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С использованием метода проточной цитометрии исследовали количественную динамику клеток
целомической жидкости (ЦЖ) у голотурии Eupentacta fraudatrix (Djakonov et Baranova, 1958) в тече-
ние суток после эвисцерации. Отмечен разнонаправленный характер динамики групп низкодиффе-
ренцированных ювенильных и дифференцированных клеток в регенерации: увеличение содержа-
ния ювенильных целомоцитов сопровождалось снижением содержания дифференцированных кле-
ток и наоборот. Использование в качестве маркера плюрипотентных стволовых клеток белка PIWI
позволило выявить среди ювенильных целомоцитов субпопуляцию PIWI-позитивных клеток. Их
содержание в ЦЖ было максимальным на начальных этапах регенерации – через 1 и 4 ч после эвис-
церации и снижалось через 24 ч после эвисцерации.
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Ген piwi (P-element-induced wimpy testis) был
впервые обнаружен и охарактеризован как ген,
необходимый для пролиферации зародышевых
клеток Drosophila melanogaster (см.: Lin, Spradling,
1997). Он кодирует эволюционно консерватив-
ный белок PIWI, представляющий кладу семей-
ства Argonaute (см.: Cox et al., 1998). Характерной
особенностью семейства является наличие функ-
циональных доменов: N-концевого домена, PAZ,
MID и PIWI, образующих единый структурно-
функциональный комплекс связывания малых
некодирующих РНК и гидролиза нуклеиновых
кислот посредством эндонуклеазной активности
каталитического сайта PIWI домена (Cerutti et al.,
2000; Song et al., 2004; Schirle, MacRae, 2012; Kuhn,
Joshua-Tor, 2013).

Белки PIWI и связанный с ними особый класс
малых некодирующих РНК – piРНК обнаружи-
ваются в линии первичных половых клеток Meta-
zoa, где необходимы для поддержания их плюрипо-
тентности и осуществляют сайленсинг транспозо-
нов, эпигенетическую и посттранскрипционную
регуляцию экспрессии генов (Vagin et al., 2006;

Brennecke et al., 2008; Kuramochi-Miyagawa et al.,
2008; Thomson, Lin, 2009; Juliano et al., 2011).

У некоторых животных экспрессия гена piwi не
ограничивается клетками зародышевой линии.
Ген экспрессируется в плюрипотентных и муль-
типотентных соматических стволовых клетках у
представителей разных типов беспозвоночных и
позвоночных и, как правило, связан с регенера-
цией. Наличие транскриптов piwi характерно для
необластов плоских червей (Reddien, 2005; Pala-
kodeti et al., 2008), циркулирующих стволовых
клеток оболочников (Rinkevich et al., 2010), архео-
цитов губок (Funayama, 2010), интерстициальных
клеток книдарий (Juliano et al., 2014), мультипо-
тентных стволовых клеток бесчерепных (Zhang et al.,
2013) и гребневиков (Alié et al., 2011), а также для
дедифференцированных клеток аксолотля (Zhu
et al., 2012). Ингибирование экспрессии piwi в
этих клетках приводит к дефектам регенерации
или ее полной остановке и, как следствие, к гибе-
ли организма. Таким образом, присутствие бел-
ков PIWI в соматических стволовых клетках, во-
влеченных в регенерацию, вероятно, характерно
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для многих стволовых систем Metazoa. Этот факт
в дополнение к известной эволюционной кон-
сервативности белков (Cox et al., 1998) позволяет
рассматривать ген piwi наряду с некоторыми дру-
гими генами (vasa, nanos) как фактор, определяю-
щий “стволовость” клетки, и применять его в ка-
честве молекулярного маркера мульти- и плюри-
потентных стволовых клеток (Seipel et al., 2004;
Rosner et al., 2009; Juliano et al., 2010; Alié et al., 2011;
Kawamura, Sunanaga, 2011; Plickert et al., 2012).

Использование белка PIWI как молекулярного
маркера плюрипотентности может способство-
вать решению вопроса о наличии стволовых кле-
ток-предшественников иммуноцитов у голотурии
Eupentacta fraudatrix. Этот представитель иглоко-
жих, способный к эвисцерации и последующему
восстановлению комплекса внутренних органов,
является перспективным модельным объектом
для исследования процессов регенерации и кле-
точной дифференцировки (Долматов, Машанов,
2007). Восстановление клеточного состава цело-
мической жидкости (ЦЖ) после эвисцерации
происходит при отсутствии пролиферации остав-
шейся части целомоцитов, что позволяет предпо-
ложить наличие у E. fraudatrix внешней резервной
субпопуляции клеток-предшественниц целомо-
цитов. Использование белка PIWI позволит
идентифицировать и всесторонне охарактеризо-
вать данные клетки у голотурии E. fraudatrix.

