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Проведена количественная оценка экспрессии 11-ти генов Hox-кластера морского ежа Strongylocentrotus 
intermedius (SiHox1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9/10, 11/13a, 11/13b, 11/13c) в личинках ранних стадий развития: 
бластулы – 13 часов после оплодотворения (ч.п.о.), гаструлы – 35 ч.п.о., стадии призмы – 46 ч.п.о., 
эхиноплютеусов – 4 и 9 суток п.о. На стадии бластулы экспрессируются гены SiHox-7, 11/13b и 11/13c; 
для последнего ранняя активация отмечена впервые для правильных морских ежей. На стадиях га-
струлы и призмы наблюдается очень низкий уровень экспрессии. На стадии плютеуса происходит 
резкое усиление экспрессии всех генов Hox-кластера. Обсуждаются нарушения временнóй колинеар-
ности при экспрессии Hox-генов у иглокожих.
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1Регуляторные гены Hox-кластера определяют по-
следовательную закладку структур животного вдоль 
передне-задней оси тела [1, 2]. У базальной группы 
Cephalochordata экспрессия 15-ти Hox-генов осу-
ществляется с пространственной и временнóй кол-
линеарностью: гены начинают экспрессироваться 
не одновременно, а последовательно друг за другом 
от 3' конца Hox-кластера к 5' концу и при этом – 
от передних к задним сегментам тела развивающе-
гося зародыша [3, 4]. Однако в различных группах 
Deuterostomia наблюдаются те или иные наруше-
ния принципа коллинеарности при экспрессии 
Hox-генов, а  также обнаруживаются различные 
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изменения в самом составе Hox-кластера. У пра-
вильных морских ежей Hox-кластер содержит 11 
генов: Hox1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9/10, 11/13a, 11/13b, 
11/13c [5, 6], хотя данные о порядке расположения 
генов в Hox-кластере оказались противоречивыми: 
обнаружилась транслокация передней группы ге-
нов Hox1, 2, 3 с 3' на 5' конец Hox-кластера. Близ-
кий по своему составу набор генов в Hox-кластере 
описан для морских лилий [7]. У остальных классов 
Echinodermata отмечены различные дополнитель-
ные “сокращения” в Hox-кластере  [4]. При этом 
у представителей типа Hemichordata, сестринского 
к Echinodermata, набор генов в Hox-кластере близок 
к морским ежам [8, 9]. Помимо изменений в поряд-
ке расположения генов в Hox-кластере, у некоторых 
иглокожих было обнаружено нарушение временнóй 
коллинеарности при экспрессии Hox-генов: экспрес-
сия начинается не с передней группы генов, а с цен-
тральной и задней групп генов Hox-кластера [10, 11]. 
Данные об организации Hox-кластера и о ходе экс-
прессии регуляторных генов Hox в разных группах 
животных накапливаются постепенно, при этом 
постоянно корректируются и ложатся в основу но-
вых эволюционных гипотез. Наша работа посвя-
щена идентификации и анализу количественной 
оценки экспрессии генов Hox-кластера на  ран-
них этапах личиночного развития правильного 
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морского ежа с непрямым развитием Strongylocen-
trotus intermedius.

Объектом исследования стали личинки ранних 
стадий развития S. intermedius (рис. 1): бластула – 
13 часов после оплодотворения (ч.п.о.), гаструла – 
35 ч.п.о., стадия призмы – 46 ч.п.о., эхиноплю-
теус – 4 суток п.о. и эхиноплютеус – 9 суток п.о. 
Все эксперименты по оплодотворению и развитию 
морских ежей были выполнены на МБС “Восток” 
Национального научного центра морской биологии 
им. А.В. Жирмунского ДВО РАН (ННЦМБ ДВО 
РАН). Сбор животных проводили в заливе Восток 
Японского моря. Перед выполнением эксперимен-
тов животных содержали в ваннах с проточной аэ-
рированной водой и перед началом эксперимента 
промывали два-три раза фильтрованной морской 
водой, обработанной ультрафиолетом. Нерест ин-
дуцировали инъекцией 1-2 мл 0,5М раствора хлори-
да калия в полость аристотелева фонаря. Личинки 
были получены искусственным оплодотворением 
и в дальнейшем культивированы при 18ºС.

