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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Использование эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) в регенеративной медицине крайне 
перспективно благодаря их способности к самообновлению и дифференцировке как в соматические 
клетки, так и в половые клетки. ЭСК соответствуют плюрипотентному эпибласту – ткани, которая дает 
начало трем зародышевым листкам (эктодерме, мезодерме и энтодерме) в ходе гаструляции. Важно от-
метить, что ЭСК можно дифференцировать в различные клеточные типы, изменяя условия культиви-
рования, что может быть использовано для моделирования гаструляции in vitro. Классическая модель 
гаструляции предполагает, что спецификация мезодермы и энтодермы обеспечивается градиентом сиг-
налов FGF, BMP, Wnt и Nodal. Логично предположить, что каждый из этих сигналов должен направ-
лять дифференцировку ЭСК в производные определенного зародышевого листка. Однако, по-видимому, 
спецификация ЭСК организована сложнее, а один и тот же сигнал может быть интерпретирован клет-
ками по-разному. Используя культуральные среды с полностью определенным химическим составом, 
однородную популяцию «наивных» ЭСК в качестве исходной клеточной линии, а также репортерную 
систему Foxa2-EGFP, мы создали надежную модель развития дефинитивной энтодермы (ДЭ). Эта мо-
дель in vitro воспроизводит состояние «формативной» плюрипотентности как промежуточной стадии, 
которую проходит эпибласт сразу после имплантации in vivo. Несмотря на изначально однородное со-
стояние популяции и высокую концентрацию активина во время энтодермальной дифференцировки, 
остается субпопуляция клеток, которая не дифференцируется в энтодерму. Разработанная нами модель 
может быть использована для исследования возникновения клеточной неоднородности во время га-
струляции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА плюрипотентность, спецификация, дифференцировка, эмбриональные стволовые 
клетки, ЭСК, CRISPR/Cas9, гаструляция, энтодерма, Foxa2. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; FGF – fibroblast growth factor (фактор 
роста фибробластов); BMP – bone morphogenic protein (костный морфогенетический белок); EGFP – 
enhanced green fluorescent protein (улучшенный зеленый флуоресцентный белок); ДЭ – дефинитивная 
энтодерма; иПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ЛИФ – лейкемия-ингиби-
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ВВЕДЕНИЕ
Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), выделен-
ные более 40 лет назад, примечательны своей спо-
собностью к самообновлению и дифференцировке 
во все типы соматических клеток [1, 2]. Открытие 
индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток (иПСК) в 2006 году стало настоящим проры-
вом в области исследования стволовых клеток. 
иПСК во многом соответствуют ЭСК, но их источ-
ником являются дифференцированные соматиче-
ские клетки, которые приобрели плюрипотентное 
состояние посредством экзогенной экспрессии Oct4, 
Sox2, Klf4 и c-Myc [3, 4]. Как ЭСК, так и иПСК со-
ответствуют клеткам эпибласта до имплантации [5, 
6]. Во время развития мыши эпибласт появляется 
вместе с первичной энтодермой и трофэктодермой 
на 4.5 сутки эмбрионального развития (E4.5) [7, 8]. 
После имплантации из-за изменений в профиле 
экспрессии клетки эпибласта становятся воспри-
имчивыми к внешним сигналам дифференцировки 
в экто-, мезо- и энтодерму [9]. На стадии E6.5 про-
цесс гаструляции, который опосредован сигналами 
FGF, Wnt, BMP и Activin/Nodal, приводит к форми-
рованию первичной полоски в задней части эпибла-
ста [10–16]. Эта структура, образованная клетками, 
претерпевающими эпителиально-мезенхимальный 
переход, впоследствии дает начало мезодерме и де-
финитивной энтодерме (ДЭ) [17, 18]. ДЭ появляется 
в дистальной части первичной полоски, где сигнал 
Activin/Nodal, обеспечиваемый висцеральной энто-
дермой, сильнее и мощнее сигнала BMP, источни-
ком которого является внезародышевая эктодер-
ма [17, 19]. Соответственно, применение высоких 
доз активина способствует дифференцировке ЭСК 
в ДЭ in vitro [20, 21]. За формирование ДЭ ответ-
ственны транскрипционные факторы Foxa2, Eomes 
и Sox17 [22–27]. Интересно, что результаты несколь-
ких исследований указывают на возможное участие 
основных маркеров ЭСК – Oct4, Sox2 и Nanog – 
не только в поддержании плюрипотентного состо-
яния, но и в спецификации клеточных линий [28–
32]. Было высказано предположение, что Nanog, 
который является мишенью для сигнального пути 
Activin/Nodal, может способствовать спецификации 
ДЭ [33–35].

