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Наряду с большой социальной значимостью, решение проблемы “пробирочных детей” сделало воз-
можным прямые исследования зародышей человека доимплантационных стадий. Совершенствова-
ние технологий работы с гаметами и ранними зародышами, высокая разрешающая способность со-
временных цитогенетических и молекулярно-генетических методов не только позволили создать
эффективные алгоритмы вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ), но и получить важ-
ную информацию о фундаментальных процессах эмбриогенеза и генетики развития человека, ранее
недоступных прямому исследованию. В частности, оценить вклад хромосомных аномалий и роль
хромосомного импринтинга в патологию эмбрионального развития человека, изучить цитогенети-
ческие и молекулярные механизмы первичной эмбриональной дифференцировки, проанализиро-
вать эпигенетические изменения генома от оплодотворения до формирования бластоцисты, иден-
тифицировать гены, ответственные за первые морфогенетические преобразования дробящегося за-
родыша. Безусловным успехом эмбриологии человека и ВРТ явилось создание трехродительских
эмбрионов как метода профилактики митохондриальных болезней, разработка универсального ме-
тода диагностики хромосомных и генных болезней. Новую эру в эмбриологии человека и ВРТ от-
крыли исследования по геномному редактированию. Подчеркивается необходимость соблюдения
большой осторожности при внедрении в практику новых ВРТ, их тщательной проверки на лабора-
торных моделях. Прежде всего это относится к работам по редактированию генома, получению ис-
кусственных гамет, а также к созданию животных-химер с целью выращивания донорских органов
и др. Отмечается серьезное отставание отечественной науки в экспериментальной эмбриологии че-
ловека, необходимость ее всемерной поддержки как со стороны фундаментальной науки, так и кли-
нической медицины.

Ключевые слова: эмбриология человека, генетика развития, ВРТ, хромосомные аномалии, первич-
ная эмбриональная дифференцировка, редактирование генома.
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В 1978 г. в мире произошло знаменательное со-
бытие: усилиями двух ученых Великобритании,
эмбриолога Р. Эдвардса и врача акушера-гинеко-
лога М.Е. Стептоу, на свет появился первый ребе-
нок, зачатый в пробирке, – Луиза Браун. В 2018 г.
ей исполнилось 40 лет. Конечно, этому событию,
отмеченному в 2010 г. Нобелевской премией,
предшествовала долгая кропотливая работа мно-
гочисленных ученых Великобритании – специа-
листов по экспериментальной эмбриологии и
ЭКО. Особенно большую роль в этом сыграли ис-
следования в лаборатории эмбриологии проф.
Анны МакЛарен в Лондоне. Возможность лечить
различные формы бесплодия и вести скрининг
зародышей до имплантации на наличие хромо-

сомных аномалий привлекло к работам по ЭКО
массу последователей во всем мире, в том числе и
в России. Первый “пробирочный” ребенок Рос-
сии появился в Центре охраны здоровья матери и
ребенка в Москве в 1986 г. [1], второй – в Ленин-
граде, в НИИ акушерства и гинекологии им.
Д.О. Отта в 1987 г. [2]. Согласно обобщенным
данным, с помощью различных вариантов ЭКО
за 2004–2013 гг. в мире родилось почти 1.5 млн де-
тей [3]. Большая социальная значимость ЭКО как
наиболее эффективного метода лечения беспло-
дия на фоне падения рождаемости в России в по-
следние годы, безусловно, создала благоприятные
условия для увеличения числа центров ВРТ [4].
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Доля детей “из пробирки” среди всех новорожден-
ных в РФ за 2015–2016 гг. достигла 1.5% [4].

Качество работы центров ВРТ улучшается не
только за счет более эффективных методов гор-
мональной стимуляции яичников и повышения
точности микрохирургических операций на ран-
них эмбрионах и гаметах, но и за счет более со-
вершенных методов лабораторной диагностики
хромосомных и генных болезней [5–9]. Есте-
ственно, что разработке и внедрению этих методов
немало способствовали предварительные экспе-
рименты на лабораторных млекопитающих, а так-
же на эмбрионах человека, которые по разным
причинам не были использованы для трансплан-
тации в матку. Как правило, это патологические
эмбрионы с признаками фрагментации, эмбрио-
ны с тремя пронуклеусами, реже – “лишние”, фе-
нотипически нормальные эмбрионы. Широкое
внедрение в центрах ВРТ методов криоконсерва-
ции, особенно метода витрификации (технология
быстрого замораживания, предотвращающая об-
разование кристаллов льда в клетках), позволяет
в настоящее время сохранять полученные эмбри-
оны неопределенно долго и пересаживать их в
матку в последующих циклах. Эмбрионы, не ис-
пользованные для трансплантации, представля-
ют большую ценность для экспериментальных
исследований, так как позволяют получить но-
вую информацию о доимплантационных стадиях
развития человека.

В обзоре суммированы новые данные по акту-
альным проблемам биологии развития человека,
решение которых оказалось возможным благодаря
внедрению новых технологий и методов молеку-
лярной генетики. Наиболее существенные дости-
жения в этой области включают:

оценку вклада хромосомных аномалий и ге-
номного импринтинга в патологию ранних стадий
эмбриогенеза;

выяснение молекулярно-генетических меха-
низмов первичной эмбриональной индукции и
1-й фазы гаструляции;

особенности структурно-функциональной ор-
ганизации хромосом и эпигенетические измене-
ния генома человека до имплантации;

получение трехродительских эмбрионов и
первые попытки редактирования генома на ран-
них стадиях эмбрионального развития.

ХРОМОСОМНЫЕ НАРУШЕНИЯ
Задолго до появления методов ЭКО и ВРТ

цитогенетические исследования, выполненные
на материале спонтанных абортусов, показали
большой вклад хромосомных нарушений в пато-
логию эмбрионального развития человека. Со-
гласно обобщенным данным, полученным с по-
мощью кариотипирования и флуоресцентной ги-

бридизации in situ (FISH), частота хромосомных
аномалий у внутриутробно погибших плодов до
9–10 нед. составляет более 50% (см. [10, 11]). Су-
щественных отличий по частоте анеуплоидии у
абортусов в сопоставимые сроки беременности,
наступившей естественным путем или после при-
менения ВРТ, не выявлено [12–14].

