
« На смену аналитическим методам познания 
организации живого начинают приходить синте-
тические подходы, открывающие возможность 
для создания, конструирования живых систем 
различной сложности»

М. Н. Мейсель [5, с. 3]

Клеточная инженерия — наука о реконструи-
ровании клеток, создании клеток из изолирован-
ных частей разнородных клеток и образовании 
гибридных клеток из клеток разных типов и 
разных животных. За последние 30–40 лет этот 
раздел науки получил широкое развитие благо-
даря появлению методов энуклеации клеток, т.е. 
химического или механического способов выде-
ления из клеток ядра с узким слоем цитоплазмы, 
окруженной мембраной, и различных способов их 
слияния [7].

С помощью этих методов решались многие 
проблемы дифференцировки, старения клеток, 
цитоплазматической наследственности, взаимо-
действия ядерного и цитоплазматического гено-
мов, цитоплазматической регуляции ядерных 
функций и др. [26, 28], закономерности перепро-
граммирования генетического кода клеток [19, 
21]. Исследовались механизмы инфекции на клет-
ках с ядром и цитопластах (цитопласт — цито-

плазма клетки, окруженная мембраной, оставшая-
ся после выделения ядра) [15].

Как было показано, изолированное ядро 
(кариопласт) имеет узкий ободок цитоплазмы и 
длительное время сохраняет жизнеспособность 
и способность к слиянию [30]. Цитопласт также 
сохраняет жизнеспособность и подвижность в 
изолированном виде в течение нескольких суток 
[2], и он способен к регенерации и синтезу белка 
[6]. При пересадке кариопласта в безъядерную 
цитоплазму образуется жизнеспособная рекон-
струированная клетка [18]. Удалось путем объ-
единения ядра соматической клетки эмбриона с 
энуклеированной яйцеклеткой получить полно-
ценную мышь [22]. В настоящее время клониро-
вание различных животных получило широкое 
распространение [14, 25]. Главными процедурами 
при клонировании являются энуклеация яйце-
клетки (приготовление цитопласта-реципиента), 
получение кариопласта из соматической клетки 
и слияние карио- и цитопласта с образовани-
ем жизнеспособной реконструированной клетки. 
Механизмы естественной энуклеации изучаются 
также на эритробластах в процессе эритропоэза 
[24, 33].
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Для энуклеации с получением карио- и цито-
пластов использованы такие агенты, как цитоха-
лазин В, демекольцин, нокодазол и др. [16, 32]. 
Энуклеация и синцитиальное слияние получен-
ных частей клетки выполнены с использованием 
многих типов клеток, за исключением нервных. 
Возможно, это было связано с утвердившимся 
в неврологии представлением нейронной теории 
о невозможности синцитиальных связей между 
нейронами и их слияния [9].

Тем не менее, межнейрональная синцитиаль-
ная связь уже показана во многих отделах нервной 
системы позвоночных и беспозвоночных в норме 
и патологии [9, 27]. Нам кажется целесообразным 
продемонстрировать, что нейроны, как и другие 
клетки, могут быть энуклеированы и способ-
ны к синцитиальному слиянию своих основных 
компонентов с образованием цибридов (клеток, 
слившихся с цитопластом) и кариобридов (кле-
ток, слившихся с кариопластом). Это особенно 
важно в связи с тем, что, как общеизвестно, в ходе 
валлеровской дегенерации [31] после отделения 
отростка нейрона от его тела, содержащего ядро, 
ампутированный фрагмент обязательно должен 
погибнуть. Хотелось бы проверить, обязательно 
ли отросток нейрона должен погибнуть, или его 
можно слить с другим нейроном и сохранить ему 
жизнь. Для получения цитопластов необходи-
мо было провести энуклеацию нейронов, однако 
известно, что некоторые виды клеток, например, 
гепатоциты, могут быть энуклеированы с огром-
ным трудом [3].

В связи с изложенным выше, целью настояще-
го исследования было получение цитопласта ней-
рона с помощью энуклеации, а потом его слияние 
с другим нейроном с образованием цибрида.

