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Ïðîâåäåíî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå æåëòî÷íûõ è ãåðìèíàòèâíûõ ãðàíóë â
îîöèòàõ è ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ ãîëîòóðèè Apostichopus japonicus. Ïóòåì àíàëèçà îñîáåííîñòåé ôîð-
ìèðîâàíèÿ è óòèëèçàöèè æåëòî÷íûõ ãðàíóë âûÿâëåíû óëüòðàñòðóêòóðíûå êðèòåðèè, ïîçâîëÿþùèå îòëè-
÷àòü ãëîáóëû ôîðìèðóþùåãîñÿ è óòèëèçèðóþùåãîñÿ æåëòêà îò ãåðìèíàòèâíûõ ãðàíóë. Íà îñíîâàíèè
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìû ïîëàãàåì, ÷òî èäåíòèôèêàöèÿ ýëåìåíòîâ çàðîäûøåâîé ïëàçìû â îîöèòàõ è
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ A. japonicus âïîëíå âîçìîæíà ñ èñïîëüçîâàíèåì òîëüêî ìåòîäà óëüòðàñòðóêòóð-
íîãî àíàëèçà è íå òðåáóåò èñïîëüçîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ.

Æèçíåííûé öèêë ìíîãîêëåòî÷íûõ æèâîòíûõ ñîïðÿ-
æåí ñ áèîãåíåçîì ñóáñòàíöèè, õàðàêòåðèçóåìîé îáùèì
íàçâàíèåì «çàðîäûøåâàÿ ïëàçìà», êîòîðàÿ çàêîíîìåðíî
ïðèñóòñòâóåò â êëåòêàõ, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ïî ïîëî-
âîìó ïóòè, è, êàê ïîêàçûâàþò íåêîòîðûå èññëåäîâàíèÿ,
ïðåðûâàåòñÿ íà ëèíèè îîöèò—ýìáðèîí—ñïåðìàòîãåíåç
(Reunov, Rice, 1993; Hodgson, Reunov, 1994; Reunov, Kle-
pal, 2004), íî ÿâëÿåòñÿ íåïðåðûâíîé íà ëèíèè îîöèò—
ýìáðèîí—îîãåíåç (Mahovald, 1977; Strome, Wood, 1982;
Èñàåâà, Ðåóíîâ, 2001). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ðîëü çàðîäûøåâîé
ïëàçìû â äèôôåðåíöèàöèè ïîëîâûõ êëåòîê âñå åùå íå
âûÿñíåíà, èçó÷åíèå åå óëüòðàñòðóêòóðíîé èçìåí÷èâîñòè â
ïðåðûâàþùåìñÿ è íåïðåðûâíîì öèêëàõ ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç ïîäõîäîâ ê ïîíèìàíèþ ìåõàíèçìà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
äàííîé ñóáñòàíöèè. Èññëåäîâàíèå çàðîäûøåâîé ïëàçìû
îñëîæíÿåòñÿ ïðèñóòñòâèåì ìîðôîëîãè÷åñêè áëèçêèõ ìè-
ìèêðèðóþùèõ ñòðóêòóð, ïîÿâëÿþùèõñÿ ïðè îáðàçîâàíèè
è óòèëèçàöèè æåëòêà. Ôîðìèðîâàíèå æåëòêà ïðîèñõîäèò
â îîöèòàõ, à ïðîöåññ åãî óòèëèçàöèè îñóùåñòâëÿåòñÿ â
ðàííåì ýìáðèîãåíåçå. Â ñèëó íåäîñòàòî÷íîñòè äàííûõ
ñòåïåíü ñõîäñòâà ðàííåãî è ïîçäíåãî æåëòêà ñ ýëåìåíòàìè
çàðîäûøåâîé ïëàçìû íå ÿâëÿåòñÿ òî÷íî óñòàíîâëåííîé è
òðåáóåò òùàòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ. Åñëè óäàñòñÿ âûÿâèòü
äîñòîâåðíûå óëüòðàñòðóêòóðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó æåëòî-
÷íûìè è ãåðìèíàòèâíûìè ãðàíóëàìè, ïóòü èññëåäîâàíèÿ
ïîëîâûõ äåòåðìèíàíòîâ áóäåò áîëåå ëåãêèì.