Выявление иммунопозитивных по отноше-
нию к белку PIWI клеток в ЦЖ у голотурии
E. fraudatrix, определение их морфотипической
принадлежности и исследование количественной
динамики в ходе восстановления ЦЖ после эвис-
церации является целью настоящей работы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объектом исследования послужила голотурия

Eupentacta fraudatrix (Holothuroidea: Dendrochirota).
Животных отлавливали в Амурском заливе Япон-
ского моря и содержали в аквариумах с охлажден-
ной до 15°C аэрируемой проточной морской водой.

Поликлональные кроличьи анти-PIWI антитела
получали путем иммунизации пептидом, кото-
рый включал высоко консервативный участок,
отвечающий за связывание 5′-конца piРНК, распо-
ложенный в MID домене (VATKVAMQLNCKLGG).
Последовательность пептида получена на осно-
вании данных транскриптомного анализа (ncbi tsa
GHCL00000000), проведенного ранее (Boyko et al., в
печати). Синтез пептида и получение к нему
первичных антител осуществляли в компании
АЛМАБИОН (Россия).

Детекцию PIWI-позитивных клеток и анализ
их количественной динамики проводили на маз-
ках клеток ЦЖ. В эксперименте использовали
пять голотурий массой от 4.5 до 5.5 г. Эвисцера-

цию у голотурий стимулировали введением в це-
ломическую полость подопытным животным 0.5 мл
1% KCl. Для приготовления мазков шприцем от-
бирали по 200 мкл ЦЖ у каждого животного на
разных этапах эксперимента: интактные живот-
ные (0), 1, 4 и 24 ч после эвисцерации. ЦЖ поме-
щали на стекла, обработанные полилизином, и
инкубировали 15 мин во влажной камере при тем-
пературе 18°C, после этого препарат фиксировали в
течение 15 мин 4% параформальдегидом, приго-
товленным на фосфатно-солевом буфере (PBS),
рН 7.4 (AMRESCO, USA), и промывали в трех
порциях PBS в течение суток. Для предотвраще-
ния неспецифического связывания первичных
антител мазки обрабатывали 2 ч блокирующим
буфером (3% рыбный желатин – Teleostean gela-
tin, SIGMA; 0.3 М глицин; 0.5% Тритон X 100 на
PBS), инкубировали с первичными иммунными
анти-PIWI антителами, разведенными 1% БСА на
PBS в соотношении 1 : 300 в течение суток при
температуре 4°C, затем промывали 1% БСА на PBS,
содержащем 0.02% TWEEN 20 (3 раза по 10 мин),
инкубировали 1 ч при комнатной температуре со
вторичными антикроличьими антителами, ме-
ченными Alexa 546 (Molecular Probs), разведен-
ными 1% БСА на PBS в соотношении 1 : 750. После
промывки в трех порциях PBS препараты заклю-
чали в специальную среду, содержавшую DAPI
для окраски ядерной ДНК (Vectashield, Vector
Laboratories). Материал анализировали с исполь-
зованием лазерного конфокального сканирую-
щего микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss, Германия).
Подсчитывали количество меченных антителами
клеток на 1000 целомоцитов; полученные данные
выражали в процентах.

Количественную динамику целомоцитов ана-
лизировали с использованием проточного цито-
метра Cytoflex (Beckman Coulter, USA). У пяти
подопытных животных перед эвисцерацией и че-
рез 1, 4 и 24 ч после начала эксперимента шпри-
цем отбирали по 300 мкл ЦЖ. Для предотвраще-
ния образования агрегатов в образцы добавляли
по 10 мкл 0.3 М ЭДТА. Образцы фиксировали в
течение 1 ч добавлением в ЦЖ 25% глутарового
альдегида, чтобы конечная концентрация фикса-
тора в образце составляла 2.5%. После этого их
центрифугировали до образования осадка клеток,
удаляли фиксатор и промывали в 1 мл PBS, затем
добавляли 0.5 мл PBS и ресуспендировали осадок.
Для окраски ядерной ДНК использовали DAPI в
соотношении 1 : 4000. В каждом образце оценива-
ли не менее 30 тыс. событий. Позитивные по DAPI
клетки детектировали при экстинкции 405 нм,
эмиссию измеряли с помощью полосового филь-
тра 450/45 BP. Приблизительный размер клеток в
образцах определяли с использованием калибро-
вочных частиц для проточной цитофотометрии
размером 2, 4, 6, 10 и 15 мкм на FSC-A графике
(F13838, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Па-
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раллельно на этих же образцах ЦЖ исследовали
микроморфологию целомоцитов, размеры кото-
рых соответствовали размерам использованных
калибровочных частиц. По 100 мкл суспензии
клеток анализировали с использованием лазер-
ного конфокального микроскопа LSM 780 (Carl
Zeiss). Размеры клеток определяли в программе
ZEN.