У эмбрионов, полученных в программах ЭКО,
методом FISH с ДНК-зондами на 9–12 хромосом,
включая половые X и Y, было установлено, что
хромосомные нарушения встречаются почти у
70% дробящихся эмбрионов человека 3-го дня
развития [15, 16]. Высокая частота хромосомных
аномалий у 5–7-дневных эмбрионов показана
также с помощью методов микроматричной ге-
номной гибридизации (aCGG) и секвенирования
следующего поколения (NGS-next generation se-
quencing) [15]. Многочисленные исследования поз-
волили высказать, а в дальнейшем и подтвердить
предположение о том, что у человека анеуплоидия у
доимплантационых зародышей представляет собой
нормальное явление [9, 18]. Для сравнения на-
помним, что частота спонтанной анеуплоидии на
ранних стадиях эмбриогенеза у лабораторных
грызунов (мышей) не превышает 7–10% [19].

Типичными нарушениями кариотипа у эмбрио-
нов являются трисомии, при этом, однако, спектр
трисомий по различным хромосомам на доимплан-
тационных стадиях развития гораздо шире и разно-
образней, чем на постимплантационных [10, 11,
20]. Для ранних эмбрионов характерны также
двойные и множественные трисомии по разным
хромосомам и даже моносомии аутосом, которые
за малым исключением после имплантации вооб-
ще не встречаются [11, 20].

Частота многих трисомий у дробящихся эм-
брионов человека увеличивается с возрастом ма-
тери и обусловлена в основном ошибками сегре-
гации хромосом в 1-м делении мейоза в оогенезе
[9, 20]. Известно, что полная форма анеуплоидии
мейотического происхождения по многим хро-
мосомам ведет к задержке формирования бласто-
цисты, к нарушениям имплантации, к гибели эм-
бриона или рождению ребенка с хромосомной
болезнью [16, 20]. Вместе с тем с помощью мето-
дов aCGG и NGS установлено, что более 25% слу-
чаев анеуплоидии возникает после оплодотворе-
ния, в результате аномальной сегрегации хромо-
сом в делениях дробления [17]. Эти митотические
ошибки могут происходить при дроблении зигот
как с исходно нормальным, так и с аномальным
наборами хромосом и не зависят от возраста ма-
тери. Они могут затрагивать одну или одновре-
менно несколько хромосом как материнского,
так и отцовского происхождения, в одном или не-
скольких бластомерах, происходить одновремен-
но или последовательно в разных делениях дроб-
ления. По сочетанию кариологически различаю-
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щихся бластомеров выделяют четыре основные
группы мозаичных эмбрионов: анеуплоидные мо-
заики (нет ни одной эуплоидной клетки), анеупло-
идные/эуплоидные (сочетание анеуплоидных и
эуплоидных клеток), миксоплоидные (сочетание
гаплоидных, ди-, три- и тетраплоидных клеток),
хаотичные (каждый бластомер имеет случайный
набор хромосом) [15].

Основными механизмами возникновения ане-
уплоидии в мейозе и раннем эмбриогенезе чело-
века считается отставание хроматид в анафазе и
реже истинное нерасхождение хромосом [9, 17,
20, 21]. Аномальную сегрегацию хромосом объяс-
няют отсутствием контроля клеточного цикла в
первых делениях дробления, которые характери-
зуются резкими изменениями размеров клеток и
временными параметрами клеточного цикла,
особенностями состава кинетохоров, их ориента-
цией к полюсам деления [18, 21, 22]. Не исключа-
ется также вероятность дезорганизации веретена
деления, сверхдупликации центросом и форми-
рование трехполюсных веретен, что приводит к
неравному распределению гомологичных хромо-
сом, аномалиям ядер (множественные ядра, мик-
роядра) [20, 22]. Образование микроядер, содержа-
щих отставшие в анафазе хроматиды, рассматри-
вают как механизм, объясняющий не только
возникновение анеуплоидии в период дробления
зиготы, но и “самокоррекцию” трисомии (т.е. вос-
становление эуплоидного хромосомного набора)
(подробнее см. [21]). Причинами тетраплоидии на
стадии дробления считаются эндоредупликация
хромосом и нарушения кариокинеза [15, 20]. От-
мечено, что молекулярные механизмы геномной
нестабильности у ранних зародышей человека
близки или тождественны таковым при канцеро-
генезе [15, 18].

Следует отметить, что помимо нарушений
числа хромосом сравнительно часто (в среднем в
7.5%) у доимплантационных эмбрионов человека
отмечаются сегментные анеуплоидии (т.е. дупли-
кации/делеции участков хромосом различной
протяженности и локализации). Сегментные ане-
уплоидии могут быть мозаичными (т.н. сегмент-
ный мозаицизм) и сочетаться с мозаицизмом по
целым хромосомам [17, 23, 24]. Установлено, что
сегментные анеуплоидии могут иметь как мейо-
тическое, так и зиготическое происхождение и
чаще затрагивают хромосомы групп А, В и С (хро-
мосомы 1–12). Горячие точки их образования ас-
социированы с известными ломкими сайтами
хромосом либо специфичны для гаметогенеза
и/или эмбриогенеза [23].

