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Серотонин (5-НТ) известен как вещество c широким спектром физиологического действия. При
этом его присутствие в клетках развивающегося эмбриона показано уже с самых ранних стадий раз-
вития. Однако влияние повышения уровня внутриклеточного серотонина на процессы дробления у
представителей Spiralia подробно не изучалось. Мы впервые исследовали изменения в паттерне
спирального дробления у пресноводного моллюска Lymnaea stagnalis после инкубации яиц в раство-
ре предшественника серотонина ‒ 5-HTP (со стадии зиготы/2 бластомеров в течение 24 ч). В ходе
дробления у всех экспериментальных эмбрионов нарушалось взаимное расположение бластомеров,
начиная со стадии апикальной розетки вплоть до ранней гаструлы. Задержка цитотомии бластоме-
ров квадрантов А и С приводила к смещению бластомеров во всех квадрантах, включая B и D, в ре-
зультате чего бластомеры приобретали несвойственные им в норме контакты. Впоследствии у 80%
эмбрионов экспериментальной группы происходило необратимое нарушение гаструляции и фор-
мирование экзогаструлы. У эмбрионов, успешно прошедших гаструляцию, наблюдались мальфор-
мации глаз и раковины в 10–15% случаев. Наши результаты показывают, что повышение уровня
внутриклеточного серотонина приводит к нарушению взаимного расположения бластомеров у
представителя Spiralia, а также может приводить к нарушениям дальнейшего развития.
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ВВЕДЕНИЕ
Серотонин (5-HT) – широко распространен-

ный моноамин, который обычно ассоциируется с
передачей сигнала между нервными клетками.
Кроме этого, 5-HT является гормоном, модулиру-
ющим нейрогенез у позвоночных, начиная с диф-
ференцировки нервных клеток до формирования
цитоархитектоники зрелого мозга (Vitalis et al.,
2003; Whitaker-Azmitia, 2010; Farrelly et al., 2019).
Однако, серотонин выявляется в эмбрионе уже на
самых ранних, донервных стадиях, а эффекты мо-
дуляции его активности сказываются на различ-
ных процессах в развитии (Buznikov et al., 2001;
Бузников, 2007). В яйцеклетку, зиготу и бласто-
меры серотонин попадает из материнского орга-

низма, благодаря активности мембранных транс-
портeров (Murphy et al., 2004; Cote et al., 2007). 5-HT
внутри бластомеров обнаруживается как у позво-
ночных, так и у беспозвоночных животных, и вы-
является как в цитоплазме, так и в ядрах эмбрио-
нальных клеток (Ivashkin et al., 2019). В клетках
взрослого организма серотонин может служить
субстратом для трансглутаминаз – ферментов, с
помощью которых происходит специфическая
модификация белков – серотонилирование (Wal-
ther et al., 2011).

Серотонилирование белков существенно для
регуляции долговременных, отложенных или цик-
лических процессов (Bader, 2019). В развитии боль-
шого прудовика серотонилирование белков у эм-
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брионов на стадиях раннего дробления приводило к
изменению локомоторной активности развиваю-
щихся зародышей и ювенильных особей и, при
определенных условиях, к возникновению необра-
тимых нарушений гаструляции (Ivashkin et al., 2015).
События в развитии большого прудовика, предше-
ствующие нарушению гаструляции в случае повы-
шения уровня серотонина в бластомерах, остались
невыясненными. В частности, не были прослежены
изменения, происходящие в паттерне спирального
дробления.

В нашей работе мы использовали раннее раз-
витие большого прудовика Lymnaea stagnalis в ка-
честве модели для анализа влияния внутрикле-
точного серотонина на паттерн спирального
дробления. Большой прудовик является класси-
ческим модельным объектом эмбриологии и био-
логии развития и его нормальное развитие доста-
точно хорошо изучено. В своих экспериментах
мы повышали уровень внутриклеточного серото-
нина на ранних стадиях дробления за счет инку-
бации яиц в непосредственном предшественнике
серотонина – 5-НТР. Расположение бластомеров
на анимальном полюсе было детально картирова-
но, отслежено их взаимное расположение у эмбри-
онов контрольной и экспериментальной групп.
Процесс развития эмбрионов прослеживали до мо-
мента завершения метаморфоза, обращали внима-
ние на прохождение гаструляции, формирование
раковины и глаз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение и культивирование эмбрионов

В работе использовали эмбрионы большого пру-
довика – Lymnaea stagnalis из лабораторной культу-
ры. Содержание животных и получение кладок
проводилось согласно описанной методике (Ivash-
kin et al., 2015). Для синхронизации эмбриональных
стадий проводился индуцированный нерест пу-
тем переноса половозрелых особей из отсеков с
избытком корма (салат) в чистую отстоянную во-
ду. Через 5 ч нахождения в чистой воде, моллюски
обычно откладывали кладки практически одно-
временно, разница в развитии между разными
кладками составляла не более 30 мин. Стадии
развития эмбрионов определяли по таблице раз-
вития для большого прудовика по Мещерякову
(Meshcheryakov, 1990).

