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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ХРОМАТИНА  
В ЯДРАХ РАСТУЩИХ ООЦИТОВ XENOPUS LAEVIS 
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Проведено комплексное ультраструктурное исследование распределения хроматина в ядрах ооци-
тов Xenopus laevis на 3-й стадии роста. С использованием модифицированного метода выделения 
ядер из ооцитов и высокоразрешающей сканирующей электронной микроскопии установлено, что 
хроматин в ооцитах амфибий слабо связан с актинсодержащими филаментами и не взаимодействует 
непосредственно с ядерной оболочкой. С помощью иммуноэлектронной микроскопии выявлено 
присутствие белка LAP2β на хроматиновых фибриллах, свидетельствующее о возможном временном 
прикреплении хромосом к ламине ядерной оболочки. Впервые продемонстрировано стабильное и 
прочное взаимодействие хроматина с тельцами Кахала, содержащими комплекс сплайсосомных 
белков. Полученные данные свидетельствуют о специфическом распределении и взаимодействии 
хроматина с внутриядерными структурами в растущих ооцитах амфибий. Предложена схема орга-
низации внутриядерного пространства ооцитов амфибий.

Ключевые слова: хроматин, тельца Кахала, ядерная оболочка, ооциты амфибий, сканирующая  
и просвечивающая электронная микроскопия.

Введение

Особенности организации интерфазного 
ядра в трехмерном пространстве, взаимодей-
ствие и динамика его индивидуальных компарт-
ментов, не имеющих, в отличие от цитоплаз-
матических органелл, оболочек, интенсивно 
исследуются в настоящее время, поскольку это 
расширяет наши представления о механизмах 
регуляции экспрессии генов. В ядре различают 
хромосомные территории и межхромосомное 
пространство, по которому диффундируют 
макромолекулярные комплексы, необходимые 
для репликации, транскрипции, сплайсинга и 
репарации ДНК (�remer, �remer, 2����.�remer, �remer, 2����., �remer, 2����.�remer, 2����., 2����.

С использованием гибридизации in si�u si�usi�u и 
многоцветного бэндинга (Multi �olor �an�in���an�in��� 
показано, что в соматических клетках инди-
видуальные хромосомы занимают различные 
участки и радиально распределены во внутри-
ядерном пространстве (�remer, �remer, 2����.�remer, �remer, 2����., �remer, 2����.�remer, 2����., 2����. 
Хромосомы, обедненные генами, как правило, 
выявляются на периферии ядра в отличие от 
центрально расположенных хромосом с боль-

шим числом кодирующих последовательностей. 
Хромосомные территории могут изменять свою 
организацию как в разных клетках одного ор-
ганизма, так и в ответ на различные внешние 
воздействия. Продемонстрирована эволюцион-
ная консервативность подобного расположения 
интерфазных хромосом (Tanabe e� al., 2��2�, од-
нако пока точно не установлено, что определяет 
специфичность их местонахождения (Geyer e� 
al., 2����. Предполагается, что большую роль 
в этом играют компоненты внутриядерного 
матрикса, связь с которыми осуществляется с 
участием так называемых �A��MA� (�ca��ol���A��MA� (�ca��ol���MA� (�ca��ol��MA� (�ca��ol�� (�ca��ol���ca��ol���
Matrix� attac�ment re�ions� последовательностей attac�ment re�ions� последовательностейattac�ment re�ions� последовательностей re�ions� последовательностейre�ions� последовательностей� последовательностей 
ДНК (��atto�a��yay,��atto�a��yay,, Pavit�ra, 2��7�.

На срезах интерфазных ядер соматических 
клеток конденсированный и обедненный генами 
хроматин располагается, как правило, по пери-
ферии ядра и тесно контактирует с внутренней 
мембраной ядерной оболочки (�o�ecn�,�o�ecn�,�, Fakan, 
�992�. При электронно-микроскопическом 
исследовании глыбок компактного хроматина 
внутри ядра транскрипционно активные домены 
определяются преимущественно на его поверх-
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ности, а внутри локализуются участки, содержа-
щие молчащие гены (�oberna e� al., 2��2�.