Â çàäà÷è íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ âõîäèò äåòàëüíîå
ñðàâíåíèå ñòðóêòóðû ôîðìèðóþùèõñÿ è óòèëèçèðóþ-
ùèõñÿ æåëòî÷íûõ ãðàíóë ñî ñòðóêòóðíûìè åäèíèöàìè
çàðîäûøåâîé ïëàçìû â îîöèòàõ è áëàñòîìåðàõ ãîëîòó-
ðèè A. japonicus.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêçåìïëÿðû ãîëîòóðèè A. japonicus ñîáèðàëè â
çàë. Âîñòîê ßïîíñêîãî ìîðÿ (â ðàéîíå ÌÁÑ «Âîñòîê» ÈÁÌ
ÄÂÎ ÐÀÍ) â ìàå—èþíå 2003 ã. Îáðàçöû ãîíàä äëÿ òðàíñ-

ìèññèîííîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ôèêñèðîâàëè â
2.5%-íîì ãëóòàðàëüäåãèäå íà 0.05 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåð-
íîì ðàñòâîðå ñ äîáàâëåíèåì NaCl äî òîíè÷íîñòè 1100 ìèë-
ëèîñìîëü, çàòåì ïîñòôèêñèðîâàëè 2%-íûì òåòðîêñèäîì
îñìèÿ íà òîì æå áóôåðíîì ðàñòâîðå. Ïîñëå ïðîìûâêè áó-
ôåðíûì ðàñòâîðîì ìàòåðèàë äåãèäðàòèðîâàëè â ñåðèè
ñïèðòîâ è àöåòîíå è çàëèâàëè â ñìîëó Spurr. Òîíêèå ñðåçû
äåëàëè íà óëüòðàòîìå Reichert Ultracut E, êîíòðàñòèðîâàëè
óðàíèë-àöåòàòîì è öèòðàòîì ñâèíöà è èçó÷àëè â òðàíñìèñ-
ñèîííîì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEOL JEM 100B.

Áëàñòóëû A. japonicus áûëè ïîëó÷åíû è ïðèãîòîâëå-
íû äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
Þøèíûì è ñîòðóäíèêàìè (1993).

Ðåçóëüòàòû

Ô î ð ì è ð î â à í è å æ å ë ò ê à â î î ö è ò à õ. Ñîãëàñíî
íàøèì íàáëþäåíèÿì, æåëòîê â îîöèòàõ òðåïàíãà ïðåä-
ñòàâëåí òåìíûìè è áîëåå ñâåòëûìè îêðóãëûìè ãðàíóëà-
ìè (ðèñ. 1, à). Íà íà÷àëüíîì ýòàïå ôîðìèðîâàíèÿ îáà
òèïà ãðàíóë âîçíèêàþò èç ìåëêèõ ïóçûðüêîâ (ðèñ. 1, á),
êîòîðûå, âåðîÿòíî, ïîãëîùàþòñÿ îîöèòîì â ïðîöåññå ïè-
íîöèòîçà (Àéçåíøòàäò, 1984), íî òàêæå ïðîäóöèðóþòñÿ
äèêòèîñîìàìè êîìïëåêñîâ Ãîëüäæè (ðèñ. 1, â), ïðèñóòñò-
âóþùèìè â öèòîïëàçìå ðàçâèâàþùåéñÿ æåíñêîé ïîëî-
âîé êëåòêè. Âîêðóã àãðåãàòîâ, âîçíèêøèõ èç ìåëêèõ ïó-
çûðüêîâ, ïîÿâëÿåòñÿ ìåìáðàíà (ðèñ. 1, ã), ïîñëå ÷åãî äàí-
íûå ñòðóêòóðû óæå ìîæíî ñ÷èòàòü âåçèêóëàìè,
áëàãîäàðÿ äàëüíåéøåìó ñëèÿíèþ êîòîðûõ (ðèñ. 1, ä) è
ôîðìèðóþòñÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûå æåëòî÷íûå ãðàíóëû
(ðèñ. 1, å). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ìîæíî íàáëþäàòü èí-
êîðïîðàöèþ â ýëåêòðîííî-ïëîòíûå àãðåãàòû ýëåêòðîí-
íî-ñâåòëûõ âåçèêóë (ðèñ. 1, æ), êîòîðûå îòïî÷êîâûâà-
þòñÿ îò êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ ïîðèñòûõ ïëàñòèíîê (ðèñ. 1,
ç) è â èçîáèëèè ïðèñóòñòâóþò â öèòîïëàçìå. Äàííûå âå-
çèêóëÿðíûå êîìïëåêñû ôîðìèðóþò æåëòî÷íûå ãðàíóëû,
îòëè÷àþùèåñÿ áîëåå ñâåòëûì ñîäåðæèìûì (ðèñ. 1, è).
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Ðèñ. 1. Ôîðìèðîâàíèå æåëòî÷íûõ ãðàíóë â îîöèòå Apostichopus japonicus.

