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Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìîðôîëîãèè êëåòîê öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè ìîðñêèõ çâåçä

Èäåíòèôèêàöèÿ è õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê, îòâåòñòâåííûõ çà âîññòàíîâëåíèå òêàíåé è îðãàíîâ ó
âçðîñëûõ îðãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ âîïðîñîâ ðåãåíåðàòèâíîé áèîëîãèè. Â ýòîì èññëåäîâà-
íèè ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç êëåòî÷íîãî ñîñòàâà öåëîìè÷åñêîé æèäêîñòè (ÖÆ) è öåëîìè÷åñêî-
ãî ýïèòåëèÿ (ÖÝ) ó äâóõ áëèçêèõ âèäîâ Asteroidea. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî õàðàêòåðèñòèêå ìàëûõ
êëåòîê (ÌÊ, äèàìåòð 4 ìêì) ñ ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì âûøå 0.9, áåç âèäèìûõ ïðèçíà-
êîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè. Êëåòêè ýòîãî òèïà ó Asterias rubens ñîñòàâëÿþò çíà÷èòåëüíóþ äîëþ â ñîñòà-
âå ÖÝ, ïðîÿâëÿþò ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è, âîçìîæíî, ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè
äëÿ êëåòîê ÖÆ. Â ñîñòàâå ÖÆ è ÖÝ àìóðñêîé çâåçäû A. amurensis òàêæå âûÿâëåíû ÌÊ, ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå õàðàêòåðèñòèêè êîòîðûõ ïîäîáíû ÌÊ A. rubens, îáíàðóæåíà ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê ÖÝ, ñëàáî ñâÿ-
çàííûõ ñ ÖÝ, îáîãàùåííàÿ ìàëûìè ýïèòåëèîöèòàìè (ÌÝÖ), è ïîêàçàíà èõ ñïîñîáíîñòü ê ìèãðàöèè èç
ñîñòàâà ÖÝ. Äîëÿ ÌÊ ó A. amurensis ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì ó A. rubens. Àíàëèç àäãåçèâíûõ ñïîñîá-
íîñòåé êëåòîê ÖÆ è ÖÝ âûÿâèë îäèíàêîâûå çàêîíîìåðíîñòè äëÿ äâóõ áëèçêèõ âèäîâ çâåçä. Êóëüòèâèðî-
âàíèå êëåòîê A. amurensis ïðîäåìîíñòðèðîâàëî ñïîñîáíîñòü êëåòîê ÖÝ ôîðìèðîâàòü êðèñòàëëî-ïîäîá-
íûå ñòðóêòóðû, âîçìîæíî öåíòðû ñêåëåòîîáðàçîâàíèÿ, ÷åãî íå áûëî âûÿâëåíî ó A. rubens. Ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòüþ â ñîñòàâå èññëåäîâàííûõ òêàíåé A. rubens è A. amurensis in vivo è in vitro
õàðàêòåðèçóþòñÿ êàê ÌÊ, òàê è áîëåå êðóïíûå êëåòêè, ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå êîòîðûõ
íèæå 0.7. Öåëîìîöèòû A. amurensis â îòëè÷èå îò êëåòîê ÖÆ A. rubens äåìîíñòðèðóþò âûñîêóþ ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Îáñóæäàþòñÿ ãèïîòåçû î ïðîèñõîæäåíèè öåëîìîöèòîâ.
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êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè, öåëîìîöèòû, ïåðâè÷íûå êóëüòóðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÊ — ìàëûå êëåòêè, ÌÝÖ — ìàëûå ýïèòåëèîöèòû, ÖÆ — öåëîìè÷å-
ñêàÿ æèäêîñòü, ÖÝ — öåëîìè÷åñêèé ýïèòåëèé, ÖÝ-Ñ — ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê, ñëàáî ñâÿçàííûõ ñ öåëî-
ìè÷åñêèì ýïèòåëèåì, ÝÖ — ýïèòåëèîöèòû.

Âûäàþùèåñÿ ñïîñîáíîñòè èãëîêîæèõ ê âîññòàíîâëå-
íèþ óòðà÷åííûõ òêàíåé è îðãàíîâ äåëàþò èõ óäîáíîé ìî-
äåëüþ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõà-
íèçìîâ ðåãåíåðàöèè. Òîë÷êîì ê àêòèâíûì èññëåäîâàíèÿì
ïîñëóæèëî ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà ìîðñêîãî åæà, êîòî-
ðûé, êàê îêàçàëîñü, íà 70 % ãîìîëîãè÷åí ãåíîìó ÷åëîâåêà
(Sodergren et al., 2006). Ïîèñê êëåòî÷íûõ èñòî÷íèêîâ ðå-
ãåíåðàöèè, âûÿâëåíèå è õàðàêòåðèñòèêà êîìïåòåíòíûõ
êëåòîê ó âçðîñëûõ îðãàíèçìîâ — îäíî èç îñíîâíûõ íà-
ïðàâëåíèé èññëåäîâàíèé. Äëÿ èãëîêîæèõ ïðèâîäÿòñÿ
äàííûå îá ó÷àñòèè â ðåãåíåðàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê, à
òàêæå î âîâëå÷åíèè ïðîöåññîâ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê â âîññòàíîâëåíèå óòðà÷åííûõ òêàíåé è îðãàíîâ
(Candelaria et al., 2006; Candia Carnevali, 2006; Äîëìàòîâ,
2009; Bobrovskaya, Dolmatov, 2014; Mashanov et al., 2015).

Ó ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Asteroidea èññëåäóþòñÿ ïðî-
öåññû, ïðîèñõîäÿùèå ïðè âîññòàíîâëåíèè ëó÷åé, ïèëîðè-
÷åñêèõ æåëåç, æåëóäêà, à òàêæå ïðè áåñïîëîì ðàçìíîæå-
íèè (Candia Carnevali, 2006). Îòäåëüíîå ìåñòî çàíèìàåò

âîïðîñ ïðîèñõîæäåíèÿ öåëîìîöèòîâ — êëåòîê öåëîìè÷å-
ñêîé æèäêîñòè (ÖÆ), âîñïîëíåíèå ïîïóëÿöèè êîòîðûõ
ïðè îòñóòñòâèè èíòåíñèâíîé ïðîëèôåðàöèè ïðîèñõîäèò
çà 5—6 ÷ (Moss et al., 1998; Êîçëîâà è äð., 2006; Pinsino
et al., 2007; Rinkevich, Matranga, 2009; Hernroth et al.,
2010). Â êà÷åñòâå íàèáîëåå âåðîÿòíîãî èñòî÷íèêà öåëî-
ìîöèòîâ ðàññìàòðèâàåòñÿ öåëîìè÷åñêèé (ïåðèòîíåàëü-
íûé) ýïèòåëèé (ÖÝ) (Vanden Bossche, Jangoux, 1976; Pin-
sino et al., 2007). Ñóùåñòâóþò äâå ãèïîòåçû, îïèñûâàþ-
ùèå ìåõàíèçì âîññòàíîâëåíèÿ ïîïóëÿöèè öåëîìîöèòîâ.
Îäíà èç íèõ ïðåäïîëàãàåò ìèãðàöèþ äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ öåëîìîöèòîâ èç ñîñòàâà ÖÝ â ïîëîñòü òåëà â îòâåò íà
ïîòåðþ ÖÆ. Ãèïîòåçà ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè î ïðèñóòñòâèè çðåëûõ öåëîìîöèòîâ
â ñîñòàâå ÖÝ (Schoenmakers et al., 1981; Ãîðøêîâ è äð.,
2009). Ïðîâåäåííûå íàìè èññëåäîâàíèÿ íà áåëîìîðñêîé
çâåçäå A. rubens ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ýòîé ãèïîòå-
çû — â ñîñòàâå ÖÝ íàìè âûÿâëåíû êëåòêè, ïî ìîðôîìåò-
ðè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñõîäíûå ñ äèôôåðåíöèðîâàí-
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íûìè àãðàíóëîöèòàìè è ãðàíóëîöèòàìè ÖÆ (Sharlaimova
et al., 2014).

Ñîãëàñíî äðóãîé ãèïîòåçå, â îòâåò íà ïîòåðþ ÖÆ
ïðîèñõîäèò ìèãðàöèÿ æãóòèêîâûõ êëåòîê ÖÝ â ïîëîñòü
òåëà è èõ ïîñëåäóþùàÿ òðàíñäèôôåðåíöèðîâêà çà ñ÷åò
ïîòåðè æãóòèêà è ïðèîáðåòåíèÿ ñïîñîáíîñòè ê àìåáîèä-
íîìó äâèæåíèþ (Vanden Bossche, JanGoux, 1976; Êîðåí-
áàóì, 1989). Îñíîâàíèåì ñëóæàò ýëåêòðîííî-ìèêðîñêî-
ïè÷åñêèå äàííûå è ïðèæèçíåííûå èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷-
íîãî ñîñòàâà ïîïóëÿöèé öåëîìîöèòîâ ðàçíûõ âèäîâ
ìîðñêèõ çâåçä, â ÖÆ êîòîðûõ áûëè âûÿâëåíû êëåòêè ñî
æãóòèêîì (Johnson, Beeson, 1966; Smith, 1981; Kanungo,
1984). Îäíèì èç òàêèõ âèäîâ ÿâëÿåòñÿ A. amurensis (Êî-
ðåíáàóì, 1989). Åùå îäíèì àðãóìåíòîì â ïîëüçó ýòîé ãè-
ïîòåçû ïîñëóæèë ôàêò âûÿâëåíèÿ ñëîæíîãî ïåðèöåíò-
ðèîëÿðíîãî êîìïëåêñà â êëåòêàõ ÖÆ, ìîðôîëîãè÷åñêè
îòëè÷íîãî îò êîðåøêîâîãî àïïàðàòà æãóòèêîâûõ êëåòîê,
íî, âîçìîæíî, ÿâëÿþùåãîñÿ ðóäèìåíòîì æãóòèêà (Kanes-
hiro, Karp, 1980; Maes, Jangoux, 1983; Êîðåíáàóì, 1989).