Белковый состав внутриядерного матрикса 
гетерогенен и сильно зависит от способов и 
условий его выделения (Zbarsky, Geor�iev, �959; 
Geor�iev, ��entsov, �962; �erezney, �o��ey, �977; 
Nickerson, 2����. В составе ядерного матрикса, 2����. В составе ядерного матрикса 
после удаления из ядер ДНК, РНК и гистонов 
выявляются ламины, топоизомераза ��, остаточ-��, остаточ-, остаточ-
ные ядрышки, белок В23, а также некоторые 
РНК-связывающие и негистоновые белки, 
формирующие сеть микрофиламентов различ-
ного диаметра (�erezney e� al., �995�. Недавно 
продемонстрировано наличие специфических 
белков на поверхности метафазных хромосом, 
которые, возможно, имеют отношение к белкам 
внутриядерного матрикса (Мурашева, Ченцов, 
2����. К белкам ядерного матрикса относят так-
же ДНК-связывающие белки – матрины, кото-
рые в комплексе с ламинами могут определять 
локализацию хромосом в интерфазном ядре и 
формировать гранулярно-фибриллярную сеть 
во внутриядерном пространстве (Erazo e� al., 
2����. Показано, что в процессе митоза белки 
ядерного матрикса вместе с белками ядерной 
оболочки могут принимать участие в регуляции 
формирования микротрубочек веретена деления 
и в перемещении метафазных хромосом (Jo�an-
sen e� al., 2����. В ядре также обнаружены актин 
и миозин, участвующие в регуляции транскрип-
ции и биогенезе прерибосомных субъединиц 
(�astano e� al., 2���; Obr�lik e� al., 2����.

Ядерная ламина, входящая в состав ядерно-
го матрикса, формирует сеть промежуточных 
филаментов, прилегающих к внутренней мем-
бране ядерной оболочки, и через ламинсвязыва-
ющие домены ДНК (GuelenGuelen e� al alal., 2��8� вместе  
с белками внутренней мембраны ядерной 
оболочки участвует в регуляции репликации 
и транскрипции, а также определяет располо-
жение интерфазных хромосом в трехмерном 
пространстве ядра (To�binTo�bin e� al alal., 2��9; �in�,�in�,, 
van �teensel, 2����. Ядерные поровые комп- �teensel, 2����. Ядерные поровые комп-�teensel, 2����. Ядерные поровые комп-, 2����. Ядерные поровые комп-
лексы (ЯПК� могут также взаимодействовать 
с ДНК (Lian�, �etzer, 2����, но это чаще всегоLian�, �etzer, 2����, но это чаще всего, �etzer, 2����, но это чаще всего�etzer, 2����, но это чаще всего, 2����, но это чаще всего 
регистрируется либо в нуклеоплазме, либо на 
филаментах, отходящих от баскет-структуры 
ЯПК, а не на индивидуальных компонентах 
пор (Arlucea e� al alal., �998; �a�elson�a�elson e� al alal., 2���; 
�alver�a e� al alal., 2����.

Характерным свойством ядра является на-
личие большого количества мобильных сфе-
рических телец, представляющих скопления 
специфических белков, участвующих в регу-
ляции различных внутриядерных процессов 
(Lamon�, ��ector, 2��3;Lamon�, ��ector, 2��3;, ��ector, 2��3;��ector, 2��3;, 2��3; �ancock, 2��4�. Среди 
них наиболее изученными являются ядрышки, 
представляющие центры синтеза рибосомаль-
ных РНК, и тельца Кахала, обеспечивающие 
процессинг мРНК и содержащие сплайсосом-
ные белки в высокой концентрации, а также 
РНК-полимеразу �� и многие транскрипционные�� и многие транскрипционные и многие транскрипционные 
факторы (Gall, 2��3; Степанова и др., 2��7�.Gall, 2��3; Степанова и др., 2��7�. 2��3; Степанова и др., 2��7�. 
Характерным признаком телец Кахала является 
челночный белок коилин, способный достав-
лять к ним различные молекулярные комплексы 
(�ioce, Lamon�, 2��5�.�ioce, Lamon�, 2��5�., Lamon�, 2��5�.Lamon�, 2��5�., 2��5�.

Ооциты амфибий, благодаря своим крупным 
размерам, представляют удобный объект для 
исследования архитектуры ядра и динамиче-
ской организации внутриядерных компартмен-
тов. Они были успешно использованы для изу-
чения функциональной морфологии хромосом 
типа ламповых щеток (Красикова, Гагинская, 
2����, а также анализа структуры хроматина 
и оценки уровня экспрессии генов (�ommer-
ville, 2����. В огромном ядре ооцита Xenopus� 
laevis содержится несколько тысяч ядрышек 
и сферических телец, среди которых большое 
количество телец Кахала (�allan�allan e� al alal., �99��. 
Показано, что в составе телец Кахала ооцитов 
амфибий выявляется, помимо сплайсосомных 
белков и коилина, высокая концентрация �7�77 
мяРНК и других факторов, вовлеченных в 
процессинг гистоновой пре-мРНК (�u, Gall,�u, Gall,, Gall,Gall,, 
�993; AbbottAbbott e� al alal., �999�.

