигнальное и
трофическое значение при регенерации и разви-
тии сетчатки глаза амфибий и птиц.

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ

СЕТЧАТКИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Для млекопитающих инструмент органотипи-

ческого культивирования оказался не менее эф-
фективным для решения многих вопросов, свя-
занных с развитием и регенерацией сетчатки. Бы-
ло показано (Pinzón-Duarte, 2000), что сетчатка
неонатальных, рождающихся слепыми мышей,
находится в состоянии гистотипического разви-
тия, не только успешно переживает условия экс-
плантации и культивирования, но и демонстри-
рует завершение формирования слоев и клеточ-
ных типов, аналогично сформированным in vivo.
Интересно, что для развития фоторецепторов и
наружной пограничной мембраны оказался не-
обходим РПЭ, который, однако, не требовался
для правильного развития внутренней сетчатки,
дифференцировки ее клеток, роста отростков
нейронов и синаптогенеза (Pinzón-Duarte, 2000).
Известны также наблюдения, свидетельствую-
щие о том, что развитие сетчатки неонатальных
мышей может успешно происходить и в бессыво-
роточной среде (Caffe et al., 2001).

Что касается культивирования сетчатки пост-
натальных мышей, то в этом случае в среде без
сыворотки не только сохраняется ее, уже в основ-
ном сформированная структура, но и наблюдает-
ся продолжающийся рост нейральных отростков,
хотя и обнаруживаются потери в популяции кле-
ток НЯС (Caffe et al., 2001). В работе (Bandyopad-
hyay, Rohrer, 2010) органотипическое культивиро-
вания сетчаток постнатальных мышей также не
препятствовало нормальному развитию ткани, в
частности формированию фоторецепторов. Ткань
сетчатки была помещена в условия органного
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культивирования на стадии Р7, когда ВЯС был
сформирован, но предшественники палочек еще
не завершили активную миграцию в сторону НЯС,
в слой, полное формирование которого заверша-
ется на стадиях Р10–Р12. In vivo в дальнейшем про-
исходит рост наружных отростков фоторецепто-
ров и становление сетчатых слоев. После 11 дней
культивирования in vitro сравнение проводилось с
тканью сетчатки при нормальном развитии in vivo
на стадии Р18, когда в целом гистогенез сетчатки
мыши завершается. Сравнение продемонстриро-
вало не только сохранение структуры сетчатки,
сформированной до срока помещения ткани в
культуру, но и дальнейшее корректное формиро-
вание НЯС. В дополнение к этим результатам бы-
ла выявлена продукция 11-цис ретиналя клетка-
ми РПЭ, обеспечивающего поддержку развития
колбочек и сигнальную фототрансмиссию (Ban-
dyopadhyay, Rohrer, 2010).

В течение 10 дней были культивированы экс-
плантаты сетчаток развивающихся (стадии P3 и
P10) и взрослых (P60) мышей. Была выявлена
лучшая жизнеспособность нейронов сетчатки,
полученной от развивающихся мышей по сравне-
нию с сетчаткой взрослых животных. Методы ци-
тофлуориметрии и иммуноцитохимии помогли
установить уровень клеточной гибели, а также ее
связь с объемами и распределением в сетчатке кле-
ток микроглии/макрофагов – популяции, пред-
ставляющей систему фагоцитов, объемы которой
могут свидетельствовать об уровне дегенерации
сетчатки (Ferrer-Martin et al., 2014).

Органотипическое длительное (до 2–3-х нед.)
культивирования развивающейся сетчатки гры-
зунов представляется в настоящее время удобной
моделью для проведения ретровирусной транс-
фекции. Главным направлением этих исследова-
ний являются попытки переноса генов в рети-
нальные прогениторы для понимания роли тех
или иных регуляторных транскрипционных фак-
торов в дифференцировке и последовательности
созревания определенных специфических кле-
точных типов сетчатки (Hatakeyama, Kageyama,
2002; Zhang et al., 2002).

Существуют примеры успешного органотипи-
ческого культивирования сетчаток не только эм-
брионов или постнатальных мышей, но и полу-
ченных от взрослых особей. Так в работе (Müller
et al., 2017), проведенной с использованием имму-
нохимии и ПЦР анализа, удалось показать, что
условия in vitro способны поддерживать ткань ми-
нимум в течение 10 дней. Обнаружилось также,
что в первые 4 дня имеют место характерные из-
менения, в частности активация клеток Мюлле-
ра, изменения фоторецепторных отростков, а
также сети нейритов биполярных клеток.

Мы предприняли попытку ротационного ор-
ганотипического культивирования изолирован-

ной целой (без РПЭ) сетчатки взрослой (2 мес.)
крысы в течение 10 сут. Подробно процедуры вы-
деления, культивирования и последующего ана-
лиза описаны в статье (Новикова и др., 2010). К
концу культивирования сетчатка крысы сохраня-
ла жизнеспособность, но претерпевала значи-
тельные морфологические изменения. Сетчатки
крысы in vitro образовывали сфероиды разной
степени закрытия. Последнее определяло жизне-
способность клеток. В открытых сфероидах при
сохранении послойной организации клеточная
гибель была высокой, отсутствовали признаки
пролиферации не нейрональных клеток, а рези-
дентные макрофаги активно заселяли запустева-
ющий в результате гибели клеток ганглиозный
слой. Резидентные макрофаги в сетчатке крысы
входят в относительно большую гетерогенную
популяцию микроглиальных клеток и макрофа-
гов, различающихся в зависимости от состояния
сетчатки распределением по ее толще, по экс-
прессии некоторых антигенов, а также морфоло-
гически (Chang et al., 2005). Мы опирались на
морфологические характеристики, значительно
отличающие эти клетки от других клеток сетчат-
ки (крупные размеры, округлая или амебоидная
форма клеток).

В случае полного закрытия сфероида сетчатки
крысы инициировались реорганизация в ткани и
клеточные ответы, свидетельствующие о рекон-
струкции (рис. 4). Тела обращенных наружу фо-
торецепторных клеток теряли отростки, частично
гибли и смещались во внутреннюю часть сферои-
да, в результате чего клетки ВЯС оказывались в
наружной его части, вблизи наружной погранич-
ной мембраны. Такое поведение клеток наблюда-
ется у крыс и при иллюминации ярким светом
(Grigoryan et al., 2016). Клетки ганглиозного слоя
сохраняли при этом прежнюю локализацию. Тела
клеток в толще сфероида, обладали высокой жиз-
неспособностью, а некоторые (не нейрональные)
клетки и митотической активностью: на каждом
из серийных срезов таких сфероидов мы обнару-
живали 1–3 картины митотических делений.
Изучение клеток в фазе М и их локализации сви-
детельствовало о том, что пролиферативной ак-
тивностью обладают две клеточные популяции:
крупные макрофагальные клетки и отдельные
мелкие клетки, принадлежащие ВЯС (рис. 4в, 4г).
Последние представляли собой с высокой веро-
ятностью активированные клетки Мюллера, по-
пуляции – потенциального источника регенера-
ции клеток сетчатки, в частности, фоторецепто-
ров у мышей (Jorstad et al., 2017).

Таким образом, данные полученные с помо-
щью органотипического культивирования сет-
чатки взрослых крыс, свидетельствуют о возмож-
ности структурных изменений и активации реге-
нерационных ответов в переживающей in vitro
ткани сетчатки. Механизмы, используемые при
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этом – транслокация клеток ВЯС наружу на фоне
частичной гибели в НЯС, смещение тел фоторе-
цепторов вовнутрь, реакция со стороны макро-
глии, а также относительная устойчивость по-
слойной организации и ограниченная пролифе-
рация не нейрональных клеток (Новикова и др.,
2010, Grigoryan et al., 2016).

С использованием органотипического культи-
вирования изучали действие на клетки сетчатки
крысы токсина и одного из факторов, обладаю-
щих нейропротекторным действием. Особое вни-
мание было обращено на уязвимые при различных
патологиях сетчатки клетки ганглиозного слоя и
их отростки. Для этого предварительно, до экс-
плантации сетчатки, еще in vivo в зону окончания
зрительного нерва у области зрительного анализа-
тора в мозге с помощью внутричерепного введе-
ния была доставлена флуоресцентная метка (Fluo-
roGold), которая, распределяясь по волокнам нер-
ва, позволяла окрасить как тела, так и отростки
ганглиозных клеток. После чего такие сетчатки
выделяли и культивировали в присутствии гента-
мицина, добавленного в среду в токсических кон-
центрациях (Smedowski et al., 2018). Вызванный
гентамицином оксидативный стресс приводил к
значительному повреждению клеток, разруше-

нию их отростков, сопровождающихся быстрым
выбросом фермента лактатдегидрогеназы – мар-
кера клеточного разрушения. Добавление цилиар-
ного нейротрофического фактора (CNTF) приво-
дило к значительному (хоть и неполному) устране-
нию данных негативных показателей в популяции
ганглиозных клеток и формирующих зрительный
нерв их отростков в ответ на действие токсина
(Smedowski et al., 2018).

Мы в качестве эффективного антиоксиданта и
нейропротектора для предотвращения клеточной
гибели сетчатки крысы, культивированной in vitro
в составе задней стенки глаза, использовали
SkQ1. Добавление 20 нM этого эффективного, за-
щищающего митохондрии клеток, препарата при-
водило к значительному сокращению клеточных
потерь в ганглиозном слое на 7 сут и предотвраще-
нию гибели и дезинтеграции клеток ВЯС на 14 сут
ротационного органотипического культивирова-
ния (Grigoryan et al., 2013).

Работа по изучению действия оксислительно-
го стресса на ретинальные клетки проведена так-
же на сетчатке свиньи, как известно, очень близ-
кой по строению к сетчатке человека (Hurst et al.,
2017). В качестве агента, индуцирующего стресс,
использовали перекись водорода (H2O2) в кон-

Рис. 4. Сетчатка крысы, экспонированная 10 дней в условиях ротационного органотипического культивирования.
(а, б) – общий вид при завершении культивирования, НЯС – наружный ядерный слой, ВЯС – внутренний ядерный
слой, масштабные отрезки: (a) – 500 мкм, (б) – 100 мкм; (в, г) – митозы ненейральных клеток во внутренней части
сетчатки (стрелки), масштабные отрезки – 10 мкм.

(а) (б)

(в) (г)

ВЯС ВЯС

НЯС

НЯС
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центрациях 100, 300 и 500 мкМ. Была проведена
оценка снижения количества жизнеспособных
клеток ганглиозного слоя, экспрессии генетиче-
ских маркеров оксидативного стресса, белка теп-
лового шока Hsp70, маркеров воспаления, увели-
чение популяции микроглии, а также активации
макроглиальных клеток. Эта работа позволила
предложить модель для тестирования не только
факторов защиты сетчатки от оксидативного стрес-
са, но и других протекторов сетчатки, а также для
исследования молекулярных механизмов гибели
ретинальных клеток (Hurst et al., 2017).

При культивировании сетчатки свиньи (Kaempf
et al., 2008) выяснилось, что РПЭ ответственен за
степень проявления реактивного глиоза – реак-
ции глиальных клеток Мюллера на структурные и
метаболитические нарушения в сетчатке (deHoz
et al., 2016). Активация клеток Мюллера, выража-
ющаяся в гипертрофии, увеличении белков про-
межуточных филаментов (глиального фибрил-
лярного белка (Gfap) и виментина (Vimentin),
оказалась значительно снижена при сохранении
взаимосвязи нейральной сетчатки и РПЭ. Наряду
с этим была снижена клеточная гибель в НЯС,
ВЯС и ганглиозном слоях сетчатки (Kaempf et al.,
2008). В другом исследовании на модели сетчатки
свиньи (комплекс: хороид-РПЭ-нейральная сет-
чатка) были созданы условия для постоянной
перфузии свежей порции среды, и сохранения
тем самым комплекса wholemount и проведения
дробной фиксации образцов в течение 10 дней
(Kobuch et al., 2008). Для оценки состояния сет-
чатки иммуногистохимически анализировали
широкий ряд параметров – клеточные пролифе-
рацию, жизнеспособность, рост отростков, а так-
же иммунофенотипы фоторецепторных и глиаль-
ных клеток. Это позволило убедительно показать,
что модель может быть применена для тестирова-
ния офтальмологических препаратов, что позво-
ляет сократить число исследований на животных
in vivo.

ОРГАНОТИПИЧЕСКОЕ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ

СЕТЧАТКИ ЧЕЛОВЕКА
Органотипическое культивирование экспланти-

рованной сетчатки человека выглядит хорошим ин-
струментом для проведения самых разнообразных
исследований биомедицинского направления –
моделирования заболеваний и патологий сетчатки,
для доклинических испытаний препаратов и токси-
кологических тестов. Однако в литературе суще-
ствует только малое число работ, проведенных с ис-
пользованием эксплантатов сетчатки человека. В
ранних работах был описан рост отростков ней-
ральных клеток сетчатки человека in vitro, а также
дано описание отличий по этому параметру регене-
рации у разных доноров, в зависимости от субстрата

и присутствия стимуляторов, в частности наличия
Шванновских клеток в среде, способствующих
росту нейральных отростков (Thanos, Thiel, 1990;
Hopkins, Bunge, 1991). Позднее в работе (Osborne
et al., 2016) была сделана попытка моделирования
хронической, последовательной дегенерации
ганглиозных клеток, которые вне зависимости от
донора и времени забора материала (в границах
24 ч после смерти), были успешно маркированы с
помощью антител к нейрональному ядерному ан-
тигену (NeuN), βIII тубулину (βIII-tub), и антиге-
ну поверхности С90 (Thy-1). Параллельное изуче-
ние экспрессии этих маркерных молекул, а также
апоптоза, позволило оценить динамику гибели
ганглиозных клеток по пространству сетчатки, в
частности в области макулы, высокочувствитель-
ной ее области фовеа и вблизи нее (Osborne et al.,
2016). Недавно на той же модели проведено те-
стирование некоторых перспективных нейропро-
текторов сетчатки человека. Среди них в отноше-
нии защиты ганглиозных клеток сетчатки была
выявлена эффективность мезенхимных стволо-
вых клеток человека и производимых ими нейро-
протекторных факторов, а также PDGF (выде-
ленного из тромбоцитов ростового фактора) (Os-
borne et al., 2018).