Будущее регенеративной медицины связано 
с ЭСК и иПСК, однако, прежде чем эти клетки бу-
дут использоваться на практике, необходимо раз-
работать безопасные, эффективные и воспроизводи-
мые протоколы их дифференцировки in vitro. Уже 

разработано несколько таких протоколов, имитиру-
ющих ранний эмбриогенез. Во-первых, культивиро-
вание ЭСК/иПСК в химически определенной среде 
N2B27 позволяет избавиться от неизвестных ком-
понентов сыворотки; дальнейшее добавление лей-
кемия-ингибирующего фактора (ЛИФ), ингибитора 
MEK (PD0325901) и ингибитора GSK3 (CHIR99021) 
в среду 2i-LIF-N2B27 способствует поддержанию 
так называемых «наивных» ЭСК, которые являются 
однородной популяцией и имеют транскрипционный 
профиль, соответствующий профилю в эпибласте 
до имплантации на стадии E4.5 [5, 36]. Эти условия 
культивирования используются на протяжении ко-
роткого периода, поскольку длительное культивиро-
вание ЭСК в такой среде приводит к эпигенетиче-
ским и геномным изменениям [37, 38]. Последующая 
смена этой среды на N2B27 с добавлением bFGF, 
активина и заменителя сыворотки KSR на 2 дня 
способствует переходу «наивных» ЭСК в «форматив-
ное» плюрипотентное состояние; клетки на этой ста-
дии обозначаются как эпибластоподобные (ЭпиПК). 
ЭпиПК соответствуют эпибласту эмбриона после 
имплантации на стадии E5.5, они способны диф-
ференцироваться как в первичные половые клет-
ки (ППК), так и в производные трех зародышевых 
листков [6, 39–42]. В нескольких недавних иссле-
дованиях описаны химически определенные среды, 
способствующие поддержанию стабильного «форма-
тивного» плюрипотентного состояния [43–46].

В настоящем исследовании мы использовали 
протокол перехода от «наивных» ЭСК к ЭпиПК 
с последующим добавлением высоких доз активи-
на для запуска дифференцировки в ДЭ. Эта стра-
тегия позволила нам эффективно и воспроизводи-
мо получать клетки-предшественники энтодермы. 
Важно отметить, что использование однородной 
культуры клеток в качестве исходной и приме-
нение вышеупомянутой схемы культивирования 
максимально приближают эту дифференцировку 
к соответствующим процессам in vivo. Кроме того, 
в данной работе была создана линия ЭСК, благода-
ря которой возможно непрерывное отслеживание 
процесса спецификации дефинитивной энтодермы 
в живых клетках. Дифференцировка ЭСК в кон-
кретном направлении представляется как след-
ствие добавления определенного ростового фак-
тора. Следовательно, использование однородной 
адгезивной культуры ЭСК и добавление подобных 
сигнальных молекул теоретически должны при-
водить к дифференцировке всех клеток в опре-

рующий фактор; ЭпиПК – эпибластоподобные стволовые клетки; ЭпиСК – эпибластные стволовые 
клетки; ППК – первичные половые клетки; KSR – knockout serum replacement (заменитель сыворотки); 
TGFβ – transforming growth factor beta (трансформирующий фактор роста бета).
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деленном направлении. Однако, вне зависимости 
от высокой концентрации активина, нам не удалось 
получить ДЭ со 100% эффективностью и, вероятно, 
этот эффект может быть объяснен с помощью ре-
акционно-диффузной модели [47].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

ДНК-конструкции, использованные в работе
Левое и правое плечи гомологии (941 и 810 п.н. со-
ответственно) вблизи стоп-кодона гена Foxa2 были 
амплифицированы с геномной ДНК мыши с исполь-
зованием ДНК-полимеразы Phusion (ThermoFisher, 
США). Далее полученные фрагменты лигиро-
вали в вектор Oct4-T2A-EGFP (созданный А.А. 
Кузьминым, неопубликованные данные) по сай-
там рестрикции AvrII, NsiI, MluI и SalI с заменой 
плечей локуса Oct4. Последовательности гидовой 
РНК (гРНК) для двойного разрыва ДНК, опосредо-
ванного CRISPR, были выбраны с помощью плат-
формы Benchling (benchling.com) в области, близ-
кой к стоп-кодону гена Foxa2. Выбранная гРНК 
обладала наименьшей вероятностью неспецифи-
ческой активности в соответствии с методом Hsu 
[48]. Олигонуклеотиды для выбранных последова-
тельностей гРНК были синтезированы в компании 
«Евроген» (Россия), отожжены и лигированы в век-
тор lentiCRISPRv2 (Addgene). Все конечные кон-
струкции были проверены с помощью секвенирова-
ния по Сэнгеру. Использованные олигонуклеотиды 
приведены в табл. 1.