Использование высокоразрешающей скани-
рующей электронной микроскопии в сочетании 
с модифицированными методами изоляции 
ядер из ранних ооцитов X�� laevis�� laevislaevis обеспечило 
существенный прогресс в изучении структур-
но-функциональной организации ядра и его 
индивидуальных компонентов (�iseleva�iseleva e� al alal., 
�996, 2��7; Gol�ber�Gol�ber� e� al alal., �997; �tick, Gol�ber�,�tick, Gol�ber�,, Gol�ber�,Gol�ber�,, 
2����. В ядрах этих клеток была обнаружена 
сеть актинсодержащих филаментов, контакти-
рующих с ядерной оболочкой и поровыми ком-
плексами (Par�enovPar�enov e� al alal., �995; �iseleva�iseleva e� al alal., 
2��4�. В работе с использованием конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии было про-
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демонстрировано радиальное распределение 
хромосом в ядре растущих ооцитов птиц (Мас-
лова, Красикова, 2����. Это свидетельствует о 
том, что ооциты представляют удобную модель 
для изучения взаимного распределения индиви-
дуальных компонентов ядра и его трехмерной 
организации.

В настоящей работе впервые с использова-
нием высокоразрешающей сканирующей элект-
ронной микроскопии проведено исследование 
особенностей расположения и связывания 
хроматина с ядерной оболочкой, внутриядерны-
ми филаментами и тельцами Кахала в ранних 
ооцитах X�� laevis�� laevislaevis.

Материалы и методы

Объектом исследования служили ооциты 
шпорцевых лягушек X�� laevisX�� laevis�� laevislaevis. Амфибий со-
держали в профильтрованной и аэрированной 
воде при комнатной температуре. Животных 
усыпляли хлороформом, яичники с ооцитами 
выделяли из вскрытой брюшины и переносили 
в раствор Рингера для амфибий: �7мМ Na�l,Na�l,, 
5мМ ��l и �мМ �a�l��l и �мМ �a�l и �мМ �a�l�a�l2 (�iseleva�iseleva e� al alal., 2��4�. 
Ооциты на ранней (2-й� стадии развития иден-
тифицировали по размерам и пигментирован-
ности согласно классификации Дьюри (�umont,�umont,, 
�972�. Изолированные ядра выделяли по ранее 
описанной методике (�iseleva�iseleva e� al alal., 2��4�.

Просвечивающая  
электронная микроскопия

 
Для электронно-микроскопического анализа 

ооциты фиксировали 2,5 %-м раствором глу-
таральдегида в �,� М �EPE�-буфере рН �� 7,4�EPE�-буфере рН �� 7,4-буфере рН �� 7,4  
(�i�ma, США� в течение � ч при комнатной 
температуре, затем дофиксировали в � %-м 
растворе тетраоксида осмия («Аурат», Россия� 
на буфере �EPE� в течение � ч при 4�EPE� в течение � ч при 4 в течение � ч при 4 оС. После 
фиксации образцы отмывали в дистиллирован-
ной воде, обезвоживали, заключали в смолу 
Агар-��� (A�ar �cienti��c, Англия� и полиме-A�ar �cienti��c, Англия� и полиме- �cienti��c, Англия� и полиме-�cienti��c, Англия� и полиме-, Англия� и полиме-
ризовали в термостате при 6� оС (Морозова, 
Киселева, 2��6�.

Для визуализации внутриядерных актино-
вых филаментов в просвечивающем электрон-
ном микроскопе использовали метод фиксации 
ооцитов по Par�enov с соавт. (�995�. Ультратон-Par�enov с соавт. (�995�. Ультратон- с соавт. (�995�. Ультратон-

кие срезы толщиной около 5�–7� нм получали с 
помощью алмазного ножа на ультрамикротоме 
�ltracut (�eic�ert, Австрия� и контрастировали (�eic�ert, Австрия� и контрастировали�eic�ert, Австрия� и контрастировали, Австрия� и контрастировали 
растворами уранилацетата и цитрата свинца 
(�erva, Германия�. Окрашенные ультратонкие�erva, Германия�. Окрашенные ультратонкие, Германия�. Окрашенные ультратонкие 
срезы изучали в электронном микроскопе LEOLEO 
9�� (Zeiss, Германия� при ускоряющем напря-Zeiss, Германия� при ускоряющем напря-, Германия� при ускоряющем напря-
жении 8� кВ.

