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Введение 

Компонент комплемента C3 играет важную роль в защитных реакциях и в реализации разно-
образных механизмов врожденного и приобретенного иммунитета у животных. Одной из наиболее 
существенных функций C3 является участие в активации системы комплемента (Walport, 2001). В 
последнее время появляются данные об участии C3 в различных процессах приобретенного имму-
нитета, таких как процессинг антигена (Villiers et al., 2008), регуляции дифференцировки и созрева-
ния дендритных клеток (Reis et al., 2008), а также развитии B-клеток памяти и регуляторных T-лим-
фоцитов (Ghannam et al., 2008). У позвоночных синтез и экспрессия С3 происходит главным обра-
зом в печени (Alper et al., 1969), однако в очаге воспаления эту способность приобретают и макро-
фаги (Colten et al., 1986). У беспозвоночных животных экспрессия С3 найдена в циркулирующих 
клетках: гемоцитах у асцидий (Nonaka et al., 1999) и целомоцитах у морских ежей (Al-Sharif et al., 
1998). Было показано, что у беспозвоночных вторичноротых C3 действует как опсонин, усиливая 
способность макрофагоподобных клеток к фагоцитозу бактериального патогена (Clow et al., 2004). 
Интересно, что у морского ежа уровень экспрессии гена, кодирующего гомолог C3, возрастает в от-
вет на действие бактериального липополисахарида (Clow et al., 2000). Несмотря на это, сигнальные 
пути, регулирующие экспрессию гена C3 при действии ЛПС, все еще плохо изучены, как у позво-
ночных, так и у беспозвоночных животных. 

В ходе предварительных исследований у морской звезды Asterias rubens фрагмент гена, гомо-
логичного компоненту комплемента С3. Филогенетический анализ этого гена, названного ArC3-
like, показал его близкое родство с генами гомологов C3 вторичноротых беспозвоночных живот-
ных. Мы обнаружили высокий уровень экспрессии гена ArC3-like в циркулирующих клетках (цело-
моцитах), дериватах кишки (гепатопанкреас) и в мужской гонаде у морской звезды. Мы также пока-
зали, что введение в целомическую полость морской звезды раствора бактериального ЛПС приво-
дило к усилению экспрессии гена ArC3-like в целомоцитах и гепатопанкреас по сравнению с кон-
трольным введением стерильной морской воды.  

Целью этой работы являлось изучение NF-κB и MAPK сигнальных путей в процессе актива-
ции экспрессии гена ArC3-like в гепатопанкреасе морской звезды Asterias rubens в ответ на дейст-
вие бактериального ЛПС. 

 
Материалы и методы 

Сбор экспериментальных животных Asterias rubens (Echinodermata: класс Asteroidea, отряд 
Forcipulata) производили в июне-августе 2008 г. на базе Беломорской Биологической Станции им. 
акад. О.А.Скарлато ЗИН РАН. Для экспериментов использовали морских звезд с длинной луча 10±2 
см. Печеночные выросты (гепатопанкреас) получали сразу после диссекции морской звезды и перфу-
зировали стерильной морской водой (СМВ). Далее гепатопанкреас инкубировали 48 ч в полной куль-
туральной среде на основе среды RPMI-1640 с добавлением NaCl (до 24 ‰), 10 % стерильной пулиро-
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ванной сыворотки интактных морских звезд A.rubens, 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глютамина и 80 мкг/мл 
гентамицина. После чего трижды отмывали СМВ и переводили в свежую среду RPMI-1640.  

Ингибиторы сигнальных киназ 
Ингибиторы MAP киназ были получены из Biomol: SB203580 (ингибитор p38 MAP); JNKinh II 

(ингибитор JNK1/2/3); U0126 (ингибитор MEK1/2). Ингибитор активации NF-κB (QNZ) был получен из 
Tebu-bio. Раствор ЛПС из Salmonella typhimurium приготовляли ex tempera раствор ЛПС на СМВ. Инги-
биторы добавляли за 1 ч до добавления ЛПС (50 мкг/мл), после чего гепатопанкреас инкубировали 24 ч. 

Выделение тотальной РНК и реакция обратной транскрипции 
Тотальную РНК из гепатопанкреаса морской звезды выделяли, используя реагент STAT-60 

(«TEL-TEST») в соответствии с инструкциями изготовителя. Перед проведением реакции обратной 
транскрипции РНК обрабатывали ДНКазой I, свободной от РНКазы («Roche Applied Science»). Ре-
акцию обратной транскрипции проводили с использованием олиго-dT праймера (T18) и обратной 
транскриптазы M-MuLV производства «Invitrogene» в соответствии с инструкциями изготовителя. 
Для проведения реакции обратной транскрипции использовали по 5 мкг тотальной РНК. 