Работа с клеточными культурами
Все реактивы для  культивирования клеток, 
если не указано иное, произведены компани-
ей ThermoFisher (Gibco, США). ЭСК мыши линии 
E14 Tg2a (Bay Genomics, США) культивировали 
при температуре 37°C и 5% CO2. Клетки пасси-
ровали с использованием 0.05% раствора трип-

сина / 0.01% раствора EDTA в стандартных ус-
ловиях на пластике, обработанном желатином 
в среде mES: Knockout DMEM с добавлением 15% 
фетальной телячьей сыворотки (Biosera, США), 
100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептоми-
цина, 2 мМ L-глутамина, 1× незаменимых амино-
кислот, 50 мкМ β-меркаптоэтанола (Merck, ФРГ) 
и 500 ед/мл экспрессированного в бактериях hLIF 
собственного производства. 

Для получения наивных ЭСК, клетки, которые 
культивировали в среде, содержащей сыворот-
ку, высевали на пластик, обработанный поли-L-
орнитином (0.01%), в среду 2i-LIF-N2B27: N2B27 
с добавлением 500 ед/мл hLIF, 3 мкМ CHIR99021 
(Axon, США) и 1 мкМ PD0325901 (Axon) как опи-
сано ранее [39]. Для получения ЭпиПК наивные 
ЭСК высевали на пластик, покрытый фибронекти-
ном (Merck) (15 мкг/мл), в среде для ЭпиПК: N2B27 
с добавлением 12 нг/мл bFGF (Peprotech, США), 20 
нг/мл активина А (Peprotech) и 1% заменителя сы-
воротки KSR. Для анализа РНК клетки высевали 
в плотности 25 000 клеток/см2. Для экспериментов 
по дифференцировке клетки первоначально вы-
севали в низкой плотности 250 клеток/см2 в сре-
ду ЭпиПК. Через 2 дня среду ЭпиПК заменяли 
на N2B27 с добавлением специфических факторов: 
10 мкМ SB505124 (Tocris, Великобритания) для эк-
тодермальной дифференцировки, 50 нг/мл BMP4 
(Peprotech) для мезодермальной дифференциров-
ки и 100 нг/мл активина А (Peprotech) для ДЭ-
дифференцировки.

Получение линии ЭСК Foxa2::T2A-EGFP
Донорная конструкция Foxa2::T2A-EGFP и плазмида 
lentiCRISPRv2, содержащая гРНК (500 нг при мо-
лярном соотношении 1:1), были котрансфициро-
ваны в ЭСК с использованием реагента FuGENE 
(Promega, США) в среде OptiMEM. На следующий 
день клетки пересевали на 10-см чашку Петри, об-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные для CRISPR/Cas9

Название Нуклеотидная последовательность
cM_LA-Foxa2_F (AvrII) TATcctaggGACATACCGACGCAGCTACA
cM_LA-Foxa2_R (NsiI) TATatgcatGGATGAGTTCATAATAGGCCTGGA
cM_RA-Foxa2_F (MluI) TATcgcgttAGAGAAGATGGCTTTCAGGCCC
cM_RA-Foxa2_R (SalI) ATAgtcgacTATTGACCCCGTCTCCCACA

Foxa2_guide_F caccgATGAACTCATCCTAAGAAGA
Foxa2_guide_R aaacTCTTCTTAGGATGAGTTCATc
gtM_FoxA2-F3 CAGTCACGAACAAAGCGGGC
gtM-FoxA2-R2 TCAGCGCATCTCCCAGTAAC
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работанную желатином. На следующий день в куль-
туральную среду на 2 суток добавляли 2 мкг/мл 
пуромицина (Merck). Далее клетки культивировали 
в течение 10 дней без добавления антибиотиков. 
Затем проводили отбор отдельных клонов и тести-
ровали их на включение трансгена методом ПЦР 
с использованием праймеров gtM_FoxA2 и набо-
ра LR HS-PCR (Biolabmix, Россия). Уровень EGFP 
в ходе экспериментов по дифференцировке из-
меряли с помощью проточной цитофлуориметрии 
на приборе CytoFLEX (Beckman Coulter), а также 
в ходе цейтраферной съемки на конфокальном ми-
кроскопе Yokogawa CQ1.