Эксплантаты сетчатки человека in vitro были
использованы и в исследованиях ее регенераци-
онных потенций. Выяснено (Mayer et al., 2005),
что клетки – потенциальные источники восста-
новления, называемые авторами нейральными
предшественниками, (присутствие которых в сет-
чатке предполагается и широко обсуждается, Гри-
горян, 2019), способны в сетчатке человека in vitro
менять свой фенотип и затем дифференцировать-
ся в различные типы нейронов. В работе Майер с
соавторами использовали эксплантаты фрагмен-
тов сетчатки, взятых из разных ее областей, а также
отдельно краевой области pars plana. Эксплантаты
были получены от взрослых доноров (15–87 лет)
сразу после смерти и культивированы в присут-
ствии широкого набора ростовых факторов,
включая FGF-2. В клетках, выселяющихся и ми-
грирующих in vitro из таких эксплантатов, были
обнаружены отдельные признаки нейральных
прогениторов: пролиферация, экспрессия нести-
на, а также способность этих клеток формировать
нейросферы. Авторы, к сожалению, не дают ответа
на вопрос о происхождении таких клеток во взрос-
лой сетчатке человека, но предлагают модель для
дальнейшего исследования регенерационных воз-
можностей зрелой сетчатки человека в условиях
органотипического культивирования для терапев-
тических целей (Mayer et al., 2005).

Обнаружено также, что предшественники фо-
торецепторных клеток в ретинальных экспланта-
тах плода человека, а также мыши, дифференци-
руются быстрее в присутствии как сетчатки чело-
века, так и РПЭ, полученного из эмбриональных
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стволовых клеток (ЭСК) человека (Yanai et al.,
2015). На культурах сетчатки человека с перспек-
тивой в дальнейшем генетической терапии было
сделано несколько попыток переноса генов с по-
мощью вирусной трансфекции. Успешной оказа-
лась попытка с помощью этой технологии реак-
тивировать фоторецепторные клетки в отсут-
ствие у них наружного сегмента, (а потому и
фоточувствительности), а также восстановить ак-
тивность ганглиозных клеток эксплантирован-
ной сетчатки человека, используя лентивирусные
и аденовирусные векторы (Sengupta et al., 2011).

Накопленный опыт культивирования сетчат-
ки человека ex vivo недавно представлен в обзоре
Мурали и соавторов (Murali et al., 2018). Там, в
частности, указывается на то, что, несмотря на
всю привлекательность модели эксплантирован-
ной сетчатки человека и ее культивирования для
исследований развития и регенерации, моделиро-
вания патологий, а также токсикологических те-
стов и доклинических исследований, для широкого
использования модели существует большое число
ограничений. Прежде всего, это – сложность в по-
лучении постмортального материала сетчатки до-
норов, отсутствии информации о состоянии сет-
чатки – наличия у донора тех или иных заболева-
ний, способных затронуть сетчатку глаза. Следует
отметить также, что при выделении сетчатки неиз-
бежна отмеченная выше аксотомия, которая со-
провождается ретроградной гибелью отростков, а
затем и тел ганглиозных клеток. При выделении
имеет место также клеточный стресс, а также мета-
болитические изменения, которые в ходе культи-
вирования в условиях изоляции сетчатки от окру-
жающих ее тканей глаза только усиливаются.
При этом по понятной причине невозможно и
получение контролей – нормальной функцио-
нирующей ткани здоровой сетчатки человека
(Murali et al., 2018).

Приведенные выше работы, выполненные при
использовании органотипического культивиро-
вания сетчатки эмбрионов и взрослых животных
разных классов и видов позвоночных, а также на
сетчатке человека, на фоне постоянно совершен-
ствующейся техники культивирования и дости-
жений в исследовании стволовых клеток, зало-
жили основу для использования метода органо-
типического культивирования при получении так
называемых органоидов сетчатки.

ОРГАНОИДЫ СЕТЧАТКИ –
ПЕРСПЕКТИВА ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДА 

ОРГАНОТИПИЧЕСКОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Как мы неоднократно упоминали выше, жиз-
неспособность ткани сетчатки значительно уве-
личивается в обновляющейся среде культивиро-
вания, позволяющей лучшую доставку веществ, а

также элиминацию продуктов метаболизма. В на-
стоящее время помимо органотипического рота-
ционного и стационарного культивирования с
этой целью используют так называемые биореак-
торы, значительно увеличивающие время культи-
вирования, а также позволяющие анализировать
биологические и биохимические процессы в сет-
чатке под строгим мониторингом условий in vitro,
таких как температура, рН, уровень кислорода
и т.д. (Martin et al., 2004; Antoni et al., 2015).

Особое значение эти новые технологические
возможности имеют для разработки техники по-
лучения так называемых органоидов сетчатки с
целью их дальнейшего применения для транс-
плантации в случаях клеточных потерь при забо-
леваниях или повреждениях сетчатки млекопита-
ющих и человека (Ader, Tanaka, 2014; Llonch et al.,
2018; DiStefano et al., 2018). Использование биоре-
акторов (Ovando-Roche et al., 2018) и технология
получения органоидов сетчатки для 3D культиви-
рования постоянно совершенствуются (Reichman
et al., 2017; DiStefano et al., 2018; Capowski et al.,
2019). Отмечается, что эти достижения имеют хо-
рошие перспективы для получения дифференци-
рованных (в разной степени от предшественни-
ков до зрелых нейронов) клеток сетчатки для
трансплантации, в частности наиболее часто по-
гибающих фоторецепторов, клеток РПЭ, а также
для тестирования различных препаратов и прове-
дения процедур геномодификации. Особое зна-
чение очень медленно развивающиеся органоиды
сетчатки имеют и для изучения дифференциров-
ки клеточных типов сетчатки и молекулярных ре-
гуляторов этого процесса.

Материалом для получения и формирования
in vitro органоидов сетчатки служат эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) мы-
шей и человека (рис. 5). Ранее было показано, что
при формировании и развитии ретинальных ор-
ганоидов имеет место спонтанное воспроизведе-
ние процессов, сопоставимых с таковыми при ре-
тиногенезе in vivo (Eiraku et al., 2011, Nakano et al.,
2012). При соблюдении адекватных условий in vitro
культивируемые стволовые клетки начинают раз-
виваться в нейроэпителиальном направлении,
после чего образовавшийся нейроэпителий инва-
гинирует таким же образом как это происходит
при развитии глазного бокала in vivo. В дальней-
шем в результате самоорганизации эта структура
претерпевает дифференцировку клеточных типов
и морфогенез, формируя стратифицированную
ткань, содержащую дифференцированные интер-
нейроны и фоторецепторные клетки (Eiraku et al.,
2011, Nakano et al., 2012). Интересно, что процесс
созревания сетчаточных органоидов происходит
быстрее в условиях гипоксии, симулирующих
условия развития сетчатки в эмбриогенезе in vivo
(Chen et al., 2016).
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Более того, помимо структурного сходства с
сетчаткой, в культивируемых органоидах можно
добиться и рекапитуляции существующих in vivo,
биологических и метаболитических ее парамет-
ров (Yin et al., 2016; Browne et al., 2017). Однако
есть и пока не преодоленные недостатки полу-
ченных in vitro сетчаточных органоидов. Отмеча-
ется, что они плохо доступны для проникновения
различных факторов, а также не имеют необходи-
мого для той же цели кровоснабжения (McMurt-
rey, 2016). Помимо этого отмечено отсутствие
формирования сетчатых синаптических слоев
(НСС и ВСС), а также слоя ганглиозных клеток.
Подробная информация о способах культивирова-
ния органоидов сетчатки, полученных из ИПСК
человека с целью получения клеточного материала
для трансплантаций, представлена недавно в обзоре
Лонч и соавторов (Llonch et al., 2018).

Особым направлением, получившим свое раз-
витие совсем недавно, является применение ор-
ганоидов сетчатки, полученных из ИПСК паци-
ентов (patient-specific organoids), страдающих тем
или иным генетическим заболеванием сетчатки
(Foltz, Clegg, 2019). Пока используются модели
патологий сетчатки, для которых уже хорошо из-
вестны генетические мутации и их клеточные и
функциональные последствия. Одна из немного-
численных таких работ посвящена коррекции по-
следствий пигментного ретинита (PR) – распро-
страненного генетического заболевания сетчат-
ки, приводящего к слепоте. Денг и соавторы

(Deng et al., 2018) при использовании техники
CRISPR-Cas9 на клетках органоидов, получен-
ных из ИПСК пациентов, страдающих этим забо-
леванием, провели коррекцию несущего мута-
цию гена RPGR – регулятора ГТФазы, одного из
основных генов, ответственных за развитие PR.
Это позволило предотвратить нарушение строе-
ния фоторецепторов и РПЭ, вернуть клеткам их
электрофизиологические свойства, а также вос-
становить генетическую экспрессию RPGR в фо-
торецепторных клетках до уровня контрольного.
Можно предвидеть, что с развитием способов по-
лучения органоидов, в том числе персонифици-
рованных, с дальнейшим совершенствованием
способов органотипического культивирования, а
также методов коррекционной геномодифика-
ции, это направление в ближайшие годы получит
особое развитие, открывающее перспективы ге-
нетической терапии наследственных, пока неиз-
лечимых заболеваний сетчатки глаза.

Работа выполнена в рамках раздела Государ-
ственного задания ИБР РАН, № ГЗ 0108-2018-0005.
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In the review using literature and our own data the information about experiments held at different time with
application of organotypic culturing of the retina of vertebrate animals and human is provided. The method
allows to maintain retinal structure and viability, simulate a number of its pathological states, watch for pro-
cesses of development, regeneration, reconstruction, and loss and regrowth of neural processes. Besides, the
organotypic culturing gives opportunities to affect mentioned processes by various regulatory factors as well
as toxic or protecting agents in strictly specified concentrations and in controlled conditions. Special atten-
tion is paid to the behavior of retinal pigment epithelial cells, photoreceptor cells, Mullerian glial cells, gan-
glion cells and their axons, another words to those cell populations which are often affected in cases of various
pathological states and diseases of the retina. A separate section is devoted to actively developing today the
production and culturing of so called retinal organoids. The direction promises opportunities for retinal cells’
transplantation, for gene therapy experiments and testing of ophthalmo-pharmacological drugs.
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ВВЕДЕНИЕ
Большое разнообразие видов млекопитающих

дает возможность наблюдать многообразие репро-
дуктивных механизмов и стратегий. Между тем,
имеются фундаментальные различия в онтогенезе
мужской и женской репродуктивной системы
(Vidal, 2016; Picut et al., 2017). Целью обзорной ста-
тьи является сравнение базовых механизмов со-
зревания и старения репродуктивной системы са-
мок и самцов, общих для разных видов млекопита-
ющих. В качестве иллюстрации половых различий
созревания этой важнейшей системы представле-
ны экспериментальные данные по горностаю, у
которого самки способны к продуктивному спа-
риванию еще в период вскармливания (Амсти-
славский и др., 1994). Несмотря на то, что фено-
мен ювенильного полового созревания у горно-
стая и длиннохвостой ласки открыт достаточно
давно (Wright, 1963; King, Moody, 1982; Тернов-
ский, 1983), механизмы этого явления пока не
раскрыты, а других видов млекопитающих со
столь ранним половым созреванием самок до сих
пор не обнаружено. Между тем, достаточно много
исследований посвящено влиянию социальных
воздействий, осуществляемых, в частности, через

феромоны, а также ксенобиотиков и других фак-
торов на онтогенез мужской и женской репродук-
тивной системы (Амстиславский, Ерошенко,
2000; Amstislavsky et al., 2004; Petrulis, 2013; Liber-
les, 2014). Анализ современных представлений о
роли этих факторов в развитии репродуктивной
системы млекопитающих в зависимости от пола
также входит в задачи данного обзора. Старение
репродуктивной системы имеет видовую специ-
фику у разных видов животных, хотя имеются ба-
зовые различия характера старения репродуктив-
ной системы самцов и самок (Johnson et al., 1986;
Gougeon et al., 1994; Begueria et al., 2014; Duncan
et al., 2017). Загадочным и малоизученным явле-
нием является сохранение репродуктивных спо-
собностей и отсутствие снижения репродуктив-
ного потенциала с возрастом, что характерно для
голых землекопов (Buffenstein, 2008; Ma, Glady-
shev, 2017). Изучение особенностей функциони-
рования репродуктивной системы у разных видов
млекопитающих, несомненно, представляет ин-
терес в эволюционном плане, но также может
явиться источником идей по развитию методов
сохранения и восстановления фертильности. От-
дельный раздел обзора посвящен обзору работ по
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созреванию, функционированию и старению ре-
продуктивной системы человека, а также методам
увеличения периода активности мужской и жен-
ской половой системы. Обсуждение современных
подходов восстановления и сохранения фертиль-
ности и репродуктивного потенциала, основанных
на вспомогательных репродуктивных технологи-
ях, является главной целью этой обзорной статьи.

ОСОБЕННОСТИ ПОЛОВОГО СОЗРЕВАНИЯ 
ЖЕНСКОЙ И МУЖСКОЙ 

РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ
У МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Функциональной единицей женской репродук-
тивной системы млекопитающих является фолли-
кул яичника, в котором и происходит оогенез (Pe-
ters, McNatty, 1980). Именно в фолликуле находится
ооцит, окруженный питающими и поддерживаю-
щими его гранулезными клетками (рис. 1), которые
также осуществляют гормональную функцию,
пара- и аутокринную регуляцию (Peters, McNatty,
1980; Senger, 2003). Сперматогенез и спермиогенез,
то есть образование и созревание мужских гамет
происходит у млекопитающих в извитых семенных
канальцах семенников, а завершается в эпидиди-
мисе (Senger, 2003). Именно в семенниках, в изви-
тых канальцах, находятся сперматогонии, из кото-
рых в дальнейшем образуются сперматозоиды. Там
же, в извитых канальцах, в тесном контакте со спер-
матогониями и сперматидами, находятся клетки

Сертоли, выполняющие регуляторные и защитные
функции (Senger, 2003; Neto et al., 2016).

Развитие половой системы у самок и самцов
млекопитающих существенным образом разли-
чается. Так у самок сформирован пул первичных
фолликулов уже в перинатальный период; ооциты
у исследованных видов млекопитающих в не на-
чавших еще развиваться под действием гонадо-
тропных гормонов примордиальных фолликулах,
находятся на стадии профазы I мейоза (Peters,
McNatty, 1980; Berek, 2002; Leung, Adashi, 2018).
Например, у мышей больше всего фолликулов на
третьей неделе после рождения, потом начинают-
ся волны атрезии и к моменту окончания периода
вскармливания у мышей остается гораздо меньше
фолликулов, чем было изначально (Peters, McNatty,
1980). Сходная ситуация и у других млекопитаю-
щих, в частности, у человека (Berek, 2002).