Сканирующая электронная микроскопия

Яичники удаляли хирургически и помещали 
в раствор Рингера для амфибий (��� мM Na�l,M Na�l, Na�l,Na�l,, 
�,9 мM ��l, �,� мM �a�lM ��l, �,� мM �a�l ��l, �,� мM �a�l��l, �,� мM �a�l, �,� мM �a�lM �a�l �a�l�a�l2, 2,4 мM Na��OM Na��O Na��ONa��O3 
(�iseleva e� al., 2��4�. Маленькие кусочки яич-
ника помещали в чашку Петри с буфером А  
(83 мM ��l, �7 мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мMM ��l, �7 мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мM ��l, �7 мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мM��l, �7 мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мM, �7 мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мMM Na�l, �� мM �e�es, 25� мM Na�l, �� мM �e�es, 25� мMNa�l, �� мM �e�es, 25� мM, �� мM �e�es, 25� мMM �e�es, 25� мM �e�es, 25� мM�e�es, 25� мM, 25� мMM 
сахарозы, 3 мM (или �,3 мM� M��lM (или �,3 мM� M��l (или �,3 мM� M��lM� M��l� M��lM��l2, �� �� 7,4�.�� �� 7,4�. �� 7,4�. 
Кремниевые чипы, предварительно покрытые 
полилизином, размещали в той же чашке рядом 
с ооцитами. Все растворы держали на льду. 
Ооциты X�� laevis�� laevislaevis на 2-й стадии развития иден-
тифицировали по диаметру (около 4�� мкм� и 
светло-коричневой окраске. Стадия 2 оогенеза 
была выбрана по причине высокой активности 
транскрипции в этот период, и поскольку изо-
ляция ядер происходит легче и быстрее, чем на 
стадии 6, вероятно, из-за меньшего количества 
желточных гранул на стадии 2. Ядро каждого 
ооцита выделяли вручную с помощью стек-
лянных игл, после чего осторожно и быстро 
освобождали его от окружающей цитоплазмы. 
Два или три изолированных ядра переносили 
на расположенную рядом кремниевую плас-
тинку (чип�, а их ядерные оболочки аккуратно 
открывали с помощью стеклянной иглы. Для 
получения распластанного содержимого ядра 
нуклеоплазму слегка прижимали стеклянной 
иглой и осторожно слегка растягивали по по-
верхности чипа. Как в случае слегка расплас-
танных, так и «интактных» образцов, чипы 
фиксировали и проводили в охлажденных на 
льду растворах: перенос чипов из чашки в 
чашку осуществляли, не допуская высыхания, 
каплю предыдущего раствора оставляли на 
чипе. Образцы фиксировали в течение �� мин 
в растворе, содержащем 2 %-й глутаральдегид 
(�i�ma, США�, �,2%-ю таниновую (tannic� кис-�i�ma, США�, �,2%-ю таниновую (tannic� кис-, США�, �,2 %-ю таниновую (tannic� кис-tannic� кис-� кис-
лоту, �� мМ трис ��l (рН �� 7,4� и 3 мМ M��l��l (рН �� 7,4� и 3 мМ M��l (рН �� 7,4� и 3 мМ M��lM��l2 
(фиксатор А�. Важно отметить, что время, 
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проходящее от изоляции ядер до помещения их 
в фиксатор, не превышало 5–�� с. Фиксирован-
ные образцы подвергали постфиксации в � %-м 
растворе OsOOsO4 в течение 3� мин, промывали в 
2 сменах дистиллированной воды, окрашивали 
2� мин в � %-м уранилацетате, обезвоживали в 
этиловом спирте и подвергали высушиванию в 
критической точке, используя ацетон в качестве 
переходного растворителя. Затем образцы на-
пыляли слоем хрома толщиной 4 нм, используя 
напылитель E��ar�s Auto 3�6 (��� с криоваку-E��ar�s Auto 3�6 (��� с криоваку- Auto 3�6 (��� с криоваку-Auto 3�6 (��� с криоваку- 3�6 (��� с криоваку-��� с криоваку-� с криоваку-
умной системой, и изучали в высокоразрешаю-
щем сканирующем микроскопе �� �3�F �e�EM�� �3�F �e�EM �3�F �e�EMF �e�EM �e�EM�e�EM 
(Ja�an� при ускоряющем напряжении 3� кВ.Ja�an� при ускоряющем напряжении 3� кВ.� при ускоряющем напряжении 3� кВ. 
Для подсчета контактов хроматина с ядерной 
оболочкой, внутриядерными филаментами и 
сферическими тельцами исследовали случайно 
выбранные участки периферии открытых ядер 
со слегка распластанным содержимым на малом 
увеличении (см. рис. �, б в качестве примера�. 
Всего было проанализировано по одному участ-
ку размером �2 × 2� мкм для каждого из �� ядер, 
выделенных из ранних ооцитов.

Для проверки прочности связывания ДНК с 
внутриядерными структурами после вырезания 
большого фрагмента ядерной оболочки стек-
лянными иголками, покрытыми полилизином, 
прикасались к хроматиновым фибриллам и 
через сформированное отверстие вытягивали 
хроматин из внутреннего объема ядра, после 
чего ядро раскрывали полностью и быстро 
фиксировали образец потоком фиксатора А для 
сохранения нативной конформации внутриядер-
ных структур. Далее образцы обрабатывали и 
подготавливали согласно вышеописанной мето-
дике для сканирующей электронной микроско-
пии. В электронном микроскопе анализировали 
контакты остаточных хроматиновых фрагмен-
тов с ядерной оболочкой, внутриядерными 
филаментами и сферическими тельцами.