à — îîöèò íà ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ; á — àãðåãàòû ìåëêèõ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ïóçûðüêîâ (óêàçàíû ñòðåëêàìè); â — ïðîäóöèðîâàíèå ìåëêèõ ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ ïóçûðüêîâ öèñòåðíàìè êîìïëåêñà Ãîëüäæè; ã — îáðàçîâàíèå îáùåé ìåìáðàíû (ãîëîâêà ñòðåëêè) âîêðóã àãðåãàòîâ ìåëêèõ ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ ïóçûðüêîâ; ä — ñëèÿíèå ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ âåçèêóë; å — òåìíàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà; æ — âñòðàèâàíèå ýëåêòðîííî-ñâåòëûõ âåçèêóë â
àãðåãàòû ìåëêèõ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ïóçûðüêîâ; ç — ïîðèñòûå ïëàñòèíêè â öèòîïëàçìå îîöèòà; è — ñâåòëàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà. òã — òåìíûå ãðàíó-

ëû æåëòêà; ñã — ñâåòëûå ãðàíóëû æåëòêà, ÿ — ÿäðî, êã — êîìïëåêñ Ãîëüäæè, ï — ïóçûðåê, ïï — ïîðèñòàÿ ïëàñòèíêà.



Ó ò è ë è ç à ö è ÿ æ å ë ò ê à â ð à í í å ì ý ì á ð è î ã å í å -
çå. Â êëåòêàõ áëàñòóëû ìîæíî íàáëþäàòü ãðàíóëû êàê
ñâåòëîãî, òàê è ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî æåëòêà. Ãðàíóëû
ñâåòëîãî æåëòêà èçíà÷àëüíî îêðóæåíû ìåìáðàíîé

(ðèñ. 2, à), êîòîðàÿ ïîñòåïåííî óòðà÷èâàåòñÿ (ðèñ. 2, á).
Ñîãëàñíî íàøèì íàáëþäåíèÿì, ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå
ðàññåèâàíèå ìàòåðèàëà ñâåòëûõ ãðàíóë, â ðåçóëüòàòå
÷åãî îíè çíà÷èòåëüíî óìåíüøàþòñÿ â ðàçìåðàõ (ðèñ. 2, â)
è ïîñòåïåííî èñ÷åçàþò. Êàê ïðàâèëî, óòèëèçèðóþùèåñÿ
ñâåòëûå ãðàíóëû îêðóæåíû ëèçîñîìíûìè âåçèêóëàìè
(ðèñ. 2, á, â).

Æåëòî÷íûå ýëåêòðîííî-ïëîòíûå ãðàíóëû (ðèñ. 3, à)
òàêæå ïîäâåðãàþòñÿ ðàññåèâàíèþ, íî ýòîò ïðîöåññ ïðîèñ-
õîäèò èíûì ñïîñîáîì. Èçíà÷àëüíî äåñòðóêöèÿ ìàòåðèàëà
ãðàíóë, óòðàòèâøèõ ìåìáðàíó, ïðîèñõîäèò â ïåðèôåðè÷å-
ñêîé çîíå, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íà ïîïåðå÷íîì ñðåçå ñòðóêòó-
ðà èìååò âèä ïîëóìåñÿöà (ðèñ. 3, á). Ïîëîñòü, âîçíèêàþ-
ùàÿ â çîíå àóòîëèçà, ñîäåðæèò ðûõëûé íåïëîòíûé ìàò-
ðèêñ (ðèñ. 3, á). Àóòîëèòè÷åñêèé ïðîöåññ çàêàí÷èâàåòñÿ
ïîëíûì ïðåâðàùåíèåì ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ïîëóìåñÿöåâ
â ìàòðèêñ, ïîñòóïàþùèé â öèòîïëàçìó, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
â êëåòêàõ áëàñòóëû âèäíû ñâåòëûå çîíû (ðèñ. 3, â).