Общая частота мозаиков с полными и частич-
ными формами анеуплоидии по разным хромосо-
мам на стадии морулы варьирует в широких преде-
лах (15–90%), а на стадии бластоцисты составляет
в среднем около 30% [15, 20]. В значительной ме-

ре такие вариации объясняются разной чувстви-
тельностью методов хромосомного анализа и осо-
бенностями исследуемых клеток. Так, на стадии
дробления для анализа доступны не более двух
бластомеров, а методом FISH можно предполо-
жить наличие мозаицизма по нескольким (от 5 до
12) хромосомам, но не определить его уровень
(т.е. соотношение клеток с разным хромосомным
набором). На стадии бластоцисты исследуются
обычно образцы ДНК из нескольких клеток троф-
эктодермы (ТЭ), что позволяет определить моза-
ицизм по всем хромосомам набора на уровне 40%
(методом aCGH) и 20% (NGS) [17, 25]. Установле-
но, что в бластоцисте аномальные клетки распре-
деляются случайно, как в ТЭ, так и во внеклеточ-
ном матриксе (ВКМ), но необязательно в ТЭ и
ВКМ одновременно [9, 20, 26, 27]. Поэтому ин-
формация о наличии и уровне мозаицизма, опре-
деленная при анализе нескольких соседних кле-
ток ТЭ, не может быть использована для сужде-
ния о кариотипе клеток ВКМ [26–28].
Аналогичные выводы были сделаны при исследо-
вании образцов внеклеточной ДНК из полости
бластоцисты (бластоцеля), источником которой
служат клетки ТЭ и ВКМ [29, 30].

Снижение частоты мозаичных эмбрионов,
особенно с множественными и комплексными
хромосомными аномалиями, а также снижение
уровня мозаицизма к стадии бластоцисты указы-
вают на селекцию против хромосомного дисба-
ланса на уровне организма (остановка развития и
гибель эмбриона) или отдельных клеток (сниже-
ние темпов пролиферации, апоптоз). Элиминация
анеуплоидных клеток путем апоптоза, преимуще-
ственно клеток ВКМ, наглядно продемонстриро-
вана экспериментально на эмбрионах-химерах
мышей, которые были способны к дальнейшему
развитию, если доля эуплоидных клеток в ВКМ
составляла не менее 50% [31]. Избирательная се-
лекция, более свойственная клеткам ВКМ, чем
ТЭ, по-видимому, является основным механиз-
мом “самокоррекции” анеуплоидии у эмбрионов
человека до имплантации и причиной ограничен-
ного плацентой мозаицизма, регистрируемого на
постимплантационных стадиях [15, 26]. Гибель
анеуплоидных клеток у мозаиков может приво-
дить к задержке формирования бластоцисты [16],
но их наличие в ТЭ не только не препятствует им-
плантации, а даже способствует инвазии трофоб-
ласта в стенку матки [9].

Несмотря на то, что хромосомный статус ТЭ
признан не очень надежным для суждения о карио-
типе клеток ВКМ [28], а прогноз в отношении раз-
вития остается неопределенным, эмбрионы-мозаи-
ки активно используются для трансплантации во
многих центрах ВРТ. Многочисленные данные о
частоте наступления и вынашивания беременно-
сти, наступившей после трансплантации мозаич-
ных эмбрионов, весьма противоречивы, что объ-
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ясняется разнообразием подходов к проведению
ЭКО, методов анализа хромосом и т.д. [32]. В на-
стоящее время международными сообществами
специалистов по доимплантационной диагности-
ке разработаны общие критерии и рекомендации
по использованию мозаичных эмбрионов для пе-
реноса. Так, перенос эмбриона-мозаика допустим
только в случаях отсутствия эуплоидного эмбрио-
на, а при выборе мозаика для переноса необходи-
мо учитывать уровень мозаицизма и влияние дис-
баланса по конкретной хромосоме на жизнеспо-
собность и внутриутробное развитие [33, 34].

Таким образом, благодаря исследованиям доим-
плантационных зародышей, полученных в про-
граммах ВРТ, установлен большой вклад спонтан-
ных хромосомных аберраций в патологию эмбрио-
нального развития человека и изучены некоторые
механизмы их возникновения.

Большое значение для эмбриологии человека
имеет и широкое внедрение в программы ВРТ но-
вых современных методов молекулярно-генети-
ческого анализа, таких как метод сравнительной
геномной гибридизации (CGH – Сomparative Ge-
nome Hybridization) и геномного секвенирования
(NGS – New Generation Sequencing). Разработана
и внедряется в практику новая, почти универ-
сальная технология пренатального генетического
скрининга, ПГТ-2, основанная на использова-
нии метода кариокартирования (karyomapping),
позволяющего с высокой эффективностью выяв-
лять и вести селекцию доимплантационных заро-
дышей не только с численными, структурными и
микрохромосомными нарушениями, но даже му-
таций, приводящих к частым моногенным болез-
ням [35, 36].

ГЕНОМНЫЙ ИМПРИНТИНГ
И ПАТОЛОГИЯ ЭМБРИОГЕНЕЗА

Внедрение молекулярно-генетических методов
в исследование доимплантационных зародышей
способствует не только повышению эффективно-
сти ВРТ, но и существенно расширяет представле-
ния об особенностях структурно-функциональной
организации генома зародыша, механизмах реали-
зации генетической информации на разных стадиях
развития человека. В частности, такие исследова-
ния сыграли важную роль в понимании механизмов
геномного импринтинга (ГИ) – неслучайной, зави-
симой от пола экспрессии родительских генов.

В 1984 г. в классических экспериментах ан-
глийского исследователя Азима Сурани (Surani) и
канадского Даворы Солтер (Solter) установлено,
что нормальное развитие зародыша возможно
только при наличии в зиготе двух геномов – от-
цовского и материнского (см. [37]). При различ-
ных нарушениях оплодотворения могут возни-
кать зародыши, геном которых представлен дву-

мя материнскими (дигиния) или двумя отцовскими
(диандрия) гаплодными наборами хромосом. У че-
ловека при дигинии нарушены имплантация и фор-
мирование плаценты, а при диандрии не формиру-
ется эмбрион, но активно разрастается хорион.
Причиной таких нарушений, как установлено,
являются гендерные особенности ГИ, которые
закладываются еще в гаметогенезе и определяют
различную экспрессию отцовских и материнских
генов зародыша [37]. В случае диандрии характер-
ным является злокачественное перерождение и
развитие опухоли из клеток хориона – хори-
онэпителиомы (полный пузырный занос). Диги-
ния может быть причиной ранних спонтанных
абортов, а при перезревании (активации генома
яйцеклетки еще до овуляции) может провоциро-
вать развитие опухли (тератомы) яичника [38]. В
отдельных случаях полный пузырный занос раз-
вивается и при нормальном кариотипе, когда
вследствие импринтинга материнских генов воз-
никает классическое андрогенетическое состоя-
ние, приводящее к опухолеподобному разраста-
нию хориона, т.н. биродительский полный пузыр-
ный занос (БППЗ). Исследование эпигенетики
БППЗ выявило глобальные нарушения метилиро-
вания ряда материнских импринтированных ге-
нов, расположенных в коротком плече хромосо-
мы 11 (сегмент 11р15.5). Эпигенетические и моле-
кулярные механизмы импринтинга этих генов
подробно изучены при различных патологиях
развития [39, 40].