Тотальную РНК экстрагировали из яйцеклеток 
и личинок ранних стадий развития морского ежа 
S. intermedius при помощи набора “Yellow Solve” 
(Clonogen, Санкт-Петербург, Россия). Количествен-
ную оценку выделенной тотальной РНК проводили 
спектрофотометрически (Shimadzu, Япония). Ком-
плементарную ДНК (кДНК) получали с помощью 
набора для обратной транскрипции (Силекс, 
Москва, Россия), используя 1–3 мкг выделенной то-
тальной РНК. Для проведения обратно-транскрип-
ционной полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) 
использовали 50 мкл реакционной смеси, содержа-
щей однократный ОТ буфер (буфер для проведе-
ния ОТ-ПЦР), по 0,24 мM каждого из 4 дезоксину-
клеотидтрифосфатов (dNTP), 0,2 μM олиго-(dT)15 
праймера, 200 единиц активности MMLV-обратной 
транскриптазы. Реакцию проводили при 37ºC в те-
чение 2 ч. Образцы полученных продуктов (0,5 мкл) 

были затем амплифицированы при помощи ПЦР. 
Для нормализации различий в качестве и количестве 
полученной кДНК, используемой в каждом экспе-
рименте по проведению ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ), для морского ежа S. intermedius в качестве 
эндогенного контроля были использованы ген акти-
на (Генбанк: DQ229162) и ген убиквитина (Генбанк: 
LOC754856). Данные были получены в результате 
пяти независимых экспериментов. Праймеры для 
генов актина и убиквитина, используемые в прове-
дении ПЦР-РВ, ранее были описаны [12].

Секвенирование осуществляли на секвенато-
ре ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems, 
США) на базе Федерального научного центра био-
разнообразия наземной биоты Восточной Азии 
Дальневосточного отделения Российской акаде-
мии наук (ФНЦ биоразнообразия ДВО РАН). Сек-
венирование каждого транскрипта было проведено 
не менее трех раз.

Для теоретического дизайна специфиче-
ских праймеров для ПЦР-РВ генов морского ежа 
S. intermedius мы проанализировали нуклеотидную 
последовательность генов Hox-кластера близкого 
вида S. purpuratus [13, 14]. Все данные и соответ-
ствующие инструменты запроса и визуализации до-
ступны через SpBase, общедоступную базу данных 
генома морского ежа (http://www.spbase.org/SpBase/
rnaseq/) и  через базу данных биопроектов NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject), регистраци-
онный номер PRJNA81157. На основе полученных 
данных секвенирования выполнен дизайн специ-
фических праймеров для проведения ПЦР-РВ. Для 
создания праймеров была использована программа 
Primer Blast от NCBI.

Количественная оценка уровня экспрессии Hox-
генов S. intermedius проводилась индивидуально 
для каждого гена в относительных единицах (о.е.), 
где за условное значение “1” был взят уровень ам-
плификации данного гена в неоплодотворенных 

Рис. 1. Личинки ранних стадий развития Strongylocentrotus intermedius, взятые для исследования: А – бластула, 13 ч.п.о., 
Б – гаструла, 35 ч.п.о., В – стадия призмы, 46 ч.п.о., Г – эхиноплютеус, 4 суток п.о., Д – эхиноплютеус, 9 суток п.о. 
Масштаб: 50 мкм.
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яйцеклетках. В результате были получены данные 
количественной оценки уровней экспрессии всех 
11-ти Hox-генов морского ежа S. intermedius в ли-
чинках ранних стадий развития (рис. 2).

На стадии бластулы (13 ч.п.о.) уровень экс-
прессии Hox-генов в основном снижается по срав-
нению с яйцеклетками (т.е. не достигает 1 о.е.). 
Исключение составляют только гены SiHox7, 