Статистический анализ проводили при помо-
щи программы Statistica 6.0. Данные представлены
как среднее значение ± стандартное отклонение.
Полученные данные подвергали дисперсионному
анализу (ANOVA) с последующим использовани-
ем LSD теста; статистически достоверными отли-
чиями считались значения при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клеточный состав трех групп целомоцитов

На основании показателей прямого и боково-
го светорассеяния среди клеток целомической
жидкости выделены три основные группы, кото-
рые различались по степени структурированно-
сти цитоплазмы и линейным размерам: 2–6, 6–10,
10 мкм и более. По данным микроструктурного
анализа охарактеризован клеточный состав выде-
ленных нами групп.

Клетки диаметром 2–6 мкм с высоким ядерно-
цитоплазматическим отношением и неразвитой
цитоплазмой считали низкодифференцирован-
ными ювенильными клетками (рис. 1а), клетки
диаметром 6–10 мкм с увеличенным объемом ци-
топлазмы – среднедифференцированными. Об-
наружены клетки с цитоплазмой, содержавшей
немногочисленные секреторные гранулы, что
указывает на начальные этапы дифференцировки
морулоподобных клеток, а также клетки, способ-
ные формировать небольшие псевдоподии, –
признак, характерный для амебоцитарного пути
дифференцировки (рис. 1б). Дифференцирован-
ные клетки диаметром 10–20 мкм (рис. 1в–1д)
были представлены либо округлыми клетками с
развитой цитоплазмой, заполненной секретор-
ными гранулами (морулоподобные целомоциты),
либо полиморфными клетками, способными об-
разовывать псевдоподии разной формы (петалло-
идные и филоподиальные амебоциты). Наряду с
преобладающими в ЦЖ амебоцитами и моруло-
подобными целомоцитами среди дифференциро-
ванных клеток обнаружены гемоциты, содержав-
шие дыхательный пигмент гемоглобин (рис. 1е), а
также редко встречавшиеся кристаллические
клетки (не представлены).

Количественная динамика клеток
ЦЖ после эвисцерации

Количество целомоцитов в ЦЖ у интактных
животных составляло 7.5 × 106 ± 1.5 × 106 кл./мл.
После эвисцерации оно резко и статистически
достоверно снижалось и через 1 ч составляло 0. 87 ×
× 106 ± 0.22 × 106 кл./мл, а через 4 ч – 0.32 × 106 ±
± 0.57 × 105 кл./мл. Через 24 ч после начала экспе-
римента количество целомоцитов в ЦЖ возраста-
ло до 2.5 × 106 ± 2.9 × 105 кл./мл (рис. 2).

В ходе регенерации изменялось не только сум-
марное количество целомоцитов в ЦЖ, но и соот-
ношение содержавшихся в ней размерно-функ-
циональных групп клеток (рис. 3). У интактных
животных наиболее многочисленными были диф-
ференцированные клетки диаметром 10–20 мкм
(58.2 ± 7.4%). Вторыми по представленности бы-
ли среднедифференцированные клетки диамет-
ром 6–10 мкм (40.7 ± 7.04%). “Минорную” группу
формировали низкодифференцированные юве-
нильные клетки диаметром 2–6 мкм (1.09 ± 0.37%).
Через 1 ч после эвисцерации в ЦЖ увеличивалась
доля ювенильных клеток (14.6 ± 6%), а содержа-
ние дифференцированных клеток снижалось до
32.5 ± 4.3%. Через 4 ч после эвисцерации содер-
жание ювенильных клеток снижалось до 3.7 ± 2.1%,
а доля дифференцированных клеток, напротив,
возрастала до 53.3 ± 7.5% и приближалась к значе-
ниям, характерным для интактных животных.
Через 24 ч после начала эксперимента отмечена
тенденция к увеличению доли ювенильных кле-
ток (9.5 ± 4%) и к снижению содержания диффе-
ренцированных целомоцитов (41.8 ± 7.1%). Со-
держание среднедифференцированных клеток во
время эксперимента изменялось незначительно;
эти изменения статистически недостоверны.