В отличие от репродуктивной системы самок
млекопитающих, половая система самцов имеет
свои особенности, тесно связанные с работой
нейроэндокринной системы (Van der Molen et al.,
1979; Senger, 2003). Сперматогенез у них начина-
ется только после полового созревания, так как у
новорожденных и неполовозрелых самцов гормо-
нальный статус препятствует этому процессу и
сперматогонии находятся в пассивном “спящем”
состоянии (Van der Molen et al., 1979). При этом по-
ловые гормоны, которые начинают активно про-
дуцироваться в пубертатный период, оказывают
воздействие на клетки Сертоли, участвующие в

Рис. 1. Преовуляторный фолликул из яичника ювенильной самки горностая в возрасте 33 дней. Масштаб – 100 мкм.
Окраска гематоксилин и эозин. Фото С.Я. Амстиславского.
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поддержании нормального созревания и диффе-
ренцировки сперматозоидов (Fritz, 1978).

ВЛИЯНИЕ ГОРМОНАЛЬНЫХ
И СОЦИАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ

НА СОЗРЕВАНИЕ И ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ 
РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ 

МЛЕКОПИТАЮЩИХ

На созревание репродуктивной системы мле-
копитающих могут воздействовать различные
внешние факторы. Имеется множество указаний
на то, что некоторые гормоны и гормоноподоб-
ные соединения влияют на половое созревание
самок и самцов, причем влияют по-разному
(Амстиславский, Ерошенко, 2000).

В работе на мышах было показано, что воздей-
ствие на мать в период беременности экзогенным
эстрадиолом или ксеноэстрогеном метоксихлором
ускоряет половое созревание потомков женского
пола (Amstislavsky et al., 2004). К значительному
ускорению полового созревания самок приводило
и воздействие ксеноэстрогеном метоксихлором и в
течение первых двух недель жизни мышат (Ero-
schenko, 1991). Аналогичные исследования на кры-
сах показали, что воздействие на крысят синтети-
ческим эстрогеном этинилэстрадиолом и мико-
эстрогеном зеараленоном приводило к ускорению
их полового созревания (Kriszt et al., 2015). Неко-
торые данные, указывают, что фитоэстрогены сои
способны ускорять половое созревание девочек,
хотя, в отличие от результатов экспериментов на
лабораторных животных, данные полученные на
людях, более противоречивы (Kim, Park, 2012).

На темпы развития репродуктивной системы
самок крыс могут оказывать воздействие различ-
ные нейротрофические факторы, такие как фак-
тор роста нервов (NGF), нейротрофин-3, а также
целый ряд других факторов роста, например,
трансформирующий фактор роста альфа (TGF
альфа), инсулиноподобный фактор роста первого
типа (IGF-I), эпидермальный фактор роста (EGF)
и многие другие (Ojeda et al., 1992). Таким образом,
преждевременное раннее половое созревание са-
мок, которое у горностая является нормой (Амсти-
славский и др., 1994), у некоторых других млеко-
питающих может быть вызвано гормональными
воздействиями во время критических периодов раз-
вития, в частности, в пренатальном и неонатальном
онтогенезе (Амстиславский, Ерошенко, 2000).

Интересно отметить, что яичники неполовозре-
лых самок мышей и некоторых других млекопитаю-
щих являются чувствительной мишенью для гона-
дотропных гормонов, применяемых с целью вызы-
вания суперовуляции (Амстиславский и др., 1991).
Идея метода суперовуляции состоит в том, чтобы
при воздействии комбинацией гормонов на жи-
вотных-доноров эмбрионов вызвать у них разви-

тие максимально возможного числа фолликулов
и овуляцию избыточного числа ооцитов. Ранее
нами было показано, что у неполовозрелых самок
мышей больше величина суперовуляторного от-
вета по сравнению с половозрелыми особями
(Амстиславский и др., 1991) и качество ооцитов
при суперовуляции у последних зависит от стадии
эстрального цикла, в которую производят воздей-
ствие гормонами (Redina et al., 1994). Однако, не-
смотря на то, что у неполовозрелых самок мышей
наблюдался существенно более сильный супер-
овуляторный ответ, овулировавшие ооциты были
более низкого качества, чем у половозрелых самок
мышей (Амстиславский и др., 1991).

Социальные воздействия также могут влиять
на развитие репродуктивной системы самок у
млекопитающих. Так, в частности, было обнару-
жено, что на созревание репродуктивной систе-
мы самок мышей могут влиять взрослые самцы и
самки (Colby, Vandenberg, 1974; Drickamer, 1986;
Smith et al., 1997). У многих видов млекопитаю-
щих, прежде всего, у грызунов, социальные воз-
действия реализуются посредством хемокомму-
никации, в частности, через феромоны (Stowers,
Kuo, 2015; Kiyokawa, 2017).

На мышах экспериментально были выявлены
конкретные феромоны, ускоряющие половое со-
зревание молодых самок (Nishimura et al., 1989;
Novotny et al., 1999). На мохноногих хомячках бы-
ло подтверждено ускорение развития половой си-
стемы у самок, если их содержать вместе со взрос-
лым самцом и замедление развития, если самок
содержать в однополой группе, что возможно
также обусловлено действием феромонов (Guder-
muth et al., 1992).

Присутствие других особей, либо их феромо-
нов, также может влиять на созревание половой
системы самцов мышей (Vandenbergh, 1971; Koya-
ma, 2004). Так, на сперматогенез мышей могут
оказывать воздействие феромоны как самцов, так
и самок, что, по всей видимости, реализуется че-
рез нейроэндокринную систему (Vandenbergh,
1971; Koyama, 2004). В частности, на грызунах бы-
ло показано, что 2,5-диметилпиразин вырабаты-
ваемый самками, содержащимися в однополой
группе, не только подавляет эстральный цикл
(эффект Ли-Бута) у самок мышей (Ma et al., 1998),
но и угнетает репродуктивную активность сам-
цов: снижает массу семенных пузырьков и пред-
стательной железы, концентрацию тестостерона
в плазме крови крыс (Yamada et al., 1993). С дру-
гой стороны, соединения, содержащиеся в моче
самок, часто оказывают стимулирующее действие
на репродуктивную систему самцов, в частности,
через повышение уровня гонадотропных гормо-
нов гипофиза (Maruniak, Bronson, 1976).

Развитие половой системы самцов во многом за-
висит от правильной работы эндокринной системы
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(Van der Molen et al., 1979). Многие вещества, выде-
ляющиеся при промышленном производстве, об-
ладают антиандрогенными и эстрогеноподобными
свойствами, и, накапливаясь в организме, оказыва-
ют негативное влияние на сперматогенез (Амсти-
славский, Ерошенко, 2000). В частности, различ-
ные химические соединения, используемые как в
сельском хозяйстве, например, пестициды, так и
при производстве органических полимеров могут
негативно влиять на гормональный статус, и, как
следствие, на сперматогенез различных видов мле-
копитающих (Mehrpour et al., 2014; Di Nisio,
Foresta, 2019). Различные отходы промышленно-
сти, загрязняющие почвы и водоемы, например,
фталаты, побочные продукты, образующиеся при
синтезе фталевого ангидрида, которые относятся к
ксеноэстрогенам, могут приводить к демаскули-
низации, выражающейся в подавлении производ-
ства андрогенов, ослаблении действия тестостеро-
на, а также снижении качества сперматозоидов,
что, в конечном счете, приводит к бесплодию сам-
цов грызунов (Savchuk et al., 2015). Также, наруше-
ние продукции андрогенов с последующим нару-
шением сперматогенеза вызывают перфторокта-
новая кислота и перфтороктановый сульфонат,
которые используются в промышленности при
получении фторполимеров (Zhang et al., 2014).
Аналогичное воздействие на репродуктивную си-
стему самцов грызунов может оказывать бисфе-
нол А, который по химической формуле близок к
эстрогену и используется в промышленности при
получении пластмасс (Kobayashi et al., 2010).

СТАРЕНИЕ РЕПРОДУКТИВНОЙ
СИСТЕМЫ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Общими признаком старения репродуктивной
системы у самок млекопитающих являются сни-
жение фолликулов в яичниках вплоть до полного
их исчезновения. Наряду с этим, снижается каче-
ство ооцитов, в них происходят протеомные и
митохондриальные изменения, больше становит-
ся активных форм кислорода (Babayev et al., 2016;
Duncan et al., 2017). Как было показано в экспери-
ментах на самках мышей, замедление метаболиз-
ма при помощи рапамицина продлевает функци-
онирование яичников (фолликулогенез, овуля-
ция) даже у стареющих животных (Dou et al.,
2017). Также, введение различных антиоксидан-
тов при культивировании in vitro улучшает мито-
хондриальную активность, экспрессию генов и
развитие эмбрионов полученных от старых самок
мышей (Silva et al., 2015). У видов с пренебрежи-
мым старением, например, у голых землекопов,
есть свои особенности. Репродуктивная система у
них функционирует в течение всей жизни и фер-
тильность практически не падает, в том числе и
по причине замедленного метаболизма (Buffen-
stein, 2008).

У стареющих самок животных сложнее полу-
чить потомство естественным путем, чем в моло-
дом возрасте. В частности, на крупном рогатом
скоте (КРС) было обнаружено снижение компе-
тентности ооцитов к развитию у старых коров
(Malhi et al., 2007; Dias et al., 2014). Между тем, от
стареющих самок животных, при снижении их спо-
собности к естественному размножению, вполне
возможно получить полноценные эмбрионы при
помощи метода суперовуляции и других репродук-
тивных технологий (Амстиславский и др., 1991; Dias
et al., 2014; Magata et al., 2019).

У стареющих самцов продуцируется меньше
сперматозоидов, они менее подвижные, больше
становится дефектных форм, уменьшается пло-
щадь семенных канальцев, а также возрастает ин-
тенсивность свободно-радикального окисления,
что вызывает изменение в структуре сперматозо-
идов и их ДНК (Salomon, Benfato, 2018; Tesi et al.,
2018). Генетический материал сперматозоидов
подвергается изменениям по мере старения сам-
цов (Ozkosem et al., 2015), но благодаря онкосу-
прессору р53, который также играет важную роль
и в процессе сперматогенеза, дефектные сперма-
тозоиды элиминируются (Yin et al., 1998).

Между тем, общеизвестно, что от стареющих
самцов разных видов млекопитающих сложно по-
лучить потомство естественным путем из-за опи-
санных выше причин. Преодолеть этот возрастной
барьер помогает ИО – искусственное осеменение.
В свою очередь, как было показано на собаках, из-
менение параметров семени у старых особей может
негативно повлиять и на фертильность после ИО
(Tesi et al., 2018). Как в репродуктивной медицине,
так и при работе со стареющими самцами других
млекопитающих продемонстрировано успешное
применение метода ИКСИ – интрацитоплазмати-
ческой инъекции сперматозоида (Ohta et al., 2009;
Zini et al., 2017; Magata et al., 2019). Однако, данная
процедура может оказывать влияние на экспрес-
сию некоторых генов (Arias et al., 2015). Также
перспективным направлением при работе со ста-
рыми самцами является культивирование in vitro
сперматогониальных стволовых клеток, взятых в
молодом возрасте и поддерживаемых в культуре
in vitro, что было проверено в опытах на мышах
(Schmidt et al., 2011). Качество семени старых сам-
цов также можно повысить и при помощи специ-
альной диеты. Как было показано в эксперимен-
тах на крысах, добавление к стандартному рацио-
ну экстракта корейского красного женьшеня
улучшает сперматогенез у стареющих крыс (Ko-
palli et al., 2017).

ПАРАДОКС РАННЕГО ПОЛОВОГО 
СОЗРЕВАНИЯ САМОК У ГОРНОСТАЯ

Горностай (Mustela ermine) является предста-
вителем семейства куньих и широко распростра-
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нен в палеарктической зоне Евразии и Северной
Америки (Wright, 1963; Терновский, 1983). Этот
небольшой по размеру зверек, так же, как и род-
ственный ему вид длиннохвостой ласки (Mustela
frenata) демонстрирует раннее половое созревание
самок, у которых еще во время периода вскармли-
вания появляются признаки эструса и способность
к успешному спариванию (Wright, 1963; Тернов-
ский, 1983; Амстиславский и др., 1994).

Для горностая (Мustela erminea) характерен
длительный период облигатной диапаузы (Тер-
новский, 1983; Амстиславский и др., 1994; Ams-
tislavsky, Ternovskaya, 2000). Кроме горностая об-
лигатная диапауза характерна и для некоторых
других представителей куницеобразных (Wright,
1963; Amstislavsky, Ternovskaya, 2000). В настоя-
щее время, эмбриональная диапауза была обна-
ружена у 130 видов млекопитающих, относящих-
ся к самым разным зоологическим таксонам (Ren-
free, Fenelon, 2017), однако, лишь у горностая и
длиннохвостой ласки она удивительным образом
сочетается с феноменом раннего полового созрева-
ния самок (Wright, 1963; Терновский, 1983; Амсти-
славский и др., 1994).

Для самок горностая характерно раннее половое
созревание, еще в период их вскармливания в гнез-
де; возможность оплодотворения таких ювениль-
ных самок взрослыми самцами была подтверждена
многолетними исследованиями Д.В. Терновского и
Ю.Г. Терновской на разводимой в неволе популя-
ции горностая (Терновский, 1983). Нами было
впервые показано, что такое спаривание взрос-
лых самцов с ювенильными самками провоциру-
ет у них овуляцию ооцитов, при этом нами было
документировано преимплантационное развитие
эмбрионов вплоть до их имплантации (Амсти-
славский и др., 1994). Исследование яичников та-
ких ювенильных самок показало наличие активно-
го фолликулогенеза, при этом имели и преовуля-
торные фолликулы готовые к овуляции (рис. 1).
Причем экзогенные гормональные воздействия
влияют на характер овуляции и развитие эмбрио-
нов у ювенильных самок горностая (Амстислав-
ский и др., 1997). Полевые исследования, прове-
денные в Новой Зеландии, также указывают на
то, что ювенильные самки горностая оплодотво-
ряются взрослыми самцами еще в гнезде в период
вскармливания (King, Moody, 1982). Переход эм-
бриона в матку у горностая происходит лишь на
11-й день после спаривания (Амстиславский и др.,
1994), тогда как у большинства других видов мле-
копитающих это осуществляется с третьего по
восьмой день (Austin, 1982). После попадания в
матку эмбрионы могут не имплантироваться в те-
чение 8–9 мес. При этом, во время диапаузы за-
родыши горностая увеличиваются в диаметре
примерно в 10 раз (Амстиславский и др., 1994).

