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РОЛЬ ЯДЕРНО-ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО СООТНОШЕНИЯ 
В РЕГУЛЯЦИИ РАЗВИТИЯ МЛЕКОПИТАЮЩИХ. 
РАЗВИТИЕ ЗАРОДЫШЕЙ 
С УДВОЕННЫМ ОБЪЕМОМ ЦИТОПЛАЗМЫ 

Сравнивалось развитие отдельных бластомеров 2-клеточных зародышей мышей и блас-
томеров с удвоенным объемом цитоплазмы. Jla скорость дробления уменьшение я<)ер-
но-цитоплазматического соотношения (ЯЦС) не повлияло, но образование бластоцели 
начиналось на 10 ч позоюе (при большем, числе клеток), чем у контрольных зародышей. 
Приводится гипотеза, согласно которой смена клеточных программ морфогенеза про-
исходит но достижении в клетке определенной концентрации веіцеств•—-продуктов реа-
лизации предшествующей программы. 

Введение. Результаты нашей предыдущей работы [1] позволили пред-
положить, что биологические часы, определяющие препмплантацпон-
нып морфогенез мыши, работают па уровне генома. Их механизм не 
связан с клеточными делениями и соответственно пе зависит от ЯЦС. 
Первоначально вывод о независимости морфогенеза от ЯЦС был сде-
лан при изучении развития эмбрионов, обработанных ингибиторами 
синтеза гюлиамшюв, репликации Д Н К [2—5]. 

Нo вместе с тем ряд фактов указывает на то, что ЯЦС играет 
существенную роль на первых этапах развития. Показано, что экспери-
ментальное уменьшение ЯЦС отрицательно сказывается па развитии 
доимплантационных зародышей мышей. Ни гаплоиды [6, 7], пи заро-
дыши, полученные в результате слияния ядра 8-клеточиого с двумя 
энукленрованными бластомерами 2-клеточного эмбриона [8], не про-
ходят даже первых этапов морфогенеза. Нормализация ЯЦС (при 
уменьшении объема цитоплазмы у гаплоидов, трансплантации ядра 
8-клеточного в энуклеированный бластомер 2-клеточного зародыша) 
приводит к тому, что значительная часть гаплоидов развивается до 
бластоцист [8—10], а реконструированные зародыши проходят полное 
развитие [8]. Но эти результаты дают мало информации относительно 
роли ЯЦС в регуляции развития иптактного эмбриона. Сообщение о 
том, что гаплоиды начинают образовывать бластоцель на одно деление 
позже контрольных [11], по нашему мнению, требует подтверждения. 
Кроме того, при интерпретации подобных результатов следует учиты-
вать, что уменьшение ЯЦС производилось за счет изменения генома 
зародыша. Данное обстоятельство само по себе не могло не сказаться 
^a программе развития. 

Нас интересовало, как влияет экспериментальное изменение ЯЦС 
па процесс образования бластоцели. При этом мы полагали, что наи-
более корректные результаты могут быть получены при изучении раз-
вития зародышей, у которых уменьшение ЯЦС связано не с измене-
нием плоидности, а с увеличением объема цитоплазмы зародыша. 

Материалы и методы. Методика работы с доимплантациониыми зародышами мы-
шей линии C57BL/6J приведена в предыдущей работе [1]. 

Поскольку один бластомер 2-клеточного зародыша мыши (1/2-бластомер) может 
развиться до нормального мышонка [12—14], можно считать его вполне жизнеспо-
собным эмбрионом. Отдельные бластомеры 2-клеточных зародышей получали, разру-
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шая второй бластомер прокалыванием его плазматической мембраны. В некоторых 
случаях остатки разрушенного бластомера удаляли из-под прозрачной оболочки; па 
последующем развитии это никак не сказывалось. Бластомеры, полученные в резуль-
тате ферментативного удаления прозрачной оболочки и разделения клеток в бескаль-
циевой среде [15], развивались несколько быстрее, причины этого остаются невыяс-
ненными. 

Бластомеры с удвоенным объемом цитоплазмы получали следующим образом. 
У одного бластомера методом МакГрата — Солтера [16] удаляли ядро (рис. 1). После 
этого в иглу из трубки, закупоренной каплей масла (на снимке вверху) , набирали сус-
пензию инактивированного вируса Сендай и впрыскивали ее под прозрачную оболочку. 
Через 2 ч культивирования слившиеся бластомеры пересаживали в отдельную каплю. 
З а р о д ы ш а м , у которых бластомеры не слились, в некоторых случаях повторно инъеци-
ровали вирус Сендай, но это редко приводило к слиянию. Число клеток у зародышей 
подсчитывали через 50—65 ч культивирования (90—105 ч после овуляции) . 