Приготовление метафазных пластинок
Метафазные пластинки получали как описано ра-
нее [49]. ЭСК, находящиеся в стадии экспоненци-
ального роста, в течение 2 ч обрабатывали рас-
твором Колцемида (0.1 мкг/мл) в СО2-инкубаторе 
(Sigma-Aldrich, США). Далее клетки собирали и ин-
кубировали в гипотоническом 0.56% растворе KCl 
в течение 20 мин, затем фиксировали раствором 
метанола/уксусной кислоты (3:1), промывали и хра-
нили в фиксирующем растворе при температуре 
-20°C. Клеточную суспензию каплями наносили 
на предметные стекла (Superfrost; ThermoFisher), 
высушивали на воздухе и выдерживали в течение 

ночи при комнатной температуре. Затем метафаз-
ные пластинки окрашивали DAPI и визуализирова-
ли с помощью микроскопа EVOS fl Auto.

Выделение РНК и ОТ-ПЦР
Тотальную РНК выделяли из клеток с помощью 
реагента для экстракции РНК ExtractRNA Reagent 
(«Евроген», Россия). кДНК синтезировали с исполь-
зованием 1 мкг тотальной РНК, обратной транс-
криптазы M-MuLV («Евроген») и праймера oligo(dT) 
(ThermoFisher). Количественную ОТ-ПЦР прово-
дили в буфере 5× qPCRmix-HS SYBR («Евроген») 
на приборе LightCycler 96 (Roche, Швейцария). 
Уровень экспрессии нормировали по количеству 
GAPDH; для визуализации брали значения dCq. 
Праймеры для ОТ-ПЦР приведены в табл. 2.

Иммуноцитохимический анализ
Клетки фиксировали в 4% параформальдегиде 
(ThermoFisher) в течение 10 мин, обрабатывали 0.1% 
раствором Triton X-100 в течение 15 мин, блоки-
ровали в 3% растворе БСА в течение 1 ч при ком-
натной температуре и окрашивали соответствую-
щими антителами (табл. 3) в течение ночи при 4°C. 
Затем образцы промывали 5–6 раз раствором PBS 
с добавлением 0.1% Tween (PBST), окрашивали вто-
ричными флуоресцентными антителами (Jackson 

Таблица 2. Олигонуклеотиды, использованные для ОТ-ПЦР

Название Нуклеотидная последовательность
Nanog_F GCTCCATAACTTCGGGGAGG
Nanog_R GTGCTAAAATGCGCATGGCT
Esrrb_F GTCTGACACTTGGGGACCAG
Esrrb_R CTACCAGGCGAGAGTGTTCC
Klf4_F TACCCCTACACTGAGTCCCG
Klf4_R GGAAAGGAGGGTAGTTGGGC
Fgf5_F TCCTTCACCGTCACTGTTCC
Fgf5_R TTCACTGGGCTGGGACTTCT
Otx2_F ACTTGCCAGAATCCAGGGTG
Otx2_R CTTCTTCTTGGCAGGCCTCA

Таблица 3. Антитела, использованные в данном исследовании

Белок Каталожный номер Производитель
Oct4 sc-5279 (C-10) Santa-Cruz
Sox2 MA1-014 ThermoFisher

