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Обоснование. GAP-43 (growth-associated protein 43) — специфический нейрональный белок позвоночных жи-
вотных, локализованный преимущественно на плазматической мембране аксонных окончаний. GAP-43 играет 
важную роль в ориентации конусов роста аксонов, в регенеративных процессах в нервной системе и в синап-
тической пластичности. Недавно нами было показано, что GAP-43 присутствует в ооцитах и зиготах мыши, где 
он локализован в цитоплазме, что, предположительно, связано с особенностями его экспрессии и модификаций 
в этих клетках. 

Цель — исследование особенностей локализации GAP-43 в клетках ранних (предимплантационных) эмбрио-
нов мыши — от стадии зиготы до стадии бластоцисты.

Материалы и методы. В работе были использованы мыши гибриды F1 C57BL/CBA. Ооциты и зиготы полу-
чали с помощью гормональной стимуляции самок. Для иммуноцитохимического окрашивания ооцитов и ранних 
эмбрионов использовали первичные поликлональные антитела к белку GAP-43 и к его фосфорилированной 
(по  остатку Ser41) форме.

Результаты. С помощью иммуноцитохимического окрашивания было исследовано внутриклеточное рас-
пределение белка GAP-43 в ооцитах (на стадии метафазы II) и в ранних эмбрионах мыши — от одноклеточной 
стадии (зиготы) до стадии бластоцисты. В ооцитах наблюдается равномерное распределение белка по цитоплазме 
с наибольшей интенсивностью окрашивания в области веретена деления. В ранних эмбрионах GAP-43 присут-
ствует в ядрах и цитоплазме. Соотношение количества GAP-43 в ядре и цитоплазме меняется в зависимости от 
стадии развития эмбриона и фазы клеточного цикла бластомеров. Характерное для нейронов фосфорилирование 
GAP-43 по остатку Ser41 также наблюдается в ядрах и цитоплазме клеток ранних эмбрионов. В бластоцистах 
высокое содержание белка GAP-43 сохраняется только в плюрипотентных клетках внутренней клеточной массы.

Заключение. В настоящей работе мы впервые продемонстрировали присутствие белка GAP-43 в клетках ран-
них эмбрионов мыши и выявили существенные особенности локализации белка GAP-43 в них — локализацию 
в цитоплазме и ядре клеток вместо локализации на плазматической мембране, характерной для нейронов. По-
лученные данные позволяют сделать заключение об особой роли GAP-43 в тоти- и плюрипотентных клетках 
ранних эмбрионов.
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BACKGROUND: GAP-43 (growth-associated protein 43) is a specific neuronal protein of vertebrates, which is pre-
dominantly localized at the plasma membrane of axon terminals. GAP-43 plays an important role in axon growth cone 
guidance, neuroregeneration and synaptic plasticity. We have recently shown that GAP-43 is also present in mouse 
 oocytes and zygotes, where the protein exhibits cytoplasmic localization, which presumably results from peculiar GAP-43 
expression and modifications in these cells.

AIM: The aim of the research was to study GAP-43 localization in early (preimplantation) mouse embryos, from 
zygote to blastocyst stage.

MATERIALS AND METHODS: C57BL/CBA F1 hybrid mice were used in the work. Oocytes and zygotes were ob-
tained by hormonal stimulation of female mice. For immunocytochemical staining of oocytes and early embryos, primary 
polyclonal antibodies to GAP-43 and Ser41-phosphorylated GAP-43 were used.

RESULTS: The intracellular distribution of GAP-43 protein in mouse oocytes (at the metaphase II stage) and early 
embryos — from the unicellular stage (zygote) to the blastocyst stage — was studied by immunocytochemical assay. 
In  oocytes, there is a uniform distribution of protein throughout the cytoplasm with the highest intensity of staining in 
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the meiotic spindle region. In early embryos, GAP-43 is present in the nuclei and cytoplasm. The relative amount of 
GAP-43 in the nucleus and cytoplasm varies depending on the stage of embryo development and the cell cycle phase 
of blastomeres. The phosphorylation of GAP-43 at Ser41 residue, which is characteristic of neurons, is also observed in 
the nuclei and cytoplasm of early embryo cells. At blastocyst stage, the high expression of GAP-43 is preserved only in 
the pluripotent cells of the inner cell mass.

CONCLUSIONS: For the first time, we have demonstrated the presence of GAP-43 protein in early mouse embryos. 
The significant difference between GAP-43 localization in neurons (plasma membrane) and early embryo cells (cytoplasm 
and nucleus) was revealed. The results suggest a specific role of GAP-43 in toti- and pluripotent cells of early embryos.