Иммуногистохимия

Для иммуногистохимических исследований 
использовали коммерческие антитела к актину 
(�i�ma, США�, антитела �-�2, узнающие эпи-�i�ma, США�, антитела �-�2, узнающие эпи-, США�, антитела �-�2, узнающие эпи-�-�2, узнающие эпи--�2, узнающие эпи-
топы 6 сплайсосомных белков (PetterssonPettersson e� 
al., �984�, а также поликлональные антитела 
к LAP2 β (Lan�, �ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитовLAP2 β (Lan�, �ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитов2 β (Lan�, �ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитовLan�, �ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитов, �ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитов�ro�ne, 2��3�. Ядра ооцитов, 2��3�. Ядра ооцитов 
X�� laevislaevis на 2–3-й стадии выделяли вручную, 

как описано выше. Затем их фиксировали  
�5 мин при 22–24 °С в 3,7 %-м формальдегиде,  
3 мМ M��lM��l2, �,2 %-й таниновой кислоте и �� мМ 
трис ��l (�� �� 7,��. Зафиксированные образцы 
отмывали 3 раза (по � мин каждый� в солевом 
фосфатном буфере (P���, затем инкубировалиP���, затем инкубировали�, затем инкубировали 
3� мин в P��, содержащем � %-й бычий сы-P��, содержащем � %-й бычий сы-, содержащем � %-й бычий сы-
вороточный альбумин (��A�, отмывали в P�� 
и инкубировали �–3 ч с первичными антите-
лами против актина, сплайсосомных белков 
или LAP2β (разведение � : ���� в P��. ЗатемLAP2β (разведение � : ���� в P��. Затем2β (разведение � : ���� в P��. Затем 
образцы отмывали 3 раза в P��, после чего 
инкубировали � час с вторичными антителами, 
меченными золотом (диаметр частиц – �� нм� 
(Amers�am, Великобритания�. В качестве от-Amers�am, Великобритания�. В качестве от-, Великобритания�. В качестве от-
рицательного контроля использовали меченые 
золотом вторичные антитела, разведенные в 
P�� � : 2�. Все образцы затем подготавливали 
для сканирующей микроскопии по методу, 
описанному выше.

Результаты и обсуждение

Незрелые ооциты X�� laevis�� laevislaevis с �-й по 6-ю 
стадии развития находятся в профазе � мейоза,� мейоза, мейоза, 
которая может продолжаться в течение несколь-
ких месяцев (Ferrell, �999�. При этом хроматин 
остается частично деконденсированным и 
транскрипционно активным, в то время как 
��c2 еще не функционирует, а ЯдО сохраняет 
свою целостность. При исследовании в скани-
рующем микроскопе изолированные ооциты 
амфибий на 2-й стадии развития содержат 
растущее ядро, на поверхности которого уже 
в световом микроскопе видны выпячивания 
ядерной оболочки, свидетельствующие об 
активном формировании ее новых фрагментов 
(рис. �, а�. При частичном удалении ЯдО изоли-
рованных ядер на препаратах, анализируемых 
в сканирующем электронном микроскопе, 
хорошо различаются наружная и внутренняя 
мембраны оболочки ядра с пузырьками ЭПР и 
разветвленная сеть внутриядерных филаментов, 
контактирующих с большим количеством сфе-
рических телец и ядерной оболочкой (рис. �, б�.  
Подробный анализ морфологии и состава вну-
триядерных филаментов, проведенный нами 
ранее с использованием сканирующей иммуно-
электронной микроскопии, показал, что они 
содержат актин и ряд других белков, обладают 
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Рис. 1. Визуализация компонентов ядра ооцита X�� laevis�� laevislaevis на 2-й стадии роста.

а – общий вид ядра на малом увеличении; б – фрагмент «открытого» ядра, видны ядерная оболочка (ЯдО�, внутриядер-
ные филаменты и сферические тельца (СТ�; в–д – фрагменты ядер на срезах целого ооцита, компактное ядрышко (ЯД� 
и хроматин (Х� средней электронной плотности располагаются вблизи мембраны ядерной оболочки; е – раздельное 
расположение скопления внутриядерных филаментов и хроматиновых фибрилл в изолированном нуклеоиде.
а – световая микроскопия; б, в, г, д – просвечивающая электронная микроскопия; е – сканирующая электронная мик-
роскопия.

спиральной скрученностью и имеют средний 
диаметр около 4� нм (�iseleva�iseleva e� al alal., 2��4�.

