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ВОССТАНОВЛЕНИЯ ИЗ ДИССОЦИИРОВАННЫХ КЛЕТОК 
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Введение 

Губки (Porifera) являются наиболее древними из живущих ныне многоклеточных 

животных. Постоянно меняющиеся гидродинамические условия окружающей среды – 

причина непрерывных перестроек водоносной системы, посредством которой у этих 

организмов осуществляется питание и газообмен (Ereskovsky, 2010; Leys, Hill, 2012). 

Возможность таких перестроек – результат высокой пластичности и мобильности клеточных 

структур представителей типа Porifera. 

Одной из форм такой пластичности является способность губок к реагрегации – 

развитию из диссоциированных клеток. Впервые этот процесс был описан Уилсоном в 1907 

году (Wilson, 1907), что стало отправной точкой для будущих многочисленных 

исследований. Результатом реагрегации является образование многоклеточных агрегатов и 

примморфов разнообразного строения, а в некоторых случаях – полное восстановление 

функциональной губки (Wilson, 1907; Короткова, 1972; Ereskovsky et. al., 2016; Lavrov, 

Kosevich, 2014, 2016). На протяжении всего процесса реагрегации клетки постоянно 

мигрируют и находятся в процессах дедифференцировки и трансдифференцировки 

(Ефремова, 1969, 1972; Короткова, 1972; Lavrov, Kosevich, 2016). 

Исследование процесса реагрегации в лабораторных условиях позволяет следить за 

преобразованиями клеточных типов, межклеточными взаимодействиями и формированием 

различных анатомических структур при прогрессивном развитии агрегатов и примморфов. 

Однако большая часть исследований подобного характера проведена на представителях 

класса Demospongiae, у которых основу тела представляет мезохил, который можно 

рассматривать как аналог тканей внутренней среды у высших многоклеточных. В 

противоположность им, у представителей класса Calcarea основу тела составляют 

пинакодермы и хоанодерма, являющиеся аналогами эпителиальных тканей высших 

Eumetazoa.  

Целью данного исследования был анализ клеточных механизмов, задействованных в 

прогрессивном развитии примморфов у двух беломорских представителей класса Calcarea: 

Leucosolenia cf. variabilis и Sycon sp.  

Материалы и методы 

В качестве объектов исследования были выбраны два представителя класса Calcarea: 

Leucosolenia cf. variabilis Haeckel, 1870 (пкл. Calcaronea, отр. Leucosolenida) и Sycon sp. Risso, 

1827 (пкл. Calcaronea, отр. Leucosolenida). 

Сбор образцов губок и эксперименты по реагрегации проводились на базе Беломорской 

биостанции им. Н.А. Перцова. Культуры клеток губок были получены при помощи 

механического метода диссоциации и помещены в фильтрованную морскую воду. Каждый 
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день проводилась фотосъемка культур для прижизненного описания развития и морфологии 

многоклеточных агрегатов.  

Подробное изучение строения основных стадий реагрегации губок, осуществлялось при 

помощи световой, трансмиссионной электронной и сканирующей микроскопии. Каждые 24 – 

48 часов из культур выбирались агрегаты для фиксации 2,5% глутаровым альдегидом с 

последующей постфиксацией 1% раствором тетраоксида осмия. 

Отслеживание формирующихся в процессе реагрегации спикул осуществляли при 

помощи помещения отдельных агрегатов в раствор динатриевой соли кальцеина с 

концентрацией 100 мг/л.  

Отслеживание количества пролиферирующих клеток осуществлялось благодаря 

инкубации агрегатов в растворе 40 мкМ 5-этинил-2'-дезоксиуридина (EdU) с последующей 

фиксацией в 4% параформальдегиде. В дополнение было проведено окрашивание агрегатов 

антителами к ацетилированному α-тубулину (маркер жгутиков хоаноцитов) и фосфогистону 

H3 (маркер клеток, делящихся митозом). Образцы, полученные в результате 

иммуноцитохимического исследования, изучались при помощи лазерного сканирующего 

конфокального микроскопа. 

 

Результаты и обсуждение 

Динамика реагрегации 

Через 24 часа после диссоциации (далее чпд) в культурах Leucosolenia cf. variabilis и 

Sycon sp. наблюдалось формирование первичных многоклеточных агрегатов. Такие агрегаты 

имели разнообразные формы, крайне неровную поверхность и зачастую имели на своей 

поверхности пузыри. В составе первичных многоклеточных агрегатов можно выделить два 

типа клеток: ядрышковые амебоциты и хоаноциты. Мы предполагаем, что все остальные 

типы клеток претерпевают дедифференцировку после процесса диссоциации тканей и 

становятся неотличимы от амебоцитов. 

Постепенно поверхность таких агрегатов становилась более сглаженной, что 

обусловлено формированием экзопинакоцитов на поверхности. С началом формирования 

экзопинакоцитов наступает вторая стадия реагрегации – стадия ранних примморфов. Так как 

у изученных нами видов в первичных многоклеточных агрегатах мы не идентифицировали 

экзопинакоциты, мы полагаем, что эти клетки возникают в результате 

трансдифференцировок хоаноцитов и амебоцитов. 