Ã å ð ì è í à ò è â í û å ã ð à í ó ë û â î î ö è ò à õ è ý ì á -
ð è î í à ë ü í û õ ê ë å ò ê à õ. Â ïðîöåññå óëüòðàñòðóêòóðíî-
ãî èññëåäîâàíèÿ îîöèòîâ è áëàñòîìåðîâ òðåïàíãà áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ äàííûõ êëåòîê
ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ðûõëûõ, íå îêðóæåííûõ ìåìáðàíîé
ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðàíóë (ðèñ. 4, à), ìîðôîëîãè÷åñêè
ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòðóêòóðàì, â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå
õàðàêòåðèçóåìûì êàê «germinal bodies» (ñì.: Saffman, Las-
ko, 1999; Matova, Cooley, 2001). Â îîöèòàõ ïîäîáíûå ãðà-
íóëû íå èìåþò ñïåöèàëüíîé çîíû ëîêàëèçàöèè è ìîãóò
áûòü îáíàðóæåíû â ëþáîì ó÷àñòêå öèòîïëàçìû ÿéöåêëåò-
êè êàê âáëèçè ÿäðà (ðèñ. 4, á), òàê è íåïîäàëåêó îò êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíû (ðèñ. 4, â). Ãðàíóëû òàêîãî æå òèïà âñòðå-
÷àþòñÿ â ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ, â êîòîðûõ îíè ìîãóò
áûòü ëåãêî îòëè÷èìû îò ãðàíóë óòèëèçèðóþùåãîñÿ æåëò-
êà (ðèñ. 4, ã, ä). Îò ãðàíóë ñâåòëîãî æåëòêà äàííûå ñòðóê-
òóðû îòëè÷àþòñÿ áîëüøåé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòüþ.
Ýëåêòðîííàÿ ïëîòíîñòü ãåðìèíàòèâíûõ ãðàíóë ñîïîñòà-
âèìà ñ òàêîâîé ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðàíóë æåëòêà, íî
æåëòî÷íûå ãðàíóëû íèêîãäà íå ïðèíèìàþò ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ î÷åðòàíèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ ãåðìèíàòèâíûõ ãðàíóë.

Îáñóæäåíèå

Ïîñêîëüêó äëÿ èãëîêîæèõ äîñòàòî÷íî õîðîøî èçâå-
ñòíî î ïîñòóïëåíèè ìîëåêóëÿðíîãî ïðåäøåñòâåííèêà
æåëòêà — âèòåëëîãåíèíà — â îîöèòû ýêçîãåííî âíóòðè
ïèíîöèòîçíûõ ïóçûðüêîâ, à òàêæå î ñèíòåçå ÷àñòè æåëò-
êà ýíäîãåííî ïðè ó÷àñòèè àïïàðàòà Ãîëüäæè è ïîðèñòûõ
ïëàñòèíîê (Àéçåíøòàäò, 1984; Unuma et al., 1998; Yokota
et al., 2003), íàøè äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå, ÷òî â
îîöèòàõ A. japonicus ãðàíóëû æåëòêà ôîðìèðóþòñÿ èç
ìåëêèõ ïóçûðüêîâ, íå ÿâëÿþòñÿ ïðèíöèïèàëüíî íîâûìè.
Òåì íå ìåíåå íóæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ó A. japonicus
ôîðìèðóþùèåñÿ æåëòî÷íûå ãðàíóëû íà ïåðâûé âçãëÿä
êàæóòñÿ ãëûáêàìè ýëåêòðîííî-ïëîòíîãî ìàòåðèàëà, êî-
òîðûé ìîã áû ñðàâíèâàòüñÿ ñ ñóáñòàíöèåé ïîëîâûõ äå-
òåðìèíàíòîâ. Îäíàêî ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èñ-
ñëåäîâàíèå ïðè áîëüøèõ óâåëè÷åíèÿõ ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìîòðåòü ïóçûð÷àòóþ ñòðóêòóðó òàêèõ ñêîïëåíèé; êðîìå
òîãî, äëÿ íèõ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíûì îðåîë áëèçëåæàùèõ
ïóçûðüêîâ, âåðîÿòíî, âñòðàèâàþùèõñÿ â ôîðìèðóþùóþ-
ñÿ ãðàíóëó æåëòêà.