Âàæíûì ðåçóëüòàòîì íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâà-
íèé, ïðîâåäåííûõ íà áåëîìîðñêîé çâåçäå A. rubens, ÿâè-
ëîñü âûÿâëåíèå ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê, ñëàáî ñâÿçàííûõ ñ
ÖÝ (ÖÝ-Ñ), êîòîðàÿ íà 50 % îáîãàùåíà ìàëûìè ýïèòå-
ëèîöèòàìè (ÌÝÖ) (Sharlaimova et al., 2014). Ýòè êëåòêè
(äèàìåòð 4—6 ìêì) ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèì îòíîøåíèåì îáëàäàþò òàêîé õàðàêòåðèñòèêîé ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, êàê ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü. Ñóáïî-
ïóëÿöèÿ êëåòîê ÖÝ-Ñ çàíèìàåò ïîãðàíè÷íîå ïîëîæåíèå
ìåæäó ÖÝ è öåëîìè÷åñêîé ïîëîñòüþ, ïîñêîëüêó êëåòêè
ëîêàëèçîâàíû íà ïîâåðõíîñòè ÖÝ è ñïîñîáíû ìèãðèðî-
âàòü èç ñîñòàâà ýïèòåëèÿ. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
ÌÝÖ ïîêàçàíà in vivo è in vitro. Òàêèì îáðàçîì, ñîâîêóï-
íîñòü äàííûõ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âîñïîëíåíèå
ïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÆ ìîæåò ïðîèñõîäèòü íå òîëüêî çà
ñ÷åò äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, íî è çà ñ÷åò êëåòîê áåç
âèäèìûõ ïðèçíàêîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè, à èìåííî
ÌÝÖ. Äëÿ äðóãèõ âèäîâ ìîðñêèõ çâåçä ïðèñóòñòâèå ïóëà
ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ÖÝ è èõ âîçìîæíîå
ó÷àñòèå â âîçîáíîâëåíèè ïîïóëÿöèè öåëîìîöèòîâ â êà÷å-
ñòâå êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ íå îïèñàíû. Îäíàêî êëåò-
êè ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì,
ìîðôîëîãèÿ êîòîðûõ ñõîäíà ñ ìîðôîëîãèåé ÌÊ A. ru-
bens, áûëè îáíàðóæåíû â ñîñòàâå ÖÆ äàëüíåâîñòî÷íîé
ìîðñêîé çâåçäû A. amurensis (Êîðåíáàóì, 1989). Ýòîò
ôàêò ïîñëóæèë ïðåäïîñûëêîé äëÿ íàñòîÿùåãî èññëåäîâà-
íèÿ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïîèñê è õàðàêòåðèñòèêà
ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûõ è ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê â
ñîñòàâå ÖÆ è ÖÝ àìóðñêîé ìîðñêîé çâåçäû A. amurensis
è ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýòèõ êëåòîê ó A. amurensis è áå-
ëîìîðñêîé çâåçäû A. rubens, ó êîòîðîé ýòè êëåòêè áûëè
âûÿâëåíû ðàíåå (Sharlaimova et al., 2014). Äëÿ ýòîãî ïðî-
âîäèëè ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñóñïåíçèé öåëîìîöèòîâ
è êëåòîê ÖÝ A. amurensis è ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç
êëåòîê, îáëàäàþùèõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ. Èñ-
ñëåäîâàëè ñïîñîáíîñòü ÌÊ ê ìèãðàöèè èç ñîñòàâà ÖÝ â
öåëîìè÷åñêóþ ïîëîñòü. Àíàëèçèðîâàëè àäãåçèâíûå ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ÖÆ è ÖÝ ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ ê ðàçëè÷-
íûì ñóáñòðàòàì è îïðåäåëÿëè äîëþ ÌÊ ñðåäè ïðèêðå-
ïèâøèõñÿ. Êðîìå òîãî, ïîëó÷àëè ïåðâè÷íûå êóëüòóðû öå-
ëîìîöèòîâ è êëåòîê ÖÝ è ïðîâîäèëè ìîðôîìåòðè÷åñêèé
àíàëèç ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê in vitro. Âûÿâëåíû îá-
ùèå çàêîíîìåðíîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ ÌÊ â ÖÆ, ÖÝ è
ÖÝ-Ñ è îñîáåííîñòè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ó
ïðåäñòàâèòåëåé äâóõ áëèçêèõ âèäîâ ìîðñêèõ çâåçä.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ñ A. amurensis ïðîâîäèëè â îêòÿáðå
2013 ã. íà áàçå áèîñòàíöèè «Âîñòîê» Èíñòèòóòà áèîëîãèè
ìîðÿ ÄÂÎ ÐÀÍ (çàëèâ Âîñòîê, ßïîíñêîå ìîðå). Îñîáåé
äèàìåòðîì 15—30 ñì ñîáèðàëè íà ãëóáèíå 5—20 ì è ñî-
äåðæàëè â âàííå ñ ïðîòî÷íîé ìîðñêîé âîäîé â òå÷åíèå
âñåãî âðåìåíè ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Äëÿ ñðàâíè-
òåëüíîé õàðàêòåðèñòèêè ìîðôîòèïîâ ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòîê in vivo è in vitro îñîáåé A. rubens äèàìåòðîì
10—15 ñì ñîáèðàëè íà ãëóáèíå 5—8 ì â ðàéîíå î-âà Ôåò-
òàõ (íà áàçå Áåëîìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Çîîëî-
ãè÷åñêîãî èíñòèòóòà ÐÀÍ, Êàíäàëàêøñêèé çàëèâ, ãóáà
×óïà, Áåëîå ìîðå) â ñåíòÿáðå 2013—2014 ãã. è ñîäåðæàëè
â ñàäêàõ íà ãëóáèíå 3—5 ì.

Â û ä å ë å í è å ñ ó ñ ï å í ç è é ê ë å ò î ê ÖÆ, ÖÝ è
ñ ó á ï î ï ó ë ÿ ö è è ÖÝ-Ñ â äåòàëÿõ îïèñàíî ðàíåå (Shar-
laimova et al., 2014). Ñóñïåíçèè öåëîìîöèòîâ ïîëó÷àëè,
îòðåçàÿ êîí÷èê ëó÷à è ñîáèðàÿ ÖÆ â ïðîáèðêó ñ ðàâíûì
îáúåìîì ñîëåâîãî ðàñòâîðà áåç Ca2+ è Mg2+ (Ca2+-,
Mg2+-free salt solution, CMFSS) (Kanungo, 1982), ñîäåðæà-
ùåãî ÝÄÒÀ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 15 ìM. Ñóñïåíçèè
êëåòîê ÖÝ âûäåëÿëè, îáðàáàòûâàÿ ôðàãìåíòû ÖÝ, îòäå-
ëåííûå ñ ïîìîùüþ ïèíöåòà ñ âíóòðåííåé àáîðàëüíîé ïî-
âåðõíîñòè ëó÷à, 0.05—0.1 %-íûì ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû
êðàáà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 20 ìèí. Ñóáïîïóëÿöèþ
êëåòîê ÖÝ-Ñ ñîäåðæàëè â ðàñòâîðå CMFSS ïîñëå ïåðâè÷-
íîé ïðîìûâêè ôðàãìåíòîâ ÖÝ äî ôåðìåíòàòèâíîé îáðà-
áîòêè.

Ñóñïåíçèè êëåòîê ÖÆ, ÖÝ è ÖÝ-Ñ îñàæäàëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1800 îá/ìèí è ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå CMFSS. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäè-
ëè ëèáî ñ ôèêñèðîâàííûìè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà (ÏÔÀ) êëåòêàìè, ëèáî ñ æèâûìè.