Через некоторое время после того, как первичные многоклеточные агрегаты 

сформировались и перешли на стадию ранних примморфов, начинается их прогрессивное 

развитие. Постепенно поверхность примморфов Leucosolenia cf. variabilis полностью 

покрывается экзопинакоцитами (стадия настоящих примморфов); завершение эпителизации 

можно наблюдать уже к 15 суткам после диссоциации (далее – спд), однако есть различия 

между экзопинакоцитами в примморфах и экзопинакоцитами интактных тканей: у первых их 

форма уплощённая, тогда как у вторых – Т-образная.  

Результаты иммуноцитохимического исследования подтвердили, что хоаноциты 

действительно способны сохраняться в процессе реагрегации известковых губок. В 

первичных многоклеточных агрегатах хоаноциты аккумулированы в основном в 

поверхностных слоях и их количество значительно выше, чем в ранних примморфах. Мы 

полагаем, что это связано с дедифференцировкой и трансдифференцировкой хоаноцитов. 
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Также в ходе прогрессивного развития внутри примморфов формируются полости, в 

просвет которых направлены жгутики хоаноцитов. Такие полости могут возникать в 

результате гибели клеток и, вероятно, являются предпосылкой к формированию водоносной 

системы. 

В культурах Sycon sp. процесс реагрегации протекал более интенсивно: к 3 спд 

поверхность некоторых агрегатов полностью покрывалась экзопинакоцитами и уже 

начинали формироваться хоаноцитные полости. Под формирующимся слоем 

экзопинакодермы образовывалась прослойка фибриллярного внеклеточного матрикса, 

вероятно, коллагена. К 30 спд нами было обнаружено формирование обширной полости 

внутри агрегата, которая, вероятно, является презумптивной атриальной полостью. 

Исследования по спикулогенезу показали, что на 7 спд у Sycon sp. и на 10 спд у 

Leucosolenia cf. variabilis начинают формироваться первые триактины. На 16-17 спд у Sycon 

sp. обнаруживаются первые диактины, а формирование диактин у Leucosolenia cf. variabilis 

мы не наблюдали. 

Ранее мы упоминали, что у губок можно обнаружить группы клеток, морфологически и 

функционально напоминающие эпителиальные ткани и ткани внутренней среды высших 

многоклеточных животных. Эпителиальным тканям высших многоклеточных животных 

соответствуют пинакодермы и хоанодерма, а тканям внутренней среды – совокупность 

клеток мезохила. При трансдифференцировке амебоцитов в хоаноциты, экзо- и 

эндопинакоциты у Demospongiae описано явление аналогичное тому, что у высших 

многоклеточных называется мезенхимально-эпителиальным переходом (далее – МЭП) 

(Ereskovsky et al., 2020). Так как у известковых губок некоторые ядрышковые амебоциты 

способны трансдифференцироваться в хоаноциты и пинакоциты, то в процессе реагрегации 

Calcarea также можно выделить процесс, аналогичный МЭП высших многоклеточных 

животных. 

 

Пролиферативная активность клеток при реагрегации 

Нами было проведено иммуноцитохимическое исследование пролиферативной 

активности клеток в процессе реагрегации на стадиях 24 – 240 чпд. Было установлено, что 

клетки в развивающихся агрегатах способны синтезировать ДНК и делиться митозом.  

Пролиферация клеток не играет важной роли в процессе реагрегации у Leucosolenia cf. 

variabilis, тогда как у Sycon sp. пролиферация клеток, вероятно, является одним из ключевых 

механизмов при прогрессивном развитии примморфов. Так, мы практически не наблюдали 

пролиферирующих клеток у Leucosolenia cf. variabilis как в первичных многоклеточных 

агрегатах, так и в примморфах. У Sycon sp. была замечена тенденция к возрастанию 

количества пролиферирующих клеток от 1 спд к 10 спд. Вероятно, увеличение количества 

пролиферирующих клеток – причина, по которой примморфы Sycon sp. достигают стадии 

прогрессивного развития быстрее, чем примморфы Leucosolenia cf. variabilis. 

 

Заключение 

Несмотря на то, что впервые процесс реагрегации губок был описан более 100 лет 

назад, исследователи обнаруживают новые аспекты этого явления по сей день. На основании 

полученных результатов можно сделать вывод, что в процессе реагрегации губок участвуют 

по крайней мере три клеточных механизма: активная дедифференцировка клеток при 

попадании клеток в суспензию и формировании первичных многоклеточных агрегатов; 

трансдифференцировка хоаноцитов и амебоцитов при преобразовании агрегатов в 
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примморфы и в процессе прогрессивного развития примморфов; гибель клеток, в результате 

которой начинает формироваться система водоносных каналов.  

В случае с Leucosolenia cf. variabilis реагрегация не сопровождается активной 

пролиферацией клеток в формирующихся агрегатах и примморфах, и весь процесс 

восстановления из диссоциированных клеток происходит благодаря миграциям клеток и их 

де- и трансдифференцировкам. В реагрегации Sycon sp. важную роль также играют миграции 

клеток, их де- и трансдифференцировки, а начало прогрессивного развития сопровождается 

активной пролиферацией клеток. Возможно, именно благодаря высокой пролиферативной 

активности клеток происходит увеличение клеточной массы у агрегатов и примморфов Sycon 

sp., что способствует их более активному развитию по сравнению с агрегатами и 

примморфами Leucosolenia cf. variabilis. 
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