Keywords: mouse oocytes; mouse zygotes; early embryogenesis; GAP-43.

Обоснование

GAP-43 (growth-associated protein 43) — это 
специфический нейрональный белок позвоноч-
ных животных. В нейронах данный белок ло-
кализован преимущественно в примембранной 
области аксонных окончаний [1–3]. GAP-43 
играет важную роль в эмбриональном разви-
тии нервной системы, участвуя в ориентации 
конусов роста аксонов. Во взрослом организме 
GAP-43 обеспечивает синаптическую пластич-
ность и регенеративные процессы в нервной 
системе [4–9]. Было показано, что на молеку-
лярном уровне GAP-43 способен кластеризо-
вать кислые фосфоинозитиды в плазматической 
мембране с помощью поликатионного эффек-
торного домена под контролем кальмодулина 
и протеинкиназы С, что обусловливает его уча-
стие в регуляции динамики актинового скелета 
[10, 11]. Предположительно, функционирование 
белка GAP-43 связано с образованием крупных 
олигомерных комплексов в присутствии кис-
лых фосфолипидов [12, 13]. GAP-43 относится 
к нативно-неупорядоченным белкам, для кото-
рых характерно многообразие белок-белковых 
взаимодействий и полифункциональность  [13]. 
Длительное время полагали, что этот белок 
нейроспецифический [1, 7]. Однако в настоя-
щее время имеются данные о присутствии белка 
GAP-43 в клетках глии, в хромафинных клет-
ках [1], в подоцитах [14], в мышечных [15] и ра-
ковых [16] клетках. Недавно нами было пока-
зано, что GAP-43 присутствует также в ооцитах 
и зиготах мыши. При этом в ооцитах на стадии 
метафазы II GAP-43 локализован на тубулиновых 
структурах — мейотическом веретене и центрах 
организации микротрубочек  — и фосфорили-
руется протеинкиназой С [17]. Примечательно, 
что особенности экспрессии, модификации 
и функции GAP-43 в различных типах клеток 
значительно отличаются, в то время как взаи-
модействия данного белка со своими основны-
ми внутриклеточными партнерами (протеинки-
назой  С, кальмодулином, актином и кислыми 
фосфолипидами) сохраняются [17]. GAP-43 
также был обнаружен в пролиферирующих 
плюрипотентных клетках (клетках эмбриональ-
ной карциномы мыши) [18] и мультипотентных 
клетках (нейрональных предшественниках), где 

он локализован в цитоплазме, на центросомах 
и в области хроматина [19]. 

Цель — исследование особенностей локали-
зации GAP-43 в клетках ранних (предимпланта-
ционных) эмбрионов мыши, обладающих тоти- 
и плюрипотентными свойствами. 

Материалы и методы

В работе были использованы мыши гибри-
ды F1 C57BL/CBA. Для получения ооцитов и зи-
гот проводили гормональную стимуляцию самок 
введением 10 МЕ гонадотропина сыворотки же-
ребой кобылы (Мосагроген, Россия) и 10 МЕ хо-
рионического гонадотропина человека (Intervet 
International B.V., Нидерланды) с интервалом 
42–46 ч. Самок подвергали эвтаназии путем цер-
викальной дислокации через 13–20 ч после вве-
дения хорионического гонадотропина человека, 
после чего комплекс ооцитов/зигот с кумулюс-
ными клетками извлекали из яйцевода мыши. 
Культивирование эмбрионов мыши до стадии бла-
стоцисты проводили в CO2-инкубаторе (5 % CO2, 
37 °С) в среде G-1 Plus (Vitrolife, Швеция).  

Иммуноцитохимическое окрашивание ооци-
тов и ранних эмбрионов проводили по стандартной 
методике [17]. В работе использовали первичные 
антитела к GAP-43 AB5312 и AB5401 (Millipore, 
США), разведение в 200 раз, и вторичные анти-
тела A-11034 с флуоресцентной меткой Alexa 
Fluor 488 (Invitrogen, США), разведение в 500 раз. 
Хромосомы окрашивали DAPI. Препараты го-
товили на предметном стекле с использова-
нием заключающей среды Vectashield (Vector 
Laboratories, США) и анализировали с помощью 
конфокального микроскопа LSM-510 Meta (Carl 
Zeiss, Германия) в ресурсном центре «Развитие 
молекулярных и клеточных технологий» СПбГУ.

