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Ранние эмбрионы морских ежей обладают чувствительностью к агонистам и антагонистам рецеп-
торов нейротрансмиттеров, как метабо-, так и ионотропных. В данной работе исследованы меха-
низмы цитостатического действия ципрогептадина и галоперидола – антагонистов серотониновых
5HT2-рецепторов и дофаминовых D2-рецепторов соответственно – на модели блокады первого деления
дробления морского ежа, позволяющей количественно оценить эффекты эмбриотоксических веществ.
Эффект галоперидола и ципрогептадина опосредован влиянием на элементы цитоскелета. Оба антаго-
ниста вызывают увеличение степени полимеризации актинового цитоскелета, причем эффект наблю-
дается как в кортикальном слое, так и в цитоплазме. Кроме того, оба антагониста влияют на тубулино-
вый цитоскелет, причем если галоперидол преимущественно вызывает нарушения пространственной
организации веретена деления, то ципрогепталин приводит к полной деполимеризации тубулина и пре-
кращению митотических процессов. По всей вероятности, цитостатическое действие антагонистов до-
фамина и серотонина на дробящиеся зародыши морских ежей основано на сходных и/или пересекаю-
щихся молекулярных механизмах, которые требуют дальнейших исследований.
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ВВЕДЕНИЕ
Серотонин и дофамин хорошо известны как

классические донервные трансмиттеры, которые
выполняют большое количество регуляторных
функций в эмбриогенезе. Наличие функциональ-
но активных серотониновой и дофаминовой си-
стем показано на ранних стадиях эмбриональ-
ного развития, задолго до появления первых
нервных клеток, у широкого ряда видов [1]. Клас-
сическими объектами исследования донервных
функций нейротрансмиттеров являются морские
ежи, для ранних эмбрионов которых показана
высокая чувствительность к нейрофармакологи-
ческим препаратам [2]. Описаны некоторые ме-
ханизмы их действия, связанные с активностью
сигнальных каскадов метаботропных и ионо-
тропных рецепторов и влиянием на механизмы
клеточного деления, межбластомерные взаимо-
действия, состояние цитоскелета и ресничную
активность [1, 3]. Ранние эмбрионы морских
ежей обладают чувствительностью к агонистам и

антагонистам серотониновых, дофаминовых, ад-
ренергических рецепторов, причем эти эффекты
являются специфическими, поскольку ослабля-
ются или устраняются самими трансмиттерами
или их агонистами [4]. Однако специфичность
эффектов, опосредованных рецепторами, в дан-
ном случае необходимо оценивать с учетом того,
что фармакологические свойства рецепторов
морских ежей могут довольно существенно отли-
чаться от таковых млекопитающих. Ранее нами
показано, что на всех стадиях развития морского
ежа Paracentrotus lividus от ооцита до плутеуса экс-
прессируется ген, гомологичный дофаминовому
рецептору D2, а также несколько генов, аннотиро-
ванных как гомологи серотониновых рецепторов
[4]. Изучены некоторые компоненты сигнальных
цепей донервных трансмиттеров в ранних эмбри-
онах морских ежей, в частности, показано, что
эти механизмы включают аденилатциклазную
систему и фосфатидил-инозитольный путь,
включая изменение внутриклеточной концентра-
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ции свободных ионов кальция [5, 6]. Существуют
данные, свидетельствующие о том, что различ-
ные элементы цитоскелета являются конечными
звеньями этих сигнальных цепей [3, 7]. В данной
работе исследовано влияние антагонистов серо-
тониновых и дофаминовых рецепторов на состо-
яние актинового и тубулинового цитоскелета на
модели блокады первого деления дробления мор-
ского ежа [8], позволяющей количественно оце-
нить эффекты эмбриотоксических веществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работу с эмбрионами морского ежа Paracentro-