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ñ ó ñ ï å í ç è é ê ë å -
ò î ê Ö Æ, Ö Ý è Ö Ý - Ñ. Ñóñïåíçèè êëåòîê, ôèêñèðîâàí-
íûå â 4%-íîì ÏÔÀ íàíîñèëè íà 1 ÷ íà ñòåêëà, ïîêðûòûå
ïîëè-L-ëèçèíîì (ñ ìîë. ìàññîé 70 000—150 000; Sigma,
ÑØÀ). Ñòåêëà ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè ïîãðóæà-
ëè â 0.1%-íûé âîäíûé ðàñòâîð àçóðà II íà 5—7 ìèí, ïðî-
ìûâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, ïðîâîäèëè ÷åðåç ñïèð-
òû âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè, à çàòåì îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ñïèðòîâûì ðàñòâîðîì ýîçèíà â òå÷åíèå 2 ìèí.
Äàëåå ïðåïàðàòû ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè â 96%-íîì
ýòàíîëå, èçîáóòàíîëå è êñèëîëå è çàêëþ÷àëè â áàëüçàì.
Íà ïðåïàðàòàõ îöåíèâàëè äîëþ êëåòîê êàæäîãî ìîðôîëî-
ãè÷åñêîãî òèïà. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 200M (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Äëÿ èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîãî àíàëèçà êëåòêè ïîñëå ôèêñàöèè íàíîñèëè íà
ñòåêëà, ïîêðûòûå ïîëèëèçèíîì, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 è èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ñ êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà Í3 (Cell Signaling, ÑØÀ)
äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê è (èëè) ìûøèíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ àëüôà-òóáóëèíà (Sigma, ÑØÀ) äëÿ
âûÿâëåíèÿ æãóòèêîâûõ êëåòîê è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè
âòîðûìè àíòèòåëàìè Alexa 488 Fluor è Alexa 546 Fluor
(Molecular Probes, ÑØÀ) â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. ßäðà îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì DAPI (Sigma,
ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê â
êóëüòóðå, èõ ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ëóíîê ïèïåòèðîâà-
íèåì, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ÏÔÀ ÷åðåç 1—6 è 11—14 ñóò
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êóëüòèâèðîâàíèÿ è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà Í3, êàê îïèñàíî âûøå. Àíàëèç
ïðåïàðàòîâ è ïîäñ÷åò äîëè îêðàøåííûõ êëåòîê ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axiovert
200M è êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TSC SP5.

À í à ë è ç â î ç ì î æ í î ñ ò è ì è ã ð à ö è è ê ë å ò î ê
Ö Ý - Ñ è ç ñ î ñ ò à â à Ö Ý A. a m u r e n s i s. Îòäåëåíèå êó-
ñî÷êîâ ýïèòåëèÿ ïðè ïîìîùè ïèíöåòà ìîæåò ïîâðåæäàòü
òêàíü è ñïîñîáñòâîâàòü âûõîäó êëåòîê èç êðàåâûõ ðàíå-
âûõ ó÷àñòêîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû óìåíüøèòü âëèÿíèå ïî-
âðåæäåíèÿ òêàíè íà ñïîñîáíîñòü êëåòîê âûñåëÿòüñÿ èç
ýïèòåëèÿ, ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû ñ «óñëîâíî-èíòàêò-
íûì» ÖÝ, êîãäà â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè öåëóþ àáîðàëü-
íóþ ÷àñòü ëó÷à. Â ðàçíûå ÷àøêè Ïåòðè íàíîñèëè ïî 2 ìë
CMFSS, ìîðñêîé âîäû èëè áåñêëåòî÷íîé ÖÆ, ïîñëå ÷åãî
âûðåçàííóþ àáîðàëüíóþ ÷àñòü ëó÷à çâåçäû ïîìåùàëè
âíóòðåííåé ñòîðîíîé â ðàçíûå æèäêîñòè. Êëåòêè, âûøåä-
øèå èç ýïèòåëèÿ, ÷åðåç 20 ìèí ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì
ÏÔÀ è îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (Invitrogen,
ÑØÀ) è DAPI. Îöåíèâàëè îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê, âû-
øåäøèõ èç ñîñòàâà ÖÝ â ðàçíûå æèäêîñòè, ïóòåì ïîäñ÷å-
òà â êàìåðå Ãîðÿåâà è îïðåäåëÿëè äîëþ ÌÝÖ (êëåòîê ñ
âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì). Ýêñ-
ïåðèìåíò ïîâòîðÿëè äâàæäû.

À í à ë è ç ï î ï ó ë ÿ ö è é ê ë å ò î ê Ö Æ è Ö Ý ï î ñ ë å
ï ð è ê ð å ï ë å í è ÿ ê ð à ç ë è ÷ í û ì ñ ó á ñ ò ð à ò à ì.
100 ìêë ñóñïåíçèé êëåòîê ÖÆ (1�106 êë./ìë), ÖÝ è ÖÝ-Ñ
(2�106 êë./ìë) â ìîðñêîé âîäå íàíîñèëè íà ôèáðîíåêòèí
(Sigma, ÑØÀ), ëàìèíèí 2/4, ïîëèëèçèí èëè ñòåêëî íà 1 ÷
ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó ðàíåå (Øàðëàèìîâà, Ïåòóõîâà,
2011). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ÏÔÀ è îêðàøèâàëè
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì è DAPI. Ñðàâíèâàëè ñóììàðíîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê, ñïîñîáíûõ ïðèêðåïèòüñÿ ê ðàçíûì
ñóáñòðàòàì, è îöåíèâàëè äîëþ ÌÊ â êàæäîì âàðèàíòå
ýêñïåðèìåíòà. Ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè äâàæäû.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í û õ ê ó ë ü ò ó ð ê ë å ò î ê
ÖÆ, ÖÝ è ÖÝ-Ñ. Ñóñïåíçèè êëåòîê ÖÆ, ÖÝ è ÖÝ-Ñ
äâàæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì CMFSS, ñîäåðæàùèì êîê-
òåéëü àíòèáèîòèêîâ (200 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 200 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà è 40 ìã/ë ãåíòàìèöèíà), à çàòåì ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííîé ñðåäå Ëåéáîâè÷à L-15
(Odintsova, Khomenko, 1991) (1100 ìOñì), â êîòîðóþ äî-
áàâëÿëè 2 % ýìáðèîíàëüíîé ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîò-
êè è 40 ìã/ë ãåíòàìèöèíà è íàíîñèëè íà ïîâåðõíîñòü
24-ëóíî÷íûõ ïëàò â êîíöåíòðàöèè (1—2)�106 êë./ìë.
Êëåòêè â êóëüòóðå àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðî-
âàííûõ ìèêðîñêîïîâ Áèîëàì (Ðîññèÿ) è Nicon (Ãåðìàíèÿ)
ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 6.3�, 10� èëè 20�.

Ä ë ÿ ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à á î ò ê è ä à í í û õ
èñïîëüçîâàëè êîìïüþòåðíóþ ïðîãðàììó STATISTI-
CA 6.0 (StatSoft Inc.). Ïîäñ÷åò äîëè êëåòîê ïðîâîäèëè â
íåñêîëüêèõ ïîëÿõ çðåíèÿ (â ñóììå íå ìåíåå 500 êëåòîê) â
ïðåïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ â òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ, íà 10 îñîáÿõ A. amurensis. Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè
ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè âåðîÿòíîñòè íóëå-
âîé ãèïîòåçû Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ñ ó ñ ï å í ç è é ê ë å -
ò î ê Ö Æ, Ö Ý è Ö Ý - Ñ ä à ë ü í å â î ñ ò î ÷ í î é ì î ð -
ñ ê î é ç â å ç ä û A. a m u r e n s i s. Â ñóñïåíçèÿõ êëåòîê
ÖÆ âûÿâëåíî íåñêîëüêî óñëîâíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òè-

ïîâ êëåòîê ïîñëå îêðàñêè àçóð—ýîçèíîì. Óñëîâíîñòü
êëàññèôèêàöèè îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ÷òî ãèñòîãåíåòè÷åñêèå
îòíîøåíèÿ ìåæäó ðàçíûìè òèïàìè êëåòîê ìîðñêîé çâåç-
äû åùå íå âûÿñíåíû. Äîìèíèðóþùèìè òèïàìè â ÖÆ ÿâ-
ëÿþòñÿ ìåëêèå ïåòàëîèäíûå àãðàíóëîöèòû (äèàìåòð ÿäðà
1.8 ìêì, äèàìåòð êëåòêè 5 ìêì, äîëÿ â ïîïóëÿöèè
34.2 � 2.4 %), êðóïíûå ïåòàëîèäíûå àãðàíóëîöèòû (äèà-
ìåòð ÿäðà 2.2 ìêì, äèàìåòð êëåòêè 10.5 ìêì, äîëÿ â ïîïó-
ëÿöèè 41.7 � 1.9 %) è ãðàíóëîöèòû (äèàìåòð ÿäðà
2.7 ìêì, äèàìåòð êëåòêè 8 ìêì è äîëÿ â ïîïóëÿöèè
14.8 � 1.0 %) (ðèñ. 1, à, 1—3; á, ñòîëáöû 1—3). Íåçíà÷è-
òåëüíóþ äîëþ ñîñòàâëÿþò âåðåòåíîâèäíûå (1.7 � 0.5 %)
(ðèñ. 1, à, 4; á, ñòîëáåö 4) è äâóÿäåðíûå (2.4 � 0.2 %)
(ðèñ. 1, à, 5; á, ñòîëáåö 5) êëåòêè. Äëÿ A. rubens äîìèíè-
ðóþùèìè êëàññàìè òàêæå ÿâëÿþòñÿ ìåëêèå è êðóïíûå àã-
ðàíóëîöèòû, îäíàêî äîëÿ ìåëêèõ âûøå, ÷åì ó A. amuren-
sis, è ñîñòàâëÿåò 43.0 � 2.8 %, à äîëÿ êðóïíûõ — 14.6 �
� 1.7 % (Sharlaimova et al., 2014), ÷òî ñóùåñòâåííî íèæå,
÷åì ó A. amurensis. Äîëÿ ýîçèíîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ â
ÖÆ A. amurensis, âåðîÿòíåå âñåãî, ìîæåò çíà÷èòåëüíî âà-
ðüèðîâàòü àíàëîãè÷íî A. rubens, ó êîòîðîé ýòî çíà÷åíèå
âàðüèðóåò îò 2 äî 15 % â çàâèñèìîñòè îò æèâîòíîãî (Êîç-
ëîâà è äð., 2006). Äîëè âåðåòåíîâèäíûõ è äâóÿäåðíûõ
êëåòîê ó äâóõ âèäîâ çâåçä íå ðàçëè÷àþòñÿ.