Основные молекулярные события, связанные
с импринтингом, включают процессы метилиро-
вания цитозина в 5-м положении (С5) и кова-
лентные модификации гистоновых белков (“ги-
стоновый код”), которые регулируют состояние
хроматина [41]. Эпигенетический профиль муж-
ских и женских гамет формируется еще в гамето-
генезе и поддерживается за счет белка цинковых
пальцев 57 (Zinc finger protein 57) [42]. Ошибки
импринтинга, возникающие в гаметогенезе или в
зиготе, нередко являются причинами нарушения
эмбрионального развития, включая задержку
развития и спонтанное прерывание беременно-
сти [43]. Действительно, недавно эксперимен-
тально показано, что после удаления импринти-
рованных генов с помощью технологии редакти-
рования генома, андрогенетические зародыши
мыши оказываются способными к развитию в те-
чение всей беременности, а гиногенетические, т.е
содержащие два гаплоидных материнских гено-
ма, даже жизнеспособны после рождения [44].

Морфогенетические эффекты ГИ характерны
не только для целого генома, но касаются отдель-
ных хромосом и проявляются после рождения в
виде различных болезней хромосомного имприн-
тинга. Имеются данные, что современные ВРТ
(гормональная стимуляция, оплодотворение и
культивирование in vitro) могут быть причиной
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нарушения профиля импринтинга у ранних заро-
дышей, что и способствует нерасхождению хромо-
сом [45, 46]. При этом существует вероятность воз-
никновения ОРД (однородительской дисомии, то
есть присутствие в кариотипе двух гомологичных
хромосом от одного родителя при отсутствии го-
молога второго родителя), которая связана с эф-
фектом геномного импринтинга при наличии в
этих хромосомах импринтированных генов [47].
Низкая частота ОРД у эмбрионов до имплантации
(3% на 3-й день развития и менее 1% в клетках тро-
фэктодермы на 5-й день [15]), свидетельствует о
том, что коррекция трисомии через образование
ОРД – относительно редкое событие [47].

У человека предполагают наличие около 100
импринтированных генов, продукты которых во-
влечены в контроль роста и пролиферацию тка-
ней зародыша и плаценты, регуляцию клеточной
дифференцировки в центральной нервной си-
стеме. Возникающие в процессе гаметогенеза
ошибки метилирования генов, т.н. эпимутации,
приводят к различным нарушениям функции ге-
нома, к задержке эмбрионального развития и
прерыванию беременности [48]. Таким образом,
экспериментальные исследования проблем био-
логии развития человека на зародышах, полу-
ченных в программе ВРТ, позволили получить
новые данные о локализации и функциях им-
принтированных генов в эмбриогенезе человека.

Важная информация о начальных стадиях эм-
бриогенеза человека была получена в результате
комплексных патоморфологических, иммунно-
гистохимических и молекулярно-генетических
исследований зародышей человека.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕХАНИЗМЫ ПЕРВИЧНОЙ 

ЭМБРИОНАЛЬНОЙ ИНДУКЦИИ
И 1-Й ФАЗЫ ГАСТРУЛЯЦИИ

Доимплантационные стадии эмбриогенеза по-
дробно изучены в экспериментах на многих видах
животных, особенно на грызунах. К настоящему
времени идентифицированы и изучены на мышах
многие ключевые гены доимплантационного раз-
вития, в том числе гены, детерминирующие диф-
ференцировку дробящегося зародыша на клетки
трофобласта и ВКМ (см. [49, 50]), а также гены,
поддерживающие тотипотентное (недифференци-
рованное) состояние в клетках ранних зародышей
(OCT-4, NANOG, SOX-2) и детерминирующие раз-
витие первичных половых клеток (см. [50]). В ка-
кой мере эти данные отражают паттерн экспрес-
сии генов у зародышей человека, долгое время
оставалось невыясненным. Их детальный анализ
стал реальным после появления новых молеку-
лярно-генетических методов изучения генома и
совпал по времени с внедрением в медицину тех-
нологий ЭКО и ВРТ.

Последние годы ознаменовались бурным ро-
стом числа исследований, посвященных изуче-
нию экспрессии генов в эмбриогенезе человека.
Несмотря на официальный запрет, существенно
регламентирующий работу с доимплантацион-
ными зародышами человека [51], решением Ме-
дицинского комитета Великобритании в 2015 г.
впервые были одобрены эксперименты на куль-
тивированных до стадии бластоцисты эмбрионах
человека с целью изучения молекулярно-генети-
ческих механизмов, регулирующих доимпланта-
ционное развитие.

С помощью метода TaqMan у дробящихся эм-
брионов человека изучена дифференциальная
экспрессия 51 гена, которые регулируют движе-
ние и размножение клеток [52]. Большой про-
гресс в изучении генома ранних зародышей чело-
века достигнут в последние годы благодаря внед-
рению метода полногеномного секвенирования.
Глобальное исследование профиля экспрессии ге-
нов от зиготы до стадии бластоцисты позволило
идентифицировать главные ТФ (транскрипцион-
ные факторы), регулирующие первые деления
дробления (HNF1A, FXA2, EP300), формирование
морулы и бластоцисты (SOX2, KLF4, JUN), ремоде-
лирование хроматина (EP300). Исследованы экс-
прессионные профили одиннадцати ТФ, включаю-
щих экспрессию многих структурных генов [53].
Используя технологию редактирования генома
CRISPR/Cas9, было проведено направленное вы-
ключение гена OCT-4 и исследованы особенности
развития зародышей после прекращения экспрес-
сии этого гена [54]. Путем полногеномного секве-
нирования, дополненного введением иРНК, уда-
лось проследить эпигенетическую транзицию
(функциональный переход) от материнского гено-
ма оплодотворенной яйцеклетки к собственно ге-
ному самого зародыша, обусловленную динами-
ческими структурными изменениями хроматина
[55]. Принимая во внимание, что эпигенетический
профиль зародышей, полученных после ВРТ, от-
личается от нормального и может неблагоприятно
сказываться на последующем развитии, высокая
научная и практическая значимость таких работ
не вызывает сомнения [41].