11/13b и 11/13c, их экспрессия возрастает (рис. 2). 
У другого вида морского ежа S. purpuratus на ста-
дии бластулы (24 ч.п.о.) отмечен высокий уровень 
экспрессии двух генов – SpHox7 и 11/13b [10, 15, 16]. 
У  плоского морского ежа с  прямым развитием 
Peronella japonica отмечена ранняя активация всех 
трех генов – PjHox7, 11/13b и 11/13c – уже на ста-
дии бластулы (6–10,5 ч.п.о.) [11].
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Рис. 2. Результаты количественной оценки экспрессии генов Hox-кластера Strongylocentrotus intermedius на ранних 
стадиях личиночного развития (в относительных единицах – о.е.).
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На стадиях гаструлы (35 ч.п.о.) и  призмы 
(46 ч.п.о.) уровень экспрессии SiHox-генов очень 
низкий. Незначительно возрастает на стадии га-
струлы только экспрессия гена SiHox11/13a; уро-
вень экспрессии всех остальных генов продол-
жает снижаться (рис. 2). Литературные сведения 
по S. purpuratus в отношении экспрессии Hox-генов 
показывают, что у этого морского ежа в ходе га-
струляции (21–36 ч.п.о.) возрастает экспрессия 
соседнего гена – SpHox11/13b [15], резко снижаясь 
на стадии поздней гаструлы (48 ч.п.о.) [10]. Однако 
наше исследование показало, что у морского ежа 
S. intermedius уже через 35 ч.п.о. наблюдается резкое 
снижение экспрессии гена SiHox11/13b, хотя на ста-
дии призмы наблюдается незначительное усиление 
экспрессии этого гена, впрочем, все еще на очень 
низком уровне по сравнению с бластулой (рис. 2). 
У P. japonica на стадии гаструлы (13–15 ч.п.о.) к уже 
экспрессирующимся генам PjHox7, 11/13b, 11/13c 
добавляется экспрессия PjHox9/10, а на стадии при-
змы (18–21 ч.п.о.) экспрессируются гены PjHox1, 7, 
8, 9/10 и 11/13b, а экспрессия гена PjHox11/13c пре-
кращается и больше не возобновляется, по крайней 
мере, на ранних этапах развития [11].

При формировании плютеуса S. intermedius, на 
4-е сутки после оплодотворения, происходит резкая 
активация всех 11-ти генов Hox-кластера (рис. 2). 
Затем, на 9-е сутки после оплодотворения на-
блюдается возрастание уровня экспрессии генов 
SiHox1, 8, 9/10 и 11/13b и незначительное сниже-
ние экспрессии генов SiHox5, 6, 7, 11/13a и 11/13c, 
хотя уровень их экспрессии по-прежнему выше, 
чем на стадиях гаструлы и призмы. Уровень экс-
прессии генов SiHox2 и SiHox3 на 9-е сутки падает 
ниже 1 о.е. (рис. 2). Согласно литературным дан-
ным, резкое возрастание экспрессии Hox-генов 
(SpHox2, 3, 4/5, 7, 8, 9/10, 11/13a и 11/13b) харак-
терно и  для личинок S.  purpuratus в  возрасте 14 
и 21 суток [10]. У плютеусов P. japonica в возрасте 
от 1,5 до 4 суток наблюдается значительная экс-
прессия большинства генов Hox-кластера, за ис-
ключением PjHox6, экспрессия которого очень 
невелика, и PjHox11/13c, который вообще не экс-
прессируется после ранней гаструляции [11].

Полученные нами данные подтверждают, что 
у морских ежей наиболее ранняя активация харак-
терна не для передней группы Hox-генов, а для генов 
центральной и задней групп Hox-кластера – Hox7, 
11/13b и 11/13c. Такая же особенность наблюдается 
при развитии голотурии Apostichopus japonicus, у ко-
торой на стадии бластулы (12–20 ч.п.о.) экспрес-
сируются гены центральной и  задней групп Hox-
кластера – AjHox7, 8, 11/13a и 11/13b. На стадии га-
струлы (24–34 ч.п.о.) к ним добавляется экспрессия 
генов AjHox1, 5 и 11/13c [17]. У стебельчатой мор-
ской лилии Metacrinus rotundus на стадии бластулы 
(20 ч.п.о.) вообще не обнаружена экспрессия Hox-
генов; правда, в исследовании были задействованы 