Â ñóñïåíçèÿõ êëåòîê ÖÆ A. amurensis òàêæå âûÿâëå-
íû äâà òèïà öåëîìîöèòîâ ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèì îòíîøåíèåì (> 0.9) äèàìåòðîì 3—4 ìêì: ñ êîí-
äåíñèðîâàííûì ïðèìåìáðàííûì õðîìàòèíîì (ðèñ. 1, à,
6) è ñ ÿäðîì, ðàâíîìåðíî è èíòåíñèâíî îêðàøåííûì àçó-
ðîì (ðèñ. 1, à, 7). Îêðàñêà êëåòîê DAPI ïîäòâåðæäàåò äâà
âàðèàíòà ðàñïðåäåëåíèÿ õðîìàòèíà â ÌÊ: ëèáî â ïðèìåì-
áðàííîé îáëàñòè (ðèñ. 1, à, 6R), ëèáî ðàâíîìåðíî ïî âñåìó
ÿäðó (ðèñ. 1, à, 7R). Òàêîé æå õàðàêòåð îêðàñêè ÌÊ ñ âûñî-
êèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì áûë âûÿâ-
ëåí ó A. rubens (Sharlaimova et al., 2014). Ñóììàðíàÿ äîëÿ
ÌÊ â ÖÆ A. amurensis ñîñòàâëÿåò 5.1 � 1.0 % (ðèñ. 1, á,
ñòîëáåö 6+7). Òàêèì îáðàçîì, îáà òèïà ÌÊ ÖÆ âûÿâëÿ-
þòñÿ ó äâóõ âèäîâ ìîðñêèõ çâåçä. Ðàçëè÷èÿ çàêëþ÷àþòñÿ
â ñóììàðíîé äîëå ýòèõ êëåòîê, êîòîðàÿ ïðè îäèíàêîâîì
ñïîñîáå ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèé êëåòîê ñóùåñòâåííî âûøå
äëÿ áåëîìîðñêîé çâåçäû, ó êîòîðîé èõ äîëÿ ñîñòàâëÿåò
13.8 � 1.7 % (Sharlaimova et al., 2014).

Äëÿ A. amurensis ìîðôîëîãè÷åñêèå òèïû êëåòîê ÖÆ,
ïîäîáíûå ðàññìîòðåííûì âûøå, áûëè îïèñàíû ðàíåå
â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ïðèæèçíåííûõ è ãèñòîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ñòåêëó (Êîðåíáàóì,
Âîðîáüåâ, 1988). Ýòî àãðàíóëÿðíûå (50—75 %) è ãðàíó-
ëÿðíûå (25—50 %) àìåáîöèòû è ëèìôîöèòîïîäîáíûå
êëåòêè, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèì îòíîøåíèåì. Ëèìôîöèòîïîäîáíûå êëåòêè ïî
ìîðôîìåòðè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñîîòâåòñòâóþò ÌÊ
ñ êîíäåíñèðîâàííûì ïðèìåìáðàííûì õðîìàòèíîì
(ðèñ. 1, à, 6, 8). Äîëþ ýòèõ êëåòîê àâòîðû íå óêàçûâàþò
(Êîðåíáàóì, Âîðîáüåâ, 1988). Îïèñàííûõ èìè â ýòîé æå
ðàáîòå ìîðóëÿðíûõ (1—5 %) è åäèíè÷íûõ æãóòèêîâûõ êëåò-
êàõ â ñîñòàâå ÖÆ â íàøåì èññëåäîâàíèè íå âûÿâëåíî.

Â ïîñëåäóþùåé ðàáîòå, ïîñâÿùåííîé àìóðñêîé çâåç-
äå, áûëà äåòàëüíî èññëåäîâàíà óëüòðàñòðóêòóðà êëåòîê
ÖÆ è âûÿâëåíû îñîáåííîñòè ñòðóêòóðû àìåáîöèòîâ, êî-
òîðûå â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè ñîäåðæàëè ñëîæíî îðãàíè-
çîâàííûé ïåðèöåíòðèîëÿðíûé êîìïëåêñ (Êîðåíáàóì,
1989). Â ýòîé æå ðàáîòå àâòîð óòî÷íÿë ñòðóêòóðó ëèìôî-
öèòîïîäîáíûõ êëåòîê ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèì îòíîøåíèåì è äèàìåòðîì 4—6 ìêì: ÿäðî êëåòîê
îêðóãëîå, ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ïðèìåìáðàííîãî êîí-
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äåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà è ìàëåíüêèì ÿäðûøêîì.
Â òîíêîì ñëîå öèòîïëàçìû âûÿâëÿëèñü ñâîáîäíûå ðèáî-
ñîìû, 1—2 ìèòîõîíäðèè è íåñêîëüêî öèñòåðí ãðàíóëÿð-
íîãî ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà. ÌÊ âòîðîãî òèïà
ñ ðàâíîìåðíî è èíòåíñèâíî îêðàøåííûì ÿäðîì, âûÿâëåí-
íûå â íàøåé ðàáîòå, Êîðåíáàóì (1989) íå îïèñàíû.

Ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñóñïåíçèé êëåòîê ÖÝ
A. amurensis ïðîâåäåí âïåðâûå. Äîìèíèðóþùèì òèïîì

êëåòîê ÿâëÿþòñÿ ìåëêèå àãðàíóëîöèòû, êëåòêè, ñòðåìÿ-
ùèåñÿ ê îáðàçîâàíèþ àãðåãàòîâ (64.6 � 2.1 %) (ðèñ. 1, â,
1). ßäðà ýòèõ êëåòîê ïðåèìóùåñòâåííî èìåþò íåïðàâèëü-
íóþ ôîðìó. Äâîéíàÿ îêðàñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ àëü-
ôà-òóáóëèíà è DAPI ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü, ÷òî ýòî æãó-
òèêîâûå êëåòêè (ðèñ. 1, â, 1R), êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ âûñòèëà-
þùèìè êëåòêàìè ïåðèòîíåàëüíîãî ýïèòåëèÿ. Êàê
ïîêàçûâàåò ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç, æãóòèêîâûå ÝÖ
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Ðèñ. 1. Êëåòî÷íûé ñîñòàâ è äîëè ìîðôîòèïîâ ÖÆ (à, á), ÖÝ (â, ã) è ÖÝ-Ñ (â, ä) Asterias amurensis.

à — êëåòêè ÖÆ: 1 — ìåëêèé àãðàíóëîöèò, 2 — êðóïíûé àãðàíóëîöèò, 3 — ãðàíóëîöèò, 4 — âåðåòåíîâèäíûé öåëîìîöèò, 5 — äâóÿäåðíàÿ êëåòêà, 6, 6R —
ìàëàÿ êëåòêà ñ êîíäåíñèðîâàííûì ïðèìåìáðàííûì õðîìàòèíîì ïîñëå îêðàñêè àçóð—ýîçèíîì (6) è DAPI (6R), 7, 7R — ìàëàÿ êëåòêà ñ ðàâíîìåðíî è èí-
òåíñèâíî îêðàøåííûì ÿäðîì ïîñëå îêðàñêè àçóð—ýîçèíîì (7) è DAPI (7R). á — äîëÿ öåëîìîöèòîâ êàæäîãî òèïà (1—5) è ñóììàðíàÿ äîëÿ ÌÊ (6+7). â —
êëåòêè ÖÝ è ÖÝ-Ñ: 1, 1R — ìåëêèå àãðàíóëîöèòû ñ ÿäðîì íåïðàâèëüíîé ôîðìû (æãóòèêîâûå êëåòêè) ïîñëå îêðàñêè àçóð—ýîçèíîì (1) è àíòèòåëàìè
ïðîòèâ àëüôà-òóáóëèíà (1R), 2, 2R — ìåëêèå (2) è êðóïíûå (2R) àãðàíóëîöèòû ñ àöåíòðè÷åñêè ðàñïîëîæåííûì ÿäðîì, 3 — ãðàíóëîöèò, 4 — ìîðóëÿðíàÿ
êëåòêà, 5, 5R — áåçúÿäåðíûå ýëåìåíòû ÖÝ ïîñëå îêðàñêè àçóð—ýîçèíîì (5) è ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì è DAPI (5R), 6, 6R — ÌÝÖ ñ äèñêðåòíî îêðàøåííûì
ÿäðîì, 7 — ÌÊ ñ ðàâíîìåðíî îêðàøåííûì ÿäðîì, 8 — äâà òèïà ÌÊ, îêðàñêà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì è DAPI. ã — äîëÿ êëåòîê ÖÝ êàæäîãî òèïà (1—5)

è ñóììàðíàÿ äîëÿ ÌÊ (6+7). ä — äîëÿ êëåòîê ÖÝ-Ñ êàæäîãî òèïà (1—5) è ñóììàðíàÿ äîëÿ ÌÊ (6+7). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.