В настоящее время подобные исследования на
ранних зародышах человека активно проводятся
во многих странах, особенно там, где разрабаты-
ваются и уже проходят испытания технологии ре-
дактирования генома (см. следующий раздел).

Возможности культивирования зародышей
человека in vitro от зиготы до стадии бластоцисты
в программах ВРТ, а в последние годы даже до
стадии первичной полоски (13 дней) позволили
восстановить всю последовательность событий
раннего эмбриогенеза человека и сравнить ее с
таковой у других млекопитающих, прежде всего у
мышей. Хронология доимплантационного разви-
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тия человека и гены, контролирующие его, по-
дробно рассмотрены нами в более ранних обзорах
[49, 50]. В последние годы, как уже отмечалось,
число публикаций, посвященных структурно-
функциональной организации генома зародыша,
эпигенетическому профилю пронуклеусов опло-
дотворенной яйцеклетки человека и дифферен-
циальной экспрессии генов на доимплантацио-
ных стадиях, стремительно нарастает [55–57].

Известно, что у человека мужской и женский
пронуклеусы, образующиеся уже через несколько
часов после оплодотворения, практически равны
по размеру, но существенно отличаются по кон-
фигурации хроматина. Установлено, что вскоре
после образования пронуклеусов в них появля-
ются хроматиновые нити, которые образуют ло-
кальные скопления (узелки), т.н. топологически
ассоциированные домены (ТАД) [58]. В мужском
пронуклеусе их много, они расположены группа-
ми (компартментами) вблизи ядерной мембраны
(ТАД-А). В женском их число заметно меньше,
они реже объединяются в компартменты, содер-
жат мало активных генов (ТАД-В). Биологический
смысл ТАД и их функции пока неизвестны. Ско-
рее всего они являются следствием особенностей
спирализации хромосом мужского и женского
пронуклеусов и в определенной мере свидетель-
ствуют о различиях их функциональной активно-
сти. Считается, что ТАД-компартменты отража-
ют особенности структурно-функциональной ор-
ганизации генома зародыша. Они определяют
пространственное расположение функциональ-
ных доменов, способствуют сближению энхан-
серных и промоторных последовательностей
ДНК структурных генов, формируют программу
начальных этапов работы генома [59]. Уместно
отметить, что изучение ТАД в норме и патологии
сегодня рассматривается как новое направление
цитогенетики, получившей название цитoгено-
мики [60]. Возможность изучать паттерны ТАД и
динамику экспрессии их генов уже на самых ран-
них стадиях эмбриогенеза открывает большие
перспективы для понимания этиологии и патоге-
неза хромосомных болезней, поисков путей их
профилактики и лечения.

Морфологические исследования пронуклеусов
оплодотворенных яйцеклеток человека хорошо
согласуются с особенностями морфологии хромо-
сом в метафазе 1-го деления дробления. Хромосо-
мы из мужского пронуклеуса мало спирализова-
ны, нитевидные и резко отличаются от коротких,
сильно спирализованных “материнских” хромо-
сом. Таким образом, гетероцикличность хромосом
зародышей 1-го деления дробления, ранее отме-
ченная на мышах [19], справедлива и для человека
и скорее всего свидетельствует о более ранней
функциональной активности генов отцовского ге-
нома. Действительно, преждевременная актива-
ция сотен генов отцовского генома на стадии зи-

готы показана методом полногеномного секвени-
рования [61].

Установлено также, что при дроблении зиготы
происходит активация гетерохроматина, кото-
рая сопровождается экспрессией находящихся в
нем транспозонов. Предполагают, что экспрессия
транспозонов, особенно ретротранспозона LINE1,
необходима для инициации работы генома после
оплодотворения, а реструктурирование хромати-
на в пронуклеусах − для активации процессов
транскрипции [62]. В процессе ремоделирования
хроматина и деления бластомеров нередко про-
исходят повреждения хромосом, которые репа-
рируются с помощью специальной ферментной
системы. Важно подчеркнуть, что дефекты вос-
становления целостности ДНК и нарушения эпи-
генетического репрограммирования генома вы-
зывают остановку развития [63].

Другие эпигенетические изменения генома
пронуклеусов касаются процессов тотального де-
метилирования–реметилирования ДНК, которые
соответствуют процессам репрограммирования
генома и включению индивидуальной программы
развития. Кинетика эпигенетических изменений
на доимплантационных стадиях развития челове-
ка уже хорошо изучена. При помощи бисульфит-
ного секвенирования и иммунофлуоресцентного
окрашивания подробно проанализированы эпи-
генетические изменения, связанные с метилиро-
ванием и гидроксиметилированием ДНК, изме-
нениями гистонов и пространственной организа-
цией хроматина [64–67].

На зародышах человека, полученных в про-
граммах ВРТ, изучена динамика метилирова-
ния–деметилирования ДНК зародыша от зиготы
до стадии бластоцисты. В серии исследований с
использованием специфических антител к ме-
тилцитозину (5mC) и гидроксиметилцитозину
(5hmC) показаны различия между отцовским и
материнским пронуклеусами и гомологичными
хромосомами в метафазе 1-го деления дробления
[50, 68–70]. На стадии метафазы 2-го деления
дробления для хромосом характерно асимметрич-
ное распределение 5mC и 5hmC в сестринских
хроматидах, которое становилось менее выражен-
ным за счет постепенного снижения уровня 5mC с
каждым делением дробления. С 8-клеточной ста-
дии до стадии бластоцисты хромосомы постепен-
но приобретают сегментспецифичный рисунок
дифференциальной исчерченности [50, 68–70].
Выявлены различия, особенно заметные на 3–4-е
дни развития, в уровне (гидрокси)метилирования
между эмбрионами “низкого” и “хорошего” ка-
чества [67].