Ретро-ПЦР-анализ (RT-PCR) и количественный ретро-ПЦР-анализ (qRT-PCR) 
Праймеры для ПЦР подбирали с использованием программы «Primer», разработанной В. 

Прутковским и O. Сокур (Институт Гриппа, РАМН). В работе были использованы праймеры, по-
добранные нами к кДНК гена глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы (GAPDH) морской звезды 
(5’-ATTGCTGAGGGGTTGATGAC-3’ и 5’-CTGGAACACGAAAAGCCATT-3’) и праймеры кДНК 
гена морской звезды ArC3-like (5’-TTCCTTGGCTCTCAACGTCT-3’ и 5’-
TGCAAAAACAGCAAATGAGC-3’). qRT-PCR проводили при помощи анализатора нуклеиновых 
кислот АНК-32 (Институт Аналитического Приборостоения РАН), используя технологию 
SyberGreen по следующей схеме: 3 мин 95ºC, затем 45 циклов, включающих 30 с 95ºC, 20 с 60ºC и 
30 с 72ºC. Рассчитанные количества кДНК каждого из генов нормировали по уровню экспрессии ге-
на «домашнего хозяйства», (GAPDH), и представляли как относительный уровень экспрессии гена, 
принимая за 100% уровень экспрессии в контрольных клетках. 

 
Результаты исследования 

Бактериальный ЛПС увеличивает уровень мРНК ArC3-like в гепатопанкреасе морской звезды 
in vivo. 

Введение раствора ЛПС в целомическую полость морской звезды (с концентрацией в целоми-
ческой жидкости 50–100 мкг/мл) приводило к увеличению уровня экспрессии гена ArC3-like в пече-
ночных выростах, через 24 ч. Введение СМВ не влияло на уровень экспрессии гена ArC3-like в пе-
ченочных выростах. Изучение временной динамики экспрессии гена ArC3-like в печеночных вы-
ростах при действии ЛПС показало увеличение уровня экспрессии этого гена через 6 ч, которое 
достигало максимума через 12–24 ч после воздействия ЛПС в печеночных выростах . Экспрессия 
гена ArC3-like оставалась повышенной по сравнению с базальным уровнем даже после 48 ч с мо-
мента введения ЛПС, но снижалась относительно уровня экспрессии через 24 ч после воздействия 
ЛПС. В ответ на введение животным СМВ уровень экспрессии гена ArC3-like не изменялся в пече-
ночных во временном интервале 1 – 48 ч. 

Ингибирование сигнальных путей NF-kB и MEK1/2 приводит к отмене ЛПС-зависимой акти-
вации экспрессии гена ArC3-like в гепатопанкреасе морской звезды in vitro. 

Для определения сигнальных путей, вовлеченных в ЛПС-зависимое усиление экспрессии гена 
ArC3-like в печеночных выростах морской звезды, мы использовали химические ингибиторы NF-
κB, JNK, p38 MAP и MEK1/2. Добавление ЛПС к печеночным выростам морской звезды in vitro 
приводило к увеличению уровня мРНК ArC3-like в 2,37±0,06 раза по сравнению с контрольным до-
бавлением СМВ (рис. 1). Добавление ингибитора NF-κB приводит к активации уровня экспрессии 
гена ArC3-like примерно в 3,5 раза и отменяет эффект ЛПС-зависимой активации экспрессии гена 
ArC3-like. Ингибирование JNK, p38 MAP и MEK1/2 приводит к уменьшению экспрессии гена 
ArC3-like на 94,2±0,3%, 90,2±0,6% и 83,0±4,5%, соответственно (рис. 1). Однако к отмене ЛПС-за-
висимой активации экспрессии гена ArC3-like приводило только ингибирование MEK1/2, в то вре-
мя как добавление ингибитора JNK приводило только к частичной отмене усиления экспрессии ге-
на ArC3-like при действии ЛПС. Добавление ингибитора p38 MAP не уменьшало степень активации 
экспрессии гена ArC3-like при действии ЛПС (рис.). 
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Роль NF-κB, JNK, p38 MAP и MEK1/2 в ЛПС-зависимой активации экспрессии гена ArC3-like в гепатопан-

креасе морской звезды in vitro. NF-κB inh – QNZ (40nM, ингибитор активации NF-κB), p38 inh – SB203580 (50 
мкМ, ингибитор p38 MAP); JNK inh – JNKinh II (20 мкМ, ингибитор JNK1/2/3); MEK1/2 inh – U0126 (20мкМ, 
ингибитор MEK1/2). Ингибиторы добавляли за 1 ч до добавления ЛПС из Salmonella typhimurium (50 мкг/мл) 
или равного объема СМВ, после чего гепатопанкреас инкубировали 24 ч. Уровни экспрессии гена ArC3-like 
определяли методом количественной RT-PCR. Результаты представлены как среднее значение ± стандартная 