Экспериментальное повышение уровня серотонина
Яйца извлекали из слизистого кокона и инку-

бировали 24 ч в 2 мл соответствующих свежепри-
готовленных растворов. Все растворы готовили на
основе кипяченой и профильтрованной через бу-
мажный фильтр водопроводной воды. Контроль-
ную группу инкубировали в 0.1 мM растворе аскор-
биновой кислоты, а экспериментальную группу в

растворе, содержащем 0.1 мM аскорбиновой
кислоты и 1 мM предшественника серотонина
(5-HTP). Аскорбиновая кислота необходима для
предотвращения окисления 5-HTP (Voronezhskaya
et al., 2004). После 24 ч инкубации при 25°С яйца
тщательно отмывали кипяченой фильтрованной
водопроводной водой. Для последующего анали-
за использовали зародышей трех ранних стадий
развития: на стадии формирования апикальной
розетки, плоской бластулы и ранней гаструлы
(стадия 13, 15++ и 16 по Мещерякову, соответ-
ственно). Также выделяли стадию поздней га-
струлы (стадия 18) и стадию завершения метамор-
фоза (стадия 27).

Иммунохимическое
и гистохимическое маркирование

Для иммунохимического и гистохимического
маркирования часть контрольных и эксперимен-
тальных эмбрионов, достигших соответствующих
стадий развития (стадии 13‒18) извлекали из
яйцевых капсул путем сдавливания между двумя
предметными стеклами и последующим промы-
ванием фосфатным буфером (PBS 0.01 M, рН 7.4)
через сетку с ячеей 100 мкм. Эмбрионы фиксиро-
вали в 4% параформальдегиде на 0.01 M PBS в те-
чение ночи при 4°С, а затем несколько раз про-
мывали 5% раствором Triton X-100 на 0.01 M PBS.
Оставшихся эмбрионов доращивали до ювениль-
ных стадий. Морфологию зародышей, прошедших
метаморфоз, изучали под бинокуляром (Olympus,
SZ 60), аномалии развития документировали с по-
мощью окулярной камеры (DCM 500, China).

Повышение внутриклеточного уровня 5-HT
контролировали маркированием эмбрионов ан-
тителами к серотонину (rabbit polyclonal antibody
against 5-HT, Immunostar, Hudson, WI, #20080,
разведение 1 : 1000), с дальнейшим выявлением
вторичными антителами (goat anti-rabbit Alexa 488
conjugated IgG, Molecular Probes, 1 : 800). Все ан-
титела разводили на блокирующем растворе, со-
держащем 0.01 M PBS, 5% BSA, 0.5% Triton X-100.
Границы клеток маркировали фаллоидином (phal-
loidin-Alexa 488 conjugated, Sigma). Ядра клеток до-
крашивали DAPI. Тотальные препараты эмбрио-
нов разных стадий развития просветляли в 80%
глицерине, а затем монтировали на предметные
стекла в 80% глицерине.

Анализ препаратов
Анализ препаратов проводили с помощью

конфокального микроскопа (Leica TCS SP5). По-
лученные серии оптических срезов использовали
для построения 3D изображений с помощью про-
граммного обеспечения микроскопа. 2D изобра-
жения максимальных проекций строили с помо-
щью программы для анализа изображений ImageJ
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(v 1.53) и графического редактора GIMP (v 2.10.18),
компоновку рисунков проводили в программе
Adobe Photoshop CS 8. Положения бластомеров
описывали в соответствии с таблицами нормально-
го развития L. stagnalis (Meshcheryakov, 1990).