Иммуноцитохимическая идентификация и анализ 
численности PIWI-позитивных клеток в ЦЖ 

Eupentacta fraudatrix в ходе регенерации
При иммуноцитохимическом окрашивании

целомоцитов поликлональными кроличьими ан-
тителами на белок PIWI выявлено наличие мече-
ных клеток в ЦЖ у интактных животных (рис. 4а)
и у животных на разных сроках регенерации по-
сле эвисцерации (рис. 4б–4г).

Диаметр клеток, содержавших белок PIWI, как
правило, составлял около 5 мкм; они характери-
зовались высоким ядерно-цитоплазматическим
отношением и относились к группе низкодиффе-
ренцированных ювенильных клеток. Очень редко
встречались клетки с более развитой цитоплаз-
мой, попадавшие в группу среднедифференциро-
ванных (рис. 4а). Ядра меченых клеток округлой
формы содержали глыбки гетерохроматина. Им-
мунопозитивные структуры располагались пре-
имущественно в цитоплазме – диффузно либо в
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виде гранул. Редко встречались слабо меченные
ядра.

У интактных животных в ЦЖ обнаружены
лишь единичные меченые клетки (0.3 ± 0.3%).
После эвисцерации через 1 и 4 ч их содержание в

ЦЖ резко возрастало и достигало максимальных
за весь период наблюдений значений (соответ-
ственно 20 ± 8 и 17 ± 8% от общего числа целомоци-
тов); через 24 ч этот показатель снижался до 3 ± 2%
(рис. 5).

Рис. 1. Морфология целомоцитов основных размерных групп голотурии Eupentacta fraudatrix. а – ювенильные клетки
диаметром 3–5 мкм; б – среднедифференцированные клетки диаметром 6–10 мкм; в, г, д – дифференцированные
клетки диаметром от 11 до 20 мкм: амебоциты (в, д) и морулоподобные клетки (г, д); е – гемоциты.

5 мкм

5 мкм

10 мкм

10 мкм

20 мкм 10 мкм

(a)

(в)

(д)

(е)
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ОБСУЖДЕНИЕ

Клетки ЦЖ иглокожих – это гетерогенная и
многофункциональная популяция свободнопо-
движных клеток, присутствующих во всех цело-
мических полостях (Smith et al., 2010). Несмотря
на то, что клеточный состав ЦЖ существенно ва-
рьирует у разных систематических групп, у всех
представителей иглокожих имеются иммуноком-
петентные целомоциты – фагоцитирующие аме-
боциты и гранулосодержащие морулоподобные
клетки, ответственные за выработку гуморальных
факторов иммунитета. Кроме этого, в ЦЖ могут
присутствовать жгутиковые клетки, участвующие
в тромбообразовании и создающие ток целомиче-
ской жидкости, а также кристаллические клетки,
осуществляющие осморегуляцию, и гемоциты, со-
держащие гемоглобин (Chia, Xing, 1996; Елисей-
кина, Магарламов, 2002; Ramírez-Gómez, García-
Arrarás, 2010). Помимо перечисленных типов кле-
ток в ЦЖ иглокожих выделяется субпопуляция
мелких лимфоцитоподобных или ювенильных
клеток, которые рассматриваются как низкодиф-
ференцированные предшественники остальных
типов целомоцитов (Rinkevich, Matranga, 2009).

Хорошие способности к регенерации позволяют
широко использовать иглокожих для исследова-
ния восстановительных морфогенезов (Долма-
тов, 1999; Candia Carnevali, 2006), в частности, для
изучения источников и механизмов восстановления
целомоцитов после эвисцерации или экспери-
ментального удаления части ЦЖ. Процесс вос-
становления клеточного состава ЦЖ не сопро-
вождается ростом пролиферативной активности

оставшейся части целомоцитов, таким образом,
можно предположить, что на первых этапах реге-
нерации происходит выселение клеток-предше-
ственниц из внешних депо (Козлова и др., 2006;
Sharlaimova et al., 2010; Li et al., 2018). Однако от-
сутствие морфологических признаков, отличаю-
щих плюрипотентные клетки от ювенильных це-
ломоцитов, обуславливает необходимость поиска
маркеров, позволяющих детектировать данные
клетки. Использование белка PIWI – молекулярного
маркера стволовых клеток, может способствовать