A. amurensis õàðàêòåðèçóåòñÿ ìåíüøèì ðàçáðîñîì ðàçìå-
ðîâ êëåòêè (4.5—5.0 ìêì) è äèàìåòðà ÿäðà (3.0—3.5 ìêì)
ïî ñðàâíåíèþ ñî æãóòèêîâûìè êëåòêàìè ÖÝ A. rubens
(ðàçìåð êëåòêè 3—5 ìêì, äèàìåòð ÿäðà 2.5—3.5 ìêì)
(Sharlaimova et al., 2014). Ïîìèìî ýòîãî, â ÖÝ âñòðå÷àþò-
ñÿ öåëîìîöèòîïîäîáíûå êëåòêè — àãðàíóëîöèòû (14.6 �
� 0.5 %) è ãðàíóëîöèòû (9.4 � 0.7 % â ïîïóëÿöèè)
(ðèñ. 1, â, 3; ã, ñòîëáåö 3). Àãðàíóëîöèòû ìîãóò áûòü ìåë-
êèìè (ñ äèàìåòðàìè ÿäðà è êëåòêè 2.3 è 4—5.7 ìêì ñîîò-
âåòñòâåííî) (ðèñ. 1, â, 2) è êðóïíûìè (ñ äèàìåòðàìè ÿäðà
è êëåòêè 3—4 è 9 ìêì ñîîòâåòñòâåííî) (ðèñ. 1, â, 2R; ã,
ñòîëáåö 2).

Ìîðóëÿðíûå êëåòêè (äèàìåòð ÿäðà 2.2 ìêì, äèàìåòð
êëåòêè 9—12 ìêì) ñîñòàâëÿþò íåçíà÷èòåëüíóþ äîëþ â
ïîïóëÿöèè (0.6� 0.2 %) (ðèñ. 1, â, 4; ã, ñòîëáåö 4), ÷òî ñî-
îòâåòñòâóåò äîëå ýòèõ êëåòîê ó áåëîìîðñêîé çâåçäû. Ïî-
äîáíî A. rubens, â îêðàøåííûõ àçóð—ýîçèíîì ñóñïåí-
çèÿõ êëåòîê ÖÝ àìóðñêîé çâåçäû A. amurensis ïðèñóòñò-
âóþò ýîçèíîôèëüíûå áåçúÿäåðíûå ýëåìåíòû ðàçëè÷íûõ
ôîðìû è ðàçìåðà, âåðîÿòíî ìèîýïèòåëèàëüíûå êëåòêè
(2—12 ìêì) (ðèñ. 1, â, 5), ïîñêîëüêó îêðàñêà ðîäàìèí-
ôàëëîèäèíîì âûÿâëÿåò ïó÷êè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
(ðèñ. 1, â, 5R; ã, ñòîëáåö 5). Èõ äîëÿ â ñóñïåíçèè êëåòîê
A. rubens î÷åíü âàðüèðóåò, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ íàøèìè
íàáëþäåíèÿìè áîëåå ÷åì â 200 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ èíäèâèäóàëüíûìè îñî-
áåííîñòÿìè ñòðîåíèÿ ÖÝ. Â îòëè÷èå îò áåëîìîðñêîé
A. rubens (Sharlaimova et al., 2014), ó A. amurensis íå âûÿâ-
ëåíî àçóðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ.

ÌÝÖ áûëè òàêæå îáíàðóæåíû â ñîñòàâå ÖÝ A. amu-
rensis, ïðè÷åì ïîäîáíî ÌÝÖ A. rubens, ïóë ýòèõ êëåòîê
ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà äâà òèïà: êëåòêè ðàçìåðîì 3—6 ìêì ñ
äèñêðåòíî îêðàøåííûì ÿäðîì è ïðèìåìáðàííûì ïðèëå-
æàíèåì õðîìàòèíà (ÌÝÖ-1) (ðèñ. 1, â, 6, 6R, 8) è ÌÝÖ ñ
ðàâíîìåðíî èíòåíñèâíî îêðàøåííûì àçóðîì ÿäðîì äèà-
ìåòðîì 2—4 ìêì (ÌÝÖ-2) (ðèñ. 1, â, 7, 8). Ñóììàðíàÿ
äîëÿ ÌÝÖ â ñîñòàâå ÖÝ A. amurensis ñîñòàâëÿåò 10.7 �
� 0.2 % (ðèñ. 1, ã, ñòîëáåö 6+7), ÷òî ïî÷òè â 3 ðàçà íèæå,
÷åì ó áåëîìîðñêîé çâåçäû (27.3 � 1.6 %) (Sharlaimova
et al., 2014). Ïîäîáíî A. rubens, ÌÝÖ-1 àìóðñêîé çâåçäû
ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíû ñ ÌÊ, âûÿâëåííûìè â ñîñòàâå
ïîïóëÿöèè öåëîìîöèòîâ.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî, êàê è â ñëó÷àå A. rubens, â ðàñ-
òâîðå CMFSS ïîñëå ïåðâè÷íîé ïðîìûâêè ôðàãìåíòîâ ÖÝ
A. amurensis òàêæå âûÿâëåí çíà÷èòåëüíûé ïóë êëåòîê
(ÖÝ-Ñ). Â ýòîé ñóáïîïóëÿöèè âñòðå÷àþòñÿ êëåòêè òåõ æå
ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ, êîòîðûå îáíàðóæåíû â ÖÝ, íî â
äðóãèõ ïðîïîðöèÿõ (ðèñ. 1, ä), è îíà òàêæå îáîãàùåíà
ÌÝÖ äâóõ òèïîâ (ðèñ. 1, ä, ñòîëáåö 6+7). Ñóììàðíàÿ
äîëÿ ÌÝÖ â ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê ÖÝ-Ñ äàëüíåâîñòî÷íîé
A. amurensis ñóùåñòâåííî íèæå (45.0 � 1.3 %; ñðåäè íèõ

ÌÝÖ-1 — 28.6 � 1.4, à ÌÝÖ-2 — 16.4 � 0.6 %), ÷åì ó
A. rubens (68.8 � 3.0 %; ñðåäè íèõ ÌÝÖ-1 — 49.7 � 3.0,
ÌÝÖ-2 — 19.1 � 0.8 %) (Sharlaimova et al., 2014).

Òàêèì îáðàçîì, â ñîñòàâå ïîïóëÿöèé öåëîìîöèòîâ è
êëåòîê ÖÝ A. amurensis âûÿâëåíû ÌÊ, ïî ìîðôîìåòðè÷å-
ñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñõîäíûå ñ ÌÊ áåëîìîðñêîé A. ru-
bens. Êðîìå òîãî, òîæå îáíàðóæåíà ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê
ÖÝ-Ñ, îáîãàùåííàÿ ÌÝÖ, äîëÿ êîòîðûõ ó àìóðñêîé çâåç-
äû çíà÷èòåëüíî íèæå.

Ì è ã ð à ö è ÿ ê ë å ò î ê Ö Ý A. a m u r e n s i s â ö å ë î -
ì è ÷ å ñ ê ó þ ï î ë î ñ ò ü. Ýêñïåðèìåíòû ñ «óñëîâíî-èí-
òàêòíûì» ÖÝ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà») ïîêà-
çàëè ìèãðàöèþ êëåòîê â ìîðñêóþ âîäó, â CMFSS è ÖÆ.
Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ìèãðèðîâàâøèõ êëåòîê ÷åðåç
20 ìèí èíêóáàöèè íàáëþäàëè â ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ
CMFSS (ñì. òàáëèöó), ïðè÷åì ñóñïåíçèè ñîäåðæàëè íå-
çíà÷èòåëüíóþ äîëþ íåáîëüøèõ àãðåãàòîâ èç 2—3 êëåòîê.
Ñóììàðíàÿ äîëÿ ÌÝÖ ñîñòàâèëà 27—36 %. Ñóñïåíçèè
êëåòîê, ìèãðèðîâàâøèõ â ìîðñêóþ âîäó è ÖÆ, ñîäåðæà-
ëè çíà÷èòåëüíóþ äîëþ àãðåãàòîâ, äîëÿ ÌÊ ñîñòàâèëà
14—19 è 4—11 % ñîîòâåòñòâåííî.