tus lividus (Lamarck, 1816), выловленными в заливе
Траште Адриатического моря, проводили в Ин-
ституте биологии моря (Доброта, Черногория).
Содержание морских ежей, получение гамет и
проведение искусственного оплодотворения про-
водили в соответствии со стандартными процеду-
рами [9]. Через 5 мин после оплодотворения реги-
стрировали отделение оболочки оплодотворения,
в экспериментах использовали только качествен-
ный эмбриональный материал с процентом опло-
дотворения более 95%. Эксперименты на модели
блокады первого деления дробления проводили
согласно описанному ранее протоколу [8]. Дей-
ствующие вещества – гидрохлорид галоперидола
(0931 Tocris Bioscience, США), гидрохлорид ци-
прогептадина (C6022 Sigma Aldrich, США) – до-
бавляли в необходимой концентрации через 10 мин
после оплодотворения. Через 40 мин после опло-
дотворения производили фоторегистрацию с ис-
пользованием инвертированного светового мик-
роскопа Opton (Carl Zeiss, Германия) и цифровой
окулярной насадки DCM130 (Scopetek, Китай),
после чего на фотографиях, содержащих не менее
100 эмбрионов на группу, производили подсчет
доли эмбрионов, завершивших деление дробле-
ния (% Clv). Для построения концентрационной
зависимости проведено 8 экспериментов. Аппрок-
симацию экспериментальных данных и опреде-
ление IC50 проводили в программе GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc., США) с примене-
нием модели четырех-параметрической кривой
зависимости эффекта от дозы (4PL):

Зародыши, полученные в результате воздей-
ствия минимальных блокирующих концентра-
ций, были фиксированы 4% параформальдеги-
дом при 4°C в течение 16 ч и хранились в PBS c
0.05% азидом натрия до последующего иммуно-
цитохимического анализа. Фибриллярный актин
окрашивали фаллоидином, конъюгированным с
Alexa Fluor 546 (A12380 Invitrogen, США), микро-
трубочки выявляли иммуноокрашиванием с ис-
пользованием мышиных моноклональных анти-

(log IC50 )HillSlope
Bottom (Top Bottom) [10].
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тел против тубулина (T6793 Sigma-Aldrich, США)
и козьих антител против мышиных иммуноглобу-
линов, конъюгированных с Alexa Fluor 488
(ab150113 Abcam, Великобритания), а ДНК окра-
шивали красителем Hoechst 33342 (40046 Bio-
tium, США). Полученные препараты заключали в
среду Fluoroshield (ab104135 Abcam, Великобрита-
ния) и просматривали на лазерном сканирующем
конфокальном микроскопе Olympus FV10i (лабо-
ратория конфокальной микроскопии ЦКП МГУ
им. М.В. Ломоносова). Срединные оптические
срезы, полученные при одинаковых параметрах
интенсивности облучения и чувствительности
детектора, использовали для анализа состояния
выявленных компонентов цитоскелета с приме-
нением программного пакета Fiji [11]. Количе-
ственная оценка распределения фибриллярного
актина вдоль радиальной оси бластомеров прово-
дилась по всей окружности клетки с помощью
плагина Clock Scan [12], каждый график построен
по усредненным значениям, полученным на 10 эм-
брионах. Статистическую обработку всех данных
проводили в программе GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На модели блокады первого деления дробле-

ния морского ежа были проведены эксперимен-
ты, уточняющие зависимость эффектов галопе-
ридола и ципрогептадина от концентрации, про-
демонстрированную в предыдущих работах [4].
На рис. 1 представлены графики зависимости эф-
фекта от концентрации антагонистов в диапазоне
от 10 до 100 мкМ, полученные с применением мо-
дели четырехпараметрической кривой зависимо-
сти эффекта от дозы [13]. Статистически значи-
мый эффект антагониста D2-подобных рецепто-
ров галоперидола проявляется при концентрации
25 мкМ и составляет в среднем 27.1% дробящихся
зародышей. При этом, согласно модели, IC50 для
галоперидола составляет 21.14 мкМ. Минималь-
ная концентрация антагониста серотониновых
рецепторов 2-го типа ципрогептадина, вызываю-
щая статистически значимый эффект, составляет
75 мкМ (средний процент дробления 32.9%), то-
гда как IC50 равна 59.99 мкМ. Установленные ми-
нимальные действующие концентрации исследу-
емых антагонистов согласуются с ранее получен-
ными данными [4] и были использованы в
последующих экспериментах. Следует отметить,
что чувствительность зародышей к антагонисту
дофаминовых рецепторов галоперидолу оказа-
лась почти в 3 раза выше, чем к антагонисту ре-
цепторов серотонина ципрогептадину.