Рис 2. Количество клеток в целомической жидкости
(ЦЖ) Eupentacta fraudatrix у интактных животных и
после эвисцерации. Одинаковые буквенные индексы
над столбцами показывают отсутствие статистически
значимых различий между значениями при р < 0.05 и
n = 5. По оси абсцисс – время после эвисцерации (0 –
интактные животные; 1, 4 и 24 ч); по оси ординат –
количество клеток в 1 мл ЦЖ.
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Рис. 3. Изменение содержания целомоцитов трех раз-
мерных групп в целомической жидкости Eupentacta
fraudatrix после эвисцерации. а – ювенильные клетки,
б – среднедифференцированные клетки, в – диффе-
ренцированные клетки. По оси абсцисс – время по-
сле эвисцерации (0 – интактные животные; 1, 4 и 24 ч);
по оси ординат – доля клеток каждой группы (%) от
общего количества целомоцитов. Одинаковые бук-
венные индексы над столбцами показывают отсут-
ствие статистически значимых различий между зна-
чениями при р < 0.05 и n = 5.
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решению вопроса об источниках и механизмах
восстановления пула клеток ЦЖ у представите-
лей иглокожих в условиях стресса.

Голотурия Eupentacta fraudatrix, обладающая
способностью к эвисцерации и последующему
восстановлению комплекса внутренних органов,

активно используется для исследования механиз-
мов восстановительных морфогенезов (Долматов,
Машанов, 2007). В настоящее время накоплена
обширная информация о клеточных и молеку-
лярных механизмах восстановления тканей и ор-
ганов у E. fraudatrix. Транскриптомный анализ
показал наличие экспрессии гена piwi в регенери-

Рис. 4. Иммунофлуоресцентное окрашивание PIWI-позитивных клеток в целомической жидкости голотурии Eupen-
tacta fraudatrix. а – интактные животные, б – 1 ч после эвисцерации, в – 4 ч после эвисцерации, г – 24 ч после эвисце-
рации. Иммуноцитохимическое окрашивание антителами к белку PIWI – выделенный канал а2, б2, в2, г2; ядерная
ДНК окрашена DAPI – выделенный канал а1, б1, в1, г1.

(a)

(в) (г)

(a1)

(в1) (в2) (г1) (г2)

(б1) (б2)(a2)

(б)

10 мкм 10 мкм

10 мкм 10 мкм



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 46  № 2  2020

ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ PIWI-ПОЗИТИВНЫХ КЛЕТОК 123

рующих тканях этого вида голотурий, что позволяет
использовать белок PIWI для идентификации кле-
ток-предшественниц целомоцитов (Boyko et al.,
2020).

Клеточный состав ЦЖ E. fraudatrix охаракте-
ризован ранее с привлечением данных уль-
траструктурного анализа (Долматов, Машанов,
2007; Eliseikina et al., 2010). Среди целомоцитов
выделены следующие типы: амебоциты, моруло-
подобные клетки, гемоциты, кристаллические
клетки, а также ювенильные клетки с высоким
ядерно-цитоплазматическим отношением и не-
развитым гетеросинтетическим аппаратом. Та-
ким образом, целомоциты E. fraudatrix различа-
ются не только функционально, но и по степени
дифференцированности, что выражено, в част-
ности, в изменении их линейных размеров и
структуры цитоплазмы. На основании этих пока-
зателей среди клеток ЦЖ нами выделены три
группы целомоцитов: низкодифференцирован-
ные ювенильные клетки, средне- и высокодиф-
ференцированные целомоциты – амебоциты,
морулоподобные клетки, гемоциты и кристалли-
ческие клетки.

При эвисцерации комплекса внутренних орга-
нов у E. fraudatrix содержание целомоцитов в ЦЖ
снижалось на порядок по сравнению с интактными
животными. Это обусловлено потерей значитель-
ного объема ЦЖ, а также участием оставшихся в
ЦЖ клеток в защитных реакциях – тромбообразо-
вании и удалении клеточных остатков в области по-
вреждения тканей после эвисцерации (Долматов,
Машанов, 2007). Восстановление численности
клеток в ЦЖ E. fraudatrix до значений, близких к
таковым у интактных животных, происходило в
течение первых суток после эвисцерации. При
этом, как показано ранее, пролиферативная ак-
тивность оставшейся части целомоцитов не уси-
ливалась (см.: Долматов, Машанов, 2007; Eliseiki-
na et al., 2010). Сходная динамика описана при
восстановлении состава ЦЖ у голотурии Aposti-
chopus japonicus после эвисцерации (Li et al., 2018)
и у морской звезды Asterias rubens после удаления
существенной части ЦЖ (Козлова и др., 2006). На
примере A. japonicus показано, что на более позд-
них этапах регенерации вплоть до завершения ор-
ганогенеза колебание численности клеток ЦЖ
происходило уже за счет пролиферации и после-
дующей дифференцировки циркулирующих це-
ломоцитов (Li et al., 2018).