Nanog A300-397 Bethyl
Foxa2 sc-374375 Santa-Cruz

Brachyury AF2085 R&D Systems
Sox1 ab109290 Abcam
Sox17 AF1924 R&D Systems
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ImmunoResearch, США) в течение 2 ч при ком-
натной температуре и также промывали PBST. 
Окрашенные клетки анализировали с помощью 
флуоресцентного микроскопа EVOS fl Auto (Life 
Technologies, ThermoFisher), оснащенного фильтра-
ми DAPI, GFP, RFP и CY5.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Применение метода перехода наивных ЭСК 
в ЭпиПК
В процессе культивирования в химически опреде-
ленной среде 2i-LIF-N2B27 [36] в течение 5 дней 
ЭСК формировали округлые колонии, при этом при-
знаков дифференцировки не наблюдалось (рис. 1А, 
левое изображение). Для перехода наивных ЭСК 
в ЭпиПК клетки пересевали на пластик, обработан-
ный фибронектином, в среду ЭпиПК, и в таких ус-
ловиях культивировали на протяжении 2 дней [39]. 
В этот период отмечались морфологические измене-
ния – клетки распластывались и образовывали од-
нослойные колонии (рис. 1A, правое изображение). 
Анализ РНК и иммуноцитохимический анализ под-
твердили, что ЭСК и ЭпиПК соответствовали «наи-
вному» и «формативному» состоянию плюрипотент-
ности соответственно (рис. 1Б, В). Как и ожидалось, 
экспрессия маркеров «наивной» плюрипотентности 
Nanog, Esrrb и Klf4 отмечалась в ЭСК, но снижа-
лась в ЭпиПК. Напротив, ЭпиПК демонстрировали 

экспрессию маркеров формативной плюрипотентно-
сти – Fgf5 и Otx2 (рис. 1Б).

Направленная дифференцировка ЭпиПК в экто-, 
мезо- и энтодерму
Для осуществления дифференцировки ЭпиПК 
в направлении трех зародышевых листков наи-
вные ЭСК пересевали в низкой плотности в среду 
для ЭпиПК. Через 2 дня среду меняли на N2B27 
с добавлением одного из следующих факторов: 
ингибитора рецептора TGFβ – SB505124 (для за-
пуска эктодермальной дифференцировки [34, 44, 
50]), рекомбинантного BMP4 (для мезодермальной 
дифференцировки [51–53]) или рекомбинантно-
го активина A в высокой концентрации (100 нг/мл, 
для энтодермальной дифференцировки [20, 21, 43]). 
Иммуноцитохимическое окрашивание на маркеры, 
специфичные для клеточных линий, подтвердило 
успешный запуск дифференцировки: маркер ме-
зодермы Brachyury был обнаружен в клетках, об-
работанных BMP4, маркер нейроэктодермы Sox1 – 
в клетках, обработанных ингибитором SB, фактор 
ДЭ Foxa2 – в клетках, обработанных активином 
(рис. 2А). Известно, что Foxa2 также может обна-
руживаться в кардиогенных клетках-предшествен-
никах, т.е. в мезодермальной линии, поэтому специ-
фикация энтодермы должна быть подтверждена 
детекцией Sox17. Полученные Foxa2+-клетки также 
окрашивались на маркер Sox17 (рис. 2Б).
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Э
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Рис. 1. Отслеживание перехода от «наивных» 
ЭСК к ЭпиПК in vitro. A – микрофотографии 
ЭСК и ЭпиПК, полученные методом фазово-
контрастной микроскопии. Шкала – 100 мкм. 
Б – результаты ОТ-ПЦР-анализа РНК клеток 
на маркеры «наивной» и «праймированной» 
плюрипотентности. Представлены значения 
Delta Cq, анализ проведен в трех повторно-
стях, уровень РНК Gapdh использовали в каче-
стве контроля. В – результаты иммуноцитохи-
мического анализа клеток с использованием 
специфичных антител к белкам Oct4, Sox2, 
Klf4 и Nanog. Шкала – 200 мкм
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На ранних стадиях эмбриогенеза экспрессия 
Nanog снижается на этапе имплантации, но затем 
повторно активируется в области первичной по-
лоски [54–56]. Ранее предполагали, что Nanog не-
обходим для надлежащей энтодермальной диф-
ференцировки посредством регуляции Eomes [35]. 
Экспрессия Nanog действительно не обнаружива-
лась в ЭпиПК (рис. 1В), что напоминает снижение 
его экспрессии в эпибласте во время имплантации. 
Чтобы точно воспроизвести энтодермальную диф-
ференцировку in vivo, модель in vitro должна ха-
рактеризоваться повторной активацией экспрессии 
Nanog. В рамках нашей дифференцировки мы на-
блюдали повторную экспрессию Nanog уже на 1-й 
день (рис. 2В). Кроме того, экспрессия Nanog пред-

шествовала экспрессии Foxa2, обнаруженной на 2-й 
день и усиливалась к 3-му дню дифференцировки 
в ДЭ (рис. 2В). Хотя Oct4 и Sox2 функционируют со-
вместно в самообновляющихся ЭСК, в ходе диффе-
ренцировки они действуют независимо и участвуют 
в спецификации мезодермы и нейроэктодермы со-
ответственно [30, 31]. В соответствии с этими данны-
ми, мы наблюдали колокализацию Oct4 с маркером 
мезодермы Brachyury, а в случае Sox2 – с маркером 
нейроэктодермы Sox1 (рис. 2В).