В последние годы исследования генетического
репрограммирования сосредоточены на изучении
единичных клеток и выяснению роли индивиду-
альных генов, контролирующих этот процесс [52,
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63]. Согласно современным представлениям,
первые изменения, связанные с первичной диф-
ференцировкой, т.е. с развитием ВКМ и трофэк-
тодермы (ТЭ), происходят уже на стадии четырех
бластомеров. Ключевую роль в этом играет тран-
скрипционный фактор (ТФ) SOX2, продукт кото-
рого связывается с ДНК бластомеров [71]. В зави-
симости от наличия или отсутствия аминокислоты
аргинина в гистоне 3 (H3R26) прочность и продол-
жительность такого связывания варьируют. При
длительном контакте клетки начинают экспрес-
сировать фактор транскрипции SOX21, который
подавляет дифференцировку бластомера. Такие
клетки в дальнейшем становятся клетками ВКМ
и формируют все ткани эмбриона. Клетки с ко-
ротким временем транзиторного контакта ДНК с
ТФ SOX2 вступают в дифференцировку и превра-
щаются в клетки ТЭ. Фермент CARM1, ответ-
ственный за метилирование гистона Н3, включа-
ет процесс первичной дифференцировки. Факто-
ры индукции синтеза этого ключевого ферменты
неизвестны. Предполагается, что таковым может
быть продукт гена DUX4, который начинает экс-
прессироваться еще в зиготе и, как показали опы-
ты с его направленным выключением, активиру-
ет работу генома зародыша [72]. Удивительно, что
ген DUX4 ранее уже был идентифицирован как
главный ген, мутации которого приводят к тяже-
лому нервно-мышечному заболеванию – лице-
лопаточно-плечевой мышечной дистрофии [73].
Во истину “пути Господни неисповедимы!”: фе-
нотипической гетерогенности экспрессии одного
и того же гена в онтогенезе можно только удив-
ляться.

Таким образом, в экспериментах непосред-
ственно на зародышах человека с помощью про-
граммы ВРТ получена важная новая информация
о ключевых морфогенетических процессах, кото-
рые реализуются на доимплантационных стадиях
развития, идентифицированы некоторые меха-
низмы их регуляции и начаты масштабные иссле-
дования экспрессии генов на начальных этапах
онтогенеза человека.

НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ РАБОТЫ
С ЗАРОДЫШАМИ ЧЕЛОВЕКА

РАННИХ СТАДИЙ

Длительное культивирование

В программах ВРТ зародыш обычно развива-
ется in vitro 3–5 дней, после чего его либо переса-
живают в матку или замораживают до –175°C. В
2016 г. появились сообщения и комментарии об
успешном культивировании in vitro зародыша че-
ловека до 14-го дня развития, т.е. до стадии пер-
вичной полоски и начала первых сердцебиений
[63]. Длительный срок культивирования in vitro
потребовал разработки специальных питатель-

ных сред и особых условий культивирования. Со-
зданная модель позволила детально проследить
in vitro развитие человека в течение первых 13 дней
и получить принципиально новые данные. Было
установлено, что зародыш человека начиная со
стадии зиготы представляет собой автономную
развивающуюся систему, способную уже на ста-
дии бластоцисты к самоорганизации и формиро-
ванию главной осевой структуры тела (первичной
полоски) и провизорных органов. Получены пря-
мые ответы на классические вопросы эмбриологии
человека, касающиеся механизмов формирования
желточного мешка и амниона [74, 75]. Установлено,
что первый образуется за счет разрастания внезаро-
дышевой энтодермы, а второй формируется по-
ляризованными клетками эпибласта [76].

В ходе оживленной дискуссии многие ведущие
ученые, вопреки существующим запретам, под-
держали эти исследования. Основным аргумен-
том было признание того очевидного факта, что
культивируемые in vitro зародыши человека ран-
них стадий являются уникальной моделью для
изучения патогенеза многих тяжелых нейропси-
хических заболеваний (аутизма, шизофрении),
механизмов повреждающего действия химиче-
ских и инфекционных (например, вируса Жика)
тератогенов, первичного патологического звена
всех генных и хромосомных заболеваний и врож-
денных аномалий развития. Кроме того, они пред-
ставляют большой интерес для изучения процес-
сов имплантации, нарушение которой сопряжено
с развитием такой частой и нередко смертельной
для плода и даже матери патологии, как преэк-
лампсия. В ходе дискуссии была отмечена необ-
ходимость получения официального разрешения
на культивирование доимплантационных зароды-
шей человека in vitro вплоть до 14-го дня и возмож-
ность их использования для научных исследований
[76]. Существующие отечественные постановле-
ния, регламентирующие работу с ранними зароды-
шами человека в центрах ВРТ РФ, также требуют
пересмотра (см. ниже).

Геномная и генная терапия
Эксперименты на дробящихся зародышах че-

ловека в последние годы приобретают все более
широкий характер в связи с активной разработ-
кой методов редактирования генома человека и
коррекцией генов с целью лечения наследствен-
ных болезней.

Геномное редактирование – трехродительские
зародыши. С целью преодоления некоторых форм
бесплодия, связанных с функциональной непол-
ноценностью яйцеклеток, и для лечения митохон-
дриальных болезней в феврале 2015 г. в Велико-
британии была официально одобрена технология
“трехродительских” эмбрионов. Для их получения
ядро яйцеклетки, дефектной по качеству митохон-
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дрий, пересаживают в предварительно энуклеиро-
ванную донорскую яйцеклетку, полученную от
здоровой женщины. После оплодотворения та-
кой “гибридной” яйцеклетки возникает зародыш
с нормальным митохондриальным геномом до-
норской яйцеклетки и с ядром зиготы (двумя
пронуклеусами) от супругов. Летом 2016 г. появи-
лось сообщение о рождении такого трехроди-
тельского ребенка в Мексике [77]. Операция бы-
ла проведена американскими специалистами,
поскольку в США эта технология была тогда за-
прещена. После трансплантации ядра 80% про-
оперированных зигот содержали менее 2% пато-
логических митохондрий. В настоящее время в
разных странах зарегистрированы десятки слу-
чаев рождения “3-родительских” детей. Однако
не всегда развитие таких “комбинированных” за-
родышей происходит нормально, что, как полага-
ют, обусловлено репликативными особенностями
митохондриальных геномов и нарушениями взаи-
модействия их белков с продуктами ядерного ге-
нома реципиента. Проблема ядерно-митохондри-
альных взаимодействий у 3-родительских заро-
дышей активно изучается.