Êàê ïðàâèëî, ïðè îïèñàíèè æåëòêà ìîðñêèõ åæåé
ðå÷ü èäåò î ñòðóêòóðàõ åäèíîãî òèïà. Òàê, äåãðàäàöèÿ
æåëòêà ó ìîðñêîãî åæà Hemicentrotus pulcherrimus òðàê-
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Ðèñ. 2. Óòèëèçàöèÿ ñâåòëûõ æåëòî÷íûõ ãðàíóë â áëàñòóëå
Apostichopus japonicus.

à — ñâåòëàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà (ñòðåëêîé ïîêàçàíî íàëè÷èå ìåìáðàíû);
á — óòèëèçèðóþùàÿñÿ ñâåòëàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà (ãîëîâêà ñòðåëêè ïî-
êàçûâàåò îòñóòñòâèå ìåìáðàíû), îêðóæåííàÿ ëèçîñîìàìè; â — ðàññåèâà-
íèå ìàòåðèàëà ñâåòëîé æåëòî÷íîé ãðàíóëû. ë — ëèçîñîìà, ì — ìèòîõîí-

äðèÿ, ðñ — ðàññåèâàþùàÿñÿ ñâåòëàÿ ãðàíóëà.



òóåòñÿ êàê ïîñòåïåííîå èçìåíåíèå ïëîòíîé ñòðóêòóðû
æåëòî÷íûõ ãðàíóë â ñâåòëûå (Yokota et al., 1993). Îäíàêî
ñîãëàñíî íàøèì íàáëþäåíèÿì, æåëòîê â îîöèòàõ òðåïàí-
ãà ñóùåñòâóåò â äâóõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ âàðèàöèÿõ è ðàç-
ëè÷åí ïî ñïîñîáó ôîðìèðîâàíèÿ. Êðîìå ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ æåëòî÷íûõ ãðàíóë îáíàðóæåíû ãðàíóëû, çà-
ïîëíåííûå áîëåå ñâåòëûì ñîäåðæèìûì, êîòîðûå
âîçíèêàþò çà ñ÷åò ïðèñîåäèíåíèÿ ê ñêîïëåíèþ ìåëêèõ
ïóçûðüêîâ áîëåå êðóïíûõ ýëåêòðîííî-ñâåòëûõ âåçèêóë,
ôîðìèðóåìûõ ïîðèñòûìè ïëàñòèíêàìè. Ïîäîáíûå àãðå-
ãàòû òàêæå ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷íû îò ïîëîâûõ äåòåð-
ìèíàíòîâ. Ôîðìèðîâàíèå æåëòî÷íûõ ãðàíóë äâóõ òèïîâ
äëÿ èãëîêîæèõ ïðîäåìîíñòðèðîâàíî âïåðâûå, è, êàê ïî-
êàçàë óëüòðàñòðóêòóðíûé àíàëèç, ïðîâåäåííûé â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå, ñòðóêòóðà ôîðìèðóþùèõñÿ æåëòî÷íûõ ãðà-
íóë íè íà îäíîì èç ýòàïîâ äèôôåðåíöèàöèè íå ñîâïàäàåò
ñî ñòðóêòóðîé ïîëîâûõ äåòåðìèíàíòîâ.