ГОЛЫЕ ЗЕМЛЕКОПЫ И ПАРАДОКС 
СОХРАНЕНИЯ ФЕРТИЛЬНОСТИ

С ВОЗРАСТОМ
Современные представления о биологических

основах и типах старения во многом основаны на
трудах Калеба Финча. Финч (Finch, 1990) выде-
лил три типа старения: быстрое (rapid), постепен-
ное (gradual) и пренебрежимое (negligible). Осо-
бый интерес для изучения старения репродуктив-
ной системы представляют виды животных с
пренебрежимым старением. Их идентифицируют
по следующим критериям: отсутствие возраста-
ния смертности в зависимости от возраста; отсут-
ствие снижения репродуктивного потенциала по-
сле полового созревания; отсутствие снижения
физиологических способностей и резистентно-
сти к заболеваниям с возрастом (Finch, 1990). По
современным представлениям, существует лишь
несколько видов млекопитающих, которые удо-
влетворяют некоторым, хотя не всем критериям
пренебрежимого старения. Это, прежде всего, го-
лые землекопы (Heterocephalus glaber) представи-
тели отряда грызунов, которых изучают в лабора-
торных условиях и аспекты их биологии, в том
числе репродуктивной, достаточно хорошо ис-
следованы; голые землекопы удовлетворяют не-
которым критериям пренебрежимого старения
(Buffenstein, 2008; Dhillon, Denu, 2017; Lagunas-
Rangel, Chavez-Valencia, 2017; Ma, Gladyshev, 2017;
Manskikh et al., 2017; Valenzano et al., 2017; Sum-
bera, 2019). Другими видами млекопитающих, ко-
торые условно могут быть отнесены к животным с
пренебрежимым старением, являются гренланд-
ский кит (Balaena mysticetus) и, возможно, афри-
канский слон (Loxodonta africana), а также некото-
рые виды летучих мышей и слепышей (Seim et al.,
2013; Tacutu et al., 2013; Ma, Gladyshev, 2017), кото-
рые существенно менее исследованы, чем голые
землекопы в плане их репродукции и продолжи-
тельности жизни. Таким образом, голые землеко-
пы являются интересным объектом для изучения
процессов старения, в том числе и репродуктив-
ной системы, естественные долгожители, макси-
мальная продолжительность жизни которых со-
ставляет 28 лет ex situ, что резко отличает данный
вид от млекопитающих сходного размера (Buffen-
stein, 2008). Эти животные отличаются от осталь-
ных грызунов более поздним половым созрева-
нием и более длительной беременностью (Jarvis,
1991; Smith et al., 1997). Голые землекопы являют-
ся эусоциальными животными с крайней формой
кооперативного размножения; в репродукции
участвует только одна доминантная самка и от од-
ного до трех самцов (Jarvis, 1991). При этом доми-
нантные особи участвуют в размножении на про-
тяжении всей своей жизни, не теряя фертильности
(Buffenstein, 2008; Valenzano et al., 2017; Sumbera,
2019). Так доминантная самка за 24 года своей жиз-
ни способна оставить до 900 потомков. После ги-
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бели доминантной самки ее место занимает дру-
гая, наиболее сильная в конкурентной борьбе
(Jarvis, 1991). Таким образом, голые землекопы
подходят, по крайней мере, под один из критери-
ев пренебрежимого старения – отсутствие сниже-
ния репродуктивного потенциала после полового
созревания. Однако, у самцов голых землекопов в
возрасте 20 и более лет были обнаружены нейро-
эндокринная карцинома и аденокарцинома, что
опровергает гипотезу об отсутствии у этого вида
патологий данного типа (Delaney et al., 2016). В
связи с чем данный вид не удовлетворяет крите-
рию отсутствие снижения физиологических спо-
собностей и резистентности к заболеваниям с
возрастом.

Доминантная самка подавляет фертильность
других особей, при этом, как показали исследова-
ния, не cтолько при помощи феромонов (Faulkes,
Abbott, 1993), но посредством других механиз-
мов, опосредованных через социальные взаимо-
действия, которые могут приводить к подавле-
нию способности к размножению (Faulkes, Abbott,
1996; Smith et al., 1997). Физиологически такое
подавление репродуктивной функции не участ-
вующих в размножении самок может быть реа-
лизовано через активацию гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы, поскольку по-
казано, что у них уровень кортизола в моче выше,
чем у доминантных самок, участвующих в раз-
множении (Faulkes, Abbott, 1996).

РАЗВИТИЕ И СТАРЕНИЕ 
РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ ЧЕЛОВЕКА

У человека миграция первичных половых кле-
ток из желточного мешка в гонады плода начина-
ется с 7–8 нед. беременности и к 16 нед. в яични-
ках определяются ооциты. Максимальным число
половых клеток становится к 20–22 нед. беремен-
ности, когда их насчитывается около 7 млн, в
дальнейшем происходит массивная атрезия, и к мо-
менту родов в яичниках насчитывается всего около
1 млн яйцеклеток. К началу менструальной функ-
ции в яичниках остается лишь от 250 до 500 тыс.
ооцитов (Faddy, Gosden, 1995; Berek, 2002). По до-
стижении же возраста 50 лет их остается всего
лишь около 1500 (Faddy, Gosden, 1995).

Оптимальным репродуктивным возрастом для
женщины считается период с 25 до 35 лет. Начи-
ная примерно с 32 лет фертильность женщин по-
степенно угасает, что проявляется в снижении
числа беременностей и родов и увеличением ко-
личества выкидышей у женщин старше 35 лет
(Steiner, Jukic, 2016). Тем не менее, менструальная
функция сохраняется у женщин намного дольше.
Часто понятия менструальной и репродуктивной
функции воспринимаются как синонимы, одна-
ко, это не совсем так. Одной из основных причин
угасания фертильности является изменение рабо-

ты яичников, а точнее изменения в числе и каче-
стве яйцеклеток, при этом циклические измене-
ния в яичнике, собственно овуляция, сохраняется
в течение довольно длительного времени. Вопрос
сохранения и восстановления женской репродук-
тивной функции является актуальным. Не смотря
на развитие вспомогательных репродуктивных
технологий (ВРТ), направленных на женское ре-
продуктивное здоровье (Sharma et al., 2018), воз-
можности сохранения репродуктивных функций
у женщин старшей возрастной категории ограни-
чены и по сей день.

С момента становления менструальной функ-
ции происходит выход фолликулов из состояния
покоя, начинается их рост (Faddy, Gosden, 1995;
Berek, 2002). Эти процессы приводят к появле-
нию доминатного фолликула и заканчиваются
овуляцией. Фолликулогенез можно разделить на
следующие стадии: 1 – выход из состояния покоя,
формирование пула растущих фолликулов, 2 –
базальный рост до стадии малого антрального
фолликула, 3 – селекция и созревание доминант-
ного фолликула. Первые два этапа продолжаются
у человека около 200 дней и являются гормон-не-
зависимымыми, то есть не управляются гормона-
ми гипофиза (в первую очередь ФСГ) напрямую,
а регулируются внутренними факторами яични-
ка, многие из которых окончательно не определе-
ны (Faddy, Gosden, 1995; McGee, Hsueh, 2000;
Adhikari, Liu, 2009).

В качестве возможного механизма выхода
фолликулов из состояния покоя предложена тео-
рия “латеральной спецификации”, которая пред-
полагает, что дифференциация фолликулов на-
чинается с потери боковых контактов с соседни-
ми фолликулами (Baker, Spears, 1999). Показано
существование различных супрессорных факто-
ров, удерживающих фолликулы в состоянии по-
коя, таких как PTEN ген-супрессор опухолей,
сигнальный путь Hippo, отвечающий за ограниче-
ние роста и поддержание размера органов, факто-
ров транскрипции FOXO (Zhao et al., 2011; Liu-
Chittenden et al., 2012). Выход фолликулов из со-
стояния покоя происходит непрерывно в течение
репродуктивного периода у женщины, но не яв-
ляется равномерным. Так в возрасте 24–25 лет
ежедневно начинают дифференцироваться около
50 примордиальных фолликулов, в 34–35 лет око-
ло 15 фолликулов, а в 44–45 лет только около
3 фолликулов (Faddy, Gosden, 1995).

Третий этап продолжается от 14 до 30 дней и
регулируется гормонами гипофиза (ФСГ и ЛГ),
что на практике используется при индукции су-
перовуляции в программах ВРТ. Применение ин-
дукции суперовуляции не истощает овариальный
резерв, так как воздействует только на фоллику-
лы, достигшие соответствующей стадии, предот-
вращая атрезию большого числа антральных фол-
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ликулов в ходе селекции доминантного (Назарен-
ко, Смирнова, 2004).

За жизнь у женщины происходит около 400–
500 овуляций (Berek, 2002). Однако, у человека,
лишь очень небольшой процент фолликулов яич-
ника овулирует. Большинство же фолликулов в
процессе развития подвергается атрезии, которая
регулируется тонким взаимодействием про- и ан-
тиапоптотических факторов (McGee, Hsueh, 2000).
В возрасте старше 38 лет к этому процессу прибав-
ляется уменьшение числа примордиальных фолли-
кулов, что значительно ускоряет процесс угасания
функции яичников (Gougeon et al., 1994).

Большинство исследователей сходится во
мнении, что угасание репродуктивной функции у
женщин начинается в возрасте 36–40 лет, при
этом менструальная функция сохраняется в сред-
нем до 50 лет. Угасание репродуктивной функции
проявляется снижением частоты наступления бе-
ременности, увеличением количества ранних по-
терь беременности по причине хромосомных
аномалий, выявляемых у эмбрионов. Анеуплои-
дии, наиболее распространенные и клинически
значимые хромосомные аномалии, возникают в
основном из-за ошибок сегрегации во время мей-
оза и тесно связаны с возрастом женщин (Demko
et al., 2016). Так трисомии встречаются в 35% всех
клинически признанных беременностей у жен-
щин старше 40 лет, и лишь только в 2–3% − у
женщин в возрасте от 20 лет (Hassold, Hunt, 2001).
Другие исследования, в частности, полный ана-
лиз кариотипа первого полярного тела, также
указывают на низкую частоту анеуплоидии (3%) в
ооцитах молодых фертильных женщин (Fragouli
et al., 2009). Исследования хромосомного набора
эмбрионов, при выполнении преимплантацион-
ного генетического тестирования (ПГТ) в про-
граммах ВРТ с использованием полногеномных
методов (aCGH, NGS), показали, что у женщин
со средним возрастом около 40 лет общий уро-
вень аномалий ооцитов составил 70%, а аномалии
метафазы-II преобладали над аномалиями мета-
фазы-I, частота анеуплоидии составляет 50 и
40.3% соответственно (Fragouli et al., 2011). Причи-
ной этого могут быть дефекты мейотического вере-
тена, которые довольно часто встречаются у жен-
щин в возрасте 40–45 лет (Battaglia et al., 1996).

В настоящее время единственным эффектив-
ным методом помощи в реализации репродуктив-
ной функции женщинам старшей возрастной
группы является донорство ооцитов, полученных
у женщин моложе 35 лет. Индукции суперовуля-
ции и получение ооцитов у пациенток старшей
возрастной группы также возможны, однако на
практике количество яйцеклеток резко снижено,
сопровождается аномальным оплодотворением и
отсутствием бластуляции (Боярский, 2005).

Долгое время считалось, что ооциты в орга-
низме женщины не обновляются, по завершении
формирования гонад в эмбриональном и перина-
тальном периоде, а лишь расходуются в течение
жизни. Подобное описание называется теорией
“хранения”. Слабым местом этой теории представ-
ляется необходимость существования сформиро-
ванных ооцитов в течение десятков лет до их ис-
пользования с риском накопления изменений под
воздействием факторов внешнего воздействия. Так
же теория “хранения” ооцитов не объясняет до-
вольно резкого ухудшения качества ооцитов в воз-
расте около 38–40 лет (Bukovsky, Caudle, 2012).

В 1995 году было показано, что фолликулярное
обновление яичников существует у взрослых
женщин (Bukovsky et al., 1995). Этой же группой
исследователей было продемонстрировано, что
бипотентные овариальные стволовые клетки у
взрослых женщин происходят из оболочки яич-
ника и, мигрируя в строму яичника, превращают-
ся в гнезда гранулезных клеток и ооциты, образуя
новые фолликулы (Bukovsky et al., 2004). По мне-
нию авторов, управление фолликулярным обнов-
лением осуществляется иммунной системой, ста-
тус которой изменяется в возрасте около 38 лет,
что приводит к прекращению нео-оогенеза и, со-
ответственно, к угасанию репродуктивной функ-
ции, проявляющемуся в накоплении генетических
изменений в яйцеклетках (Bukovsky, Caudle, 2012).

Была также проведена серия работ по нео-оогене-
зу in vitro из овариальных стволовых клеток, полу-
ченных из яичников без фолликулов у женщин в
постменопаузе и с ПНЯ – преждевременной недо-
статочностью яичников (Bukovsky, Virant-Klun,
2007). Несомненно, подобные исследования име-
ют огромный потенциал для создания методов по
сохранению и восстановлению репродуктивной
функции у женщин с онкологическими заболева-
ниями и ПНЯ (Baas, 2012).