На каждой стадии раннего развития было про-
анализировано не менее 25 контрольных и 30 экс-
периментальных эмбрионов. На стадии гастру-
лы было проанализировано 27 контрольных и 32
экспериментальных эмбриона. До ювенильной
стадии было прослежено 220 эксперименталь-
ных эмбрионов из 18 кладок. На рисунках пред-
ставлены наиболее характерные эмбрионы каж-
дой стадии развития для контрольной и экспе-
риментальной групп.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Распределение внутриклеточного серотонина
Инкубация в 5-НТР приводила к равномерно-

му повышению уровня серотонина во всех бла-
стомерах у ранних эмбрионов большого прудови-
ка. Яркость маркирования антителами к серото-
нину была одинаковой в макро- и микромерах, не
наблюдалось концентрации положительной ре-
акции в каких-либо зонах бластомеров (рис. 1).
Эти данные отличаются от полученных ранее ре-
зультатов по инкубации эмбрионов морского
брюхоногого моллюска тритонии (Tritonia diome-
dea) в 5-НТР. У эмбрионов тритонии 5-НТ в сход-
ных условиях инкубации обнаруживался на ани-
мальном полюсе на стадии 1–8 бластомеров и в
микромерах анимального полюса на стадии мо-
рулы (Buznikov et al., 2003).

Анализ паттерна дробления
на последовательных стадиях развития

При анализе паттерна расположения бластоме-
ров на анимальном полюсе обнаружены повторяю-
щиеся отклонения в паттерне расположения бла-
стомеров у эмбрионов экспериментальной группы
по сравнению с контрольной. Различия начинали
проявляться на стадии формирования апикальных
клеток розетки (стадия 13). При сравнении паттер-
на расположения бластомеров обнаружено, что у
экспериментальных эмбрионов бластомеры 1c121,
1a121, 1d11 и 1a11 не претерпевают цитотомии, что
приводит к смещению бластомера с111. В результате
с111 начинает контактировать с 1b112, чего не наблю-
дается в контроле (рис. 2а, 2а'). Разница в располо-
жении бластомеров усиливается при достижении
стадии плоской бластулы (стадия 15++). У экспери-
ментальных эмбрионов всe ещe не происходит ци-
тотомии бластомера 1a11. В результате чего бласто-
меры 1a12112 и 1a12111, смещаются к клетке прототроха
1а21, а бластомер 1c12112 начинает контактировать с
1b1211 (рис. 2б'). Подобные контакты между описан-

ными бластомерами никогда не наблюдаются в
контрольной группе (рис. 2б). Максимально замет-
ными изменения становятся на стадии ранней га-
струлы (стадия 16). На данной стадии у эмбрионов
экспериментальной группы наблюдается ряд сме-
щений клеток, приводящий к изменению контак-
тов внутри квадрантов. Так, бластомер 1c12112 сдви-
гается в область потомков квадранта В и начинает
контактировать с 1a1121. При этом бластомер 1b1121

не может контактировать с бластомером 1a1121 (в
норме 1b1121 всегда контактирует с 1a1121); а бласто-
мер 1a1122 контактирует с клеткой прототроха ‒ 1а21,
чего не встречается в контроле (рис. 2в, 2в'). По-
сле стадии ранней гаструлы (стадия 16) смещения
бластомеров могут варьировать из-за увеличива-
ющегося числа клеток. При этом во всех случаях
произошедшие ранее задержки в цитотомии в
квадрантах С и А (бластомеры 1c121 и 1a121 соответ-
ственно), из-за чего смещаются отдельные бласто-
меры, финально приводят к существенному нару-
шению взаимного расположения бластомеров уже
во всех квадрантах на анимальном полюсе у заро-
дышей экспериментальной группы.

Спиральный паттерн дробления консервати-
вен, детерминирован и устойчив. Четко опреде-
лены как положения каждого нового бластомера,
так и его контакты с соседними клетками. Такое
взаимодействие в случае спирального дробления
принципиально, поскольку изменения в контак-
тах или взаимном расположении бластомеров на
стадиях дробления приводят к различным изме-
нениям или нарушениям в дальнейшем разви-
тии у гастропода, в том числе у большого прудо-
вика (Arnolds et al., 1983). Ярким примером вли-
яния расположения бластомеров на дальнейшее
развитие являетcя изменение генетически детер-
минированной закрученности раковины у большо-

Рис. 1. Выявление внутриклеточного серотонина в
эмбрионах большого прудовика на стадии 8 бласто-
меров. (а) Положительная реакция иммунохимиче-
ского маркирования антителами к серотонину во всех
бластомерах у контрольного эмбриона. (а') Равно-
мерное повышение яркости иммунохимического
маркирования после инкубации яйца в предшествен-
нике серотонина (5-HTP, 1 мМ). Зеленый – антитела
к 5-НТ, синий – DAPI. Масштабная линейка 20 мкм.