Мат е р и а л  и  м е т о ды .  Методика исследования 
энуклеации нейронов под воздействием цитохалазина В. 
Объектом исследования служили изолированные нейроны 
моллюска Lymnaea stagnalis и их производные: цитопласты и 
кариопласты. Лишенные глии с помощью проназы нейроны 
[4] помещали в среду Игла МЕМ (Sigma, США) без глутами-
на и бикарбоната. Для энуклеации использовали цитохалазин 
В (Sigma, США), который растворяли в диметилсульфоксиде 
(ДМСО) (1 мг/мл) и затем разводили в культуральной среде 

до концентрации 10 мкг/мл, с помощью бикарбоната натрия 
устанавливали pH 7,8. Нейроны культивировали в течение 
4–8 ч и таким образом получали их кариопласты и цитопла-
сты (рис. 1, А–В). Жизнеспособность цитопластов проверяли 
по гранулообразованию при окрашивании объектов метиле-
новым синим. Для определения момента слияния использо-
вали не вызывающие сомнения морфологические критерии 
слияния [11]. Для более полного отделения большинства ядер 
от цитопластов нейрона проводили дополнительное механи-
ческое воздействие путем пипетирования.
В контроле проверяли, не вызывает ли выделение ядра рас-

творитель цитохалазина ДМСО. Для этого в таких же опы-
тах к 100 мл среды добавляли 1 мл ДМСО без цитохалазина.
Методика слияния цито- и кариопластов с телами ней-

ронов. Вначале нейроны выдерживали в среде с цитохала-
зином В в течение 4 ч (1-я серия опытов) или 8 ч (2-я серия 
опытов), после чего проводили их пипетирование с помо-
щью Г-образной стеклянной микропипетки с диаметром 
отверстия кончика 0,8 мм, а затем — с диаметром 0,6 мм. 
Энуклеированные клетки пипетировали в течение 5–10 мин 
для окончательного отделения кариопластов от цитопла-
стов, далее их промывали чистой культуральной средой. 
Затем к этим компонентам добавляли свежеприготовленные 
изолированные нервные клетки с целью добиться слияния 
цитопластов с телами живых нейронов (см. рис. 1, В–Д). 
Для сближения целых нейронов и частей нейронов осущест-
вляли центрифугирование в течение 5 мин при 400 об/мин 
и сохраняли в таком виде в культуральной среде в течение 
1 сут (1-я серия опытов) и 2 суток (2-я серия опытов). Таким 
образом, в 1-й серии компоненты нейронов находились в 
питательной среде 28 ч, а во 2-й серии — в течение 56 ч.
Агрегаты слившихся тел живых нейронов и частей клеток 

фиксировали в 2,5% растворе глутарового альдегида на 0,1 
молярном какодилатном буфере и дополнительно фиксиро-
вали 1% OsO4 (подробнее см. [10]). Ультратонкие срезы кон-
трастировали по Рейнольдсу и исследовали в электронном 
микроскопе (Hitachi, Япония).

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Через 2–4 ч 
и более содержания изолированных нейронов в 
среде с цитохалазином В отмечена их энуклеация 
(рис. 2, а, б). У разных клеток она начинается 
спустя неодинаковое время (через 40–90 мин) и 
становится отчетливо выраженной через 3–8 ч. 
Нередко полной изоляции кариопласта не насту-
пает, и нейрон из 8-образной конфигурации снова 
возвращается к шарообразной форме. Для того, 
чтобы увеличить долю выхода кариопластов и 
соответственно увеличить число полученных 
цитопластов, приходится применять механиче-
скую процедуру (многократное пипетирование 
суспензии энуклеируемых нейронов).

В результате образуются изолированные 
цитопласты (см. рис. 2, г) и кариопласты (см. 
рис. 2, в). Отрыв некоторых выпячиваний основ-
ного цитопласта может приводить к образованию 
малых цитопластов.

В контрольных опытах при инкубации с 
ДМСО без цитохалазина в течение 8 ч энуклеация 
не наступала.

Рис. 1.  Схема энуклеации (А, Б), получения цито- и карио-
пластов (В), их синцитиального слияния (Д) с другой 
клеткой (Г).

1 — кариопласт; 2 — цитопласты; 3 — цибрид; 4 — вакуо-
леподобные расширения межклеточной щели.