Для выявления механизмов цитостатического
воздействия антагонистов мембранных транс-
миттерных рецепторов были проведены повтор-
ные эксперименты по воздействию минималь-
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ных блокирующих концентраций дофамина и
ципрогептадина на дробящиеся зародыши с по-
следующим иммуноцитохимическим исследова-
нием состояния цитоскелета. Галоперидол в кон-
центрации 25 мкМ вызывает блокаду делений
дробления (рис. 2б). В таких зародышах наблюда-
ется некоторое увеличение толщины кортикаль-
ного актинового цитоскелета и появление в цито-
плазме гранул полимеризованного актина
(рис. 2л, 2о). Количественная оценка распределе-
ния актина по радиальной оси зародыша (рис. 3а)
показала, что при воздействии галоперидола про-
исходит достоверное увеличение количества
фибриллярного актина как в составе цитокортек-
са (рис. 3в), так и в цитоплазме (рис. 3г). Наблю-
даемый эффект согласуется с литературными
данными о влиянии трансмиттеров на цитоскелет
зародышей морских ежей, из которых следует,
что дофамин и антагонисты серотониновых ре-
цепторов уменьшают, а серотонин и антагонисты
дофаминовых рецепторов увеличивают жесткость
кортикального слоя зигот морских ежей [3, 7]. Эти
факты свидетельствуют о негативном влиянии
D2-подобного рецептора на полимеризацию ак-
тина и механические параметры цитокортекса,
играющие важную роль в процессе дробления.
При иммуногистохимическом окрашивании мик-
ротрубочек в зародышах, инкубированных в гало-
перидоле, выявляются значительные нарушения
организации тубулинового цитоскелета – отсут-
ствие периферических микротрубочек, асиммет-
ричное митотическое веретено (рис. 2з), а также
нарушение расхождения хромосом, приводящее
к появлению микроядер (рис. 2д). Полученные
данные свидетельствуют о возможной роли
D2-подобного рецептора в поддержании пра-
вильной организации структур митотического
веретена у дробящихся зародышей морского ежа.

При воздействии ципрогептадина в концен-
трации 75 мкМ на зиготы морского ежа происхо-
дит блокада первого деления дробления (рис. 2в).
В таких зародышах наблюдается появление в ци-
топлазме гранул и многочисленных хаотично
ориентированных коротких актиновых филамен-
тов (рис. 2м, 2п). Анализ распределения фибрил-
лярного актина вдоль радиальной оси зародыша
(рис. 3б) выявил достоверное увеличение степени
полимеризации актина как в цитоплазме (рис. 3г),
так и в кортикальном слое (рис. 3в). Общее содер-
жание выявленного иммуногистохимически ту-
булина у интактных и обработанных ципрогепта-
дином зародышей не отличается. В то же время
тубулиновый цитоскелет в зародышах, инкубиро-
ванных с ципрогептадином, полностью деполи-
меризован (рис. 2и). Кроме того, в зародышах от-
сутствуют признаки кариотомии (рис. 2е), что
свидетельствует о критическом воздействии ци-
прогептадина на самые ранние фазы первого кле-
точного цикла.

Таким образом, получены данные, свидетель-
ствующие о том, что цитостатический эффект ан-
тагонистов рецепторов дофамина и серотонина
на дробящиеся зародыши морского ежа связан с
влиянием на элементы цитоскелета. Оба антаго-
ниста вызывают увеличение степени полимериза-
ции актинового цитоскелета, причем эффект на-
блюдается как в кортикальном слое, так и в цито-
плазме. Кроме того, оба антагониста влияют на
тубулиновый цитоскелет, причем если галоперидол
преимущественно вызывает нарушения простран-
ственной организации веретена деления, то ципро-
гептадин приводит к полной деполимеризации ту-
булина и прекращению митотических процессов.