Â ñëó÷àå ýêñïåðèìåíòîâ ñ óñëîâíî-èíòàêòíûì ÖÝ áå-
ëîìîðñêîé A. rubens (Sharlaimova et al., 2014) ìàêñèìàëü-
íûé ñóììàðíûé âûõîä êëåòîê çàðåãèñòðèðîâàí òàêæå â
ðàñòâîð CMFSS. Êðîìå òîãî, èìåííî â ýòîì ñëó÷àå âûÿâ-
ëåíà áîëüøàÿ äîëÿ ÌÊ, ìèãðèðîâàâøèõ èç ñîñòàâà ÖÝ.
Ñëåäîâàòåëüíî, âûÿâëåíà çàâèñèìîñòü ìèãðàöèè êëåòîê
îò ïðèñóòñòâèÿ â ðàñòâîðàõ äâóõâàëåíòíûõ èîíîâ. Òàêèì
îáðàçîì, äëÿ A. amurensis íàáëþäàëè òå æå çàêîíîìåðíî-
ñòè, ÷òî è äëÿ A. rubens, íî äîëÿ ìèãðèðîâàâøèõ ÌÊ
ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ äîëåé òàêèõ êëåòîê A. rubens.
Ýòî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ áîëåå íèçêîé äîëåé êëåòîê
ýòîãî òèïà â ñîñòàâå ÖÝ è, âîçìîæíî, îïðåäåëÿåòñÿ áîëåå
ïëîòíûì ñòðîåíèåì ÖÝ A. amurensis àìóðñêîé çâåçäû,
êîòîðûé ëåãêî îòäåëÿåòñÿ ïèíöåòîì îò ýêçîñêåëåòà â âèäå
öåëüíîãî ïëîòíîãî ëîñêóòà, òîãäà êàê ÖÝ A. rubens îòäå-
ëÿåòñÿ â âèäå íåáîëüøèõ íåïðî÷íûõ êóñêîâ.

À í à ë è ç ï î ï ó ë ÿ ö è é ê ë å ò î ê Ö Æ è Ö Ý ï î ñ ë å
ï ð è ê ð å ï ë å í è ÿ ê ð à ç ë è ÷ í û ì ñ ó á ñ ò ð à ò à ì. Èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
òðåáóåò èõ ïîñåâà íà ïîêðîâíûå ñòåêëà. Â ñëó÷àå A. ru-
bens ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè, ïåðâîíà÷àëüíî ïðèêðåïèâøèå-
ñÿ ê ïîêðîâíîìó ñòåêëó, ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ìèãðèðóþò íà ïîâåðõíîñòü ëóíêè, ÷òî íå ïîçâîëÿåò àíà-
ëèçèðîâàòü êëåòêè â êóëüòóðå. Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå
áûëà èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
ÖÝ íà ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòàõ è ïîêàçàíî, ÷òî ëàìèíèí 2/4
ÿâëÿåòñÿ òåì ëèãàíäîì, ê êîòîðîìó èçáèðàòåëüíî ïðè-
êðåïëÿþòñÿ ÌÝÖ. Èìåííî ëàìèíèí ïîñëóæèë ñóáñòðà-
òîì, íà êîòîðîì êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè è àíàëèçèðîâàëè
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê A. rubens â êóëüòóðå

724 Í. Ñ. Øàðëàèìîâà, Î. À. Ïåòóõîâà

Âûõîä ìàëûõ êëåòîê èç ñîñòàâà óñëîâíî-èíòàêòíîãî öåëîìè÷åñêîãî ýïèòåëèÿ â ðàñòâîð CMFSS,
ìîðñêóþ âîäó è öåëîìè÷åñêóþ æèäêîñòü: ñðàâíåíèå Asterias amurensis è A. rubens

Ñðåäà

A. amurensis A. rubensà

îáùåå ÷èñëî êëåòîê
(�106)

äîëÿ ìàëûõ
êëåòîê, %

îáùåå ÷èñëî êëåòîê
(�106)

äîëÿ ìàëûõ
êëåòîê, %

Ðàñòâîð CMFSSá 15.9 30—36 6.0 62—65

Ìîðñêàÿ âîäà 11.1 14—19 2.5 52—60

ÖÆ 5.8 4—11 2.5 30—34

à Ïî: Sharlaimova et al., 2014; á ïî: Kanungo, 1982.



(Øàðëàèìîâà, Ïåòóõîâà, 2011; Sharlaimova et al., 2014).
Äëÿ òîãî ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü àäãåçèâíûå ñâîéñòâà
êëåòîê A. amurensis è ãëàâíûì îáðàçîì ñðàâíèòü àäãåçèþ
ÌÊ äâóõ âèäîâ çâåçä, ñðàâíèâàëè ñïîñîáíîñòè êëåòîê
A. amurensis ïðèêðåïëÿòüñÿ ê èììîáèëèçîâàííûì áåëêàì
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — ôèáðîíåêòèíó, ëàìèíèíó 2/4
è ê íåñïåöèôè÷åñêèì ñóáñòðàòàì — ïîëèëèçèíó è ñòåê-
ëó. Âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ ïîëèëèçèíîì îáóñëîâëåíî
åãî ïîëîæèòåëüíûì çàðÿäîì è íå ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷å-
ñêèì.

Îöåíêà ñóììàðíîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ñïîñîáíûõ
ïðèêðåïèòüñÿ ê òîìó èëè èíîìó ñóáñòðàòó ÷åðåç 1 ÷ èíêó-
áàöèè â ìîðñêîé âîäå, ïîêàçûâàåò, ÷òî, ïîäîáíî êëåòêàì
A. rubens (Øàðëàèìîâà, Ïåòóõîâà, 2011), ìàêñèìàëüíîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê ÖÆ A. amurensis ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ôèá-
ðîíåêòèíó; äëÿ êëåòîê ÖÝ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì
ñóáñòðàòîì ÿâëÿåòñÿ ïîëèëèçèí; äëÿ ÖÝ-Ñ — ïîëèëèçèí
è ñòåêëî. Ó àìóðñêîé çâåçäû, òàê æå êàê è ó áåëîìîðñêîé,
ê ëàìèíèíó â öåëîì ïðèêðåïëÿåòñÿ ìèíèìàëüíîå êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ (ðèñ. 2, à). Òàêèì îáðàçîì, öåëî-
ìîöèòû, êëåòêè ÖÝ è ÖÝ-Ñ îáëàäàþò îáùèìè äëÿ äâóõ
âèäîâ çâåçä çàêîíîìåðíîñòÿìè ïðèêðåïëåíèÿ ê ðàçëè÷-
íûì ñóáñòðàòàì.

Ïîäîáíî A. rubens (Øàðëàèìîâà, Ïåòóõîâà, 2011),
ÌÊ áûëè âûÿâëåíû íà êàæäîì èç ñóáñòðàòîâ, íî ÌÊ ÖÝ
è ÖÝ-Ñ èçáèðàòåëüíî ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ñïåöèôè÷åñêèì
ëèãàíäàì (ôèáðîíåêòèíó è ëàìèíèíó). Ïðè÷åì äëÿ ÌÝÖ
íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñóáñòðàòîì ÿâëÿåòñÿ ëàìè-
íèí, à äëÿ ÌÊ ñóáïîïóëÿöèè ÖÝ-Ñ — ëàìèíèí è ôèáðî-
íåêòèí (ðèñ. 2, á). Ýòî ãîâîðèò î ðàçëè÷íûõ àäãåçèâíûõ
õàðàêòåðèñòèêàõ ÖÝ è ÖÝ-Ñ.

Ê ë å ò ê è Ö Æ , Ö Ý è Ö Ý - Ñ ì î ð ñ ê î é ç â å ç ä û
A. a m u r e n s i s â ó ñ ë î â è ÿ õ ï å ð â è ÷ í î é ê ó ë ü ò ó -
ðû. Êëåòêè ÖÆ A. amurensis ÷åðåç 12 ÷ ïîñëå ïîñåâà ôîð-
ìèðóþò «ñåòè» è àãðåãàòû, ÷àñòü èç íèõ îáðàçóåò ñèíöè-
òèè. Â äàëüíåéøåì íàáëþäàþòñÿ ïîñòåïåííîå îáúåäèíå-
íèå êëåòîê â êðóïíûå àãðåãàòû è óìåíüøåíèå ÷èñëà ðàñ-
ïëàñòàííûõ êëåòîê (ðèñ. 3, I, à—ã). Ýòè çàêîíîìåðíîñòè
òèïè÷íû òàêæå äëÿ êóëüòèâèðóåìûõ öåëîìîöèòîâ A. ru-
bens (Øàðëàèìîâà è äð., 2010).