А Б В Г Д
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На электронных микрофотографиях в 1-й 
серии опытов обращает на себя внимание своео-
бразная перестройка пространственного располо-
жения эндоплазматической сети ряда нейронов. 
Цистерны этой сети образуют несколько кон-
центрических колец, ядра и цитоплазма имеют 
нормальную структуру (рис. 3). У некоторых 
нейронов отмечены отдельные вакуоли, лизо-
сомоподобные гранулы на периферии клетки. 
Изолированные фрагменты цитоплазмы имеют 
различные размеры, относительно высокую элек-
тронную плотнсть (рис. 4, а). На периферии 
цитопластов встречаются вакуоли и 
лизосомоподобные гранулы (см. рис. 4). 
Кариопласты содержат мелкие лизосо-
моподобные гранулы и неизмененные 
ядра (см. рис. 4, в). Часть цитопластов 
контактируют с телами клеток (рис. 5), 
образуют ножки слияния, вакуолеподоб-
ные расширения межклеточной щели и 
сливаются с цитоплазмой тела нейронов, 
формируя цибриды. Вакуолеподобные 
структуры находятся на границе сливаю-
щихся компонентов нейрона и служат 
указателем процесса слияния цитопла-
стов. При полном слиянии цитопластов 
с цитоплазмой тела нейрона происхо-
дит редукция пограничных вакуолепо-
добных структур, и цитопласт начинает 

напоминать выпячивание нейрона (см. рис. 5, б). 
Таким образом, уже через 1 сут контактирования 
интактных тел нейронов с цитопластами в культу-
ральной среде отмечается слияние некоторых из 
них с образованием цибридов (клеток, слившихся 
с цитопластом).

Во 2-й серии опытов, когда тела нейронов и 
их фрагменты после энуклеации находились в 
контакте 2 сут, число слившихся структур было 
больше. Помимо слияния цитопластов (рис. 6, а) 
и кариопластов (см. рис. 6, б) с телами нейронов, 
встречались фигуры слияния цитопластов между 
собой и с кариопластами. Цитоплазма цитопла-
стов выглядела более электронно-плотной (см. 

Рис. 2.  Энуклеация изолированного нейрона (а, б) с образова-
нием карио- и цитопласта (в, г).

1 — кариопласт; 2 — цитопласт. Фазовый контраст. Об. 40 
Рh, ок. 10.

Рис. 3.  Цитоплазма и ядро (Я) нейрона через 1 сут пребыва-
ния в культуральной среде вместе с цито- и карио-
пластами.

1 — эндоплазматическая сеть. Ув. 10 000.

а

в

б

г

Рис. 4.  Цитопласты через 1 (а) и 2 (б) сут пребыва-
ния в культуральной среде и кариопласты 
(в) через 1 сут инкубации в этой же среде.

Стрелка — место слияния кариопласта с телом 
нейрона; Я — верхушечный срез ядра. Ув.: а, 
б — 20 000, в — 10 000.
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рис. 4, б). Число лизосомоподобных гранул было 
увеличено.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Проведенные эксперименты показали, что изо-
лированные нейроны не только обладают спо-
собностью сливаться друг с другом [11], образуя 
двуядерные нейроны (гомодикарионы), но, как 
и все другие ненервные клетки, могут быть эну-
клеированы с образованием цито- и кариопластов 
и после слияния способны создавать комплексы: 
тело клетки – цитопласт, цитопласт – кариопласт 
и другие. Обнаруживаются все признаки слияния, 
описанные для слияния тел нервных клеток [11]. 
При большом увеличении всегда прослеживается 
разрушение расположенных рядом мембран тела 
нейрона и цитопласта. Так же, как и при слия-

нии тел нейронов, обнаружи-
вается варикозная деформация 
межклеточной щели и деструк-
ция пограничных мембран. 
Остаточные фрагменты мем-
бран (рис. 7) имеют округлые 
контуры или форму сфероид-

ных остаточных телец [10]. Следовательно, нерв-
ная клетка не является исключением, как неспо-
собная образовывать цитоплазматические синци-
тиальные связи [20]. Нервные клетки обладают 
всеми основными характерными для них свой-
ствами, и чтобы проявилась способность к обра-
зованию синцития и слиянию, необходимо отсут-
ствие разделяющей их глии [8]. В работе показана 
возможность искусственно сливать ампутирован-
ный участок нейроплазмы с телом — метаболи-
ческим центром другой клетки. Теоретически это 
означает, что in vivo ампутированный отросток 
нейрона также может быть слит с новой клеткой. 
Для процесса валлеровской дегенерации появля-
ется исключение: отсеченное нервное волокно 

не обязательно должно дегенерировать. 
Теоретически, оно может быть заново 
слито с телом нейрона.