Создание репортерной линии ЭСК 
Foxa2::T2A-EGFP
С целью прижизненного отслеживания дифферен-
цировки ДЭ с помощью системы CRISPR/Cas9, пе-
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Эктодерма Мезодерма Энтодерма

Энтодерма

Энтодерма
Эктодерма 

(день 1)
Мезодерма 

(день 2)

День 1 День 2 День 3

Рис. 2. ЭпиПК отвечают на внешние сигналы дифференцировки и могут развиваться в направлении трех зароды-
шевых листков. A – иммуноцитохимическое окрашивание дифференцированных клеток на белки Sox1, Brachyury 
и Foxa2. Шкала – 200 мкм. Б – иммуноцитохимическое окрашивание производных энтодермы на маркеры Foxa2 
и Sox17. Шкала – 100 мкм. В – реактивация экспрессии Nanog во время спецификации энтодермы. Oct4 колока-
лизуется с Brachyury во время спецификации мезодермы, в то время как Sox2 колокализуется с Sox1 во время 
дифференцировки нейроэктодермы. Масштабная линейка – 200 мкм
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ред стоп-кодоном гена Foxa2 была внедрена кассе-
та T2A-EGFP (рис. 3А). Эта стратегия имеет явные 
преимущества в сравнении с традиционным низко-
эффективным методом направленного изменения 
генных последовательностей «gene targeting» [57–
59]. Наличие в химерной РНК Foxa2::T2A-EGFP-
последовательности саморасщепляющегося пептида 
T2A приводит к трансляции двух отдельных белков 
(Foxa2 и EGFP) и, таким образом, исключает вли-
яние EGFP на функции Foxa2. Кроме того, уровни 
Foxa2 и EGFP коррелируют, что облегчает прибли-
зительную количественную оценку уровня Foxa2 
посредством визуализации EGFP в живых клетках.

После трансфекции целевых плазмид было ото-
брано несколько клонов ЭСК, в которых далее была 
проверена правильность вставки кассеты в локус 
Foxa2 (рис. 3Б). Один из этих клонов (F2) с наличи-
ем вставки в одном аллеле был субклонирован (F2.1, 

рис. 3В). Этот субклон, имеющий нормальный кари-
отип (рис. 3Г), использовали в дальнейших экспери-
ментах. Используя метод проточной цитофлуориме-
трии, мы визуализировали флуоресцентный сигнал 
EGFP на разных временных отрезках дифферен-
цировки линии ЭСК F2.1 в ДЭ (рис. 3Д). Активацию 
EGFP первоначально обнаружили на 2-й день диф-
ференцировки (29% клеток), в то время как к 3-му 
дню энтодермальной дифференцировки количество 
EGFP+-клеток увеличилось до 71% (рис. 3Д, правая 
панель). Этот результат согласуется с иммуноцито-
химическим анализом на наличие Foxa2 в ходе диф-
ференцировки в ДЭ (рис. 2В).

Возникновение гетерогенности в ответ 
на добавление фактора дифференцировки
Для визуализации дифференцировки в ДЭ мы при-
менили метод непрерывной цейтраферной съем-
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Рис. 3. Создание репортерной линии ЭСК Foxa2::T2A-EGFP. A – схематическое изображение стратегии модифи-
кации локуса Foxa2. E1, E2 – экзоны, HA – плечи гомологии, UTR – нетранслируемая область, stop – стоп-кодон. 
Б – проверка вставки с помощью ПЦР в отобранных клонах ЭСК. Геномную ДНК исходной клеточной линии 
(WT) использовали в качестве контроля. В – повторная проверка вставки в субклонированной клеточной линии. 
Г – нормальный кариотип (40 XY) полученной репортерной линии ЭСК F2.1. Шкала – 10 мкм. Д – левая панель – 
анализ экспрессии EGFP в линии ЭСК F2.1 во время спецификации ДЭ; правая панель – процент EGFP–- и EGFP+-
клеток во время дифференцировки ДЭ; результаты представлены как среднее значение трех повторов ±SD 
(стандартное отклонение)
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ки (рис. 4А, видео в дополнительных материалах). 
В соответствии с результатами проточной цитоф-
луориметрии, сигнал EGFP не наблюдался в те-
чение первых 24 ч, что, по-видимому, указывает 
на подготовку хроматина к последующей диффе-
ренцировке клеток. EGFP впервые обнаруживался 
через 38 ч после добавления активина к ЭпиПК, 
при этом максимальное количество EGFP+-клеток 
наблюдалось через 72 ч после обработки. Самой ин-
тересной особенностью, неоднократно отмеченной 
в ходе экспериментов, была гетерогенность рас-
пределения EGFP в клеточной популяции (рис. 4А, 
правая панель). Число EGFP+-клеток постепенно 
увеличивалось в процессе дифференцировки и до-
стигало примерно 70%, однако далее не возраста-
ло. Интересно, что распределение сигнала EGFP 
по популяции не демонстрировало каких-либо за-
кономерностей вроде смещения к центру или краю 
колоний, что показано в in vitro дифференцировках 
в виде «микропаттернов» [51, 60]. Во время иммуно-
цитохимической окраски дифференцированных кле-
ток наблюдалась колокализация сигнала от антител 
с EGFP, что подтверждает адекватность работы по-
лученной репортерной линии (рис. 4Б).