На сегодняшний день наиболее эффективным и
распространенным способом сохранения фертиль-
ности у женщин является витрификация ооцитов,
позволяющая сохранить репродуктивный потенци-
ал при “отложенном материнстве” или выявлении
онкологических заболеваний, требующих цито-
токсической терапии. Недостатком витрифика-
ции ооцитов является невозможность ее приме-
нения при уже развившейся недостаточности
яичников и неэффективность в старшем репро-
дуктивном возрасте при накоплении генетиче-
ских изменений в яйцеклетках. В странах Евро-
пы и Америки, сохранение женской репродуктив-
ной функции с помощью витрификации ооцитов
используется все шире, и носит название “social
freezing” (Амстиславский и др., 2015). Однако в
России этот подход применяется крайне редко, в
первую очередь из-за низкой информированности
населения.
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Тем не менее ученые не оставляют попыток
найти возможности восстановления репродук-
тивной функции у женщин с ПНЯ. Так в 2013 году
группой японских исследований описана мето-
дика “активации фолликулов” с помощью хирур-
гического забора яичниковой ткани с последую-
щей ее фрагментацией и реимплантацией в ткань
второго яичника (Kawamura et al., 2013). Фраг-
ментация овариальной ткани с ее последующей
реимплантацией приводит к инактивации сиг-
нального пути Hippo, в результате наблюдается
выход первичных фолликулов из “состояния по-
коя” без фармакологического воздействия. Бла-
годаря данной технологии испанской группой ав-
торов было достигнуто 3 спонтанных беременно-
сти у 14 пациенток (Diaz-Garcia, Pellicer, 2016).
Подобный опыт по “активации фолликулов” по-
лучен и в России (Адамян и др., 2019).

Несмотря на то, что матка и маточные трубы
не столь подвержены возрастным изменениям
как яичники (Abdalla et al., 1997), существует по-
вышенный риск развития многих патологиче-
ских процессов, которые могут повлиять на ре-
продуктивную функцию, что, в конечном итоге,
уменьшает шансы наступления беременности и
повышает вероятность осложнений (Winkler,
2014). К таким процессам относятся воспалитель-
ные заболевания органов малого таза, аденомиоз,
полипы и гиперплазия эндометрия, миома тела
матки, риск развития которых возрастает с воз-
растом (Winkler, 2014).

Многие исследования показывают, что позд-
няя беременность чаще сопровождается ослож-
нениями (Kahveci et al., 2018). В 2015 году группа
исследователей из Израиля показала, что частота
гестационного диабета и гестационной гипертен-
зии была значительно выше у женщин старше
35 лет и достоверно увеличивалась с возрастом
(Schimmel et al., 2015). Помимо этого, беремен-
ность у женщин старшего репродуктивного
возраста чаще сопровождается преэклампсией
(Duckitt, Harrington, 2005), повышенной частотой
кесарева сечения и преждевременными родами
(Baser et al., 2013). Подобные осложнения описа-
ны и для случаев беременности, которые были
достигнуты с использованием методов ВРТ у
женщин старшей возрастной группы: гестацион-
ный сахарный диабет, гестационная гипертензия
(Zhu et al., 2016), а также преждевременные роды
и другие отклонения (Pandey et al., 2012). При су-
ществовании патологии матки или заболеваний,
не позволяющих вынашивать беременность, ре-
шением может быть использование суррогатного
материнства (Brinsden, 2003).

Некоторые исследователи пишут о значитель-
ном увеличении риска неблагоприятных исходов
беременности у возрастных матерей, включая ма-
теринскую смерть, а также риск мертворождения

и перинатальную смертность (Laopaiboon et al.,
2014). Однако другие работы опровергают эти
данные, объясняя отсутствие неблагоприятных
исходов хорошей дородовой помощью и постоян-
ным мониторингом беременности, а также свое-
временным предотвращением беременности в
случаях диагностики серьезных патологий плода
(Schimmel et al., 2015).

Мужская репродуктивная система менее под-
вержена возрастным изменениям, чем женская
(Begueria et al., 2014). Это связано с сохранением в
мужских половых железах сперматогониев, по
некоторым данным до 90 лет (Johnson et al., 1986),
которые способны самообновляться и восстанав-
ливать структуру сперматогенного эпителия при
его повреждениях (Johnson, 1986). Значительная
часть сперматоцитов гибнет в процессе мейоти-
ческого деления, что является частью механизма
осуществления элиминации мужских половых
клеток с хромосомными нарушениями (Захидов,
Кулибин, 2006). Однако важно добавить, что при
сильной мутагенной нагрузке данный механизм
элиминации может не справиться с огромным
количеством мутаций, возникающих в мужских
половых клетках (Захидов, Кулибин, 2006). По-
казано, что число мутаций возрастает с возрас-
том, и именно потомки отцов старшей возраст-
ной группы имеют больший риск стать носителя-
ми таких мутаций (Kong et al., 2012).

С течением времени у мужчин выявляется из-
менения морфологии яичек, снижение уровня
андрогенов, проявляющееся в снижении сексу-
альной активности (Sartorius, Nieschlag, 2009) и
ухудшение качества спермы: уменьшение объема,
снижение подвижности сперматозоидов, их ко-
личества и жизнеспособности, изменение мор-
фологии сперматозоидов (Veron et al., 2018). В по-
следнее время активно обсуждается вопрос о
вкладе в изменение сперматогенеза факторов,
связанных со старением организма и воздействии
факторов окружающей среды, накоплении ксе-
нобиотиков. Несомненно, ухудшение парамет-
ров эякулята приводит к невозможности сперма-
тозоидов самостоятельно достичь яйцеклетки и
осуществить оплодотворение. В таком случае для
реализации репродуктивной функции применя-
ется метод ИКСИ. Влияние отцовского возраста
на целостность ДНК сперматозоидов до сих пор
остается спорным вопросом. Некоторые исследо-
ватели пишут о наличии у возрастных мужчин бо-
лее высокой частоты анеуплоидий и точечных
мутаций, большого количества разрывов ДНК
сперматозоидов, генетического импринтинга и
других хромосомных аномалий (Sloter et al., 2004;
Thacker, 2004). Другие же демонстрируют в своих
статьях отсутствие корреляции между возрастом
мужчины и частотой нарушений в целостности
ДНК сперматозоидов (Winkle et al., 2009). Однако
нет сомнений в том, что мужское старение, так-
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же, как и женское, негативно влияет на будущую
беременность и ее исход (Sartorius, Nieschlag,
2009). Таким образом, и мужской, и женский воз-
раст играют важную роль в процессах инициации
беременности, ее поддержания и исхода, а также
дальнейшей жизни ребенка.

Развитие, функционирование и старение ре-
продуктивной системы является актуальным во-
просом, как для медицины, так и для сельского
хозяйства и сохранения редких и исчезающих ви-
дов животных. За более чем 40 лет активного ис-
пользования вспомогательных репродуктивных
технологий получено много данных об особенно-
стях гамето- и эмбриогенеза, существенно увели-
чились возможности по сохранению и восстанов-
лению репродуктивной функции как человека,
так и других млекопитающих, созданы банки по-
ловых клеток и эмбрионов редких видов живот-
ных. Приведенный в статье обзор данных указы-
вает на коренное отличие в развитии женской и
мужской репродуктивной системы. Если у самок
большинства млекопитающих пул фолликулов
сформирован уже в перинатальный период и чис-
ло фолликулов и ооцитов в яичниках в течение
постнатального онтогенеза непрерывно уменьша-
ется и у стареющих самок их практически не оста-
ется, то у самцов сперматогенез начинается только
после полового созревания, так как у новорожден-
ных и неполовозрелых самцов гормональный ста-
тус препятствует этому процессу. Однако, сперма-
тогенез у самцов большинства млекопитающих и
человека продолжается и у стареющих особей. Со-
ответственно, в отличие от самок, у самцов отсут-
ствует “субстрат” для раннего полового созрева-
ния и сам феномен “precocious sexual maturation”,
который наблюдается при некоторых воздей-
ствиях на лабораторных грызунов в пре- и неона-
тальном онтогенезе, а также является облигат-
ным свойством развития у горностая, характерен
для созревания именно женской репродуктивной
системы. Тем не менее, в силу различных причин,
естественное размножение становится затрудни-
тельным и у стареющих самцов и у самок млеко-
питающих. Современные репродуктивные техно-
логии, такие как вызванная гормональными пре-
паратами суперовуляция, ИО, ЭКО, ИКСИ, а
также замораживание и последующее дозревание
in vitro ооцитов и сперматогониальных стволовых
клеток, взятых в молодом возрасте и поддержива-
емых в культуре, позволяет существенно расши-
рить “возрастную” рамку воспроизводства цен-
ных лабораторных, сельскохозяйственных и дру-
гих видов млекопитающих, а также преодолеть
возрастной барьер при получении потомства у че-
ловека.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
№ 19-016-00025 и бюджетного проекта ИЦиГ
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An overview of data on the development of the mammalian reproductive system is presented. Hormonal and
social factors affecting the reproductive system development in mammals are in focus. Species that are char-
acterized by early sexual maturation are discussed. Aging of the reproductive system in males and females are
discussed as well. A special emphasis is made on the A special emphasis is made on the development and age-
related changes of the reproductive system in humans. Some effects of the assisted reproductive technologies
are mentioned and described in relation to the aging process.
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Дофамин (ДА), синтезируемый ДА-ергическими нейронами и так называемыми моноферментны-
ми нейронами, участвует в регуляции дифференцировки нейронов мозга в критический период
морфогенеза. Целью данной работы явилось изучение фенотипических особенностей ДА-продуци-
рующих нейронов в ряде отделов мозга (стриатум, супрахиазматическое ядро и аркуатное ядра) у
крыс в онтогенезе – с 18-го эмбрионального дня (Э18) до 60-го постнатального дня (П60). В каче-
стве маркеров функциональной активности этих нейронов использованы ферменты синтеза ДА –
тирозингидроксилаза (ТГ) и декарбоксилаза ароматических аминокислот (ДАА), везикулярные
транспортеры моноаминов (ВМАТ) и рецепторы к дофамину Д1 и Д2. Экспрессия данных маркеров
была исследована с помощью двойного иммуногистохимического мечения на ТГ и ДАА, а также с
помощью ПЦР генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2 и рецепторов к ДА – Д1 и Д2. В стриатуме, несмотря
на то, что мРНК всех перечисленных маркеров выявляется на протяжении всего исследуемого пе-
риода онтогенеза, иммунопозитивные на ТГ и ДАА биферментные нейроны обнаружены только на
Э18, а моноферментные ТГ или ДАА-содержащие нейроны – только на П60. В супрахиазматиче-
ском ядре в раннем постнатальном периоде (П10), наряду с моноферментными ДАА-нейронами,
присутствует моноферментные ТГ-иммунореактивные волокна, иннервирующие вентральную об-
ласть ядра. В супрахиазматическом ядре на П10 отсутствует экспрессия генов ТГ, ВМАТ1 и ВМАТ2,
однако обнаружены транскрипты генов Д1 и Д2. В аркуатном ядре у плодов крыс в конце пренаталь-
ного периода (Э21) содержатся только моноферментные нейроны: ТГ-нейроны – в вентролатераль-
ной области ядра, и ДАА-нейроны – в дорсомедиальной области. При этом было показано, что
мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ2, Д1 и Д2 экспрессируется в обеих областях аркуатного ядра. Таким обра-
зом, в стриатуме, супрахиазматическом и аркутном ядрах у крыс в онтогенезе присутствуют недо-
фаминергические нейроны, содержащие по одному из ферментов – ТГ или ДАА, что позволяет
предположить наличие в этих отделах мозга кооперативного синтеза дофамина.

Ключевые слова: мозг, онтогенез, дофамин, моноферментные нейроны, тирозингидроксилаза, де-
карбоксилаза ароматических аминокислот, аркуатное ядро, стриатум, супрахиазматическое ядро
DOI: 10.31857/S0475145020010036

ВВЕДЕНИЕ
Биогенные моноамины, в частности дофамин

(ДА), в развивающемся мозге играют роль морфоге-
нетических факторов, обеспечивающих аутокрин-
ную и паракринную регуляцию дифференцировки
нейронов-мишеней (Gaspar et al., 2003; Pronina
et al., 2003; Izvolskaya et al., 2005). В наших предыду-
щих исследованиях показано, что ДА синтезируется
не только в дофаминергических нейронах, экспрес-
сирующих оба фермента синтеза ДА – тирозингид-
роксилазу (ТГ) и декарбоксилазу ароматических

L-аминокислот (ДАА), но и в недофаминергиче-
ских, так называемых моноферментных нейро-
нах, содержащих по одному из указанных фер-
ментов (Ugrumov et al., 2004, 2013; Kozina et al.,
2017). В отличие от ДА-ергических нейронов, в ко-
торых реализуются все этапы синтеза ДА из L-тиро-
зина – аминокислоты-предшественницы, моно-
ферментные нейроны производят этот нейротранс-
миттер в тандеме по конвейерному принципу. При
этом в нейронах, экспрессирующих только ТГ,
L-тирозин превращается в L-диоксифенилала-
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нин (L-ДОФА), который выделяется из этих ней-
ронов и захватывается близлежащими нейрона-
ми, содержащими ДАА, где и происходит синтез
ДА (Ugrumov, 2013). Несмотря на то, что коопера-
тивный синтез ДА моноферментными нейронами
доказан, особенности фенотипа, отражающие мо-
лекулярные механизмы функционирования этих
нейронов мало изучены. Так, остается невыяснен-
ным экспрессируют ли моноферментные нейроны
гены “везикулярных моноаминовых транспорте-
ров 1 и 2” (ВМАТ1 и ВМАТ2), обеспечивающих
захват ДА из цитозоля в везикулы (Hoffman et al.,
1998).

Особый интерес представляет судьба монофер-
ментных нейронов в онтогенезе. Так, предполагает-
ся, что ТГ-иммунореактивные нейроны, иннерви-
рующие супрахиазматическое ядро (СХЯ) в раннем
постнатальном периоде, позднее либо перестают
экспрессировать ТГ, либо погибают (Beltramo et al.,
1994; Ugrumov, 2009). В отличие от СХЯ, в аркуат-
ном ядре (АЯ) моноферментные нейроны сохраня-
ются в течение всей жизни, причем в постнаталь-
ном периоде в части этих нейронов ко-экспресси-
руется по второму комплементарному ферменту
синтеза ДА. Эти биферментые нейроны можно
считать дофаминергическими, хотя в них низкий
уровень экспрессии мембранного переносчика
ДА, третьего обязательного атрибута дофаминер-
гических нейрнов (Ershov et al., 2002).

