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Механические силы, возникающие в развивающихся зародышах, способны распространяться в эм-
брионах на значительные расстояния и влиять на экспрессию генов. Изучение механозависимой
транскрипции – актуальная задача современной биологии развития. Один из подходов к решению
этой задачи – применение низкомолекулярных ингибиторов миозина. В настоящей работе мы изу-
чили методом ОТ-ПЦР влияние четырех ингибиторов миозина – блеббистатина, S-нитроблебби-
статина, ML-9 и и 2,3-бутандион монооксима – на экспрессию восьми механозависимых генов в
ранних зародышах шпорцевой лягушки Xenopus laevis. При воздействии ингибиторов миозина на-
блюдалось изменение уровня экспрессии четырех механозависимых генов: gsc, myh6, Xbra и xmc.
Полученные результаты свидетельствуют в пользу того, что механические силы могут играть роль в
передне-задней разметке зародыша X. laevis, регулируя экспрессию соответствующих генов.
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ВВЕДЕНИЕ

Механические силы играют важную роль в эм-
бриогенезе, выступая связующим звеном между
морфогенезом и клеточной дифференцировкой
[1, 2]. В ходе эмбрионального развития они воз-
никают при направленном перемещении клеток
внутри зародыша [3–5]. Формируя градиенты, ме-
ханические напряжения могут служить как своего
рода морфогены, влияя на транскрипцию генов.
Поиск и изучение механозависимых генов – важ-
ные задачи современной биологии развития.

Цель настоящего исследования – подтвердить
механозависимый характер регуляции в целых
ранних зародышах шпорцевой лягушки Xenopus
laevis тех генов, которые ранее были идентифици-
рованы как механозависимые на модели эмбрио-
нальных эксплантатов X. laevis.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами была разработана методика искус-

ственного растяжения фрагментов эмбриональ-
ных тканей (эксплантатов) шпорцевой лягушки
X. laevis и с помощью высокопроизводительного
секвенирования проведено сравнение транс-
криптомов растянутых и контрольных эксплан-
татов (неопубликованные данные). Было обнару-
жено, что растяжение повышает экспрессию ге-
нов Xbra, cdx4, myh6 и xmc, которые в норме
экспрессируются в задней части зародыша, испы-
тывающей наибольшие механические напряже-
ния, и понижает экспрессию генов CD82, cebpa,
gsc и otx2a, которые в норме экспрессируются в
головной части, где механические напряжения
отсутствуют [6]. Известно, что данные гены –
ключевые регуляторы развития соответствующих
отделов эмбриона [7–9]. Это подтверждает нашу
гипотезу о роли градиента механических сил как
регулятора передне-задней разметки зародыша
[2]. Однако эксперименты на модели эмбрио-
нальных эксплантатов позволяют судить о роли
механических натяжений в нормальном развитии
лишь косвенно. Помочь ответить на этот вопрос
могли бы эксперименты типа “loss-of-function”,

Сокращения: БДМ – 2,3-бутандион монооксим; ОТ-ПЦР –
обратная транскрипция, сопряженная с полимеразной
цепной реакцией; MMR – модифицированный раствор
Рингера (Mark’s modified Ringer).
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т.е. с ослаблением определенной функции, в на-
шем случае – механических напряжений.

Поскольку возникновение и распространение
механических сил опосредуется перестройкой
цитоскелета и актин-миозиновыми сокращения-
ми [10], один из способов сброса механических

напряжений в зародыше – применение низкомо-
лекулярных ингибиторов миозина. При этом логич-
но ожидать, что экспрессия механоактивируемых
генов будет падать при уменьшении напряжений в
зародыше, а механоингибируемых – возрастать.
Данный метод успешно применялся в работах по

Рис. 1. Влияние S-нитроблеббистатина (а) и 2,3-бутандион монооксима (б) на экспрессию изучаемых генов в ранних
зародышах шпорцевой лягушки X. laevis. Уровень экспрессии в контрольных (необработанных) зародышах принят за
единицу. Звездочкой обозначено достоверное изменение уровня экспрессии соответствующих генов (p > 0.95). Оран-
жевые столбцы обозначают активируемые гены, синие – ингибируемые. Планки погрешности отображают стандарт-
ное отклонение.