Контроль

20 мкм(а) (а') 20 мкм

Инкубация в 5-HTP

5-HT DAPI
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го прудовика. Механическим смещением оси по-
ворота микромеров относительно макромеров по-
сле третьего деления дробления можно добиться
получения левозакрученных улиток в генетиче-
ски правозакрученной линии. Аналогичные на-
рушения наблюдаются также при изменении экс-
прессии материнских генов (maternal effect gene),
таких как Lsdia1 and Lsdia2. Доказано, что ген
Lsdia1 ассоциирован с перестройкой актинового
цитоскелета (Kuroda, Abe, 2020). В свою очередь,

повышение уровня внутриклеточного серотонина
может приводить к долговременным изменениям в
структуре актинового цитоскелета, что было пока-
зано для гладкомышечных клеток (Watts et al.,
2009). Также высокий уровень серотонина оказы-
вает влияние на свойства внеклеточного матрикса
(Hummerich, Schloss, 2010) и плотность контактов
между клетками (Li et al., 2016). Изменения в со-
стоянии цитоскелета бластомеров и плотности
контактов между клетками эмбриона при воздей-

Рис. 2. При повышении внутриклеточного уровня серотонина нарушается взаимное расположение бластомеров во
время спирального дробления Lymnaea stagnalis. Все эмбрионы представлены с анимального полюса, границы клеток
промаркированы фаллоидином (белый). Синяя прорисовка – квадрант А, красная прорисовка – квадрант В, желтая
прорисовка – квадрант С, зеленая прорисовка – квадрант D. (а, а') Сбой паттерна дробления начинается на стадии
формирования апикальных клеток розетки (ст. 13). Стрелками указаны: задержка цитотомии бластомеров 1a121 и 1a11

(в квадранте А); не разделившийся бластомер 1c121 и смещение положения бластомера с111 (в квадранте С); запаздывающий
в прохождении цитотомии бластомер 1d11 (в квадранте D). (б, б') Нарушения в расположении бластомеров более четко вид-
ны на стадии плоской бластулы (ст. 15++). Стрелками указаны: все еще не поделившийся бластомер 1a11; 1a12112 и
1a12111, сместившиеся к клетке прототроха 1a21; бластомер 1c12112, сдвигающийся в сторону квадранта В. (в, в') Выраженные
нарушения паттерна расположения клеток анимального полюса на стадии ранней гаструлы (ст. 16). Стрелками указа-
ны: бластомер 1a1122, сместившийся и контактирующий с клеткой прототроха 1a21; бластомер 1c12112, внедрившийся в
квадрант В. Масштабная линейка 30 мкм.
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ствии серотонина может быть одним из вероят-
ных механизмов, лежащих в основе нарушения
перемещений бластомеров во время дробления у
большого прудовика. Однако это предположение
требует дополнительных экспериментальных ис-
следований.

Нарушения гаструляции и мальформации

При достижении стадии гаструлы, у 80% заро-
дышей экспериментальных групп возникает не-
обратимая летальная аномалия развития. На этой
стадии у контрольных зародышей формируется
двуслойная гаструла с хорошо выраженным бла-
стопором (рис. 3а). В это же время эксперимен-
тальные зародыши представляют собой две плот-
ные шарообразные клеточные массы: эктодерму
и энтодерму, скрепленные между собой в области
формирования бластопора (рис. 3a'). Такую ано-
малию развития у большого прудовика ранее
описывали как экзогаструлу (Raven, 1966). Фор-
мирование подобных нарушений развития было
описано при кратковременной инкубации эм-
брионов на стадии зиготы или 2 бластомеров в
растворах LiCl (Holland et al., 2005) или азакенпа-
уллона (Kunick et al., 2003). В обоих случаях авто-
ры предполагают вовлеченность канонического
Wnt-сигнального пути в возникновение данной
необратимой аномалии развития. Вопрос о влия-
нии серотонина на Wnt-каскад на данный момент
остается открытым. Предложенная нами модель
может оказаться удобной для исследований воз-
можного взаимодействия между этими двумя ре-
гуляторными путями в процессе развития.

После стадии гаструлы эмбрионы проходят в
развитии стадии велигера и великонхи, претерпе-