ОБСУЖДЕНИЕ
За последнее десятилетие было разработано множе-
ство методов культивирования и дифференцировки 
плюрипотентных стволовых клеток (ПСК). В насто-
ящее время ПСК можно поддерживать в различных 
состояниях плюрипотентности в химически опре-
деленных условиях культивирования и, что важ-

но, они точно соответствуют клеткам эпибласта 
на разных стадиях эмбрионального развития [5, 6, 
44]. В последние годы появилось несколько работ, 
посвященных эмбриогенезу ex vivo, включая соз-
дание бластоидов, гаструлоидов и даже целых эм-
брионов до стадии развития, которая соответствует 
8.5 дню эмбриогенеза (E8.5) [61–68]. В то же время 
очень ценными остаются методы моделирования 
процессов направленной дифференцировки плюри-
потентных клеток, которые нацелены на изучение 
молекулярных механизмов, контролирующих эти 
процессы. Полученные таким образом данные могут 
в дальнейшем с высокой вероятностью быть экстра-
полированы на эмбриональное развитие.

В настоящем исследовании мы использовали хи-
мически определенные условия культивирования 
для создания воспроизводимого и надежного метода 
дифференцировки эмбриональных стволовых кле-
ток мыши в дефинитивную энтодерму. Все экспери-
менты проводили в химически определенной бессы-
вороточной среде (N2B27) с добавлением различных 
ростовых факторов. Также мы создали линию ЭСК 
Foxa2::T2A-EGFP и продемонстрировали удобство 
ее использования при моделировании специфика-
ции ДЭ. Мы предполагаем, что сочетание химически 
определенных сред и репортерных клеточных ли-
ний облегчит исследование комплексных механиз-
мов, регулирующих выбор направления дифферен-
цировки плюрипотентными стволовыми клетками.

Опубликованы данные, ставящие под сомнение 
парадигму о том, что транскрипционные факто-
ры Oct4, Sox2 и Nanog действуют исключительно 

А

Б

День 0 День 1 День 2 День 3

Рис. 4. Гетерогенная дифференцировка ДЭ in vitro. A – цейтраферная съемка ЭСК F2.1 во время спецификации 
ДЭ. Стрелки указывают на появляющиеся EGFP+-клетки. Шкала – 500 мкм. Таймлапс-видео можно найти в допол-
нительных материалах. Б – колокализация EGFP и Foxa2 после дифференцировки ЭСК F2.1 в ДЭ. Шкала – 100 мкм
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как факторы, поддерживающие плюрипотентное 
состояние [30–32, 35]. Манипуляции с уровнем экс-
прессии этих факторов в ЭСК мыши обычно вы-
зывали дифференцировку в сторону экстраэмбри-
ональных тканей [69–71]; однако в ЭСК человека 
эти манипуляции способствовали дифференцировке 
в направлении производных зародышевых листков 
[35, 72]. Вероятнее всего, эти различия обусловлены 
пребыванием клеток в «наивном» и в «праймирован-
ном» состояниях плюрипотентности, соответственно, 
а не видовыми различиями. В данном исследова-
нии получены убедительные доказательства того, 
что Oct4, Sox2 и Nanog временно колокализуются 
с известными маркерами зародышевых листков 
в начале дифференцировки. Более того, экспрессия 
Nanog активируется повторно во время специфика-
ции энтодермы. Особый интерес для нас представ-
ляет модуляция уровня этого транскрипционного 
фактора в ходе энтодермальной дифференцировки, 
а созданная нами репортерная линия ЭСК в даль-
нейшем окажется ценным инструментом для изуче-
ния этого процесса.