Æåëòî÷íûå ãðàíóëû â áîëüøîì êîëè÷åñòâå âñòðå÷à-
þòñÿ â êëåòêàõ çàðîäûøåé èãëîêîæèõ, â òîì ÷èñëå îôè-
óð (Ãëèçíóöà, Äàóòîâ, 2004), ìîðñêèõ ëèíèé (Chia et al.,
1986) è ãîëîòóðèé (Þøèí è äð., 1993; Dolmatov, Yushin,
1993), îäíàêî ìåõàíèçì óòèëèçàöèè æåëòêà äîñòàòî÷íî
äåòàëüíî ðàññìàòðèâàëñÿ òîëüêî ó ìîðñêèõ åæåé. Èñ-
ïîëüçîâàíèå òàêèõ ìåòîäîâ, êàê õðîìàòîãðàôèÿ è ýëåêò-
ðîôîðåç â SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ïîêàçàëî, ÷òî íà
íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ýìáðèîãåíåçà ìîðñêèõ åæåé (áëàñòóëà,
ãàñòðóëà) ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ îñíîâíîãî æåëòî÷íîãî ãëèêîïðîòåèíà — âèòåë-
ëîãåíèíà, ÷òî ñîïðÿæåíî ñ åãî ïåðåõîäîì â ñòàäèþ íèç-
êîìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâ, ñîäåðæàíèå êîòîðûõ ðàñòåò â
áëàñòóëå è ãàñòðóëå (Kari, Rottman, 1985; Armant et al.,
1986; Scott, Lennarz, 1989; Yokota et al., 1993, 2003). Ñî-
ãëàñíî ïîäòâåðæäåííîé íåêîòîðûìè àâòîðàìè ãèïîòåçå
(Mallaya et al., 1992), ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ ÿéöåêëåòêè
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Ðèñ. 3. Óòèëèçàöèÿ òåìíûõ æåëòî÷íûõ ãðàíóë â áëàñòóëå Apostichopus japonicus.

à — òåìíàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà (ñòðåëêîé ïîêàçàíî íàëè÷èå ìåìáðàíû); á — òåìíàÿ æåëòî÷íàÿ ãðàíóëà, ïîäâåðãàþùàÿñÿ àâòîëèçó (çâåçäî÷êîé ïîêàçà-
íà çîíà ïåðèôåðè÷åñêîãî àâòîëèçà, ñòðåëêîé — îòñóòñòâèå ìåìáðàíû); â — êëåòêè áëàñòóëû (çîíû ïåðèôåðè÷åñêîãî àâòîëèçà ðàçíûõ ðàçìåðîâ ïîêà-

çàíû çâåçäî÷êàìè, ñòðåëêàìè ïîêàçàíû óòèëèçèðóþùèåñÿ òåìíûå æåëòî÷íûå ãðàíóëû).



â íåé è ôîðìèðóþùèõñÿ êëåòêàõ ýìáðèîíà óñòàíàâëèâà-
åòñÿ êèñëîòíûé óðîâåíü pH, îïòèìàëüíûé äëÿ àêòèâàöèè
ãèäðîëàç, èçíà÷àëüíî ñîäåðæàùèõñÿ â æåëòî÷íûõ ãðàíó-
ëàõ â èíòàêòíîé ôîðìå. Ïðåäïîëîæèòåëüíî èìåííî
«àöèäèôèêàöèÿ» ñòèìóëèðóåò ïðîòåîëèç âèòåëëîãåíà
(Yokota, Kato, 1988; Yokota et al., 1993, 2003; Èâàíî-
âà-Êàçàñ, 1995; Ãëèçíóöà, Äàóòîâ, 2004). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
ó ìîðñêèõ åæåé, íåñìîòðÿ íà èñ÷åçíîâåíèå âèòåëëîãåíè-
íà, çàìåòíîãî èçìåíåíèÿ â êîëè÷åñòâå è ìàññå æåëòî-
÷íûõ ãðàíóë íå ïðîèñõîäèò (Armant et al., 1986; Yokota,
Kato, 1988). Ãðàíóëû æåëòêà ìîãóò áûòü ôðàãìåíòèðîâà-
íû òîëüêî â ïðîöåññå ýëåêòðîôîðåçà â SDS-ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå (Yokota et al., 1993). Ïî íàáëþäåíèÿì íåêî-
òîðûõ èññëåäîâàòåëåé, ðàñïàä âèòåëëîãåíèíà ìîðôîëî-
ãè÷åñêè âûðàæàåòñÿ òîëüêî â èçìåíåíèè ïëîòíîñòè
ñîäåðæèìîãî æåëòî÷íûõ ãðàíóë, êîòîðîå ñòàíîâèòñÿ áî-
ëåå ðûõëûì, íî ïðè ýòîì ñàìè ãðàíóëû ñîõðàíÿþò ñòðóê-
òóðíóþ öåëîñòíîñòü, ïî-ïðåæíåìó îêðóæåíû ìåìáðàíîé

è èìåííî â òàêîì íåèçìåííîì âèäå ïîñòóïàþò âíóòðü
ïåðâè÷íûõ ëèçîñîì, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ óâåëè÷èâàåòñÿ
íà áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ ýìáðèîãåíåçà (Armant et al.,
1986; Yokota, Kato, 1988; Yokota et al., 1993).