Решение этой проблемы в настоящее время
существенно осложняется тем, что согласно по-
следним данным, полученным на мышах и уже
подтвержденных на человеке [78], при оплодо-
творении зародыш получает митохондрии не
только из яйцеклетки, но и из сперматозоида. Ка-
кова дальнейшая судьба “отцовских” митохондрий
в организме зародыша? Влияют ли они на процессы
онтогенеза? Следует ли их учитывать в популяци-
онных и филогенетических исследованиях, в тестах
по геномной дактилоскопии, основанных на ана-
лизе митохондриального генома, остается пока не-
известным.

Первый опыт по редактированию генов зароды-
шей человека. После ПЦР, открытой еще в 1986 г.,
ни один метод не вызвал такой сенсации и не
приводил к таким оживленным дискуссиям, как
технология редактирования генома с помощью
генно-инженерной системы CRISPR/Cas9 (ан-
глийская аббревиатура означает Clustered Regula-
tory Interspaced Short Palindromic Repeats – кла-
стеры регуляторных чередующихся коротких па-
линдромов и бактериального фермента Cas9). На
клеточных культурах этот подход уже был с успе-
хом апробирован в экспериментах по коррекции
мутаций, вызывающих тяжелые наследственные
болезни (муковисцидоз, миодистрофия Дюшен-
на, дегенерация сетчатки глаза), для лечения ин-
фекционных заболеваний (ВИЧ) и в исследова-
ниях тонкой структурно-функциональной орга-
низации генома человека. Недавно с помощью
этой технологии проводились эксперименты на
мышах, а затем на зиготах человека c целью кор-
рекции мутаций в гене β-глобина, вызывающих
тяжелое, распространенное заболевание – β-та-

лассемию [79]. Первые опыты и серия последую-
щих работ показали, что коррекция мутации
β-глобиного гена происходит только в 5–15% кле-
ток, но при этом возникают дополнительные мута-
ции в других участках ДНК, следствием которых
могут быть нарушения других генов. Высказано
мнение о необходимости разработки Междуна-
родного моратория, ограничивающего проведе-
ние подобных исследований на ранних зароды-
шах и половых клетках человека [80].

На фоне этих достаточно скромных результа-
тов сенсационно прозвучала работа группы аме-
риканских авторов под руководством нашего
бывшего соотечественника Шукрата Миталипо-
ва (Shukrat Mitalipov) из Орегонского Универси-
тета (США), в которой сообщалось об удачной
коррекции на стадии зиготы доминантной мута-
ции гена MYBPC3, ответственной за развитие тя-
желого наследственного заболевания – гипертро-
фической кардиомиопатии [81]. В этой работе
сперматозоид от больного отца вместе с соответ-
ствующей СRISPR/Cas9-конструкцией (направ-
ляющая РНК и корректирующая кДНК последо-
вательности) вводили в яйцеклетку от здоровой
женщины. Успешная коррекция мутации отмече-
на в 70% случаев. Эти сенсационные результаты
были поставлены под сомнение исследователями
многих лабораторий, которые установили, что
“исправление” мутации в действительности про-
изошло не за счет нормальной введенной кДНК,
а вследствие гомологичной рекомбинации между
мутантным и диким (“нормальным”) аллелями
гена MYBPC3, т.е. вставки в отцовский геном
нормальной материнской копии гена. Каким об-
разом ген из материнского пронуклеуса мог заме-
нить мутантный отцовский, остается в области
догадок и спекуляций. По мнению многих специ-
алистов, эти результаты весьма сомнительны и
требуют дополнительного подтверждения и се-
рьезной проверки.

К 2018 г. выполнено пять работ на доимпланта-
ционных зародышах человека уже с целью коррек-
ции мутаций и создания устойчивости к ВИЧ-ин-
фекции (направленная мутация (делеция) в гене
CCR5).

Отдельного упоминания заслуживает работа,
выполняемая в Институте им. Фрэнсиса Крика в
Лондоне, в которой предложено использовать
технологии CRISPR/Cas9 для изучения молеку-
лярных механизмов раннего развития человека.
Британская комиссия по оплодотворению и эм-
бриологии человека (Human fertilization and Em-
bryology Authority) официально разрешила такие
исследования. Их цель – выяснить, мутации ка-
ких генов связаны с неразвивающейся беремен-
ностью, как повысить эффективность методов
ВРТ для лечения бесплодия [54].
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Эксперименты по редактированию геномов
вызывают большую настороженность не только у
широкой общественности, но и у специалистов.
Участники дискуссии сошлись во мнении, что се-
годня зародыши с измененными генами нельзя
использовать для трансплантации в матку. Техно-
логия редактирования генома ранних зародышей
человека не может быть внедрена до тех пор, пока
не будет доказана ее полезность и безопасность,
по крайней мере, в нескольких поколениях. В на-
стоящее время эта технология запрещена в 40
странах. В 15 странах запрещены эксперименты
по редактированию генома гамет [80].