Анализ концентрационной зависимости цито-
статического эффекта антагонистов показал, что
зародыши морского ежа почти в 3 раза более чув-
ствительны к антагонисту D2 рецепторов галопе-

Рис. 1. Концентрационная зависимость эффектов галоперидола (а) и ципрогептадина (б) на модели блока первого де-
ления дробления морского ежа P. lividus. % Clv – доля эмбрионов, завершивших первое деление дробления. M ± SEM,
* – p < 0.05 по критерию Данна. Пунктиром обозначена IC50.
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ридолу, чем к антагонисту рецепторов серотони-
на 5HT2 ципрогептадину. В опубликованных
ранее работах показано, что цитостатический эф-
фект используемых веществ ослабляется в при-
сутствии самих трансмиттеров, причем эффек-

тивность дофамина, серотонина и адреналина, а
также их липофильных аналогов сопоставима [4].
В нашей работе мы не выявили эффектов самих
трансмиттеров на деления дробления и состояние
цитоскелета. При этом ципрогептадин и галопе-

Рис. 2. Влияние галоперидола и ципрогептадина на цитоскелет дробящихся зародышей морского ежа P. lividus. Опти-
ческая микроскопия (а–в), фазово-контрастная микроскопия, совмещенная с инвертированным флуоресцентным
окрашиванием ДНК (г–е), иммунофлуоресценция тубулинового цитоскелета (ж–и), флуоресцентное мечение F-ак-
тина (к–п). Контроль (а, г, ж, к, н), галоперидол 25 мкМ (б, д, з, л, о), ципрогептадин 75 мкМ (в, е, и, м, п).
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ридол влияют на состояние микрофиламентов
сходным образом, что говорит о возможных пере-
крестных механизмах серотонин- и дофаминер-
гических сигнальных путей в регуляции ранних
стадий развития. Одним из вероятных ключевых
звеньев в этих процессах является метаботроп-
ный рецептор, гомологичный D2-рецептору, экс-
прессия которого показана на ранних стадиях
развития P. lividus начиная с зиготы [4]. Различное
влияние галоперидола и ципрогептадина на со-
стояние тубулинового цитоскелета, по всей веро-
ятности, связано с различиями механизмов тран-
сдукции сигнала, запускаемых D2-подобными и
5-HT2-подобными рецепторами. В первом случае
при воздействии антагониста происходит актива-
ция cAMP-сигнального каскада. Известно, что
галоперидол способен выступать в качестве дез-
организатора тубулинового цитоскелета, воздей-
ствуя на активность киназ PKA и Akt [14] и эф-
фекторные белки Tau [15], Aurora A [16] и
KSP/Eg5 [17]. В случае же ципрогептадина проис-
ходит блок PKC-сигнального каскада, также иг-
рающего важную роль в стабилизации как акти-

нового, так и тубулинового цитоскелета [18]. По
всей вероятности, цитостатическое действие ан-
тагонистов дофамина и серотонина на дробящие-
ся зародыши морских ежей основано на сходных
и/или пересекающихся молекулярных механиз-
мах, которые требуют дальнейших исследований.

Исследование выполнено Н.Д.А., М.Л.А. и
Ш.Ю.Б. с использованием оборудования ЦКП
Института биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН при поддержке Российской академии наук и
Сербской академии наук и искусств (совместная
программа “Neurotransmitters – Ontogenetic and
Neurobiological Aspects”) в рамках раздела Госу-
дарственного задания ИБР РАН № 0108-2019-0003.
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Effects of Haloperidol and Cyproheptadine on the Cytoskeleton
of the Sea Urchin Embryos

D. A. Nikishin1, 2, *, L. A. Malchenko1, I. Milošević3, L. Rakić4, Y. B. Shmukler1
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Early sea urchin embryos are sensitive to agonists and antagonists of transmitter receptors, both metabotropic
and channel ones. In this work, we studied the cytostatic action mechanisms of cyproheptadine and halo-
peridol – antagonists of serotonin 5HT2 receptors and dopamine D2 receptors, respectively. For this purpose, we
employed the model of the blockade of the first cleavage division of sea urchin, which allows quantifying the effects
of embryotoxic substances. The action of haloperidol and cyproheptadine is mediated by effects on the elements of
the cytoskeleton. Both antagonists caused an increase in the degree of polymerization of the actin cytoskeleton, both
in the cortical layer and in the cytoplasm. In addition, both antagonists affected the tubulin cytoskeleton: haloperidol
predominantly disturbed spatial organization of the mitotic spindle, while cyproheptadine caused a complete depo-
lymerization of tubulin and arrest of mitotic processes. The results indicate that cytostatic effects of dopamine and
serotonin antagonists on cleavage divisions  of sea urchin embryos are mediated by similar and/or crosstalking mo-
lecular mechanisms but also have significant differences that require further research.

Keywords: haloperidol, cyproheptadine, sea urchin, cytoskeleton, actin, tubulin
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