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь 

эк
сп

ре
сс

ии

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2,3-Бутандион монооксим

*

*

*

Xbra cdx4 xmc CD82 gsc cebpa otx2 myh6

(б)

1.5

1.0

0.5

0

S-нитроблеббистатин

*

*

Xbra cdx4 xmc CD82 gsc cebpa otx2 myh6

(а)



608

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 5  2022

ФИЛЕНКО и др.

изучению механозависимых генов на зародышах
Danio rerio [11] и Nematostella vectensis [12]. Для об-
работки зародышей X. laevis нами были использо-
ваны четыре ингибитора миозина: (–)-блебби-
статин, S-нитроблеббистатин, ML-9 и 2,3-бутан-
дион монооксим (БДМ). Данные ингибиторы
различаются по механизму действия: (–)-блебби-
статин и S-нитроблеббистатин блокируют акти-
вируемую актином АТРазу немышечных миози-
нов [13]; ML-9 блокирует киназу легкой цепи
миозина [14]; БДМ ингибирует АТРазную актив-
ность моторных доменов миозина II скелетных
мышц [15]. Влияние ингибиторов миозина на
экспрессию генов оценивали с помощью количе-
ственной ОТ-ПЦР.

Проведенные эксперименты показали, что
воздействие (–)-блеббистатином и ML-9 не вли-
яет достоверно на экспрессию изучаемых генов
(данные не приведены), что может объясняться
особенностями выбранного модельного организ-
ма. Воздействие S-нитроблеббистатином увели-
чивает экспрессию gsc и уменьшает экспрессию
myh6 (рис. 1а). Воздействие БДМ увеличивает
экспрессию Xbra и gsc и уменьшает экспрессию
xmc (рис. 1б). Из полученных результатов можно
сделать несколько выводов. Во-первых, измене-
ния экспрессии генов gsc, myh6 и xmc совпадают с
ожидаемыми, что подтверждает их механозави-
симую природу. Во-вторых, несколько неожи-
данная активация экспрессии Xbra под действием
БДМ, возможно, объясняется побочными эф-
фектами БДМ [16]. В-третьих, различия в эффек-

тах разных ингибиторов миозина указывают на
различия в механизмах регуляции разных генов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для приготовления растворов блеббистатин
(кат. № 203391; Sigma-Aldrich, США), S-нитро-
блеббистатин (кат. № 13891; Cayman Chemichal,
США) и ML-9 (кат. № C1172; Sigma-Aldrich,
США) разводили в DMSO до конечной концен-
трации 10 мМ. Эмбрионы X. laevis инкубировали
до стадии ранней гаструлы в растворе 0.1× MMR
(модифицированный раствор Рингера) по стан-
дартной методике [9], затем в среду добавляли
ингибиторы миозина в конечной концентрации
50 мкМ ((–)-блеббистатин, S-нитроблеббистатин
и ML-9) и 25 мМ (БДМ (кат. № 31550; Sigma-Ald-
rich, США)). Чтобы избежать выпадения в осадок
блеббистатина, раствор готовили по методике
Swift et al. [17]: в темноте, с использованием пред-
варительно нагретого до 42–43°C раствора 0.1×
MMR. Раствор БДМ готовили непосредственно
перед применением. После добавления ингиби-
торов эмбрионы инкубировали 6 ч при комнат-
ной температуре в темноте. Затем из них выделя-
ли тотальную РНК c использованием реагента Ex-
tractRNA (кат. № BC032; Евроген, Россия).
Изменения в экспрессии генов количественно оце-
нивали при помощи ОТ-ПЦР в реальном време-
ни в присутствии интеркалирующего красителя
SybrGreen по ранее опубликованной методике [18],
последовательности праймеров приведены в
табл. 1. Каждый эксперимент проводили в 6–12