Вирус Сендай нарабатывали в Ин-те эпидемиологии и инфекционных заболеваний 
им. JL В. Громашевского М З УССР. Концентрирование, инактивацию вируса ультра-
фиолетом вели согласно методике [17, 18]. Д л я опытов использовали вирус с титром 
не менее 2000 ГАЕ/мл . 

Результаты и обсуждение. По нашим данным, к 90-му ч после 
овуляции 70 % зародышей, развившихся из 1/2-бластомеров, начинали 
накапливать бластоцель, при этом среднее число клеток у ранних бла-
стоцпст было ровно в два раза меньше, чем у контрольных зародышей, 
развивающихся in vitro с 2-клеточной стадии (15,7+0,4 и 3 0 , 0 ± 
± 0 , 5 клеток). Эти результаты подтверждают данные об отсутствии 
влияния на развитие бластомера 2-клеточного зародыша того, что он 
остался один [19, 20]. 

Из 239 оперированных зародышей бластомеры слились у 138, из 
них 113 ( 8 2 % ) развились до морул и бластоцист. К 90-му ч после 
овуляции лишь 6 % зароды-
шей начали образовывать 
бластоцель. Особо следует 
подчеркнуть, что число кле-
ток у морул и бластоцист 

Рис. 1. Получение 1/2-бластоме-
ров с удвоенным объемом цито-
плазмы. Энуклеация одного блас-
томера 
Fio-. 1. Product ion of the 1/2-blas-
tomeres with the doubled cytoplasm 
volume. Enucleai iou of a blasto-
mcre 

к этому сроку было таким же, как и у контрольных, развившихся из 
1/2-бластомеров. Таким образом, скорость клеточных делений после 
уменьшения ЯЦС не изменяется. 

На рис. 2 приведена гистограмма распределения числа клеток у 
зародышей с удвоенным объемом цитоплазмы, зафиксированных через 
90—105 ч после овуляции. Среднее число клеток у ранних бласто-
цист 2 6 + 2 . 

Контролем к оперированным зародышам служат 1/2-бластомеры, 
хотя по ЯЦС бластомер с удвоенным объемом цитоплазмы соответст-
вует зиготе. Если у 1/2-бластомеров 70 % бластоцист развились через 
50 ч культивирования, у зигот — через 75 ч, то оперированные зароды-
ши развивались до этой стадии 60—65 ч. По стадии начала кавитации 
зародыши, развившиеся из бластомеров с удвоенным объемом цито-
плазмы, близки зародышам, культивируемым с 1-клеточной стадии, 
для которых среднее число клеток у ранних бластоцист 28,2 + 0,2 
(рис. 2). 

71 JSSN 0233-7657. Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА. 1990. Т. G. №. 3· 



Полученные результаты могут служить хорошим подтверждением 
гипотезы о решающей роли Я Ц С в запуске кавитации. Факт образова-
ния реконструированными зародышами бластоцели раньше зигот может 
объясняться тем, что бластомер 2-клеточного зародыша у ж е прошел 
первое деление дробления, длящееся 20 ч [21]. На наш взгляд, суще-
ствует иное объяснение полученных результатов, лучше соответству-
ющее имеющимся на сегодняшний день данным. 

Известно, что уменьшение объема цитоплазмы у зигот не влияет 
на вр^мя появления бластоцист, но уменьшает скорость дробления [1, 

22] ; уменьшение Я Ц С не 
сказывается на скорости 
дробления, но з адерживает 
образование бластоцели. 
Это, а т а к ж е тот факт, что 
запуск кавитации зависит 
не столько от числа клеточ-
ных делений, сколько от 
времени, прошедшего с на-
чала развития [1], у к а з ы в а -

Рис. 2. Распределение числа кле-
ток у морул ( / ) , ранних бласто-
цист (2) и бластоцист ( J ) , развив-
шихся из: а — 1/2-бластомеров; 
б — 1 / 2 - б л а с т о м е р о в с удвоенным 
объемом цитоплазмы; в — зигот 
на стадии двух пронуклеусов. 
Стрелками обозначено среднее-
число клеток у ранних бластоцист 
Fig. 2. Cell d is t r ibut ion a m o n g mo-
rulae ( / ) , nascent b las tocys t s (2) 
and b las tocys t s (S) developed in 
vi t ro f rom: a — 1 / 2 - b l a s t o m e r e s ; 
б — 1 / 2 - b l a s t o m e r e s with the doub-
led cy toplasm volume; в — 2-pro-
nuclei s t age zygotes . Ar rays show 
the ave rage number of cells in 
nascent b las tocys t s 

ют на то, что клеточные деления и образование бластоцели — не-
зависимые процессы, регулирующиеся на различных уровнях. 