Дифференцировку в экто- и мезодерму, а также 
в дефинитивную энтодерму в основном изучали 
на ЭСК человека, которые находятся в «праймиро-
ванном» плюрипотентном состоянии и соответству-
ют эпибласту после имплантации [50, 52, 73, 74]. 
В то же время использование ЭСК мыши осложнено 
тем, что они находятся в «наивном» плюрипотент-
ном состоянии и должны быть переведены в «прай-
мированное» перед дифференцировкой в направ-
лении трех зародышевых листков. Эти сложности 
разрешились с появлением эпибластных стволовых 
клеток мыши (ЭпиСК), которые соответствуют клет-
кам эпибласта после имплантации и имеют много 
общего с «праймированными» ЭСК человека [75, 76]. 
Впоследствии была показана возможность получе-
ния ЭпиСК мыши из ЭСК [39]. На пути к ЭпиСК 
ЭСК проходят через «формативное» плюрипотент-
ное состояние (ЭпиПК), которое соответствует эпи-
бласту сразу после имплантации (E5.5) [41]. Самая 
отличительная черта ЭпиПК заключается в их 
способности дифференцироваться в первичные по-
ловые клетки (ППК) [39, 77]. При этом популяция 
ЭпиПК является однородной, а профиль экспрессии 
этих клеток делает их более подходящими для мо-
делирования эмбриогенеза, чем ЭпиСК. Кроме того, 
ЭпиСК соответствуют эпибласту на стадии E7.5, т. е. 
они уже более коммитированы для развития в опре-
деленном направлении [78]. «Формативные» ПСК 
уже использовались для in vitro моделирования 
эмбриогенеза мыши [40, 43–45, 51, 79] и могут рас-
сматриваться, на наш взгляд, как золотой стандарт 
для изучения спецификации зародышевых листков. 

Однородная популяция ЭпиПК также облегчает из-
учение механизмов клеточной спецификации. Стало 
очевидно, что этот процесс контролируется не толь-
ко градиентами FGF, BMP, Wnt и Nodal. Наше ис-
следование показывает, что при избытке активина 
и в отсутствие каких-либо дополнительных сигна-
лов невозможно добиться дифференцировки всех 
ЭпиПК в направлении ДЭ. Таким образом, опреде-
ленные стохастические процессы также могут быть 
вовлечены в спецификацию ЭпиПК в ДЭ.

По всей видимости, антагонизм Nodal-Lefty 
управляет не только становлением лево-правой 
асимметрии зародыша [80], но и вносит вклад 
в спецификацию ДЭ. Известно, что сигнальный путь 
Activin/Nodal активирует Lefty, который, в свою 
очередь, ингибирует этот путь, обеспечивая тем 
самым отрицательную обратную связь [81]. Этот 
механизм является хорошим примером реакцион-
но-диффузной модели [47], которая объясняет про-
исхождение неоднородности в изначально однород-
ных системах [82]. Мы предполагаем, что, согласно 
этой модели, вероятность активации Nodal при до-
бавлении активина к ЭпиПК составляет около 70%, 
в то время как вероятность активации Lefty – при-
мерно 30%. Дальнейшее развитие ДЭ будет зави-
сеть от наличия активатора (Nodal) или ингибитора 
(Lefty). В целом, разработанная модель может слу-
жить отправной точкой для дальнейшего исследо-
вания механизмов возникновения неоднородности 
в процессе спецификации зародышевых листков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленный переход ЭСК–ЭпиПК–ДЭ in vitro 
очень близок к развитию ДЭ во время эмбриогене-
за. Экспрессия транскрипционного фактора Nanog 
снижается в ЭпиПК, но повторно активируется 
в клетках-предшественниках ДЭ. Несмотря на хи-
мически определенные условия дифференцировки 
ДЭ in vitro, только 70% клеток выбирают эту про-
грамму развития. Молекулярные механизмы, лежа-
щие в основе этого явления, требуют дальнейшего 
уточнения.

Дополнительное видео. Спецификация ДЭ 
in vitro, зарегистрированная методом цейтрафер-
ной съемки. Начало съемки приходится на момент 
добавления активина А к ЭпиПК. Доступно на сай-
те https://doi.org/10.32607/actanaturae.27510. 
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