Ó ãîëîòóðèè A. japonicus íàìè áûë îáíàðóæåí ìîð-
ôîëîãè÷åñêè èíîé ñïîñîá «ïîâåäåíèÿ» æåëòî÷íûõ ãðà-
íóë. Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ óòèëèçàöèè ìàòåðèàëà òåìíûõ è
ñâåòëûõ æåëòî÷íûõ ãðàíóë õàðàêòåðíû ìîðôîëîãè÷åñêè
ñïåöèôè÷íûå ïàòòåðíû, ñîïðÿæåííûå ñ ïîòåðåé íàðóæ-
íîé ìåìáðàíû è ðàñïàäîì ñîäåðæèìîãî. Óòèëèçàöèÿ
ñâåòëûõ ãðàíóë ïðîèñõîäèò ïóòåì óòðàòû íàðóæíîé
ìåìáðàíû (ðèñ. 5, à—â) è ðàâíîìåðíîãî óìåíüøåíèÿ
ðàçìåðà îò êðàåâ ê öåíòðó (ðèñ. 5, ã—å). Ðàñòâîðåíèå
òåìíûõ ãðàíóë îñóùåñòâëÿåòñÿ ñïîñîáîì, êîòîðûé ìû
õàðàêòåðèçóåì êàê ïåðèôåðè÷åñêèé àâòîëèç, â ðåçóëüòà-
òå êîòîðîãî ïîñëå ïîòåðè íàðóæíîé ìåìáðàíû (ðèñ. 6, à,
á) èñ÷åçàþùèå ãðàíóëû íàïîìèíàþò «ïîëóìåñÿö»
(ðèñ. 6, ä). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ðåçóëüòàòîì äåñòðóêöèè ÿâ-
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Ðèñ. 4. Ãåðìèíàòèâíûå ãðàíóëû â îîöèòàõ è áëàñòóëå Apostichopus japonicus.

à — ãåðìèíàòèâíàÿ ãðàíóëà â îîöèòå; á — ãåðìèíàòèâíàÿ ãðàíóëà âáëèçè ÿäðà; â — ãåðìèíàòèâíàÿ ãðàíóëà âáëèçè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû; ã, ä — ãåðìè-
íàòèâíàÿ ãðàíóëà â áëàñòîìåðå. ãã — ãåðìèíàòèâíàÿ ãðàíóëà, êì — êëåòî÷íàÿ ìåìáðàíà, ÿ — ÿäðî.



ëÿåòñÿ âîçíèêíîâåíèå ðûõëîãî ìàòðèêñà, îêàçûâàþùåãî-
ñÿ â öèòîïëàçìå â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè. Íå îòðèöàÿ âîç-
ìîæíîñòè ïðîòåîëèòè÷åñêîé äåñòðóêöèè ãðàíóë æåëòêà
òðåïàíãà, ìû íå ìîæåì íå îáðàòèòü âíèìàíèå íà ïðèñóò-
ñòâèå ìåëêèõ ýëåêòðîííî-ñâåòëûõ ïóçûðüêîâ, êîòîðûå,
âåðîÿòíî, ÿâëÿþòñÿ ïåðâè÷íûìè ëèçîñîìàìè è ôåðìåí-
òû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â äåñòðóêöèè ýëåêòðîííî-ñâåòëî-
ãî æåëòêà (ðèñ. 5, á—å). Íóæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ñîïðÿ-
æåííîñòü ìåëêèõ ëèçîñîì ñ äåñòðóêöèåé æåëòêà ðàíåå íå
îáñóæäàëàñü èññëåäîâàòåëÿìè è â íàñòîÿùåé ðàáîòå äå-
ìîíñòðèðóåòñÿ íàìè âïåðâûå. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ
ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ó A. japonicus êîìïëåêñ Ãîëüäæè íå
òîëüêî ó÷àñòâóåò â ñèíòåçå ãðàíóë æåëòêà â ïðîöåññå âè-
òåëëîãåíåçà, íî è èãðàåò îïðåäåëåííóþ ðîëü â ïðîöåññå
èõ èñ÷åçíîâåíèÿ â ýìáðèîãåíåçå.