Результаты и обсуждение

Ранее для исследования белка GAP-43 в ооци тах 
и зиготах мыши мы использовали специфические 
поликлональные антитела AB5220 к белку GAP-43 
крысы и AB5401 к фосфорилированной (по остат-
ку Ser41) форме белка GAP-43 (Millipore)  [17]. 
В настоящей работе были использованы поликло-
нальные антитела AB5312 к белку GAP-43 кошки 
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(Millipore). С помощью иммуноцитохимического 
окрашивания было исследовано распределение 
белка GAP-43 в ооцитах на стадии метафазы II 
и в ранних эмбрионах мыши  — от одноклеточ-
ной стадии (зиготы) до стадии бластоцисты. 

В ооцитах наблюдается равномерное распре-
деление белка по цитоплазме за исключени-
ем зоны веретена деления, в области которого 
интен сивность окрашивания выше (рис. 1, a). 
В зиготе GAP-43 присутствует как в пронуклеу-
сах (за исключением ядрышек), так и в цитоплаз-
ме. При этом количество белка в пронуклеусах 

выше, чем в цитоплазме (рис. 1, b). На стадии 
двух и четырех бластомеров наблюдается схожая 
картина: белок GAP-43 равномерно распреде-
лен по цитоплазме бластомеров и присутствует 
в ядрах, в ядрышках отсутствует (рис. 1, c, d). 

На стадии морулы белок GAP-43 также ло-
кализован в цитоплазме и в ядрах (рис. 2, a, b). 
Количество GAP-43 в некоторых бластомерах 
может быть выше, чем в других бластомерах это-
го же эмбриона. На рис. 2, a показана морула 
в начале компактизации, в которой два из вось-
ми бластомеров имеют более яркое окрашивание 

Рис. 1. Локализация белка GAP-43 в ооците и ранних эмбрионах мыши: a — ооцит на стадии метафазы II (стрел-
кой указано положение веретена с хромосомами); b — зигота на стадии интерфазы (pb — второе полярное тельце); 
c — эмбрион на стадии двух бластомеров; d — эмбрион на стадии четырех бластомеров. DIC — дифференциально-
интерференционный контраст, DAPI — окрашивание ДНК, AB5312 — окрашивание GAP-43 антителами AB5312, 
Merge — совмещение каналов DAPI и AB5312
Fig. 1. Localization of GAP-43 protein in the oocyte and early mouse embryos: a — metaphase II oocyte (the arrow indicates 
the position of the metaphase spindle); b — zygote at the interphase stage (pb — the second polar body); c — embryo at the 
stage of two blastomeres; d — embryo at the stage of four blastomeres. DIC — differential interference contrast, DAPI  — 
DNA, AB5312 — anti-GAP-43 antibodies, Merge — combination of DAPI and AB5312 channels
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Рис. 2. Локализация белка GAP-43 в ранних эмбрионах мыши: a — морула на стадии восьми бластомеров; b — 
поздняя морула; c — ранняя бластоциста; d — бластоциста на стадии вылупления (ICM — клетки внутренней 
клеточной массы, tb — клетки трофобласта). DIC — дифференциально-интерференционный контраст, DAPI — окра-
шивание ДНК, AB5312 — окрашивание GAP-43 антителами AB5312, Merge — совмещение каналов DAPI и AB5312
Fig. 2. Localization of GAP-43 protein in early mouse embryos: a — morula of eight blastomeres, b — late morula, c — early 
blastocyst, d — blastocyst at the hatching stage (ICM — inner cell mass, tb — trophoblast cells). DIC — differential interfer-
ence contrast, DAPI — DNA, AB5312 — anti-GAP-43 antibodies, Merge — combination of DAPI and AB5312 channels

d

c

b

a

Рис. 3. Локализация белка GAP-43, фосфорилированного по остатку Ser41, в моруле. DIC — дифференциально-
интерференционный контраст, DAPI — окрашивание ДНК, AB5401 — окрашивание pSer41-GAP-43 антителами 
AB5401, Merge — совмещение каналов DAPI и AB5401
Fig. 3. Localization of Ser41-phosphorylated GAP-43 protein in morula. DIC — differential interference contrast, DAPI — 
DNA, AB5401 — anti-pSer41-GAP-43 antibodies, Merge — combination of DAPI and AB5401 channels
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антителами к GAP-43. Это, вероятно, свидетель-
ствует о том, что экспрессия GAP-43 в клетках 
ранних эмбрионов динамически зависит от ста-
дии клеточного цикла. Поэтому из-за несин-
хронности деления бластомеров внутри эмбри-
она количество GAP-43 в разных бластомерах 
может различаться.