только гены MrHox1, 2, 4, 5, 7, 8, 9/10 и 11/13с [18]. 
На стадии гаструлы (40 ч.п.о.) у M. rotundus экспрес-
сируется только MrHox7, затем через 2 суток п.о. на-
чинает экспрессироваться MrHox8 (53 ч.п.о.) и через 
4 суток п.о. – MrHox5, 7, 8 и 9/10 [18]. Таким обра-
зом, во всех известных исследованиях временнóй 
экспрессии Hox-генов у иглокожих на самых ранних 
стадиях развития наблюдается “молчание” генов пе-
редней группы Hox-кластера и экспрессия генов цен-
тральной и задней групп.
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EXPRESSION OF HOX CLUSTER GENES  
IN ARLY LARVAL DEVELOPMENT  

OF SEA URCHIN STRONGYLOCENTROTUS INTERMEDIUS  
(ECHINODERMATA, ECHINOIDEA)

N. V. Ageenko1, O. V. Ezhova2, *, K. V. Kiselev3, A. I. Lukinykh2,  
Academician of the RAS V. V. Malakhov2

1A.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology,  
Far Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences (NSCMB FEB RAS), Vladivostok, Russia

2Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
3Federal Scientific Center of the East Asia Terrestrial Biodiversity,  

Far Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences Vladivostok, Russia
*e-mail: olga_ejova@mail.ru

The quantitative assessment of the expression of 11 genes of the Hox cluster of the sea urchin Strongylocentrotus 
intermedius (SiHox1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9/10, 11/ 13a, 11/13b, 11/13c) in the larvae at early developmental stages 
(blastula – 13 hours post fertilization (h.p.f.), gastrula – 35 h.p.f., prism stage – 46 h.p.f., echinoplutei – 4 
and 9 days p.f.) was carried out. At the blastula stage, the expression of the SiHox-7, 11/13b, and 11/13c 
is observed; as for the latter the early activation was noted for the first time for regular sea urchins. At the 
gastrula and prism stages, a very low level of expression is observed. At the pluteus stage, there is significant 
increase of the expression of all Hox cluster genes. Breakages of temporal colinearity during the expression 
of Hox genes in echinoderms are discussed.
Keywords: real-time PCR, blastula, gastrula, prism stage, pluteus


	_Hlk178519215
	_Hlk181275769
	_Hlk176294294
	_Hlk147310903
	_Hlk179931314
	_Hlk181356481
	_Hlk181798117
	_Hlk183355510
	_Hlk183355805
	_GoBack
	_ENREF_2
	_Ref157514722
	_Ref157511901
	_Hlk178519215
	_Hlk181275769
	_Hlk179371409
	_Hlk178000194
	_Hlk181201502
	_Hlk181201641
	_Hlk177463689
	_Hlk181201097
	_heading=h.gjdgxs
	_heading=h.3znysh7
	_heading=h.30j0zll
	_heading=h.2et92p0
	_GoBack
	_heading=h.30j0zll
	_heading=h.1fob9te
	_Hlk181123625
	_Hlk181179485
	_Hlk178528175
	_Hlk11966829
	_Hlk176294294
	_Hlk11969479
	_Hlk179812541
	_Hlk179233549
	_Hlk177230611
	_Hlk179237129
	_Hlk177229371
	_Hlk177230978
	_Hlk180594270
	_Hlk180594252
	_Hlk179411262
	_GoBack
	_Hlk175161767
	_GoBack
	_Ref141559125
	_Ref141557710
	_Ref141559134
	_Ref141559438
	_Ref137327593
	_Ref179212419
	_Ref141557717
	_Ref178884746
	_Ref177812447
	_Ref141557913
	_Ref141558202
	_Ref141558249
	_Ref137339332
	_Ref141560514
	_Ref141560611
	_Ref141561181
	_Ref141561186
	_Ref177563944
	_Hlk181353982
	_Hlk172844810
	_Hlk147310903
	_Hlk531877803
	_GoBack
	_heading=h.30j0zll
	_heading=h.3znysh7
	_heading=h.1fob9te
	_heading=h.2et92p0
	_Hlk172561277
	_Hlk171603740
	_Hlk171349131
	_Hlk171519755
	_Hlk170736704
	_Hlk175068813
	_Hlk176178512
	_Hlk176181035
	_Hlk170915871
	_Hlk176177691
	_Hlk175070027
	_Hlk173170386
	_Hlk48859196
	_Hlk179931314
	_Hlk179928632
	_Hlk179929295
	_Hlk179929795