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ãðàíóëû ìàòåðèàëà,
êîòîðûå âñòðå÷àþòñÿ â êëåòêàõ áëàñòóëû è, ïî íàøåìó
ìíåíèþ, ÿâëÿþòñÿ ìàòåðèàëîì çàðîäûøåâîé ïëàçìû,
èìåþò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè
ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâåòëûìè ãðàíóëàìè æåëòêà è, ñëåäîâà-
òåëüíî, íå ìîãóò áûòü ñïóòàíû ñ ïîñëåäíèì. Â òî æå
âðåìÿ èõ íåëüçÿ îòîæäåñòâëÿòü è ñ óòèëèçèðóþùèìñÿ
ìàòåðèàëîì ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðàíóë, òàê êàê äåñò-
ðóêöèÿ ýòèõ ñòðóêòóð ïðîèñõîäèò â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñòðîãî äåòåðìèíèðîâàííûì ïàòòåðíîì, êîòîðîìó ýëå-
ìåíòû ïîëîâîé ëèíèè íå ñîîòâåòñòâóþò.

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå ôîðìèðîâàíèÿ è äåñò-
ðóêöèè æåëòêà â îîöèòàõ è ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ A. ja-
ponicus ïîêàçàëî, ÷òî ñòðóêòóðû, ôèãóðèðóþùèå â îáîèõ
ïðîöåññàõ, ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷íû îò öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà, êîòîðûé â ñîîòâåòñòâèè ñ êðèòåðèÿìè,
îòðàæåííûìè â ðàáîòàõ ìíîãèõ àâòîðîâ (Saffman, Lasko,
1999; Matova, Cooley, 2000; Èñàåâà, Ðåóíîâ, 2001), ÿâëÿåò-
ñÿ âåùåñòâîì çàðîäûøåâîé ïëàçìû. Ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî èäåíòèôèêàöèÿ ýëåìåíòîâ çàðîäûøåâîé ïëàçìû â
îîöèòàõ è ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ A. japonicus âïîëíå
âîçìîæíà ñ èñïîëüçîâàíèåì òîëüêî ìåòîäà óëüòðàñòðóê-
òóðíîãî àíàëèçà è íå òðåáóåò èñïîëüçîâàíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàðêåðîâ.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü Â. Â. Þøè-
íó çà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå äëÿ íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ çàëèâêè áëàñòóë òðåïàíãà, à òàêæå Ä. Ôîìèíó çà
ïîìîùü ïðè ðàáîòå íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÄÎ
ÐÀÍ (ïðîåêò 05-III-À-06-105), Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 03-04-49544) è Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ÍØ-1219.2003.4).
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Ðèñ. 5. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå óòèëèçàöèè ñâåòëîé æåëòî÷íîé ãðàíóëû â áëàñòóëå Apostichopus japonicus.

à — èíòàêòíàÿ ãðàíóëà; á—å — óòèëèçèðóþùàÿñÿ ãðàíóëà. ì — ìåìáðàíà, ë — ëèçîñîìà, êã — êîìïëåêñ Ãîëüäæè.

Ðèñ. 6. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå óòèëèçàöèè òåìíîé æåëòî-
÷íîé ãðàíóëû â áëàñòóëå Apostichopus japonicus.

à — èíòàêòíàÿ ãðàíóëà; á—ä — óòèëèçèðóþùàÿñÿ ãðàíóëà. ì — ìåìáðà-
íà; çâåçäî÷êàìè ïîêàçàíû çîíû ïåðèôåðè÷åñêîãî àâòîëèçà.
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THE ULTRASTRUCTURAL PATTERNS OF GERMINAL AND YOLK GRANULES IN OOCYTES

AND EMBRYONIC CELLS OF THE HOLOTHURIAN APOSTICHOPUS JAPONICUS
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The yolk germinal granules in oocytes and embryonic cells of Apostichopus japonicus were studied by trans-
mission electron microscopy. Analysis of the features of synthesis and utilization of yolk granules made it po-
ssible to reveal ultrastructural criteria to distinguish between granules of the forming and utilized yolk, and ger-
minal granules. Based on these findings, the authors suppose that identification of germ plasm elements in oocy-
tes and embryonic cells of A. japonicus is quite possible with ultrastructural analysis only, and does not require
utilizing molecular markers.
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