При исследовании срезов целых ооцитов в 
ядрах выявляется большое количество сфери-
ческих телец, а также ядрышек (рис. �, в�, что 
свидетельствует о высокой транскрипционной 

активности в ядре ооцита на этой стадии разви-
тия. Известно, что в ооцитах X�� laevis рибосом-
ные гены (рДНК� селективно амплифицируются 
в течение поздней зиготены и ранней пахитены 
в профазе мейоза �, и амплифицированная 
рДНК распределяется приблизительно в �,5 тыс.  
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экстрахромосомных ядрышек диаметром ��– 
�5 мкм (�u, Gall, �997�. Наши исследования 
показали, что на срезах целых ооцитов компакт-
ные ядрышки располагаются по всему ядру, 
иногда недалеко от ЯдО, но никогда – в контакте 
с ней. В то же время глыбки хроматина средней 
электронной плотности могут находиться в 
непосредственной близости к оболочке ядра 
(рис. �, г, д�. При исследовании внутреннего 
содержимого ядер в сканирующем электрон-
ном микроскопе хроматин имеет вид крупных 
скоплений рыхлого материала, отличающегося 
по структуре от внутриядерных актинсодержа-
щих филаментов (рис. �, е�. После осторожного 
диспергирования хроматина стеклянными 
иголками в его составе выявляются расправ-
ленные нити транскрипционно активной ДНК 
с короткими РНП фибриллами диаметром  
7–�� нм (рис. 2, а�, а также ДНК с регулярно 
расположенными РНП частицами диаметром от  
�� нм до 22 нм (рис. 2, б�. Исследование процес-
са транскрипции генов Колец Бальбиани (КБ2� 
в клетках слюнных желез хирономуса показало, 
что формирование РНП частиц происходит в 
результате упаковки 7 нм мРНК с белками в  
�� нм фибриллу, которая увеличивается в раз-
мере и реорганизуется затем в зрелую РНП 
частицу (�ane�olt, �997�.�ane�olt, �997�., �997�. �997�.�.

Выявляемый на препаратах неактивный 
хроматин имеет вид скоплений, состоящих из 
скрученных 3� нм фибрилл (рис. 2, в�. Несмотря 
на то что упаковка ДНК в 3� нм фибриллы ос-
паривается некоторыми авторами (Eltsov e� al., 
2��8�, наши исследования с использованием как 
просвечивающей, так и сканирующей электрон-
ной микроскопии поддерживают существова-
ние подобного уровня организации ДНК.

В ядрах соматических клеток ламины А- и 
В-типа способны связывать ДНК и хроматин 
(TaniuraTaniura e� al alal., �995�. Анализ распределения 
внутриядерных компонентов в перифериче-
ских отделах ядра показал, что хроматин в виде 
диффузных скоплений контактирует с внутри-
ядерными актинсодержащими филаментами и 
располагается вблизи ЯдО, однако прямой связи 
его с внутренней мембраной ЯдО или ядерными 
порами не наблюдается (рис. 3, а, б�. Это согла-
суется с ранее проведенными исследованиями 
(GallGall e� al alal., �999; Красикова, Гагинская, 2���� 
и обусловлено, очевидно, необходимостью сво-

бодного перемещения хромосом и их бивален-
тов в нуклеоплазме на стадии профазы � мейоза. 
В то же время нельзя исключить возможность 
временного прикрепления хромосом к оболоч-
ке ядра через какие-либо белки-посредники, 
например ламинсвязывающие белки.

В отличие от высших позвоночных, в клет-
ках которых экспрессируются ламины A�С 
(в дифференцированных клетках� и ламин �, 
необходимый для жизнедеятельности любых 
клеток (�utc�ison, 2��2�, в ооцитах амфибий�utc�ison, 2��2�, в ооцитах амфибий, 2��2�, в ооцитах амфибий 
синтезируются 3 специфичных ламина В-типа: 
L�, L�� (ламин В2� и L��� (ламин В3� (Lourim, L�� (ламин В2� и L��� (ламин В3� (LourimL�� (ламин В2� и L��� (ламин В3� (Lourim (ламин В2� и L��� (ламин В3� (LourimL��� (ламин В3� (Lourim (ламин В3� (LourimLourim e� 
al., �996�. Ламин В3 участвует в формировании 
ламины ядра ооцита в виде тонкого слоя проме-
жуточных филаментов, прилежащего к внутрен-
ней мембране ЯдО (Gol�ber�Gol�ber� e� al., 2��8�.