Целью данной работы явилось изучение фе-
нотипических особенностей ДА-продуцирую-
щих нейронов, характеризующих молекулярные
механизмы секреции и регуляции, в мозге у крыс
в онтогенезе. В качестве объектов исследования
были выбраны АЯ, СХЯ и стриатум – те отделы
мозга, в которых, по нашим предыдущим дан-
ным и данным литературы, на определенных
этапах онтогенеза доминируют монофермент-
ные нейроны (Beltramo et al., 1994; Ershov et al.,
2002, Buscetti et al., 2012).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на самцах крыс линии Wis-
tar на 18-й день эмбрионального периода (Э18),
Э21, 5-й день постнатального периода (П5), П10 и
П60. День обнаружения сперматозоидов в ваги-
нальном мазке считали первым эмбриональным
днем, а день рождения крысят – первым постна-
тальным днем. Все манипуляции с животными
были проведены согласно протоколу, утвержден-
ным комиссией по биоэтике Института биологии
развития им. Н.К. Кольцова РАН, и находящему-
ся в соответствии с национальными и междуна-
родными требованиями.

Иммуногистохимия. Животных (беременных
самок и самцов) предварительно анестезировали
хлоралгидратом (Sigma, USA) в дозе 400 мг/кг, а

затем перфузировали через сердце сначала 0.02 М
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) (рН 7.2–7.4) в
течение 10–15 мин при 37°С, а затем охлажден-
ным (4°С) 4% параформальдегидом на 0.2 М ФСБ
(рН 7.2–7.4) в течение 15 мин. После декапитации
выделяли мозг и проводили постфиксацию в 4%
параформальдегиде в течение 12 часов при 4°C.
Затем мозг промывали в 0.02 М ФСБ 3 раза по
15 мин, инкубировали в 20% сахарозе в течение
24 ч при 4°С, замораживали в гексане при –40°С
и хранили при –70°С. Мозг был получен от четы-
рех животных каждого возраста – Э18, Э21, П5,
П10 и П60.

На криостате LeicaCM1950 (“Leica”, Герма-
ния) приготавливали серийные фронтальные
срезы мозга крыс толщиной 10 мкм на уровне
стриатума на Э18, Э21, П5, П10 и П60, АЯ на Э21
и СХЯ на П10. Для двойного иммуномечения ТГ
и ДАА срезы на стеклах последовательно инкуби-
ровали в растворах на основе ФСБ: а) с 3% бы-
чьим сывороточным альбумином (Sigma, США) и
0.3% Triton Х-100 (Sigma, США) в течение 30 мин
при 20°С; б) с 1% лаурилсульфатом натрия (SDS,
Sigma, США) в течение 3-х мин при 20°С; в) с по-
ликлональными антителами овцы к ТГ (1 : 700)
(Chemicon, США) и поликлональными антитела-
ми кролика к ДАА (1 : 300) (Abcam, США), 1% бы-
чьим сывороточным альбумином и 0.1% Triton
Х-100 в течение 24 ч при 20°С; г) с FITC-конъ-
югированными антителами осла против гамма-
глобулинов овцы (1 : 40) (FITC antisheep, Sigma,
США) и Су3-конъюгированными антителами козы
против гамма-глобулинов кролика (1 : 500) (CY3 an-
tirabbit, Sigma, США) в течение 2-х ч при 20°С.
После каждой инкубации, кроме последней, сре-
зы промывали в 0.02 М ФСБ 3 раза в течение
15 мин. После последней инкубации срезы про-
мывали в 0.02 М ФСБ в течение часа и заключали
в гидрофильную среду Mowiol (Calbiochem, Ger-
many). Срезы стриатума, АЯ и СХЯ изучали в
конфокальном микроскопе Leica TC SP5.

Полимеразно-цепная реакция (ПЦР). Крыс
под наркозом декапитировали и извлекали мозг.
Затем приготавливали фронтальные срезы стри-
атума, АЯ и СХЯ толщиной 300 мкм на вибрато-
ме Vibratome Series 1000 (“Intracel LTD”, Велико-
британия) в растворе Кребса–Рингера, содержа-
щем 120 мМ NaCl, 4.8 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 1.3 мМ
MgSO4, 25 мМ NaHCO3, 10 мМ D-глюкозы,
20 мМ HEPES, 0.1 мМ аскорбиновой кислоты
(pH 7.2–7.4; 4°С). Из полученных срезов на охла-
жденной пластине под контролем бинокуляра
выделяли стриатум (на Э18, Э21, П5, П10, П60),
АЯ (на Э21) и СХЯ (на П10). При этом АЯ разде-
ляли на дорсомедиальную и вентролатеральную
области, которые собирали в отдельные пробир-
ки. В одной пробе пулировали АЯ от четырех жи-
вотных, а СХЯ от шести животных. В случае стри-
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атума одна проба включала материал от одного
животного. Всего было собрано по 4 пробы из
каждой области мозга. Полученные образцы
ткани замораживали в жидком азоте и хранили
при –70°С.

Из описанных выше проб выделяли тотальную
РНК с помощью TRI Reagent (Sigma, США) со-
гласно протоколу производителя. Для удаления
примеси геномной ДНК выделенную РНК обра-
батывали ДНКазой (Fermentas, США). РНК пе-
реосаждали в 4 М растворе хлорида лития, кон-
центрацию обработанной РНК измеряли на
спектрофотометре Nanodrop 8000 (Thermo Scien-
tific, США). Синтез кДНК проводили с использо-
ванием обратной транскриптазы M-MLV и ран-
домных гексануклеотидов (Fermentas, США).

В СХЯ и АЯ с помощью ПЦР определяли экс-
прессию генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2, а также
генов рецепторов к ДА – Д1 и Д2. В стриатуме с по-
мощью ПЦР определяли мРНК ВМАТ1 и ВМАТ2.
ПЦР проводили на амплификаторе IQ5 Cycler
(Biorad, США) c использованием смеси Screen-
Mix-HS (“Евроген”, Россия) и специфических
праймеров для генов ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2,
Д1, Д2 и “гена домашнего хозяйства” GAPDH
(“Евроген”, Россия) (табл. 1). Электрофоретиче-
ское разделение ПЦР-продуктов проводили в 1%
агарозном геле, интенсивность свечения полос
детектировали в системе визуализации гелей и
мембран Chemi Docтм Touch Imaging System
(BioRad Laborarories, США).

В стриатуме на Э18, Э21, П5, П10 и П60 также
определяли содержание мРНК ТГ и ДАА с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Реакцию прово-
дили с помощью автоматического амплификато-
ра 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
США) с использованием смеси qPCRmix-HS
SYBR + ROX (Fermentas, США) и специфиче-
ских праймеров для генов ТГ и ДАА (“Евроген”)
(табл. 1). Значения, полученные для каждого об-
разца, нормировали на экспрессию “гена домаш-
него хозяйства” 18S рРНК и выражали в условных
единицах. Расчет относительной экспрессии гена

проводили методом ΔΔCt с учетом эффективности
ПЦР. За единицу брали экспрессию гена на П60,
как наиболее стабильную. Эффективность ПЦР
определяли методом построения стандартных
кривых (Bookout et al., 2006). Полученные данные
обрабатывали в программе GraphPad Prism6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Стриатум. При использовании двойного им-
муномечения нейроны, иммунореактивные на ТГ
и ДАА (биферментные), были обнаружены в
стриатуме у крыс только на Э18 (рис. 1а–1в). На
Э21, П5 и П10 нейроны, иммунореактивные на
ТГ и/или ДАА, не были обнаружены. На П60 в
стриатуме были выявлены моноферментные ней-
роны, иммунореактивные на ДАА или ТГ (рис. 1).

С помощью ПЦР в стриатуме у крыс всех изу-
ченных возрастов (Э18, Э21, П5, П10, П60) выяв-
лена мРНК ТГ и ДАА. При использовании ПЦР в
реальном времени показано, что уровень мРНК
ТГ максимален на Э18, затем многократно сни-
жается к Э21 и после этого не изменяется до П60
(рис. 2а). Уровень мРНК ДАА не изменяется в те-
чение всего изученного периода онтогенеза – с
Э18 до П60 (рис. 2б).

С помощью ПЦР в стриатуме у крыс были вы-
явлена мРНК ВМАТ1 на всех исследованных сро-
ках развития – Э18, Э21, П5, П10, П60, тогда как
мРНК ВМАТ2 была обнаружена только в прена-
тальном периоде – на Э18 и Э21 (рис. 3).

Супрахиазматическое ядро. С помощью двой-
ного иммуномечения ТГ и ДАА у крыс на П10 в вен-
тральной области СХЯ выявлены многочисленные
моноферментные ТГ-иммунореактивные нервные
волокна, образующие сплетение (рис. 4а). В дор-
сальной части ядра присутствуют монофермент-
ные ДАА-иммунореактивные нейроны (рис. 4а).

Анализ экспрессии генов с помощью ПЦР по-
казал, что в СХЯ на П10 присутствует мРНК ДАА,
Д1 и Д2 рецепторов. При этом не была обнаруже-
на мРНК ТГ и ВМАТ2 (рис. 4б).

Таблица 1. Специфические гексоолигонуклеотиды

Ген 5'-3' смысловой 5'-3' антисмысловой

TH CTGTCCGCCCGTGATTTT GAGGCCCCCAGAGATG
AADC CCCCAGGAGCCAGAAACA AGCCCAGGAGAAGCCAATG
VMAT1 CATCTACTGGGGGTGTTATCGT TGTGGGCTTCTGGACTGTGT
VMAT2 TATAACCGCGCAGTCACAGG AGCAGCAGCGCAAGGAAC
D1R CAACTGGGGCTGAACAAGAAG GGAAACAGGCCGTGAGGAT
D2R CAGACAGGCCCCACTACAACTA ACAACCCACGGCATTACCA

18S rRNA2 ACGGACCAGAGCGAAAGCAT TGTCAATCCTGTCCGTGTCC

GAPDH CTGACATGCCGCCTGGAGAAA TGGAAGAATGGGAGTTGCTGTTGA
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Аркуатное ядро. Двойное иммуномечение ТГ и
ДАА показало, что в АЯ на Э21 практически все
нейроны, иммунореактивные на ТГ и ДАА, явля-
ются моноферментными (рис. 5а). Действитель-
но, при анализе серийных срезов АЯ пяти плодов
крыс был обнаружен только один биферментный
нейрон (рис. 5а). Моноферментные ТГ-иммуно-
реактивные нейроны локализованы в вентрола-
теральной области ядра, а моноферментные
ДАА-иммунореактивные нейроны – в дорсоме-
диальной области ядра (рис. 5а).

Анализ экспрессии генов ферментов синтеза
ДА на Э21 показал, что мРНК ТГ и ДАА присут-
ствует как в вентролатеральной, так и в дорсомеди-
альной областях АЯ (рис. 5б). Также в обеих обла-
стях АЯ на Э21 обнаружена мРНК ВМАТ2, Д1 и Д2
рецепторов (рис. 5б).

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании показано, что нейро-

ны, содержащие ферменты синтеза ДА, в иссле-
дованных отделах мозга – в стриатуме, в СХЯ и в

Рис. 1. Двойное иммуномечение нейронов, экспрессирующих ферменты синтеза дофамина в стриатуме у крыс в он-
тогенезе. Масштаб – 30 мкм, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – декарбоксилаза ароматических аминокислот, Э18 –
18-ый эмбриональный день, П60 – 60-ый постнатальный день; стрелки – иммунореактивные нейроны.

ТГ ДАА ТГ + ДАА

Э18

П60

Рис. 2. ПЦР в реальном времени мРНК тирозингидроксилазы (ТГ) (а) и декарбоксилазы ароматических L-аминокис-
лот (ДАА) (б) в стриатуме у крыс на 18-й эмбриональный день (Э18), Э21, 5-й постнатальный день (П5), П10 и П60.
M ± m, n = 4 (в каждой возрастной группе), * p < 0.05, сравнение с Э18.
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АЯ, различаются как по протеомному фенотипу,
так и по экспрессии специфических генов. Так, в
стриатуме у крыс на разных стадиях онтогенеза
выявлены два типа нейронов, характеризующие-
ся различными признаками ДА-ергического фе-
нотипа. Нейроны первого типа, выявленные на
Э18, содержат оба фермента синтеза ДА. В этих
же нейронах вероятно экспрессируется ген белка
ВМАТ2, обеспечивающего запасание моноами-
нов в центральных моноаминергических нейро-
нах, включая ДА-ергические нейроны черной
субстанции. Захват моноаминов в гранулы из ме-
ста их синтеза в цитозоле защищает их от фермен-
тов деградации и предотвращает токсическое
действие моноаминов при их избыточном накоп-
лении в цитозоле (Schafer et al., 2013). В совокуп-
ности приведенные данные позволяют предполо-
жить, что в стриатуме у крыс на Э18 содержатся
ДА-ергические нейроны, хотя для утверждения
этого в дальнейших исследованиях следует убедить-
ся в экспрессии в них гена мембранного транспор-
тера ДА.

Нейроны второго типа, содержащиеся в стри-
атуме, причем только у взрослых крыс (П60), но
отсутствующие в перинатальном периоде (Э21–
П10), являются моноферментными, содержащи-
ми либо ТГ, либо ДАА. Полученные нами данные
согласуются с результатами, полученными в ра-
боте Mura с коллегами (Mura et al., 1995), в кото-
рой показаны моноферментные нейроны, содер-
жащие либо ТГ, либо ДАА в стриатуме у взрослых
крыс после 6-гидроксидофамин-индуцированной
односторонней дофаминергической денервации
стриатума. Более того, по данным Ibáñez-Sandoval
с коллегами и Xenias с коллегами в стриатуме у

взрослых мышей коэкспрессия ТГ выявляется в
ГАМК-ергических нейронах (Ibáñez-Sandoval
et al., 2010; Xenias et al., 2015).

В отличие от типичных центральных моно-
аминергических нейронов, нейроны стриатума
во все изученные сроки постнатального периода
от П5 до П60, вместо гена ВМАТ2 экспрессируют
ген ВМАТ1. Считается, что для ЦНС характерна
экспрессия гена ВМАТ2, а ВМАТ1 экспрессиру-
ется в основном на периферии. Тем не менее,
Hansson с коллегами (Hansson et al., 1998) показы-
вает, что мРНК ВМАТ1 обнаруживается в мозге у
крыс в различные периоды онтогенеза, что под-
тверждает полученные нами результаты. Однако
работы, в которых, помимо экспрессии гена
ВМАТ1, был бы обнаружен соответствующий бе-
лок, отсутствуют, поэтому данный вопрос требует
дальнейшего изучения. Учитывая то, что, в отли-
чие от стриатума, куда проецируются ДА-ергиче-
ские аксоны, в черной субстанции, содержащей
тела этих нейронов, экспрессируется ген ВМАТ2,
можно предположить наличие различных меха-
низмов запасания моноаминов в указанных отде-
лах нигростриатной системы мозга.