Анализ изменений соотношения дифферен-
цированных и ювенильных групп клеток в ходе
регенерации клеточного состава ЦЖ у E. frauda-
trix показал, что снижение доли дифференциро-
ванных целомоцитов через 1 ч после эвисцерации
и в меньшей степени через 24 ч после начала экс-
перимента сопровождалось увеличением содер-
жания ювенильных клеток. Напротив, снижение

доли ювенильных клеток в ЦЖ через 4 ч после
эвисцерации сопровождалось ростом содержа-
ния в ней дифференцированных форм. Отмечен-
ная разнонаправленная динамика целомоцитов
разных размерно-функциональных групп свиде-
тельствует в пользу идущих в ЦЖ процессов диф-
ференцировки ювенильных клеток в функцио-
нально активные целомоциты. Отсутствие про-
лиферации целомоцитов на начальных этапах
регенерации предполагает наличие внешней ре-
зервной субпопуляции клеток-предшественниц,
ответственных за быстрое восстановление кле-
точного состава ЦЖ.

Обнаружение среди целомоцитов у E. frauda-
trix клеток, содержавших белок PIWI, подтвер-
ждает это предположение. Причем, если у ин-
тактных животных в ЦЖ PIWI-позитивные клет-
ки были крайне редки, то через 1 и 4 ч после
эвисцерации их количество значительно возрас-
тало, что, вероятно, связано с выселением пула
резервных клеток из тканей стенки тела или дру-
гих соматических тканей. Предполагается, что
“нишами” стволовых клеток у иглокожих могут
являться эпителиальные, соединительные и нерв-
ные ткани (Chia, Xing, 1996; Morrison, Spradling,
2008; Rinkevich, Matranga, 2009). Однако отсут-
ствие специфических для стволовых клеток мор-
фологических маркеров не позволяет идентифи-
цировать и проследить их цикл в ходе морфогенезов.
На примере процесса восстановления клеточного
состава ЦЖ E. fraudatrix в течение первых суток
после эвисцерации показано, что использование
белка PIWI для детекции резервных плюрипо-
тентных клеток может способствовать решению
этой задачи. В частности, идентификация PIWI-по-

Рис. 5. Содержание PIWI-позитивных клеток в цело-
мической жидкости голотурии Eupentacta fraudatrix в
норме и после эвисцерации. По оси абсцисс – время
после эвисцерации (0 – интактные животные; 1, 4 и
24 ч), по оси ординат – доля иммунопозитивных кле-
ток, %. Одинаковые буквенные индексы над столбца-
ми показывают отсутствие статистически значимых
различий между значениями при р < 0.05 и n = 5.
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зитивных клеток в ЦЖ и динамика их численно-
сти на начальных этапах регенерации могут рас-
сматриваться как свидетельство участия плюри-
потентных клеток в восстановлении популяции
клеток ЦЖ у голотурии E. fraudatrix.
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The Immunocytochemical Identification of PIWI-Positive Cells During the Recovery
of a Coelomocyte Population in the Holothurian Eupentacta fraudatrix

(Djakonov et Baranova, 1958) (Holothuroidea: Dendrochirota) After Evisceration
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Vladivostok 690041, Russia

bFar Eastern Federal University, Vladivostok 690950, Russia

The quantitative dynamics of coelomic f luid (CF) cells of Eupentacta fraudatrix (Djakonov et Baranova,
1958) were studied by f low cytometry within a day after evisceration. A differently directed dynamics pattern
was noted among groups of low differentiated juvenile cells and differentiated cells during regeneration. The
juvenile coelomocyte fraction increased, while the content of differentiated cells decreased and vice versa.
The use of PIWI protein as a pluripotent stem cell marker allowed us to distinguish a PIWI-positive cell subset
among juvenile coelomocytes. Their content in the CF was highest during early regeneration at 1 and 4 h after
evisceration and decreased at 24 h after evisceration.
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