Наши иммуно-электронно-микроскопиче-
ские исследования показали, что антитела к 
ламину В3 слабо связываются с хроматином 
(рис. 4, а, б�, в то время как антитела к ла-
минсвязывающему белку LAP2β выявляютсяLAP2β выявляются2β выявляются 
в составе изолированного из ядра хроматина 
(рис. 4, в�. Присутствие этого белка в ядрах 
ооцитов амфибий было известно (Lan�, �ro�ne,Lan�, �ro�ne,, �ro�ne,�ro�ne,, 
2��3�. Показано, что LAP2β взаимодействует сLAP2β взаимодействует с2β взаимодействует с 
ламином В3, а также с �AF (хроматин-ремо-�AF (хроматин-ремо- (хроматин-ремо-
дулирующий фактор� (��umaker��umaker e� al alal., 2����. 
LAP2-белки относятся к группе трансмем-2-белки относятся к группе трансмем-
бранных белков, связанных с ламиной, однако 
недавно было продемонстрировано, что один 
из этих белков (�LAP2β� выявляется также�LAP2β� выявляется также2β� выявляется также 
внутри ядра ооцитов в составе кластеров гете-
рохроматина (��miele�ska e� al., 2����. Авторы 
предполагают, что на стадии профазы � мейоза,� мейоза, мейоза, 
когда хроматин частично деконденсируется и 
активно перемещается внутрь ядра, его взаи-
модействие с интегральными белками мембран 
ЯдО нарушается и гидрофобные фрагменты 
(или изоформы� этих белков остаются ассоции-
рованными с хроматином. Выявленное нами 
присутствие LAP2β на хроматине из раннихLAP2β на хроматине из ранних2β на хроматине из ранних 
ооцитов амфибий согласуется с этими данными 
и позволяет предполагать, что LAP2β (или егоLAP2β (или его2β (или его 
изоформы� может быть вовлечен в организацию 
хроматина в профазе � мейоза.� мейоза. мейоза.

Ранее была обнаружена тесная связь ак-
тинсодержащих филаментов со сферическими 
тельцами внутри ядер ранних ооцитов из Rana 
�emporaria и из X�� laevis�� laevislaevis (Par�enovPar�enov e� al alal., �995; 
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Рис. 2. Вид хроматина разной степени компактизации в нуклеоиде X�� laevis�� laevislaevis.

а – расправленные нити транскрипционно активной ДНК (белые стрелки� и компактный хроматин (двойные белые 
стрелки�; б – РНП частицы на нитях ДНК; в – фрагмент компактного хроматина, состоящий из скрученных 3� нм 
фибрилл на большом увеличении. Сканирующая электронная микроскопия.

�iseleva e� al alal., 2��4�. Настоящие исследования 
показали, что многие из этих телец метятся ан-
тителами к сплайсосомным белкам (рис. 4, г, д�  
и являются тельцами Кахала, содержащими 
РНК-полимеразы и комплекс различных фак-

торов, вовлеченных в транскрипцию и процес-
синг всех типов РНК (Gall, 2����. С каждымGall, 2����. С каждым, 2����. С каждым 
сферическим тельцем обычно контактируют 
от 2 и более внутриядерных филаментов, что 
обнаруживается не только внутри изолиро-
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Рис. 3. Расположение хроматина вблизи внутренней мембраны ядерной оболочки.

а, б – хроматин имеет вид 3� нм фибрилл (стрелки� и контактирует с внутриядерными филаментами. Ядерные поровые 
комплексы (ЯПК� отмечены маленькими стрелками.

ванного ядра ооцитов, но и на срезах целых 
ооцитов в ядрах после удаления ДНК (рис. 5, а�.  
Установлено, что скопления хроматиновых 
фибрилл часто контактируют со сферическими 
тельцами Кахала (рис. 5, б–д�.

Количественный анализ наблюдаемых в 
сканирующем микроскопе контактов хроматина 

с внутриядерными компонентами в ядрах, изо-
лированных из �� ооцитов X�� laevislaevis, подтвердил 
отсутствие его связи с ядерной оболочкой и 
незначительное взаимодействие с актинсодер-
жащими филаментами (табл. ��.

Наиболее часто хроматин контактировал с 
тельцами Кахала и, как показали эксперименты 
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Рис. 4. Иммуногистохимическое выявление ламинов и сплайсосомных белков на внутриядерных структурах 
с помощью антител, меченных золотом.

а, б – слабое мечение хроматина антителами к ламину В3 (стрелки�; в – интенсивное мечение хроматина антителами к ла-
минсвязывающему белку LAP2β (стрелки и кружки�, г, д – распределение сплайсосомных белков в тельцах Кахала.LAP2β (стрелки и кружки�, г, д – распределение сплайсосомных белков в тельцах Кахала.2β (стрелки и кружки�, г, д – распределение сплайсосомных белков в тельцах Кахала.
а, в, г, д – сканирующая электронная микроскопия (позитивное изображение�, б – сканирующая электронная микро-
скопия с использованием бэкскатера (backscatter� (негативное изображение�.backscatter� (негативное изображение�.� (негативное изображение�.