Êëåòêè ÖÝ è ÖÝ-Ñ A. amurensis òàêæå äåìîíñòðèðó-
þò ñõîäíîå ñ êëåòêàìè A. rubens (Øàðëàèìîâà è äð., 2010)
ïîâåäåíèå â êóëüòóðå â òå÷åíèå 6 ñóò. ×åðåç 12 ÷ ïîñëå
ïîñåâà âûÿâëåíû õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êðóïíûå êëåòêè,
êîòîðûå îáðàçóþò ñåòè, ïîäâèæíûå àãðåãàòû æãóòèêîâûõ
êëåòîê è îäèíî÷íûå ïðèêðåïëåííûå êëåòêè (ðèñ. 3, II, à,

á). ×åðåç 4 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ á*îëüøàÿ ÷àñòü àãðåãàòîâ
æãóòèêîâûõ êëåòîê îñåäàåò íà ïîâåðõíîñòü ëóíîê è òåðÿ-
åò ïîäâèæíîñòü, ÷èñëî ðàñïëàñòàííûõ öåëîìîöèòîïîäîá-
íûõ êëåòîê ñîêðàùàåòñÿ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ (÷åðåç
7 ñóò) â êóëüòóðàõ ÖÝ è ÖÝ-Ñ íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå
«êðèñòàëëîâ» ñ ìíîãîãðàííîé ñòðóêòóðîé (ðèñ. 3, II, â, ã),
à ÷åðåç 2 íåä èõ êîëè÷åñòâî ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ.
Ïîÿâëåíèå ýòèõ ñòðóêòóð ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î
ôîðìèðîâàíèè â êóëüòóðå èçâåñòêîâûõ öåíòðîâ ñêåëåòî-
îáðàçîâàíèÿ, íî ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò äàëüíåéøåãî
èçó÷åíèÿ. Ôåíîìåí ñïîñîáíîñòè êëåòîê èãëîêîæèõ ê ñïè-
êóëîãåíåçó â êóëüòóðå ðàíåå îïèñàí ó ýìáðèîíàëüíûõ
ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ìîðñêèõ åæåé (Êèïðþøèíà,
Îäèíöîâà, 2011; Knapp et al., 2012; Odintsova et al., 2015).
Äëÿ âçðîñëûõ îñîáåé ìîðñêèõ çâåçä òàêèõ äàííûõ íå ïðè-
âîäèëè. Îáùåé ÷åðòîé äëÿ êóëüòóð êëåòîê ÖÝ A. rubens è
A. amurensis ÿâëÿåòñÿ ïîÿâëåíèå îêðàøåííûõ âêëþ÷åíèé,
âîçìîæíî ïèãìåíòíûõ êëåòîê (ðèñ. 3, III, à, á).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü ê ë å ò î ê Ö Æ,
Ö Ý è Ö Ý - Ñ A. a m u r e n s i s i n v i v o è i n v i t ro. Ñïî-
ñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ñâîéñò-
âîì ÌÝÖ A. rubens (ðèñ. 4, I, à). Ðåçóëüòàòû ìíîãîëåòíèõ
ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçûâàþò, ÷òî âêëþ÷åíèå áðîìäåçîêñè-
óðèäèíà (äëÿ îöåíêè ÄÍÊ-ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè) è
îêðàñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà
Í3 (íà ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü) ñòàáèëüíî ðåãèñòðèðî-
âàëèñü òîëüêî â ÖÝ, õîòÿ è íà íèçêîì óðîâíå, òîãäà êàê
ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ÖÆ âñòðå÷àëàñü
ëèøü â åäèíè÷íûõ ñëó÷àÿõ (Øàðëàèìîâà è äð., 2010).
Îêðàøèâàíèå ñóñïåíçèé êëåòîê àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà Í3 è àëüôà-òóáóëèíà, ïðîâå-
äåííîå â äàííîì èññëåäîâàíèè, âûÿâèëî, ÷òî ïîìèìî
ÌÝÖ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü â ÖÝ A. rubens ïðîÿâ-
ëÿþò òàêæå êëåòêè äðóãîãî ìîðôîòèïà (äèàìåòðîì
5—8 ìêì), ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå êîòî-
ðûõ íèæå 0.7. Àëüôà-òóáóëèí â ýòèõ êëåòêàõ âûÿâëÿåòñÿ
ëèáî â âèäå äèôôóçíîãî îêðàøèâàíèÿ (ðèñ. 4, I, á), ëèáî â
âèäå òÿæåé (ðèñ. 4, I, â). Â ÖÆ ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
ïðîÿâëÿëè êàê ÌÊ, òàê è áîëåå êðóïíûå êëåòêè äèàìåò-
ðîì 7—11 ìêì, ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèå
êîòîðûõ íèæå 0.7.

Â îòëè÷èå îò öåëîìîöèòîâ A. rubens òàêîâûå A. amu-
rensis ñòàáèëüíî ïðîÿâëÿëè ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü,
êîòîðàÿ âûÿâëÿëàñü â ÌÊ (ðèñ. 4, I, ã) è â áîëåå êðóïíûõ
êëåòêàõ (6—11 ìêì), ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíî-
øåíèå êîòîðûõ íèæå 0.7 (ðèñ. 4, I, ä). Äîëÿ ìèòîòè÷åñêèõ
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Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå äîëè ÌÊ â ñîñòàâå ïîïóëÿöèé öåëîìîöèòîâ, êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ, ñïîñîáíûõ ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ðàçíûì ñóáñòðà-
òàì (ïîëèëèçèíó, ñòåêëó, ôèáðîíåêòèíó è ëàìèíèíó).

à — ñðåäíåå ÷èñëî ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê (ÏÊ) â îäíîì ïîëå çðåíèÿ; á — äîëÿ ÌÊ, %.



öåëîìîöèòîâ ó îòäåëüíûõ îñîáåé A. amurensis äîñòèãàëà
5—20 %, êàê ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû èíäèâèäóàëüíîãî
àíàëèçà 10 æèâîòíûõ.

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ
A. amurensis âûÿâëåíà â ÌÊ (ðèñ. 4, I, å) è êðóïíûõ ÝÖ
(6—10 ìêì) è íàõîäèòñÿ íà íèçêîì óðîâíå. Äîëÿ ìèòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê íå ïðåâûøàåò 0.1 %, îäíàêî ýòî íà ïîðÿäîê
âûøå, ÷åì ó A. rubens (íå áîëåå 0.01 %). Ó àìóðñêîé çâåç-
äû êðóïíûå ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ
ñïåöèôè÷íîé ñòðóêòóðîé òóáóëèíîâîãî öèòîñêåëåòà, âû-
ÿâëÿåìîãî â âèäå òÿæåé (ðèñ. 4, I, æ).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê
A. amurensis âûÿâëÿåòñÿ íà áîëåå âûñîêîì óðîâíå ïî
ñðàâíåíèþ ñ áåëîìîðñêîé çâåçäîé A. rubens, îñîáåííî
äëÿ öåëîìîöèòîâ. Ýòîò ôàêò, áåçóñëîâíî, çàñëóæèâàåò äå-
òàëüíîãî àíàëèçà è äåëàåò A. amurensis óäîáíûì îáúåê-
òîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè èìåííî öåëîìîöè-
òîâ. Â ëèòåðàòóðå ýòîò ôàêò äëÿ àìóðñêîé çâåçäû íå îïè-
ñàí. Íî, ïî-âèäèìîìó, ïðîëèôåðàöèÿ öåëîìîöèòîâ íå
óíèêàëüíîå ñâîéñòâî àìóðñêîé çâåçäû, î ÷åì ñâèäåòåëü-
ñòâóþò äàííûå î ÄÍÊ-ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê
ÖÆ A. rubens (Holm et al., 2008; Øàðëàèìîâà è äð., 2010).

726 Í. Ñ. Øàðëàèìîâà, Î. À. Ïåòóõîâà

Ðèñ. 4. Òèïû ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê Asterias rubens è A. amurensis, îêðàñêà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà
ÍÇ (çåëåíûé), àëüôà-òóáóëèíà (êðàñíûé) è DAPI (ñèíèé).

I — ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè A. rubens (à—â) è A. amurensis (ã—æ) in vivo: à — ÌÝÖ; á — êðóïíàÿ êëåòêà ÖÝ ñ ðàâíîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì àëüôà-
òóáóëèíà; â — êðóïíàÿ êëåòêà ÖÝ ñ òÿæàìè òóáóëèíà (ñòðåëêè); ã — ìàëûé öåëîìîöèò; ä — êðóïíûé öåëîìîöèò; å — ÌÝÖ; æ — êðóïíûé ÝÖ
A. amurensis ñ òÿæåì òóáóëèíà. II — ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè â êóëüòóðå: à, á — öåëîìîöèòû A. amurensis; â, ã — êëåòêè ÖÝ A. amurensis; êëåòêè ÖÝ

A. rubens ñ òÿæåì òóáóëèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 5 ìêì.

Ðèñ. 3. Êëåòêè ÖÆ (I), ÖÝ (II) è ïèãìåíòíûå âêëþ÷åíèÿ (III) Asterias amurensis â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñâåòîâàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ.

I: à, á — öåëîìîöèòû ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà, ôîðìèðîâàíèå «ñåòåé» (à) è ñèíöèòèåâ (á) (ñòðåëêà); â — ðàñïëàñòàííûå êëåòêè íà 5-å ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ; ã — îêðóãëûå êëåòêè íà 14-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. II: à — ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ÖÝ ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà; á — âðàùàþùèåñÿ àãðåãàòû æãó-
òèêîâûõ ýïèòåëèîöèòîâ (ñòðåëêè); â, ã — ôîðìèðîâàíèå «êðèñòàëëîâ» (ñòðåëêè) â êóëüòóðàõ êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ íà 7-å ñóò ïðè ðàçíûõ óâåëè÷åíèÿõ.