На основе имеющихся данных вырисовывается следующий принцип 
действия молекулярных механизмов развертывания программы разви-
тия. После начала транскрипции первого комплекса генов к а ж д а я по-
следующая клеточная программа ( л е ж а щ а я за «point of no re tu rn» 
по Джонсону [23]) может быть запущена лишь после того, как произ-
ведено некое морфогенетическое действие, например, достигнута опре-
деленная концентрация белков — продуктов реализации предшеству-
ющей программы. При уменьшении объема цитоплазмы замедляется 
скорость пост-транскрипционного биосинтеза, но одновременно умень-
шается и количество каждого белка, необходимое для достижения его 
определенной концентрации в цитоплазме. Естественно, что на раз-
личных стадиях развития отдельные морфогенетические процессы мо-
гут как ускоряться, гак и замедляться . Например, процесс формирова-
ния мужского пронуклеуса ускоряется при уменьшении объема цито-
плазмы ооцита [24]. Некоторое замедление образования бластоцели 
[1] указывает на то, что уменьшение объема не компенсирует нега-
тивных последствий удаления части систем жизнеобеспечения. При уве-
личении объема цитоплазмы лимитирующим фактором будет, очевид-
но, м Р Н К ; время для наработки необходимого количества транскрип-
тов увеличится. Накопление бластоцели будет задерживаться . 

В общем приходится согласиться, что однозначно интерпретиро-
вать результаты, полученные при экспериментальном изменении Я Ц С , 
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довольно сложно [23]. Но в совокупности с данными по культивирова-
нию [1], обработке зародышей ингибиторами репликации Д Н К [2—5], 
биосинтезу белков [25, 26], по пересадке ядер (см. обзоры [27, 28]) 
они убеждают нас в том, что цитоплазма яйцеклетки не имеет сколько-
либо заметного регуляторного влияния на процесс образования блас-
тоцели. Другими словами, нам представляется маловероятным нали-
чие в цитоплазме зиготы регуляторных факторов, которые, титруяеь 
при дроблении зародыша, после определенного числа клеточных деле-
ний позволяют включаться следующей клеточной программе. Справед-
ливость этой гипотезы для рыб и земноводных [29, 30] ни в коей мере 
не доказывает ее применимости к млекопитающим, поскольку роль и 
функции цитоплазмы на первых этапах развития у этих классов замет-
но различаются [31]. 

Следует отметить, что вне зависимости от правильности рассужде-
ний, приведенных выше, результат, полученный при изучении развития 
бластомеров с удвоенным объемом цитоплазмы, следует учитывать при 
интерпретации результатов клонирования млекопитающих. Дело в том, 
что задержка во времени запуска кавитации для ядер, пересаженных 
в цитоплазму зиготы, приводится как доказательство «перепрограмми-
рования» генома [32, 33]. Но когда мы удваиваем объем цитоплазмы 
у ядра 2-клеточного зародыша, образование бластоцели задержива-
ется почти на 12 ч, хотя теоретических предпосылок для того, чтобы 
говорить о перепрограммировании, не имеется. По-видимому, доказа-
тельства измененное™ программы развития в результате эксперимен-
та следует искать прежде всего на молекулярном уровне. Первые шаги 
в этом направлении уже сделаны [8, 33—35]. 

Авторы искренне благодарят С. Л. Рыбалко за помощь при работе 
с вирусом Сендай. 

R O L E O F THE N U C L E O C Y T O P L A S M I C RATIO IN R E G U L A T I O N 
O F THE MAMMALIAN D E V E L O P M E N T . D E V E L O P M E N T 
O F T H E EMBRYOS W I T H T H E D O U B L E D CYTOPLASM V O L U M E 

S. V. Evsykov, L. M. Morozova, A. P. Solomko 

Ins t i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukra in ian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

Cer ta in b las tomeres of the two-cell mouse embryos and b las tomeres with the doubled 
cytoplasm vo lume have been compared as to their development in vitro. A decrease of 
the nucleocytoplasmic ra t io had no effect on the ra te of embryo c leavage, but the b las to-
coele appearance w a s 10 h delayed with more c leavage divis ions t h a n in control . Tlie 
presented hypothes is s u g g e s t s tha t the change of cel lular morphogene t i c p r o g r a m s requi-
res def ini te concent ra t ion of subs tances — produc ts of the previously real ized p r o g r a m . 
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