Несмотря на то, что в перинатальном периоде
(Э21–П10) в стриатуме у крыс иммуногистохи-
мически не были обнаружены нейроны, содержа-
щие ферменты синтеза ДА, в нейронах стриатума
экспрессируются гены ТГ и ДАА. Это означает,
что в перинатальном периоде либо не происходит
трансляции ферментов синтеза дофамина, либо
трансляция идет, но на таком низком уровне, что
не выявляется иммуногистохимически. В литера-
туре в раннем постнатальном периоде монофер-
ментные ТГ-нейроны описаны в стриатуме толь-

Рис. 3. Экспрессия генов ВМАТ1 и ВМАТ2 в стриатуме у крыс на 18-й эмбриональный день (Э18), Э21, 5-й постна-
тальный день (П5), П10 и П60. Данные нормированы на “ген домашнего хозяйства” (GAPDH). ВМАТ1 и ВМАТ2 –
везикулярный транспортер моноаминов первого и второго типов.
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ко у мышей (Buscetti et al., 2012; Bupesh et al.,
2014). По-видимому, у мышей и крыс существуют
различия в экспрессии ТГ в стриатуме. Уровень
мРНК ДАА в стриатуме сохранялся постоянным
на всех исследованных сроках, хотя нейроны, со-
держащие ДАА, выявлялись только на Э18. По
представлениям Mura и коллег, ДАА-нейроны в
интактном стриатуме могут маскироваться плот-
ной сетью ДАА-волокон, что не позволяет визуа-
лизировать нейроны (Mura et al., 1995). С другой
стороны, очень часто отсутствует корреляция
между транскрипцией и трансляцией (Kozina
et al., 2014), что объясняется различными меха-
низмами регуляции этих процессов.

В отличие от стриатума, в СХЯ отсутствует
экспрессия гена ТГ, однако вентральная область
этого ядра, причем только в раннем постнаталь-
ном периоде, заполнена сетью моноферментных
ТГ-иммунореактивных нервных волокон (см.
Результаты). Наличие такой транзиторной сети
ТГ-иммунореактивных волокон в СХЯ было по-
казано в нашем предыдущем исследовании (Bel-
tramo et al., 1994) и подтверждено в данной рабо-
те. Более того, нами было ранее показано, эти во-
локна принадлежат моноферментным нейронам,

расположенным за пределами СХЯ, хотя и неда-
леко от него (Mirochnik et al., 2002).

Обнаружение у взрослых грызунов в СХЯ вазо-
прессинергических нейронов, ко-экспрессирущих
ДАА (Jaeger et al., 1983), позволило нам предполо-
жить, что ТГ-содержащие волокна и вазопресси-
нергические нейроны, ко-экспрессирующие ДАА,
могут участвовать в кооперативном синтезе ДА.
Выявленная в данном исследовании экспрессия ге-
на ДАА в СХЯ у крыс на П10 является важным ар-
гументом в пользу этого предположения. Допол-
нительный анализ показал, что в этих нейронах
СХЯ в этот период развития отсутствует экспрес-
сия мРНК ВМАТ2, что указывает на неспособ-
ность моноферментных вазопрессинергических
нейронов депонировать синтезированный из
L-ДОФА ДА в секреторных гранулах, как это про-
исходит в моноаминергических нейронах.

Крайне интересно и важно то, что в СХЯ сов-
падают по времени (ранний постнатальный пери-
од) два транзиторных события. С одной стороны,
это – высокое содержание ТГ в нервных волокнах,
что при наличии в СХЯ ДАА в вазопрессинергиче-
ских нейронах предполагает наличие кооператив-

Рис. 4. Нейроны, экспрессирующие маркеры дофаминергического фенотипа в супрахиазматическом ядре (пунктир-
ная линия) у крыс на 10-й постнатальный день: сплетение моноферментных ТГ-иммунореактивных нервных волокон
(головки стрелок), моноферментные ДАА-иммунореактивные нейроны (тонкие стрелки) (двойное иммуномечение),
мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ2, Д1 и Д2 рецепторов (ПЦР, нормирование по “гену домашнего хозяйства” – GAPDH) (б).
Масштаб рис. а – 40 мкм. OX – оптическая хиазма, III – 3-й желудочек мозга, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – де-
карбоксилаза ароматических аминокислот, ВМАТ2 – везикулярный транспортер моноаминов второго типа, Д1 и
Д2 – рецепторы к дофамину 1 и 2-ого типов.
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ного синтеза ДА. С другой стороны, это – экспрес-
сия рецепторов к ДА – Д1 и Д2, при отсутствии
дофаминергических нейронов в СХЯ и его бли-
жайшем окружении. В этом отношении наши
данные хорошо согласуются с предыдущими ис-
следованиями, в которых показано, что рецепто-
ры к ДА экспрессируются в СХЯ у крыс в перина-
тальном периоде и отсутствуют у взрослых жи-
вотных (Duffield et al., 1999). Учитывая то, что
ранний постнатальный период является критиче-
ским периодом морфогенеза, нами предполагает-
ся, что транзиторный кооперативный синтез ДА
недофаминергическими нейронами и экспрессия
рецепторов к ДА в СХЯ именно в этот период он-
тогенеза обеспечивают дофаминовую регуляцию
развития этого ядра как “биологических часов”
(Ugrumov, 2009). Предположение о том, что ДА
через Д1 рецепторы обеспечивает созревание ме-
ханизма регуляции циркадных ритмов также бы-
ло высказано Gallardo с коллегами (Gallardo et al.,
2014). Однако, эти исследователи считают, что ДА
диффундирует в СХЯ из стриатума по градиенту

концентрации, что маловероятно ввиду большого
расстояния между ними.

Особое внимание в данной работе было уделе-
но оценке экспрессии маркеров ДА-ергических
нейронов в АЯ гипоталамуса – важнейшем цен-
тре нейроэндокринной регуляции. По данным ра-
нее проведенного исследования в АЯ в конце пре-
натального периода более 99% нейронов, экспрес-
сирующих ферменты синтеза ДА, представлены
моноферментными нейронами, причем ТГ-ней-
роны в основном локализованы в вентролатераль-
ной области ядра, а ДАА-нейроны – в дорсомеди-
альной области (Ershov et al., 2002). Эти данные
полностью подтвердились в нашем иммуногисто-
химическом исследовании: на серийных срезах АЯ
четырех плодов крыс на Э21 на фоне многочис-
ленных моноферментных ТГ-иммунореактивных
и ДАА-иммунореактивных нейронов был выяв-
лен только один биферментный нейрон в погра-
ничной зоне между вентролатеральной и дорсо-
медиальной областями АЯ.

Рис. 5. Нейроны, экспрессирующие маркеры дофаминергического фенотипа в аркуатном ядре (пунктирная линия) у
крыс на 21-й эмбриональный день: моноферментные ТГ-иммунореактивные нейроны в вентролатеральной области
(ВЛ) ядра (широкая стрелка) и моноферментные нейроны, иммунореактивные на ДАА в дорсомедиальной области
(ДМ) ядра (тонкая стрелка) (а, двойное иммуномечение), мРНК ТГ, ДАА, ВМАТ1, ВМАТ2, Д1 и Д2 рецепторов (б,
ПЦР, нормирование по “гену домашнего хозяйства” – GAPDH). Масштаб рис. а – 40 мкм. III – 3-й желудочек мозга,
СВ – срединное возвышение, головка стрелки – биферментный нейрон, ТГ – тирозингидроксилаза, ДАА – декарбок-
силаза ароматических аминокислот, ВМАТ1 и ВМАТ2 – везикулярный транспортер моноаминов первого и второго
типов, Д1 и Д2 – рецепторы к дофамину 1 и 2-ого типов.
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В данной работе впервые с помощью ПЦР про-
демонстрирована экспрессия генов ТГ и ДАА в АЯ,
причем как в дорсомедиальной области, так и вен-
тролатеральной области, что противоречит имму-
ноцитохимическим данным о зональности в рас-
пределении моноферментных нейронов. Топо-
графическое несоответствие в экспрессии генов и
локализации моноферментных нейронов, содер-
жащих ТГ или ДАА, можно объяснить наличием
нейронов, в которых экспрессируются гены обо-
их ферментов синтеза ДА, но только один из фер-
ментов синтезируется на уровне, достаточно вы-
соком для иммуноцитохимического выявления.
Аналогичная ситуация была описана выше для
стриатума неонатальных крыс, когда экспресси-
руются гены ТГ и ДАА, однако сами ферменты в
телах нейронов иммуногистохимически не выяв-
ляются. Нельзя также исключить, что ген ДАА в
вентролатеральной области АЯ экспрессируется
не столько в нейронах, сколько в эндотелиальных
клетках портальных сосудов, что характерно во-
обще для сосудов мозга (Berry et al., 1996).

Особый интерес представляет обнаруженная
нами экспрессия гена ВМАТ2 как в вентролате-
ральной, так и в дорсомедиальной областях АЯ у
плодов крыс на Э21. Если экспрессию гена
ВМАТ2 в моноферментных ДАА-нейронах дор-
сомедиальной области АЯ можно легко объяс-
нить участием этого транспортера в захвате ДА из
цитозоля в секреторные гранулы, то экспрессию
гена ВМАТ2 в вентролатеральной области АЯ
объяснить гораздо труднее. Действительно, в вен-
тролатеральной области АЯ локализованы преиму-
щественно моноферментные ТГ-нейроны, в кото-
рых осуществляется синтез L-ДОФА из L-тиро-
зина. До сих пор отсутствуют какие-либо сведения
о механизме внутринейронального запасания
L-ДОФА, если оно вообще существует. Не исклю-
чено, что в отличие от ДА-ергических нейронов, в
которых L-ДОФА содержится только в цитозоле, в
моноферментных нейронах он депонируется в
секреторных гранулах, что следует проверить в бу-
дущем с помощью электронномикроскопической
иммуноцитохимии. Приведенные выше данные в
совокупности позволяют предположить, что в мо-
ноферментных нейронах разных областей АЯ экс-
прессируется одинаковый набор генов, а особен-
ности их химического фенотипа определяются на
трансляционном уровне специфических синтезов.

Таким образом, в исследованных отделах мозга у
крыс в онтогенезе обнаружено несколько типов
нейронов, обладающих теми или иными характери-
стиками фенотипа ДА-ергических нейронов, что,
вероятно, позволяет им синтезировать ДА, оказы-
вающий аутокринное или паракринное морфогене-
тическое действие на нейроны-мишени.

Работа поддержана грантом РНФ 17-14-01422.
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Dopamine-Producing Neurons in Ontogeny in Rats: Phenotypic Features
that Characterize the Molecular Mechanisms of Secretion and Regulation
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Dopamine (DA) is synthesized by dopaminergic and so-called monoenzymatic neurons and is involved in
the regulation of neural differentiation during the critical period of morphogenesis. The goal of this study was
to investigate the phenotype of DA-producing neurons in different brain regions (striatum, suprachiasmatic
and arcuate nuclei) of developing rats – from 18 embryonic day (E18) until 60 postnatal day (P60). We have
chosen enzymes of DA synthesis – tyrosine hydroxylase (TH) and aromatic L-amino acid decarboxylase
(AADC), vesicular monoamine transporters (VMAT 1 and VMAT2) and D1 and D2 DA receptors as markers
of the DA-producing neurons functional activity. Expression of these markers was assayed with the double
staining immunohistochemistry for TH and AADC and with PCR of TH, AADC, VMAT1, VMAT2 and D1
and D2 DA receptor genes. In the striatum the mRNA of all of these genes was found at any time investigated,
however TH and AADC immunopositive bienzymatic neurons were revealed only at E18, while monoenzy-
matic TH or AADC-containing neurons – only at P60. In the suprachiasmatic nucleus monoenzymatic
AADC-neurons and monoenzymatic TH-immunoreactive fibers innervating ventral part of nucleus were
found in the early postnatal period (P10). The expression of TH, VMAT1 and VMAT2 genes wasn’t found in
the suprachiasmatic nucleus at P10, but there was an expression of D1 and D2 receptor genes. In the arcuate
nucleus there were only monoenzymatic neurons found in the end of prenatal period (E21) – TH-neurons in
the ventrolateral region and AADC-neurons – in the dorsomedial part. Thus striatum as well as suprachias-
matic and arcuate nuclei of developing rats contain non-dopaminergic neurons, that express one of the en-
zymes of DA synthesis – either TH or AADC, and this allows to suggest that there is cooperative synthesis of
DA in these brain regions.

Keywords brain, ontogenesis, dopamin, monoenzymatic neurons, tyrosine hydroxylase, aromatic L-amino
acid decarboxylase, arcuate nuclei, striatum, suprachiasmatic nuclei
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ЗАВИСИМОСТЬ ОТНОШЕНИЯ ДЛИН ВТОРОГО И ЧЕТВЕРТОГО 
ПАЛЬЦЕВ (2D:4D) ОТ УСЛОВИЙ ПРЕНАТАЛЬНОГО РАЗВИТИЯ

У ВОДЯНОЙ ПОЛЕВКИ (ARVICOLA AMPHIBIUS L.)
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Отношение длин второго и четвертого пальцев (2D:4D) используется как маркер пренатальной ан-
дрогенизации. Подобное отношение длин пальцев 2D:4D обнаружено у человека и многих видов
животных. Морфологические маркеры пренатальных воздействий важны в популяционных иссле-
дованиях. Нами проведено измерение пальцевого индекса 2D:4D у самцов и самок водяной полевки
(Arvicola amphibius L.). Проведен анализ зависимости этого показателя от пола и морфофизиологи-
ческих характеристик матери (масса тела после родов, уровень тестостерона в период беременно-
сти). Обнаружено сходство между однопометниками по величине пальцевого индекса. Выяснено,
что на индекс 2D:4D достоверно влияют андрогенный статус матери в период беременности и масса
тела матери после родов. Сделан вывод о возможности использовать пальцевой индекс 2D:4D в эко-
лого-популяционных исследованиях как маркер пренатальных гормонально-обусловленных мате-
ринских эффектов.