Следующая рассмотренная нами стадия — 
бластоциста, в которой происходит дифферен-
цировка клеток эмбриона на трофобласт (клетки 
которого расположены на периферии бластоци-
сты) и внутреннюю клеточную массу, которая 
в дальнейшем формирует плюрипотентный эпи-
бласт. На рис. 2, c показана ранняя бластоциста 
с формирующейся полостью. При этом в ядрах 
клеток количество белка больше, чем в цито-
плазме. В бластоцисте на более поздней стадии 
(в процессе вылупления из zona pellucida) хорошо 
видно более яркое окрашивание клеток внутрен-
ней клеточной массы по сравнению с клетками 
трофобласта (рис. 2, d).

В данной работе мы впервые продемонстри-
ровали экспрессию GAP-43 в клетках ранних 
эмбрионов мыши, начиная с зиготы до ста-
дии бластоцисты. GAP-43 в ранних эмбрио-
нах проявляет цитоплазматическую и ядерную 
локализацию, что существенно отличается 
от преимущественно мембранной локализации 
GAP-43 в нейронах. Яркое окрашивание цито-
плазмы анти телами к белку GAP-43 наблюдается 
в эмбрио нах до 4–8-клеточной стадии. GAP-43 
также локализован в пронуклеусах зиготы 
и ядрах бластомеров в 2–4-клеточных эмбрио-
нах. Такой результат впервые демонстрирует воз-
можность ядерной локализации у белка GAP-43. 
Чтобы подтвердить присутствие GAP-43 в ядре, 
мы использовали также антитела к фосфорили-
рованной (по остатку Ser41) форме GAP-43 — 
AB5401 (Millipore) и моноклональные антитела 
к белку GAP-43 — G9264 (Sigma-Aldrich, США). 
Оба вида анти тел также окрашивают ядра клеток 
в ранних эмбрионах мыши (рис. 3, для анти-
тел G9264 данные не показаны). Окраска белка 
в ядрах и цитоплазме с помощью антител AB5401 
говорит о том, что белок в ранних эмбрио нах 
фосфорилирован, причем, предположительно, 
протеинкиназой С, как и в нейронах.

Хорошо известно, что мембранная локали-
зация GAP-43 в нейронах связана с пальми-
тоилированием двух его остатков Cys3 и Cys4 
[20, 21]. Поэтому можно заключить, что в ранних 
эмбрио нах мыши GAP-43 не содержит остат-
ков пальмитиновой кислоты. Как мы пред-
положили ранее, это может быть следствием 
того, что в ранних эмбрионах экспрессируется 
не полная, а укороченная с N-конца форма 
GAP-43-2, лишенная остатков 1–4 за счет аль-
тернативной трансляции с кодона Met5  [17]. 

Мы проанализировали аминокислотную по-
следовательность GAP-43 с по мощью ком-
пьютерных алго ритмов, предназначенных 
для предсказания субклеточной локализации 
белка. Программы PSORT  II  [22], SCLpred  [23], 
ESLPred2 [24], Cello v.2.5 [25] предсказывают 
для GAP-43 ядерную локализацию, программы 
MultiLoc2  [26] и BUSCA  [27]  — ядерно-цито-
плазматическую локализацию, программы cNLS 
Mapper [28] и NLStradamus  [29]  — что участок 
43–57, расположенный внутри поликатионного 
эффекторного домена GAP-43,  — это одинар-
ный сигнал ядерной локализации («monopartite 
nuclear localization signal»). Интересно отметить, 
что для двух родственных белков — MARCKS 
и BASP1 — также было показано, что их эффек-
торные домены могут выступать в качестве 
сигнала ядерной локализации [30, 31]. Таким 
обра зом, можно заключить, что при отсутствии 
пальмитоилирования белка GAP-43 наиболее 
вероятная его локализация в клетке — именно 
локализация в ядре и цитоплазме, что и было 
обнаружено в настоящей работе.