III — ñðàâíåíèå ïèãìåíòíûõ âêëþ÷åíèé â êëåòêàõ A. amurensis (à) è A. rubens (á). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 50 ìêì.



Âîçìîæíî, ìû ñòîëêíóëèñü ñ îäíîêðàòíîé èëè ñåçîííîé
ïîâûøåííîé ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ êëåòîê àìóð-
ñêîé çâåçäû, ÿâëÿþùåéñÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé ðåàêöèåé íå-
âûÿâëåííîãî ãåíåçà.

Àíàëèç öåëîìîöèòîâ A. amurensis, êóëüòèâèðóåìûõ â
òå÷åíèå 1—14 ñóò, ïîêàçàë, ÷òî ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü
ñîõðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå 7 ñóò. Äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê ÷å-
ðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äîñòèãàåò 21.0� 1.3 %, îäíàêî
óæå ÷åðåç 2 ñóò íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ (12.9 � 1.4 %), ïîçä-
íåå àêòèâíîñòü óãàñàåò, ÷òî, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ÿâëÿ-
åòñÿ òèïè÷íûì äëÿ êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ (Rin-
kevich, 2011). Îáùàÿ êàðòèíà ïîâåäåíèÿ öåëîìîöèòîâ
äâóõ âèäîâ ìîðñêèõ çâåçä ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ïîâåð-
õíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ïëàò ñõîäíà, îäíàêî ìèòîòè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü êëåòîê ÖÆ âûÿâëåíà òîëüêî äëÿ êóëüòóðû
A. amurensis (Øàðëàèìîâà è äð., 2010).

Äîëÿ äåëÿùèõñÿ êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ A. amurensis íå-
âûñîêà íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ
(14 ñóò) è ñîñòàâëÿåò îêîëî 0.1 %, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äîëå
ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ÖÝ in vivo. Áîëåå ïîçäíèå ñðîêè
(2 ìåñ), íà êîòîðûõ áûëà âûÿâëåíà ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü A. rubens, íå àíàëèçèðîâàëè.

Ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå öå-
ëîìîöèòîâ è êëåòîê ÖÝ ïðîÿâëÿþò êëåòêè íåñêîëüêèõ òè-
ïîâ. Ñðåäè öåëîìîöèòîâ ýòî ÌÊ ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì (ðèñ. 4, II, à) è êðóïíûå
êëåòêè, ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå êîòîðûõ
íèæå 0.7 (ðèñ. 4, II, á). Äëÿ êëåòîê ÖÝ è ÖÝ-Ñ ýòî òàêæå
ÌÊ ñ âûñîêèì ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì
(ðèñ. 4, II, â) è áîëåå êðóïíûå êëåòêè (ðèñ. 4, II, ã). Äëÿ
îáîèõ òèïîâ äåëÿùèõñÿ êëåòîê ÖÝ õàðàêòåðíî ïðèñóòñò-
âèå òÿæà òóáóëèíà. Ñõîäíîé ìîðôîëîãèåé îáëàäàþò â
êóëüòóðå ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè ÖÝ A. rubens (ðèñ. 4,
II, ä, å).

Àíàëèç ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê äâóõ âèäîâ çâåçä
ïîêàçûâàåò, ÷òî êàê â ÖÆ, òàê è â ÖÝ ñïîñîáíîñòü ê äåëå-
íèþ õàðàêòåðíà äëÿ ÌÊ è äëÿ áîëåå êðóïíûõ êëåòîê ñ
ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêèì îòíîøåíèåì ìåíüøå 0.7.
Âîïðîñ î òîì, ïðèíàäëåæàò ëè äåëÿùèåñÿ êëåòêè ÖÆ è
ÖÝ ê îäíîìó êëàññó, êîòîðûå ìèãðèðóþò èç ñîñòàâà ýïè-
òåëèÿ â ïîëîñòü òåëà èëè íàîáîðîò, îñòàåòñÿ ïðåäìåòîì
áóäóùèõ èññëåäîâàíèé. Ðàçëè÷íûé õàðàêòåð îêðàñêè àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ òóáóëèíà öåëîìîöèòîâ è êëåòîê ÖÝ ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü ëèáî î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè îòíî-
ñÿòñÿ ê ðàçíûì òèïàì, ëèáî ýòî ïðîÿâëåíèå ðàçíûõ ñòà-
äèé äåëåíèÿ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äâóõ áëèçêèõ âèäîâ Asteroidea
âûÿâèë îáùèå ÷åðòû êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ÖÆ è ÖÝ, îäíà-
êî â òêàíÿõ A. amurensis äîëÿ ÌÊ ñóùåñòâåííî íèæå, ÷åì
ó A. rubens. Âûÿâëåíû îáùèå äëÿ äâóõ âèäîâ ìîðñêèõ
çâåçä çàêîíîìåðíîñòè ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ÖÆ è ÖÝ ê
ðàçëè÷íûì ñóáñòðàòàì, à òàêæå àíàëîãè÷íîå ïîâåäåíèå â
êóëüòóðå. Ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè äåìîíñòðèðóþò
ñõîäíóþ ìîðôîëîãèþ äëÿ äâóõ âèäîâ çâåçä, íî ïðîëèôå-
ðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü in vivo è in vitro ðàçëè÷íà, ÷òî âûðà-
æàåòñÿ â áîëåå âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
êëåòîê ÖÆ A. amurensis. Ïîäîáíî A. rubens ó A. amurensis
îáíàðóæåíà ñóáïîïóëÿöèÿ êëåòîê ÖÝ-Ñ, îáîãàùåííàÿ
ÌÝÖ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ñóùåñòâîâàíèå ïóëà êëåòîê áåç
âûðàæåííûõ ïðèçíàêîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè íà ãðàíè-
öå ÖÝ è ÖÆ, âîçìîæíî ÿâëÿþùèõñÿ êëåòêàìè-ïðåäøåñò-
âåííèêàìè äëÿ öåëîìîöèòîâ. Âîïðîñ î òîì, ÿâëÿþòñÿ ýòè
êëåòêè ðåçóëüòàòîì äåäèôôåðåíöèðîâêè æãóòèêîâûõ
êëåòîê ïåðèòîíåàëüíîãî ýïèòåëèÿ (Jangoux, Vanden Boss-
che, 1975), êîòîðûå äàëüøå ìîãóò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â

êëåòêè ÖÆ, èëè æå ýòè êëåòêè ïîñòóïàþò èç äðóãèõ òêà-
íåé çâåçäû, ÿâëÿþùèõñÿ ïðåäïîëàãàåìûìè äåïî êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ (òèäåìàíîâûõ òåëåö, àêñèàëüíîãî
îðãàíà èëè ïîäëåæàùèõ ñëîåâ ïåðèòîíåàëüíîãî ýïèòå-
ëèÿ), îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Âî âñÿêîì ñëó÷àå, äåäèôôåðåí-
öèðîâêà æãóòèêîâûõ êëåòîê, åñëè ñîáûòèÿ ðàçâèâàþòñÿ
ïî ïðåäïîëàãàåìîìó ìåõàíèçìó, ïðîèñõîäèò â ñîñòàâå
ÖÝ, à íå â ÖÆ, ïîñêîëüêó æãóòèêîâûõ êëåòîê â ÖÆ íå
âûÿâëåíî.
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THE COMPARATIVE CHARACTERISTIC OF MORPHOLOGY AND PROLIFERATIVE ACTIVITY

OF COELOMIC FLUID AND COELOMIC EPITHELIUM CELLS IN STARFISH ASTERIAS AMURENSIS

AND STARFISH A. RUBENS
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Identification and characterization of cells responsible for the restoration of tissues in adult organisms is
one of the main problems in regenerative biology. In this study, the comparative histological analysis of cellular
suspensions in coelomic fluid (CF) and coelomic epithelium (CE) of two close species of Asteroidea has been
done. Particular attention was paid to characteristics of small epithelial cells (SECs, diameter 4 mm) with high
nuclear-cytoplasmic ratio more 0.9 and without visible signs of differentiation. Cells of this type constitute a
significant proportion in CE in Asterias rubens, show proliferative activity and are probably the progenitor cells
for the coelomocytes. Small cells with parameters identical to those of A. rubens SECs have been found both in
CF and CE of A. amurensis. We have found subpopulation of weakly attached CE cells highly enriched with
SECs-1. These cells were able to migrate from CE. Analysis of adhesion ability of CF and CE cells has revela-
led the same patterns for these two closely releated starfish. Two-week primary cultures have demonstrated the
speciality of A. amurensis CE cells consisting in the formation of «crystals», the potential centers of spiculoge-
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nesis that have not been revealed in A. rubens. Both small cells and larger cells with nuclear-cytoplasmic ration
lower than 0.7 demonstrated proliferative activity in vivo and in vitro. Moreover, more high mitotic activity of
coelomocytes has been found in A. amurensis. The hypotheses of coelomocytes origin are discussed.

K e y w o r d s: Asterias amurensis, Asterias rubens, coelomic epithelium, proliferation, progenitor cells,
coelomocytes, primary cell culture.
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