Таблица 1. Последовательности праймеров для ОТ-ПЦР в реальном времени

Мишень Праймер Последовательность (5'–3')

ODC ODC D
ODC R

GCCAGTTCTAACAAAGAAACCCA
TCTACGATACGATCCAGCCCA

Xbra Xbra D
Xbra R

TGCCTAAATAACCACAAACTTCTCC
ATATAACATACTTTCTCTCCCCGT

cdx4 Cdx4 D
Cdx4 R

CCCAGTTTGTGGCTGTGTTC
TGGCTGGCTGGTATAAGGAG

myh6 myh6 D
myh6 R

CAAACCCAGTTAGAGGCTGAGA
GAGCGGTTGGCCTGACTT

xmc Xmc D
Xmc R

GGATACCCTTTCCCCAACTGA
TGGACAATTCTGCCTCCAGC

CD82 CD82 D
CD82 R

ATCTGCCCTATGTTGGAGGTG
CTGTTCTGCCCCTACTGGTC

cebpa cebpa D
cebpa R

GATCCTTCCAGTTCGGACCA
GGTCGGGCCTCTGTGTACTT

gsc Gsc D
Gsc R

TGGCAAGGAGGGTTCATCT
ATTCCACTTTTGGGCATTTTCT

otx2a Otx2a D
Otx2a R

ATTTTACCCACACAGAACCCT
CTCCATCTTTTATCCACCTGCT
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повторностях, статистическую достоверность ре-
зультатов оценивали по t-критерию Стьюдента
(p > 0.95).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, методом ОТ-ПЦР нами изуче-

но влияние влияние четырех ингибиторов миози-
на – блеббистатина, S-нитроблеббистатина, ML-9
и 2,3-бутандион монооксима – на экспрессию
восьми механозависимых генов в ранних зароды-
шах шпорцевой лягушки X. laevis. Эти гены ранее
были идентифицированы нами как механозави-
симые на модели эмбриональных эксплантатов
X. laevis. В настоящей работе показано, что при
воздействии ингибиторов миозина изменялся
уровень экспрессии четырех генов: gsc, myh6, Xbra
и xmc. Важно отметить, что головные, механиче-
ски ингибируемые гены (CD82 и gsc) активируют-
ся при фармакологической релаксации, в то вре-
мя так туловищные, механически активируемые
гены (myh6 и xmc), наоборот, подавляются, что
логично согласуется с прочими данными и под-
тверждает механозависимый характер регуляции
этих генов в целых ранних зародышах X. laevis.
Полученные результаты подкрепляют наше пред-
положение о роли механических натяжений в пе-
редне-задней разметке зародыша [2].
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The Effect of Myosin Inhibitors on the Expression of Mechano-Dependent Genes 
in the Early Development of the Clawed Frog

P. A. Filenko*, A. A. Chechenina*, A. G. Zaraisky*, and F. M. Eroshkin*, #
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*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Mechanical forces arising in developing embryos are able to spread over considerable distances in embryos
and affect gene expression. The study of mechano-dependent transcription is one of the topical issues of
modern developmental biology. One of the approaches to solving this problem is the use of low molecular
weight myosin inhibitors. In this paper, we studied by RT-PCR the effect of four myosin inhibitors – blebbi-
statin, S-nitroblebbistatin, ML-9 and and 2,3-butanedione monooxime – on the expression of eight mech-
ano-dependent genes in early embryos of the clawed frog. When exposed to myosin inhibitors, we observed a
change in the expression level of four mechano-dependent genes, namely gsc, myh6, Xbra, and xmc. These
results indicate that mechanical forces can play a role in the anterio-posterior patterning of the embryo by
regulating the expression of the corresponding genes.

Keywords: embryogenesis, mechanical stresses, mechano-dependent transcription, cytoskeleton, Xenopus laevis
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