ошибка среднего 
 

Обсуждение результатов 
В этой работе мы показали ЛПС-зависимую активацию экспрессии гена, гомологичного С3 

(ArC3-like), в печеночных выростах у морской звезды Asterias rubens. В печеночных выростах уро-
вень экспрессии гена ArC3-like возрастает уже через 6 ч и остаетя повышенным по сравнению с ба-
зальным уровнем даже через 24–48 ч с момента введения бактериального ЛПС. Известно, что ЛПС 
действует на TLR позвоночных и беспозвоночных животных, приводя к NF-κB и MAPK-зависимой 
активации экспрессии генов провоспалительных факторов и генов острой фазы иммунного ответа. 
Известно, что в геноме морского ежа S.purpuratus, филогенетически близкородственного морской 
звезде, содержится 222 гена, потенциально кодирующих толл-подобные белки (TLR), в результате 
экспрессии которых может образоваться как минимум 350 белковых продуктов, что, по мнению ав-
торов, может свидетельствовать о наличии у иглокожих неких механизмов, позволяющих увели-
чить спектр распознаваемых патогенов (Pancer, Cooper, 2006). Однако механизмы диверсификации 
этой группы Toll-подобных белков пока не изучены. Подобного рода способы увеличения спектра 
распознаваемых лигандов описаны и для других групп беспозвоночных и позвоночных животных, 
причем в качестве распознаваемых молекул используются как белки, обогащенные лейцин-богаты-
ми повторами, так и белки, несущие иммуноглобулиновые молекулы (Pancer, Cooper, 2006). Кроме 
того, в геноме иглокожих присутствуют гомологи генов транскрипционных факторов сигнального 
пути NF-κB (Hibino et al., 2006). Ингибирование NF-κB отменяет эффект ЛПС-зависимой активации 
экспрессии гена ArC3-like у морской звезды (рис. 1), что, по-видимому, указывает на участие NF-
κB в передаче активаторного сигнала от ЛПС на экспрессию гена ArC3-like в клетках печеночных 
выростов. Уменьшение экспрессии гена ArC3-like при добавлении ингибиторов JNK, p38 MAP и 
MEK1/2 может свидетельствовать о положительном вкладе MAPK сигнального пути в регуляции 
экспрессии гена ArC3-like у морской звезды (рис. 1). Интересно, что к отмене ЛПС-зависимой акти-
вации экспрессии гена ArC3-like приводило только ингибирование MEK1/2, но не JNK, p38 MAP 
(рис. 1). Полученные нами данные указывают, что активация экспрессии гена ArC3-like в печеноч-
ных выростах у морской звезды при действии бактериального ЛПС опосредованно активацией NF-
κB и MEK1/2 сигнальных путей. Работа поддержана грантом РФФИ № 08-04-00111. 
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Введение 

Одной из приоритетных групп загрязнителей водной среды являются полихлорированные бифе-
нилы (ПХБ). Они способны аккумулироваться в тканях рыб, находиться в них длительное время и изме-
нять ход важнейших процессов жизнедеятельности. В то же время, рыба, являясь одним из последних 
звеньев в пищевых цепях водных биоценозов, обладает способностью концентрировать многие токси-
ческие метаболиты, представляет собой угрозу здоровью человека при ее потреблении в пищу. 

При мониторинге водных экосистем необходим индивидуальный анализ химических компо-
нентов не только в окружающей среде, но также в тканях животных и растений. Это объясняет воз-
растающий интерес к изучению реакции обитателей экосистем на антропогенное воздействие. Ин-
тегральная оценка здоровья рыб может служить обобщенным показателем состояния всего водного 
сообщества, в том числе экологического благополучия или неблагополучия водоема. При этом не-
обходимо проводить исследования на различных уровнях организации живых систем. Изменения 
на молекулярном и мембранном уровнях могут служить сигналом к далеко идущим последствиям 
для данного вида организмов задолго до того, как наступят необратимые изменения в численности, 
биологической продуктивности, ареале распространения вида и т.п. 

За последние десятилетия накопился обширный материал о реакции рыб на химическое за-
грязнение. Растущий уровень антропогенного воздействия на природные популяции рыб остро ста-
вит проблему их адаптивных возможностей. В этой связи особую важность представляет изучение 
наиболее чувствительных и быстро реагирующих систем организма. В число последних входит сис-