по удалению большей части хроматина из ядер, 
эта связь является наиболее стабильной. Это 
обусловлено, очевидно, активными процессами 
транскрипции и сплайсинга РНК в функцио-
нально активных участках хроматина. Связь 

хроматина с внутриядерными филаментами 
в этом эксперименте практически не была 
зарегистрирована. На основании полученных 
результатов предложена гипотетическая схема 
организации периферических отделов ядра ран-



74�Вавиловский журнал генетики и селекции,  2011,  Том 15,  № 4

Рис. 5. Тесные контакты между внутриядерными компонентами.

а – контакты актинсодержащих филаментов со сферическими тельцами на срезах целых ооцитов после удаления ДНК; 
б–д – тесное взаимодействие между хроматином (Х�, сферическими тельцами (СТ� и актинсодержащими внутриядер-
ными филаментами (ВФ�. а – просвечивающая, б–д – сканируюшая электронная микроскопия.
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него ооцита амфибий (рис. 6�, согласно которой 
хроматин имеет специфическое, отличное от 
интерфазных клеток, распределение во внут-
риядерном пространстве.

Таким образом, проведенные эксперименты 
позволили впервые исследовать трехмерную ор-
ганизацию периферических отделов ядра ран-
них ооцитов X�� laevis�� laevislaevis в сканирующем электрон-
ном микроскопе и получить дополнительную 
информацию о возможных контактах хроматина 
с внутриядерными компонентами. Несмотря на 
то что стабильная связь хроматина была выявле-
на только с тельцами Кахала, следует отметить, 
что эти тельца тесно взаимодействуют с высоко-
динамичными филаментами ядерного матрикса, 
содержащими актин и миозин (Obr�lik, 2����. 
Известно, что концентрация актина в ядре ооци-
тов амфибий существенно выше, чем в ядре 
соматических клеток и составляет 4–6 мг�мл 
(�lark, �osenbaum, �979; Pe�erson, Aebi, 2��2�.�lark, �osenbaum, �979; Pe�erson, Aebi, 2��2�., �osenbaum, �979; Pe�erson, Aebi, 2��2�. 
Совокупность этих данных свидетельствует о 
том, что компоненты ядерного матрикса могут 

быть вовлечены в регуляцию активного переме-
щения и необходимой ориентации хромосом, а 
также, возможно, их реорганизации на разных 
стадиях профазы � в ооцитах амфибий.� в ооцитах амфибий..

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке грантов РФФИ № ��-�4-��426 и № ��-�4-
��469, и гранта Президиума РАН «Молекуляр-
ная и клеточная биология» (6.�2�.
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Таблица 1 
Контакты хроматина  

с внутриядерными структурами

Ядро

Контакты хроматина

с внутри-
ядерными  
филамен-

тами

с ядерной 
оболочкой

со сфери-
ческими 
тельцами

� 5 3 ��
2 3 � 8
3 2 � �2
4 � 2 �6
5 2 � �2
6 5 � �8
7 3 2 �5
8 7 3 ��
9 3 � �7
�� 6 3 �3

Суммарное  
количество  
контактов

36 �3 �3�

Среднее  
количество  
контактов

3,6 ± �,5 �,3 ± �,� �3,� ± 2,4

Рис. 6. Схема взаимодействия хроматина с внутри-
ядерными структурами.

Хроматин наиболее стабильно контактирует с тельцами 
Кахала – участками сплайсинга РНК (отмечено кольцами� 
и слабо – с актинсодержащими филаментами и внутрен-
ней мембраной ядерной оболочки (отмечено двойными 
кольцами�.
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IN THE NUCLEI OF GROWING XENOPUS LAEVIS OOCYTES
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Summary

A com�re�ensive ultrastructural investi�ation o� c�romatin �istribution in t�e nuclei o� Xenopus laevis 
oocytes at t�e 2–3r� �ro�in� sta�es �as been ma�e. �t �as been s�o�n by a mo�i�ie� met�o� o� oocyte nuclei 
isolation an� �i��-resolution scannin� electron microsco�y t�at c�romatin in am��ibian oocytes is �eakly 
linke� to actin-relate� �ilaments an� �oes not interact �irectly �it� t�e nuclear envelo�e. �mmune-electron 
microsco�y reveals a lar�e amount o� LAP2β but not lamin � an� A linke� to c�romatin. For t�e �irst time, 
a stable an� stron� interaction o� c�romatin �it� �ajal bo�ies, containin� t�e s�licin� �rotein com�lex�, is 
s�o�n. T�e results �oint to a s�eci�ic actin �istribution an� interaction �it� intranuclear structures in �ro�in� 
am��ibian oocytes. A sc�eme o� intranuclear s�ace or�anization in am��ibian oocyte nuclei is �ro�ose�.

Key words: c�romatin, �ajal bo�ies, nuclear envelo�e, am��ibian oocytes, scannin� an� transmission 
electron microsco�y.