В связи с этим опасной сенсацией в конце 2018 г.
прозвучало сообщение о рождении в Китае дево-
чек-близнецов, у которых методом редактирова-
ния генома на стадии зиготы в гене CCR5 была
вызвана направленная мутация (делеция протя-
женностью 32 нуклеотида), определяющая устой-
чивость организма к ВИЧ-инфекции. Молекуляр-
но-генетическая операция была выполнена без
официального разрешения или согласия местного
этического комитета. В качестве морального
оправдания этой сенсации упоминают о том, что
в условиях инкогнито была также в 1978 г. прове-
дена первая успешная трансплантация зародыша,
зачатого в пробирке (см. выше). Принципиаль-
ное отличие, однако, в том, что в работе англий-
ских авторов риск эксперимента ограничивался
одним человеком или одной семьей, тогда как от-
даленные последствия редактирования генома
родившихся девочек-близнецов не предсказуемы
и могут иметь тяжелые последствия как для самих
детей, так и для их потомства. Тем не менее
джинн уже выпущен из бутылки, и при отсутствии
строгих регламентаций подобных экспериментов
на человеке и их тщательного контроля со стороны
этических комитетов и надзорных органов он мо-
жет представить реальную опасность для будущего
человечества. В этой связи в 2019 г. по инициативе
ведущих американских специалистов по редакти-
рованию генома человека был предложен глобаль-
ный мораторий, запрещающий клиническое ис-
пользование всех видов генетического редактиро-
вания генома гамет человека с целью получения
генномодифицированного потомства [82].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Широкое внедрение вспомогательных репро-

дуктивных технологий, разрабатываемых для борь-
бы с бесплодием, сделало возможным проведение
прямых научных исследований на зародышах чело-
века с использованием новых молекулярно-генети-
ческих методов. Итогом таких исследований стали
принципиально новые данные по генетике ранних
стадий эмбриогенеза человека, о причинах основ-
ных нарушений домпланационного развития, воз-
можностях редактирования генома и др.

На фоне этих несомненных достижений
уместно обратить внимание на то, что исследова-
ния по экспериментальной эмбриологии человека
сегодня очень активно проводятся во многих зару-
бежных странах, но по разным причинам они ма-
лодоступны и единичны в России. Связано это не
только с законодательными актами, существенно
лимитирующими подобные исследования в на-
шей стране, но и с отсутствием материально-тех-
нической базы для работ по экспериментальной
эмбриологии. Дело в том, что всем новациям и
прорывам в области ВРТ обычно предшествуют
серьезные экспериментальные исследования на
зародышах лабораторных млекопитающих. К
большому сожалению, сегодня отставание оте-
чественной науки в области экспериментальной
эмбриологии еще более катастрофично, чем в мо-
лекулярной генетике. В 80-х годах прошлого века
культивирование зародышей лабораторных мле-
копитающих (мыши), техника микрохирургиче-
ских операций и исследования по эксперимен-
тальной эмбриологии млекопитающих активно
развивались в ряде институтов АН Москвы, Ле-
нинграда, Новосибирска и других городов РФ.
Особенно существенные результаты в изучении
раннего эмбриогенеза и генетических механизмов
нормального и патологического развития млекопи-
тающих были получены под руководством проф.
А.П. Дыбана в Отделе эмбриологии НИИ экспери-
ментальной медицины (Санкт-Петербург). Многие
сотрудники этого отдела после его расформиро-
вания в 1995 г. перешли на работу в различные
частные центры ЭКО/ВРТ Санкт-Петербурга,
Москвы, Минска, Киева и других городов.

В настоящее время дефицит кадров в области
экспериментальной эмбриологии млекопитаю-
щих и человека очевиден. Назрела настоятельная
необходимость в подготовке кадров и создании
условий для проведения углубленных исследова-
ний по экспериментальной эмбриологии как на
лабораторных моделях, так и непосредственно на
человеке. Нет сомнения, что такие исследования
с использованием передовых молекулярно-гене-
тических технологий, методов биоинформатики
и системной генетики позволят достичь суще-
ственного прогресса в понимании механизмов
реализации генетической информации в онтоге-
незе, будут способствовать решению многих важ-
ных медицинских и социальных задач, связанных
с проблемами бесплодия, падения рождаемости,
ранней диагностикой и профилактикой наслед-
ственных и врожденных заболеваний. В эпоху
внедрения передовых технологий с целью редак-
тирования генома и генной терапии, достижений
молекулярной медицины в изучении патогено-
мики и цитогеномики наследственных болезней
интенсификация исследований и качественный
прорыв отечественной науки в эксперименталь-
ной эмбриологии и генетике эмбрионального
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развития человека представляются особенно ак-
туальными.

Работа выполнена в рамках Фундаментальной
научно-исследовательской темы министерства
науки и высшего образования РФ на 2019–2021 гг.
(рег. номер АААА-А19-119021290033-1).
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животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Advances in Developmental Genetics and Assisted Reproductive Technology Achievments
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Experimental embryology achievements in previous century resulted in the birth of the first child conceived
artificially. Besides its obvious social significance, the successful solution of the “test-tube babies”, provided
also the unique chance for direct inspection of human embryos growing in vitro at their earlier stages. New
technologies applied for human gametes and earlier embryos studies, combined with high resolution capaci-
ties of modern cytogenetic and molecular methods helped a lot in elaboration of efficient algorithms for ARTs
and also provided solid background for illumination of many genetic problems of human development before
impantation. The later include: input of chromosome aberrations and genome imprinting in pathology of ear-
ly human development, cytogenetic and molecular mechanisms of the primary embryonic differentiation,
genome epigenetic changes since fertilization trough cleavage and blastulation, identification of genes re-
sponsible for early development and differentiation. Conspicuous achievements in ART also include the cre-
ation of three parental embryos as a new step for the treatment of mitochondrial diseases, elaboration of kary-
omapping technique amenable for the diagnostics of both chromosomal and genetic pathology, participation
of paternal mitochondria delivered by the sperm in human development. New era in human development ge-
netics and ART was recently mitigated by the genome editing technique. The necessity of its strict regulations
for safe implementation of genome editing in human embryoinic development is stressed. The area of special
attention includes all studies of genome editing, production of artificial gametes growing of chimera embryos
for the purposes of organ and tissue transplantation etc. Conspicuous delay of Russian science in develop-
mental biology and the necessity of its urgent support from both fundamental science and clinical medicine
is mentioned.

Keywords: human developmental genetics, assisted reproductive technologies, chromosomal anomalies, pri-
mary embryonic differentiation, genome editing.
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