Ключевые слова: водяная полевка, Arvicola amphibius, материнский эффект, пальцевой индекс 2D:4D,
тестостерон, беременность
DOI: 10.31857/S047514502001005X

ВВЕДЕНИЕ
Изучение морфометрических показателей ан-

дрогенизации важно для понимания источников
вариабельности морфологических, поведенческих
и репродуктивных качеств животных, предупре-
ждения патологических состояний (Jeevanandam,
Muthu, 2016). Пальцевой индекс, или отношение
длин второго и четвертого пальцев (2D:4D), был
изначально предложен психологом Д.Т. Мэннин-
гом как оригинальный морфометрический показа-
тель кисти руки человека (Manning et al., 1998) и
широко используется в антропологии как маркер
пренатальной андрогенизации (Бутовская и др.,
2015). Морфогенез пальцев, по-видимому, имеет
консервативную природу и подобное отношение
длин пальцев 2D:4D обнаружено у многих живот-
ных разных видов (Хайруллин и др., 2013). Одни и
те же семейства Hox-генов у людей и мышей во-
влечены в андроген-зависимое развитие генита-
лий и морфогенез пальцев (Peichel et al., 1997).
Однако, существуют противоречивые данные от-
носительно половых различий по пальцевому ин-

дексу у приматов (Nelsom, Shulz, 2010) и грызунов
(Yan et al., 2009; Brown et al., 2002a; Auger et al.,
2013). У разных видов индекс 2D:4D выше у сам-
цов или у самок, или же половые отличия по ин-
дексу 2D:4D отсутствуют (Хайруллин и др., 2013).

Поскольку большинство половых различий у
млекопитающих возникают под воздействием ан-
дрогенов (Breedlove et al., 1998) и пальцевой индекс
2D:4D существенно не меняется после пубертации
(Manning et al., 1998; Zheng, Cohn, 2011), то длина
пальцев может определяться пренатальным уров-
нем тестостерона. Это предположение подтвер-
ждает наличие маскулинизированного индекса
2D:4D у людей с врожденной гиперплазией коры
надпочечников (Brown et al., 2002b). Тестостерон во
многих исследованиях также связан с асимметрич-
ным развитием. Кортикальная и гиппокампальная
асимметрия чаще встречается у самцов и более
выражена с правой стороны (Tan, Kutlu, 1993;
Wisniewski, 1998; Tabibnia et al., 1999). И половой
диморфизм по пальцевому индексу 2D:4D наибо-
лее выражен на правой конечности как у людей

УДК 57.017.642:591.471.374
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(Manning et al., 1998), так и у мышей (Brown et al.,
2002a).

Пальцевой индекс 2D:4D также может отра-
жать пренатальный эффект эстрогенов (Lutchmaya
et al., 2004). Экспериментальные работы на кры-
сах (Talarovicova et al., 2009; Auger et al., 2013) и
мышах (Zheng, Cohn, 2011) подтвердили, что
пальцевой индекс 2D:4D контролируется балан-
сом андрогенов и эстрогенов, взаимодействующих
с соответствующими рецепторами в короткий про-
межуток эмбриогенеза. У мышей половой димор-
физм по индексу 2D:4D проявляется с 17 дня эм-
брионального развития (Zheng, Cohn, 2011). Ксе-
ноэстрогены in vitro и in utero влияют на развитие
скелета у самцов, приводя к феминизации индек-
са 2D:4D (Auger et al., 2013).

У водяной полевки (Arvicola amphibius L.) содер-
жание тестостерона в крови самок повышается в
период беременности (Южик и др., 2013). Известно
также, что на андрогензависимые признаки самцов
влияют физические кондиции матери во время бе-
ременности (Назарова, Евсиков, 2010). Индекс
2D:4D у водяной полевки ранее не оценивался. Не-
известны взаимоотношения между физическими
кондициями беременных самок и выработкой у
них половых гормонов, а также взаимосвязь физи-
ческих кондиций матери с пальцевым индексом
2D:4D.

Цель работы – оценить пальцевой индекс
2D:4D у самцов и самок водяной полевки и найти
зависимость этого показателя от пола и морфо-
физиологических характеристик матери (масса
тела после родов, уровень тестостерона в период
беременности).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Условия содержания и разведения

Работа выполнена на животных лабораторной
колонии вивария Института систематики и эколо-
гии животных СО РАН, основателями которых бы-
ли особи, отловленные в 1984 г. в районе проведе-
ния многолетнего эколого-генетического монито-
ринга циклирующей популяции водяной полевки
(д. Лисьи Норки Убинского района Новосибир-
ской области). Группа этих животных поддержива-
ется контролируемым размножением и регуляр-
ным, через каждые 1–3 года, пополнением особя-
ми из природных популяций для ограничения
инбридинга. Животных содержали в индивидуаль-
ных клетках (25 × 25 × 48 см) при естественном фо-
топериоде, температуре 18–25°С, свободном до-
ступе к воде и корму (зерновая смесь, морковь,
проростки овса, пшеницы).

В работе использованы детеныши из 11 поме-
тов разных матерей 1–2 летнего возраста, всего
19 самцов и 24 самки. Из них до возраста 1 год до-
жили 33 животных (16 самок и 17 самцов). Оценку
пальцевого индекса проводили в возрасте 10 не-
дель и повторно, через 1 год.

Измерение длины пальцев
Измерения длин пальцев проводили на отпе-

чатках кисти правой передней конечности по ме-
тодике Gooderham et al., 2012. Для получения от-
печатков использовали пластилин Play-Doh™
(23845; Hasbro), Из пластилина изготавливали
диски диаметром 15 мм, толщиной 1 мм и при-
крепляли их на листы картона. Отпечаток получа-
ли, прижимая кисть к диску, распределяя физиче-
ские усилия равномерно по всем пальцам. Для
каждого животного было сделано по 2–3 отпечатка.
Измерения проводили в течение 10–15 мин после
получения отпечатков под микроскопом МБИ-10
с помощью электронного штангенциркуля (точ-
ность измерения 0.01 мм). Длину пальцев измеря-
ли от головки дистальной фаланги до основания
проксимальной фаланги (рис. 1). На каждом от-
печатке измерение длин пальцев повторяли три
раза для точности, затем рассчитывали среднее.
Пальцевой индекс рассчитывали как отношение
длин второго и четвертого пальцев.

Измерение уровня тестостерона
Уровень тестостерона в крови матерей опреде-

ляли на 17–19 день беременности. Кровь брали из
ретроорбитального синуса. Из крови выделяли
сыворотку, затем ее хранили в пластиковых мик-
ропробирках при –20°С до определения в ней
концентрации гормона. Определение концентра-
ции тестостерона в сыворотке крови осуществляли
с помощью набора реагентов для иммунофермент-

Рис. 1. Отпечаток правой кисти для измерения длин
пальцев.
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ного анализа (ЗАО “Вектор-Бест”, г. Новоси-
бирск). Чувствительность набора 0.2 нмоль/л, ко-
эффициент вариации не превышает 8%. Концен-
трацию определяли по калибровочной кривой
после измерения оптической плотности раствора с
образцами сыворотки при основной длине волны
450 нм и референтной длине волны 620 нм.

Статистическая обработка

Статистическую обработку проводили с помо-
щью программы “Statistica 6.1”. Для оценки влия-
ния пола использовали однофакторый дисперси-
онный анализ. Влияние факторов пренатального
развития на отношение длин пальцев в возрасте
10 нед. устанавливали с помощью множественно-
го регрессионного анализа, применяя обобщен-
ную линейную модель I типа (GLM). В качестве
факториальной переменной использовали иден-
тификационный номер помета, непрерывных
предикторных – массу тела матери после родов,
содержание тестостерона в ее крови, величину
помета при рождении и долю самцов среди ново-
рожденных. Функция связи – логарифм. Для
оценки сходства пальцевого индекса в разном
возрасте – 10 недель и одного года, а также выяс-
нения долговременных эффектов на этот признак
андрогенного статуса матери использовали кор-
реляционный анализ.

В тексте и таблицах приведены средние значе-
ния признаков (X), стандартная ошибка (±SE) и
объем выборок (n). Уровень статистической зна-
чимости принят p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Средние значения индекса 2D:4D у самцов
(1.003 ± 0.020) и самок (0.998 ± 0.020) соответству-
ют диапазону значений индекса 2D:4D у других
видов (Хайруллин и др., 2013). Статистический
анализ данных показал, что влияние пола на от-
ношение длин пальцев недостоверно (F1.41 = 0.03,
p = 0.86), и далее его не учитывали. Установлено,
что на пальцевой индекс достоверно влияют
только идентификационный номер помета, ан-

дрогенный статус матери и масса тела матери по-
сле родов (табл. 1).

Для всей популяции потомков обнаружена
отрицательная корреляция пальцевого индекса
2D:4D с уровнем тестостерона в крови матери в пе-
риод беременности (r = –0.61, p < 0.001) и положи-
тельная с массой тела матери после родов (r = 0.39,
p = 0.01), рис. 2. Корреляция тестостерона матери с
ее массой тела недостоверна: r = 0.35, p = 0.29.

Выявлена достоверная корреляция между
пальцевым индексом особей в возрасте 10 недель
и одного года (r = 0.40, p < 0.05) и установлена
связь отношения длин второго и четвертого паль-
цев во взрослом состоянии с содержанием тесто-
стерона в крови матери в период беременности
(r = –0.45, p < 0.01).

Таблица 1. Оценка эффектов факторов раннего развития на пальцевой индекс D2:D4 у водяной полевки (резуль-
таты GLM)

Эффекты df Лог-правдоподобие χ2 P

Свободный член 1 42.46
Тестостерон матери 1 52.46 19.99 <0.001
Размер помета 1 53.51 2.11 0.15
Соотношение полов 1 53.52 0.02 0.90
Масса тела матери 1 56.0 4.98 0.03
Идентификационный номер помета 6 62.68 13.35 0.04

Рис. 2. Корреляция между пальцевым индексом
D2:D4 и (а) содержанием тестостерона в крови мате-
ри на 17–19 день беременности; (б) массой тела мате-
ри после родов.
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НАЗАРОВА и др.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты измерений пальцевого индекса

2D:4D у водяной полевки показали отсутствие по-
лового диморфизма по этому показателю, что соот-
ветствует сведениям, полученным на инбредных
мышах (Bailey et al., 2005), красной белке (Gooder-
ham et al., 2012) и пашенной полевке (Lilley et al.,
2010). Отсутствие полового диморфизма принято
связывать с внутриутробной циркуляцией тестосте-
рона между эмбрионами разного пола у много-
плодных млекопитающих (Bailey et al., 2005).

По пальцевому индексу обнаружено сходство
между особями одного помета и выяснено, что
этот показатель зависит от гормонального статуса
и физического состояния матери. Полученный
результат согласуется с выводами других авторов
о значительном вкладе генетических факторов в
дисперсию отношения длин второго и четвертого
пальцев. У людей влияние генотипа составляет
50–66% (Paul et al., 2006; Voracek et al., 2009).

Тестостерон во время беременности синтези-
руется фетоплацентарным комплексом, яични-
ками матери, надпочечниками и жировой тканью
(Caanen et al., 2016). Ранее мы выяснили, что у во-
дяной полевки в период беременности содержа-
ние тестостерона в крови повышается пропорци-
онально числу живых эмбрионов, что указывает
на его значимую роль в поддержании беременно-
сти (Южик и др., 2013, 2015). С величиной помета у
водяной полевки положительно связано аногени-
тальное расстояние (Назарова, Евсиков, 2010), ан-
дрогензависимый признак (Dean, Sharpe, 2013).

В данном исследовании установлена отрица-
тельная корреляция между уровнем тестостерона
в крови матери на поздней стадии беременности
и индексом 2D:4D потомства в возрасте 10 недель
и одного года, что согласуется со сведениями об
андрогензависимом развитии скелета конечно-
стей и соответствует подобным корреляциям,
найденным у людей и других видов животных
(Manning et al., 1998; Zheng, Cohn, 2011). В иссле-
дованиях на молекулярном уровне, выполненных
другими авторами, установлено, что пренаталь-
ный тестостерон связан с экспрессией генов HOX A
и HOD A. Гены HOX A высоко консервативны у
млекопитающих и вовлечены в процесс диффе-
ренцировки пальцев. Они также участвуют в
определении пола, морфогенезе мочеполовой си-
стемы, фертильности и кроветворении (Zhang
et al., 2013).

У водяной полевки обнаружена положитель-
ная связь между физическим состоянием матери,
оцениваемом по массе тела после родов, с индек-
сом D2:D4. Корреляция между массой тела мате-
ри и содержанием тестостерона в крови оказалась
статистически незначима. Вероятно, другие гор-
моны, кроме тестостерона, опосредуют влияние
физического состояния матери на морфометри-

ческие характеристики пальцев. Например, у па-
шенной полевки (Microtus agrestis (L., 1761)) паль-
цевой индекс положительно коррелирует с содер-
жанием кортикостерона в крови матери перед
зачатием (Lilley et al., 2010). На людях и птицах
показано, что феминизация пальцевого индекса
вызывается повышенным содержанием эстра-
диола (Robinson et al., 2000; Saino et al., 2007).

Андрогенный статус матери оказывает про-
граммирующее влияние не только на морфологи-
ческое развитие, но и на иммунитет и поведение
взрослого потомства. Например, у пашенной по-
левки с увеличением пальцевого индекса D2:D4
возрастает риск заражения эндопаразитами (Na-
varro et al., 2007; Lilley et al., 2010).

Обобщая собственные результаты и сведения
литературы, можно сделать вывод, что пальцевой
индекс может быть использован в эколого-попу-
ляционных исследованиях как удобный маркер
пренатальных гормонально-обусловленных ма-
теринских эффектов.
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The ratio of the lengths of the second and fourth fingers (2D:4D) is used as a marker of prenatal androgeni-
zation. A similar ratio of finger lengths 2D:4D was found in humans and many animal species. Morphological
markers of prenatal effects are important in population studies. We measured the digital index 2D:4D in
males and females of a water vole (Arvicola amphibius L.). The analysis of the dependence of this indicator on
gender and the morphophysiological characteristics of the mother (body weight after parturition, testosterone level
during pregnancy) is carried out. A similarity was found between littermates in terms of finger index. It was found
out that the androgen status of the mother during pregnancy and the body weight of the mother after childbirth
reliably affect the 2D:4D index. The conclusion is made about the possibility of using the 2D:4D finger index in
environmental population studies as a marker of prenatal hormone-related maternal effects.

Keywords: water vole, Arvicola amphibius, maternal effect, finger index 2D:4D, testosterone, pregnancy