Сравнивая данные, полученные с помощью 
антител к белку GAP-43 в этой работе (AB5312), 
с полученными ранее результатами по окраши-
ванию белка GAP-43 в ооцитах и зиготах мыши 
с помощью других поликлональных антител 
к белку GAP-43 (AB5220) [17] можно отметить 
два различия. 1) Использованные в данной рабо-
те антитела AB5312 дают более яркое окрашива-
ние цитоплазмы, чем антитела AB5220. На фоне 
яркого окрашивания цитоплазмы ооцита окра-
шивание тубулин-содержащих структур (мейо-
тического веретена и центров орга низации ми-
кротрубочек) не так отчетливо выражено, хотя 
окраска в области веретена все же сильнее, чем 
окраска цитоплазмы (рис.  1,  a). 2) Антитела 
AB5312, в отличие от AB5220, окрашивают ядра 
клеток и пронуклеусы в зиготе. Таким обра зом, 
антитела AB5220 и AB5312 имеют различную 
специфичность при окрашивании разных внутри-
клеточных пулов GAP-43 (ядерного и цитоплаз-
матического). Хотя оба вида антител — кроличьи 
поликлональные, они отличаются иммуногеном: 
AB5220 получены к GAP-43 крысы, а AB5312 — 
к GAP-43 кошки. Белки GAP-43 крысы и кошки 
имеют примерно 20 % различающихся остатков, 
что может объяснить существенные различия 
в наборе эпитопов для каждого вида антител. 

Из полученных нами данных (здесь и в ра-
боте  [17]) следует, что в ооцитах и клетках ран-
них эмбрионов мыши можно выделить три раз-
личных внутриклеточных пула белка GAP-43: 
а)  цитоплазматический; б) ядерный; в) связан-
ный с тубулиновыми структурами (веретеном 
деления и центрами организации микротрубо-
чек). Более того, наши предварительные данные 
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показывают, что различные пулы белка GAP-43 
изби рательно окрашиваются с помощью различ-
ных моноклональных антител к данному белку 
(данные готовятся к публикации). Это, вероят-
но, объясняется различными модификациями 
белка GAP-43 в этих пулах, что будет исследо-
вано в дальнейшей работе.

Ранние (предимплантационные) эмбрио ны 
вызывают интерес в связи с тем, что их клетки 
обладают уникальными свойствами — тотипо-
тентностью и плюрипотентностью. Тотипотент-
ность  — способность к формированию полно-
ценного организма из одной клетки  — для пла-
центарных млекопитающих включает в себя спо-
собность давать начало собственно эмбриону 
и внезародышевым тканям. Для эмбрионов 
мыши показано, что тотипотентностью обладает 
лишь зигота и, как правило, лишь один бласто-
мер эмбриона на двух- и четырехклеточной ста-
дии [32]. Бластомеры эмбрионов мыши на более 
поздних стадиях развития уже не обладают дан-
ным свойством. На стадии поздней бластоцисты 
(перед имплантацией в матку) клетки внутрикле-
точной массы формируют эпибласт, обладающий 
свойством плюрипотентности. Клетки эпибласта 
способны дифференцироваться в клетки всех 
трех зародышевых листков эмбрио на, однако 
не способны формировать внезародышевые тка-
ни. Они являются источником для получения 
плюрипотентных эмбрионально-стволовых кле-
ток in vitro. В настоящей работе белок GAP-43 
был обнаружен в тотипотентных и плюрипо-
тентных клетках эмбриона. В связи с этим су-
щественный интерес вызывают литературные 
данные об экспрессии GAP-43 в плюрипотент-
ных клетках эмбриональной карциномы мыши. 
Было показано, что в этих клетках транскрипция 
гена GAP43 происходит с промотора, отлично-
го от того, который обуслов ливает экспрессию 
GAP-43 в нейронах [18, 33]. GAP-43 также был 
обнаружен в эмбрионально-стволовых клетках 
человека [34] и в раковых клетках [16]. Это позво-
ляет сделать предположение, что GAP-43 имеет 
особую роль в недифференцированных клетках.

Заключение

В данной работе мы впервые продемон-
стрировали присутствие белка GAP-43 в клет-
ках ранних эмбрионов мыши от стадии зиготы 
до стадии бластоцисты и выявили существенные 
особенности локализации белка GAP-43 в них 
в сравнении с нейронами — локализацию в ци-
топлазме и клеточном ядре вместо плазматиче-
ской мембраны. Поскольку предполагаемая роль 
GAP-43 в нейронах так или иначе связана с ре-
гуляцией динамики плазматической мембраны 
и актинового скелета, полученные нами данные 

позволяют сделать предположение о специфи-
ческих функциях GAP-43 в тоти- и плюрипо-
тентных клетках ранних эмбрионов. Результаты 
также имеют важное значение для исследования 
функций GAP-43 в других недифференцирован-
ных (стволовых и раковых) клетках.
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