Сходные попытки описаны в лите-
ратуре, на примере ракообразных пока-
зано, что центральная культя перере-
занного нервного волокна может быть 
сращена с периферическим отрезком 
[12, 13, 17]. Конечно, для позвоноч-
ных, у которых преобладают миели-
новые нервные волокна, возможность 
слияния изолированных дистальных и 
проксимальных отделов нейрона — пока 
только теоретическая, проблематичная 

Рис. 5.  Варианты (а, б) малых цитоплас-
тов, слившихся с телом нейрона 
через 1 сут инкубации в культу-
ральной среде с нейронами.

1 — цитопласты; 2 — тело нейрона; 
3 — мостики слияния; 4 — вакуо-
леподобные структуры на грани-
це слияния цитопласта и нейрона. 
Ув. 10 000.

Рис. 6.  Слияние цитопластов и кариопластов 
между собой и с телом нейрона (2-е сутки 
от начала слияния).

а — слияние двух цитопластов с телом нейрона; 
б — слияние кариопласта с телом нейрона; 
в — фрагмент рис. 6, б (видны разрушающие-
ся пограничные мембраны кариопласта и тела 
нервной клетки). 1 — цитопласты; 2 — тела 
нейронов; 3 — кариопласт; 4 — разрушенные 
пограничные мембраны; 5 — синцитиальные 
перфорации; Я — ядро. Ув.: а — 10 000; б — 
25 000; в — 36 000.
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и практически трудно реализуемая задача, однако 
уже полученные данные позволяют усомниться в 
неотвратимости процесса вторичной дегенерации, 
описанного А. Валлером [31], и намечают боль-
шие перспективы для нейротравматологии.

Главная проблема и наша дальнейшая зада-
ча состоят в том, чтобы продлить время жизни 
цитопластов, ослабить их травму при энуклеации 
и ускорить процесс слияния цитопласта с телом 
нейрона. Появление в цитопластах на 2-е сутки 
значительного количества лизосомоподобных 
электронно-плотных гранул, напоминающих гра-
нулы тромбоцитов [1], возможно, свидетельству-
ет об ухудшении их состояния. Многочисленные 
современные работы по усовершенствованию 
протоколов клонирования животных направлены 
именно на эти задачи, хотя и с использованием 
других клеток [29]. Так, предложены более «мяг-
кие» агенты, диссоциирующие актиновый цито-
скелет при энуклеации, другие среды для культи-
вирования цитопластов, варианты концентрации 
Са2+ и дополнительные сливающие агенты [23]. 
Способность нейронов и их частей к цитоплазма-

тическому слиянию открывает новые возможно-
сти в экспериментальной неврологии.

Работа поддержана грантами РФФИ № 10-04-90000-
Бел_а, № 09-01-00473.
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ENUCLEATION, FORMATION OF CYTO- 
AND KARYOPLASTS, AND THEIR FUSION 
WITH NEURONAL BODY

O. S. Sotnikov, А. А. Laktionova, N.М. Paramonova, 
L. I. Archakova and T. V. Krasnova

In this research that was performed on isolated neurons of mol-
lusk Lymnaea stagnalis, using neuron enucleation, the cytoplast 
was obtained which was then fused with another neuron resulting 
in cybrid formation. The experiments performed have shown that 
the isolated neurons are able to fuse with each other, forming 
binuclear neurons; also, like all other cells, they could be enucle-
ated with the formation of cyto- and karyoplasts and, after fusion, 
they can form cell body–cytoplast, cytoplasts–karyoplast, and 
other complexes. This is associated with the appearance of all 
doubtless indicators of fusion described for fusion of nerve cell 
bodies. This work demonstrates the possibility to artificially fuse 
the amputated neuroplasm fragment with neuronal cell body — 
the metabolic center of another cell. Theoretically, this means 
that in vivo amputated neuronal process also can be fused with 
a novel cell.

Key words: syncytial connections of neuron, neuronal fusion, 
neuronal enucleation, neuronal cytoplast, neuron theory
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