Рис. 3. Эмбрионы контрольной и экспериментальной
групп на стадии поздней гаструлы. Границы клеток
промаркированы фаллоидином (зеленый). (а) По ис-
течении 36 ч после появления первой борозды деле-
ний дробления эмбрионы контрольной группы про-
ходят стадию поздней гаструлы с хорошо выражен-
ным бластопором. (а') Зародыши экспериментальной
группы на той же стадии развития представляют со-
бой две плотные шарообразные клеточные массы,
скрепленные между собой в области формирования
бластопора. Обозначения: бл – бластопор, энт – энто-
дерма, экт – эктодерма. Масштабная линейка 20 мкм.
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Рис. 4. Примеры мальформаций, наблюдающихся у эмбрионов экспериментальной группы после завершения мета-
морфоза. (a) Зародыш контрольной группы с парными темными глазами и завитками раковины. (б, в) Мальформации
раковины: вытянутая раковина без завитков (б), широкая раковина без завитков (в). (г–е) Мальформации глаз: цик-
лопия (г), формирование непарных глаз (д), формирование глаз на одной стороне (е). Масштабная линейка 50 мкм.
Обозначения: черная стрелка – глаза, р – раковина, н – нога.
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вают метаморфоз и ещe некоторое время проводят
в яйце до стадии вылупления. После прохождения
метаморфоза эмбрион напоминает миниатюрную
взрослую улитку: у контрольных зародышей фор-
мируются голова с щупальцами и парными темны-
ми глазами, четко выделяется нога, сформирован-
ные органы висцерального комплекса закрыты за-
витками раковины (рис. 4а). У 10–15% зародышей
экспериментальной группы, продолживших свое
развитие и успешно прошедших гаструляцию, на-
блюдаются мальформации двух видов. В первом
случае нарушения связаны с формированием
глаз. Возможно, как формирование одного асим-
метричного глаза (циклопия) (рис. 4г), так и по-
явление непарных глаз (рис. 4д), или множества
глаз только на одной стороне головы (рис. 4е).
Вторым типом нарушений были изменение фор-
мы раковины. Формирующаяся раковина может
терять завитки, при этом завиток может быть как
удлиненным (рис. 4б), так и широким (рис. 4в).
Наблюдалось также расхождение витков ракови-
ны между собой при сохранении нормального
числа завитков. Следует отметить, что мальфор-
мации глаз и раковины могут встречаться как раз-
дельно, так и у одного и того же зародыша.

Ранее подобные мальформации были описаны
после манипуляций с микромерами, потомками
3D-организатора, а также при изменениях в по-
ложении бластомеров на цефалической пластин-
ке у Lymnaea stagnalis (Arnolds et al., 1983; Martin-
dale et al., 1985). Авторы связывают подобные
мальформации с нарушениями в дифференци-
ровке мезодермальных и эктодермальных про-
изводных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы показали, что инкубация в предшествен-

нике серотонина со стадии зиготы до 24 ч разви-
тия приводит к равномерному повышению уров-
ня внутриклеточного серотонина во всех бласто-
мерах у эмбрионов Lymnaea stagnalis. При этом
наблюдается отклонение от классического паттерна
спирального дробления, связанное с задержкой ци-
тотомии у части бластомеров и смещением взаим-
ного расположения бластомеров анимального по-
люса относительно друг друга. В последующем раз-
витии у части эмбрионов возникают необратимые
нарушения гаструляции, мальформации глаз и ра-
ковины.
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Increased Intracellular Serotonin Level within Blastomeres Leads to Disruption 
in the Spiral Cleavage Pattern in the Mollusc Lymnaea stagnalis

A. I. Bogomolov1, 2 and E. E. Voronezhskaya2, *
1Department of Embryology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,

Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119934 Russia
2Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences,

ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: elena.voronezhskaya@idbras.ru

Serotonin (5-HT) is known as a substance with a wide range of physiological effects. In particular, 5-HT is
present in embryonic cells from the very early stages of development. However, the consequences of increased
intracellular serotonin on the cleavage pattern in Spiralia have not been studied in detail. We examined the
changes in the cleavage pattern in representative Spiralia – the freshwater mollusc Lymnaea stagnalis – after
incubation of eggs in the serotonin precursor 5-HTP (from the zygote/2 blastomere stage for 24 hours). The
arrangement of blastomeres was disrupted in all experimental embryos during cleavage, starting from the api-
cal rosette stage and extending to the early gastrula. Delayed cytotomy of blastomeres in quadrants A and C
resulted in the displacement of blastomeres in all quadrants, including B and D. As a result, the blastomeres
acquired neighborhood contacts that they never have under normal conditions. Later, irreversible gastrula-
tion abnormality with exogastrula formation occurred in 80% of experimental embryos. Finally, eye and shell
malformations occurred in 10–15% of embryos that successfully passed gastrulation. Our results demonstrat-
ed that elevated intracellular serotonin level leads to disruption of blastomere cleavage pattern and can also
induce developmental abnormalities and malformations during further development in a representative of
Spiralia.

Keywords: intracellular serotonin, cleavage pattern, developmental abnormalities, cyclopia, shell malforma-
tions, molluscs, Gastropoda, Spiralia
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